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1. Einleitung

1.1. Bedeutungund Evolution des Weizens

Der Weizen ist eine der frihesten adiaulich genutzten Kulturen. DiBomestikationvon
diploiden Wildweizen begann vor ca..@@0Jahren im fruchtbaren Halbmond, auf dem Gebiet
des heutigen Irak und der stidostlichen Tu¢salamini et al. 2002). Weizer@hlt heute neben
Reis Qryza sativga und Mais Zea mayp zu den weltweit bedeutendsten Fruchtarten. In
Deutschland betrug die Anbauflache von Winterweizen im Jahr 2009 3,2 Mio. ha. Der

Winterweizen ist in Deutschland damit die meistangebaute Fraehw destatisde).

Weizen besitzt mit 16.000 Mb (Megabasen) ein sehr grof3es, komplexes Genom (Reis: 450 Mb,
Gerste: 5000 Mb). Das Genom ddwexaploiden Kulturweizens T(iticum aestivum
(AABBDD, 2n = 6x = 42 Chromosomen) setzt sighis den homoéologen Genomemwrei
unterschiedlichen \Wweizenformen zusammen. Emntstand vor ca. 7.000 Jahren aus der
spontanen Hybridisierung des tetraploiden wilden EmmeéFstiqum turgidum ssp.
dicoccoides AABB) mit Aegilops tauschjidem Donor des fBenoms. Der wilde Emmer
wiederum entstand aus einer Kreuzung Vaticum uratu(A-Genon) undAegilops speltoides
(B-Genon) (Petersen et al. 2006)

1.2. Aufbau der Weizenbliite

Die Ahre des Weizens ist aus Ahrchen abfye, die mit der Rachigdurch die Rachilla
verbunden sind. Innertia der Rachis verlaufen die vaskularen Bindel, durch welche die
Bliten mit Wasser und Nahrstoffen versorgt werden. Die Ahrchen liegen versetzt zueinander
auf zwei Seiten der Rachis (Abb. 1a). Jedes Ahrchen (Abb. 1b) besteht aus vier fertilen Bliiten
und eirer infertilen Blite, die von zwei Glumaemgeben sind. Das Ovanit seinen zwel
fedrigen Stigmenist vom Lemma, der Palea und 2 Lollicula@mgeben. Die Lolliculae
schwellen wéhrend der Anthese an und 6ffnen so die Blite, wodurch die Antheren aus der

Blute ausgeworfen werden kdnnen.
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Abb. 1a: Seitenansicht einer Weizenahre

Abb. 1b: Blick in eine getffnete Weizenahre kurz vor der Anthese

1.3. Die partielle Taubahrigkeit bei Weizen

Die Symptome der partiellen Taubahrgkeit bei Getreide sindAdesbleichen vorzuerst
einzelnen Ahrchen und schlieRlich der ganzen Ahre. Bei fortschreitender Krankheit und
feuchter Witterung wachst auf den Spelzen befallener Ahren einorasgefarbener
Mycelbelag. Infizierte Korner sind schlechter gefillt (Kimmerkérner) und ddbarer und

kantiger und zudem haufig von weisafarbenem Myzel umgeben.

Die partielle Taubé&hrigkeit bei Getreide, insbesondere bei Weizen und Gerste, wird von
verschiedenen Fusariu8pezies, die zur Gruppe der Ascomyceten gehdren, ausgelost.
Fusarium almorum und Fusarium graminearum(Hauptfruchtform: Gibberella zeag sind

dabei die haufigsten und virulentesten Pathogene bei Weizen (Parry et al. 1995).

Die Erreger der Ahrenfusariosdéraben einen weiten Wirtskreis und kénnen im Boden auf
befallenen Erntéickstdnden als Myzel Uberwintern. Dabei spielen Maisstoppeln eine
besonders grol3e Rolle, da der Mais ebenfalls ein Wirt verschiedener FuSaearas ist und

zudem haufig vor Weizen in der Fruchtfolge steht (Parry et al. 1995, Pommer 1998). Auf den
Erntelckstanden bilden sich Perithezien, aus denen Ascosporen austreten. Diese werden durch
Regenspritzer auf die Ahren transportiert und konnen dort auskeimen. Am anfalligsten sind die
Weizenahren zur Anthese, da zu diesem Zeitpunkt Ascosporen in die gedfilet gelangen

oder entlang der Antherenschlauche in die Blite wachsen kdnnen. Da die Pilze zur Infektion
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einen Feuchtigkeitsfilm auf den Ahren und warme Temperaturen von (ber 15°C (optimal:
25°C) bendtigen, kommt es in den Jahren, in denen feuchte, ewaiitterung zur

Getreideblute auftritt, haufig zu Epidemien (Parry et al. 1995).

Neben den Ernteausfallen durch die Taubahrigkeit bringt vor allem die Produktion von
Mycotoxinen durch die Erreger der Ahrenfusariosen groRe Probleme mit sich, da die
Mycotoxine durch das Korn in die Nahrung von Tier und Mensch gelafgegraminearum

und F. culmorumbilden die Trichotechene Deoxynivalenol (DON) und dessen acetylierte
Derivate sowie Nivalenol (NIV), TZoxin und das nicht steoridale Mycooestrogen Zearalenon
(ZON). Dabei treten verschiedene Chemotypen der Pilze auf, die entweder mehr DON oder
NIV produzieren. Trichotecene sind Epoxide von Sesquiterpenen, die von verschiedenen
FusariumSpezies gebildet werden kdnnen. $iaibieren in unterschiedlichem Male die
Proteinbiosynthese und fuhren in Pflanzen sowie in Tieren zur Apoptose (Rocha et al. 2005).
Fir den Weizen besitzlabeiDON die hochste Toxizitat, fur tierische Zellen ist-T@xin das
potenteste Gift (Rocha et al. 2005).

Vor allem Monogaster, wie z.Eechweine,reagierersensibel auf die Belastung des Futters mit
FusariumToxinen. Hier fihren hohe DOBelastungen zu verminderter Futteraufnahme und
gelegentlichem Erbrechen, weswegen DON auch als Vomitoxin bezeichnet wird. Zudem fuhrt
eine hohe DOMNAufnahmezu Beeintrachtigungen des Immunsystems, da das Mycotoxin mit
den Makrophagen, -Zellen und BZellen des Immunsystems interagiert (Tiemann und
Dénicke, 2007). In Weizenahren ist DON fur Fusariumpilze ein wichtiger Virulenzfaktor fur
die Fahigkeit, sich dukcdie Rachisinnerhalb der Ahre auszubreiten. Es wird angenommen,
dass DON die Pflanze durch Hemmung der Proteinbiosynthese an einer adéaquaten
Abwehrreaktion hindert. Pilze mit gestorter D&ynthese sind zwar fahig in das
Wirtsgewebe einzudringen, jedodsildet sich am Rachisnodium eine dicke Barriere aus
Zellwandmaterial, die den Rilan der Besiedelung der Rachiadert (Jansen et al. 2005). Bei
DON-produzierenden Pilzen lauft eine &hnliche Abwehrreaktion nur in hochresistenten
Genotypen ab, wahrend dfliige Sorten kaum Verdickungen wgisen (Kang und
Buchenauer 2003

Die Induktion der Apoptoselurch DON solltedie Bereitstellung von Nahrung fir den
nekrotropher{oder hemibiotropherilz vereinfachen und die Besiedelung des Wirtsgewebes
erleichtern.Die Produktion von Mycotoxinen zur Abt6tung von Wirtszellen ist typisch fur
Pathogene mit nekrotrophem Lebensstil (Glazebrook 2005). Bisher klonierte Resistenzgene

die eine Resistenz gegenulnekrotropha Pilzen vermitteln,codieren fir Proteine, die aler
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Entgiftung dieser Mycotoxine beteiligt sind (Johal. et al. 2002, Brandwagt2602, Sindhou

et al. 2008).In Weizen konnte DOMB-Glycosid als so genanntes maskiertes DON
nachgewiesen werden (Berthiller et al. 2005). AAs thaliana wurde eine UDP
Glycosyltransferase isoliert, die in der Lage BON zu glyca\ieren (Poppenberger et al.
2003). Das bei dieser Reaktion entstehende E3IMNycosid ist nicht mehr toxisch und wird
vermutlich in der Vakuole gelagert. Die Gefahr besteht jedoch, dasslutys@Rest durch
Enzyme wahrend der Verdauung oder der Fermentation der Weizenkdorner freigesetzt und
somit die Toxizitat von DON wieder hergestelierden konnte (Berthiller et &2009. Fir das
Merkmal der DONToleranzwurden mehrere QTKartieungendurchgefihrt (Blrstmayr et
al. 2009). Ein QTL fur die Entgiftung von DON colokalisiert mit einem H&@pt fur
Resistenz gegen FHB, waeine bedeutende Rolle der D@Mtgiftung innerhalb der

Pathogenabwehr der untersuchten resistenten Genotypen nahefegtghs et a. 2005).

Fur Zearalenon(ZON) ist bis jetzt noch keine virulenzférdernde Wirkung im Weizen
nachgewiesen worden. Dieses Mycotoxin fuhedoch bei der Kontamination von
Schweinefutter zu groRen Problemen, da esQ&8&radiol stark genug ahneiltm an die
entsprechenden Ostrogenrezeptoren zu binden. Bei der Verfiitterung von stark mit ZON
belastetem Futter (8000 ng ZON/kg) an Sauen kann es zu Odemen der Vulva sowie zu
Stérungen beim Eisprung, der Befruchtung und der Einnistung und Entwicklungoteer
kommen. Auch geringere Mengen wirken sich bereits negativ auf die Fruchtbarkeit der Sauen
und die Lebensfahigkeit der Ferkel aus (Tiemann und Danicke 2007). Wegen der starken
Beeintrachtigungen auf die Tieraund letztendlich auch auf den Menschemurden von der
Europaischen Union Hochstmengen fir Futted Nahrungsmittel festgesetzt.

Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte der Infektionsverlauf bei
resistenten und anfélligen Weizensorten, die Fitgraminearum(Pritsch et al. @00), F.
culmorum(Kang und Buchenauer 1999, 2000a, 2000b, 2000c, 2002, 2008). avénaceum

(Kang et al. 2005) infiziert wurden, gezeigt werden. Diese drei Verursacher der partiellen
Taubahrigkeit infizieren das Wirtsgewebe in sehr ahnlicher Weise (&aalg 2005). Deshalb

kann davon ausgegangen werden, dass die Abwehrmechanismen der Weizensorten gegen diese
Fusarien ebenfalls vergleichbar sind. Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der
elektronenmikroskopischen Untersuchungen zusammengefasstduncti Ergebnisse aus

Expressionsanalysesrganzt woraus auf den Ablauf derfektion geschlossen werden kann

6 bis 12 Stunden nach der Inokulation keimen die MakrokonidierFvgnaminearunundF.

culmorum auf den Oberflachen aller untersuchten Blgemebe. Dabei konnten keine
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Unterschiede zwischen den anfalligen und den resistenten Weizensorten festgestellt werden
(Kang und Buchenauer 199%®ritsch et al. 2000). Zu dieseBeitpunken steigt die
Transkription von ROS (Reactive Oxygen Species) prodezéen Generwie Peroxidasen

(Pritsch et al. 2000)sowie von ROS entgiftenden Enzymenmie Ascorbat Peroxidasen,
SuperoxidDismutasen, Glutathion-Bransferasen (Zhou et al. 2005, 2006) in anfalligen und
resistenten Weizensorten stark an. Die Hochregulge dieser Gene deutet auf den Ablauf
eines Aoxidativen Burstd und,kadzanachdes Kemergul t i e
der Makrokonidienhin (Pritsch et al. 2000, Zhou et a. 2006). Auch wird die Produktion von
PR-Proteinen in anfalligen undsmstenten Sorten ab 6 Stunden nach der InokulgBsteigert

(Pritsch et al. 2000, HHAmbroz et al. 2006, Bernardo et al. 2006).

Die Hyphen vonF. graminearumund F. culmorumwachsen zunachst unverzweigt awr d
Oberflache des Blutengewebes wphterzunehmend auch unterhalb der Cutikula (Pritsch et

al. 2000, Kang und Buchenauer 199@an. 36 Stunden nach der Inokulation bilden sich
verdickte Infektionshyphen und der Pilz dringt mit Hilfe von Apressorien durch die
Epidermiszellerin die Gewebe der Cgpose und des Lemma. Da gezeigt werden konnte,
dass Wirtszellen in der Nahe der Infektionshyphen haufig eine verringerte Dichte von
Zellulose, Xylan und Pektin aufweisen, wird davon ausgegangen, dass der Pilz entsprechende
zellwandabbauende Enzyme seiseidet (Kang und Buchenauer 1999, 2000b). Auch wurde zu
diesem Zeitpunkt erstmals das Toxin Deoxynivalenol in den Hyphen des Pilzes sowie in
Epidermis und Parengmzellen des Blutengewebesmchgewiesen (Kang und Buchenauer
1999). Bei einer Inokulatioder Au3enseiten der Glumdimdet de Penetration der Zellen erst

zwei bis dreiTage nach der Infektiontagt. Die Zellen der Glumaéesitzen sehr dicke
Zellwande mit Siliziumeinlagerungen, was eine mechanische Penetration stark erschwert. Im
Gegensatz zu de Geweben der Bliteninnenseite dringt dort der Pilz hauptséchlich tber
Stomata ein (Pritsch et al. 2000). Anféllige und resistente Sorten unterschiedlicher Herkiinfte
unterscheiden sich nicht hinsichtlich des Zeitpunktes, zu dem eine erste Penetratitin auftr
(Kang und Buchenauer 1999, Pritsch et al. 2000).

Zwei bis dreiTage nach er Inokulation zeigen Zellen einenfalligen Weizensortez.B.

Agent bereits starke Veranderungen. Das Plasmalemma erscheint zusammengezogen, so dass
eine Licke zwischen Plastemma und Zellwand entsteht, in der sich Zellwandmaterial und
kleine Vesikel ansammeln. Die Chloroplasten sind geschwollen und weniger dicht gepackt, der
Tonoplast ist haufig dunkel gefarbt und in der Vakuole zeigen sich membrandhnliche

Strukturen. Zwiscbn den Zellen wachsen zahlreiche Pilzhyphen (Kang und Buchenauer
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2000c). Im Gegensatz dazu bilden sich im gleichen Zeitiausortenmit partieller Resistenz
gegenuberF. graminearum und F. culmorum z.B. Arina und Frontanazahlreiche
Zellwandverdickunge und Papillen. Die Lignifizierung sowieadiKonzentration von Callose

sind in den Zellwanden der resistenten Sorten erhdht. Besonders in ZellederaHgphen

wird vermehrt neues Zellwandmaterial gebildet. EinigdebetiesLemmas kollabieren zwei

bis dei Tage nach der Inokulation vollstandig und ihre Nachbarzellen zeigen besonders starke
Zellwandverdickungen (Kang und Buchenauer 2000c).eRuchimmt in Zellwédnden von
resistenten Sortendie Menge hydroxyprolinreicher Glycoproteine und Thionine zu.
Hydroxyprolinreiche Zellwandproteine verstarken die Zellwande und den Thioninen konnte
eine direkte antifungale Wirkung nachgewiesen werden (Bohima®®).1B den Zellwanden

einer resistenten Sorte (Arinayurde dreiTage nach der Inokulation eine Zunahme der
Kon z e nt r a tli3ducanasen und Chitinasen beobachtet. Diese Enzyme schadigen die
glucanrr und chitinhaltigen Zellwdnde von Pilzen und konnten auch in den Zellwé&nden von
Fusariumhyphen, die Gewebe von Arina befaheiten nachgewiesewerden. In Zelvanden

der anfalligen Sortevurde nur eine leichte Zunahme an Glucanasen und Chitinaseachéstb
(Kang und Buchenauer 2003Das Toxin Deoxynivalenol befindesich vor allem im
Endoplasmatischen Retikulum und an den Ribosomen von Zellen infiziSgelzn
Geringere Konzentrationen konnten jedoch auch in Zellwanden, Plasmalemma, Chloroplasten
sowie der Vakuole nachgewiesen werden (Kang und Buchenauer 1999, 2000c). Die DON
Konzentrationen isdrei Tage nach der Inokulation in den resistenten Sorten wignif
geringer & in einer anfalligen SortéKang und Buchenauer 2000c). Ietzter erreicten die
Pilzhyphen die Rachilla drdiage nachrokulation und die Rachis nach vier bis flr#gen.
Infizierte Zellen imLemmaund in der Carypopskollabieren vierTage nach der Inokulation.

DON lasst siclezu diesen Zeitpunktebereits in denrineren Geweben des Ovarachweisen,
wohingegen in den resistenten Genotypeehr Zellen intakt bleiben. Die Bedelung der
Rachis ist in der anfalligen Soneesentlich starr als in den beiden resistenten Weizensorten
(Arina und Frontaa), in denen die Rachilla erst nach fuinf bis sechs und die Rachis nach acht
bis zehnTagen besiedelt wird. In der Rachis breiten sich die Pilzhyphen imtdrintrazellular

aus (Kang u Buchewer 2000c). DON wird in den Leitbiindeln der Ahre sowohl nach oben als
auch nach unten transportiemid wurde in den Zellwdnden der Leitbindel sowie Uber den
Poren der Siebrohren nachgewiesen (Kang und Buchenauer 1999, 2000c). Die resistenten
Soiten zeigen mit der Bildung von Zellwandappositionen und dem Absterben einzelner Zellen
in der Rachis ahnliche Abwehrmechanismen wie im Lenidsang und Buchenauer 2000c).

Auch dort wure in resistenten Weizegine erhéhte Konzentration von hydroxyprolinreich
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Glycoproteinen und Thionines o w 18 Glbicanase und Chitinase nachgewie@¢sng und
BuchenaueR003).

Insgesamt zeigen die untersuchten anfalligen und resistenten Sorten ahnliche
Abwehrmechanismen, wobei die untersuchten resistenten Sorten weitaus besser in der Lage
sind dese aszupradgen. Dies&/erdnderungen beruhen grofdtenteils auf der Errichtung
mechanischer Barrieren durch Zellwandverstarkungen und der Ausscheidung antifungaler
Substanzen, was zu einer Verlangsamung und Abschwachung des ganzen Infektionsverlaufs
fuhrt.

Zeitnach der Inokulation (in Stunden)

Oh 6h 12h 24 h 36h 48 h 72h 96 hai

Infektionsverlauf:

Keimung der Erste Symptome an

Konidien den Spelzen
Beginn des Bildung von Erreichen der
Hyphenwachstums Infektionshyphen Rachis
Subcultikulére Intrazellulares Ausbreitung
Wachstum Wachstum durch die
Leitblindel

Abb. 2: Zeitlicher Ablauf der Infektion von F. culmorum in Blitengewebeder anfalligen
Weizensorte Agent nach einer Einzelbliteninokulation, wie sie auch in der vorliegenden

Arbeit verwendet wurde (Kang und Buchenauer 1999, 2000a, b, c).

Da F. graminearumund F. culmorum saprophytisch auf abgestorbenem Pflanzenmaterial
Uberwintern, stellt das Unterpfligen von Ernterickstdanden einen wirksamen Schutz vor
starkem Befallmit diesen Pilzendar. In manchen Gegenden muss jedoobgem des
Bodenschutgs oder aus Kostagrinden auf das Pfligen verzichtet werden. Die Behandlung
des Bodens mit antagonistisch wirkenden Mikroorganismwenden PilzerMicrosphaeropsis

sp. und Trichodermasp, zeigt vielversprechende Anfangserfolge, jedoch ist die Anwendung
noch nicht praxisif (Bujold und Paulitz 2001, Gilbert und Fernando 2004, Yuen und
Schoneweiss 2007). Leider schitzt die Verminderung von Inokulum im Boden nicht vor der
Infektion mit windbirtigen Ascosporen, weswegen weitere MalRnahmen zum Schutz vor

Ahrenfusariosen notwelig sind.
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Fur die Behandlung der Pflanzen mit Fungiziden (z.B. Tebuconazol) besteht nur ein kurzes
Zeitfenster wahrend der Blute. Kommt die Fungizidapplikation zu spat, fuhrt sie nicht mehr zur
Verminderung des Mycotoxingehaltes beim Korn (Yuen und Scheissw2007, Paul et al.

2007). Bei resistenten Weizensorten kann auf den chemischen Pflanzenschutz gegen Fusarien
verzichtet werden. Die Kontrolle dieser Pilze ist somit beim Anbau resistenter Sorten
einfacher, umweltschonender und auch kostengunstigebeal@nfalligen Sorten, die mit
Pflanzenschutzmitteln gegen Ahrenfusariosen behandelt werden miissen. Fir die Teilnahme
einer Sorte bei den Landessortenversuchen, deren Ergebnisse fur die Sortenberatung der
Landwirte herangezogen werden, ist eine Boniturnata mindestens 5 hinsichtlich der
Ahrenfusarioseresistenz erwiinscht. Die Entwicklung von Basiszuchtmaterial mit guter
Resistenz gegenuber den Erregern dieser Krankheit ist daher sowohl 6kologisch als auch

okonomisch sehr wichtig

Die Resistenz von Weizenegieniiber dek&rregern der Ahrenfusariose ist quantitativ, da keine
vollstdndige Resistenz bekannt ist und sich verschiedene Weizengenotypen graduell
hinsichtlich ihrer Anfalligkeit gegentbédf. graminearumund F. culmorumsowie in der
Geschwindigkeit, in @r sich der Pilz in der Ahre entwickeln kann, unterscheiden. Die
Resistenz gegeniiber Ahrenfusariosen wird polygen oder zumindest oligogen durch meist
additiv wirkende Resistenzgene vererbt (Snijders 1990). &igehkonnten in Weizen keine
rassespezifiscimeResistenzen festgestellt werden. Auch sind Weizengenotypen, die resistent

gegenlubeF. graminearumsind, auch resistent gegenulerculmorum

Schrdder und Christensen (1963) unterscheiden zwei Haupttypen von Resistenz:
Typ 1:die Resistenz gegentiben dgstinfektion

Typ 2:die Resistenz gegentiber der Ausbreitung des Pilzes innerhalb der Ahre

Spater wurden weitere Resistenztypen unterschieden, wie die Resistenz gegentber der
Akkumulation von DON (Miller et al. 1985), die durch die Entgiftung des Torimgh die

Pflanze erklart werden kann, sowie die Resistenz gegeniber der Infektion der Kdrner und die
Toleranz, bei der trotales Fusariumbefa noch hohe Ertrdge erzielt werden kodnnen
(Mesterhazy 1995). Wie bereits im Kapitel Uber die Mycotoxine besdwoémihangt die Typ 2

Resistenz in manchen Genotypen vermutlich stark von der Fahigkeit zwHD@MNtung ab.

Bei der Evaluierung der Resistenz auf dem Fekrden die Pflanzen meist zu Blihbeginn mit
einer Makrokonidiensuspension bespridder es waten infizierte Maisstoppeln im Feld als

Inokulumquelle ausgelegt. Dadurch kann die kombinierte Fypntl Typ 2Resistenz durch
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visuelles Abschatzen des prozentualen Befalls ermittelt werden. Zur Bestimmung der Typ 2
Resistenz eignet sich am besten die Hdde der Einzelblitemokulation, bei der die
Makrokonidiensuspension in einzelne Bluten getropft oder injiziert und anschlielend die
Ausbreitung der Symptome innerhalb der Ahre beobachtet wird-NRitlkey, 2003). Die
Messung der Fusariumtoxine im Kot aufwendig und sehr kostspielig, so dass sie seltener
bei der Bewertung der Resistenz von einer grof3eren Anzahl @uiexender Genotypen
angewantwird. Da zwischen dem sichtbaren Befall und der Meng®lyrotoxinen im Korn

ein enger Zusammenhang béstekanndaher in vielen Fallemauf DON-Analysen verzichtet
werden (Miedaner et al. 2004, Paul 2006).

Die meisten hochresistenten Weizensorten stammen aus den feuchtwarmen @eléeten

und Sudamerikas, wo sddngem ein hoher Befallsdruck nfit gramnearumbestehtund

daher schon lange auf Ahrenfusariosetesiz selektiert wird. Der chinesische Zuchtstamm
Sumai3 besitzt eine ausgezeichnete TyReBistenz und wird haufig in Zuchtprogrammen
verwendet. In zahlreichen Q¥Kartierungsprogrammen wurden W#QTL auf den
Chromosomen 3BS, 5A und 6B&entifiziert. De QTL auf Chromosom 3BS und 6B&irden
feinkartiert und die Resistenzgene RiiB1 und FHB2 bezeichnet (Liu et al. 200€luthbert

et al. 200J. Fur FHB1, der vor allem die TypResistenz verbesd, stehen diagnostische
STSMar ker zur Anwendung in der AMarker Assi st
al. 2006). Weitere resistente asiatische Sommerweizensorten sind Wuhan, Chockwang und
Wangshuibai. Durch eine besonders gute TyResistenz dlit die brasilianische Sorte
Frontanaauf. Steiner et al. (2004) konnten QTL fur die Resistenz von Fusarium auf den
Chromosomen 3A und 5A identifizieren. Das Einkreuzen von exotischen Sorten ist zeitintensiv
und damit teuer, da viele Rickkreuzungsschritewendig sind, um die Ubertragung
agronomisch ungunstiger Gene durch genetische Kopplung zu minimieren. Daher ist die
Verwendung von adaptierten europaischen Winterweizensorten mit einer moderaten
kombinierten Typ 1und Typ 2Resistenz als Resistenzdoaosinnvoll in derZichtung. In
europdischen Sorten wurden zahlreiche QTL identifiziert, die eine Resistenz gegen
Ahrenfusariosen vermitteln (Gervais et al. 2003, Paillard et al. 2004, Schmolke et al. 2005,
Semagn et al. 2007, Draeger et al. 2007, Haeletrhl. 2007, Klahr et al. 2007, Schmolke et

al. 2008, Holzapfel et al. 2008, Haeberle et al. 2009, Birstmayr et al. 2009).

Die Abwehr gegeniber Pathogenen wird in Pflanzen durch phytohormongesteuerte
Signaltransduktionswege vermittelt, die untereinamddfontakt stehen und sich gegenseitig

an mehreren Punkten verstarken oder auch hemmen kénnen. Eine besonders grol3e Rolle in der
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Pathogenabwehr konnte fur die Salicylsaure (SA), die Jasmonate (JA) und Ethylen (ET)
gezeigt werden. Eine Beteiligung von Auximd Gibberellin wurde ebenfalls bestatigt
(Navarro et al. 2008). Im Allgemeinen scheinen die Hypersensitive Reaktion (HR), die zu
schnellem und gesteuertem Zelltod befallener Zellen fuhrt, und dieeBAittelte Systemic
Aquired Resistance (SAR) einen 8amen 8hutz gegen biotrophe Pathogenebieten. Im
Gegensatz dazu fuhren JANnd ET-Signaltransduktionswege zur wirksamen Abwehr von
nekrotrophen Pathogenen und Insektenfral (Glazebrook 2005). Von dieser Regel gibt es

jedoch zahlreiche Ausnahmen.

Welche Signaltransduktionsweg zur wirksamen Resistenz von Weizen gegeifuber
graminearumfihrt, konnte bisher noch nicht eindeutig geklart werden. Eine Induktion von
Genen, die am Ende der SAJA- und ETabhangigen Wege liegen oder an der
Signaltransduktion dteiligt sind, wurde fir verschiedene resistente und auch anféllige
Weizensorten nach der Infektion nfit graminearungezeigt (Pritsch et al. 2000, Zhou et al.
2006, Bernardo et al. 2006, Li und Yen, 2008). Begraminearumhandelt es sich um ein
Pathog@n mit nekrotrophem oder hemibiotrophen Lebensstil. Daher liegt die Vermutung nahe,
dass JA und auch ETSignaltransduktion zu erhdhter Resistenz filhren. Die Ergebnisse

veroffentlichter Studien hierzu sind jedoch zum Teil widerspruchlich.

Li und Yen (2003 beobachteten im anféalligen Weizenzuchtstamm Y1193 eine deutliche
Reduzierung der Symptome, wenn die Pflanzen vor der Inokulation mit Fusarium mit
Methyljasmonat oder Etaphon behandelt wurden. In hochresistenten asiatischen
Sommerweizen konnte Induktionowr Jasmonat und Ethylen Signaltransduktionsund
BiosyntheseGenen nach der Inokulation wiederholt gezeigt werden (Li und Yen 2008, Jia et
al. 2009). Chen et al. (2009) gelang es jedoch durch -Riekference (RNAI) in der
anfalligen Sorte Bobwhite die dnslation des EthyleSignaltransduktionsgerEIN2 zu
inhibieren. Transgene Linien ohreIN2-Expression waren deutlich resistenter als nicht
transformierte Kontrollpflanzen. Die Autoren schlossen daraus, Flaggaminearumin der

Lage ist, die Ethylensigiteansduktion fir eine schnellere Besiedelung des Wirtsgewebes zu
nutzen, wahrscheinlich dadurch, dass es die Seneszenz durch Ethylen fordert. Ahnliche
Ergebnisse wurden flr die Interaktion vAnthalianamit F. graminearunund F. oxysporum

gezeigt (BerroalLobo und Molina 2008).

Eine Hochregulierung von Skduzierten Proteinen wie PFEL(Pritsch et al. 2000, Bernardo
et al. 2006) und speziell SAnduzierbare Glycosyltransferasen (Hlimbroz et al. 2006)

konntein Fusariuminokulierten Gewebemehrfat nachgewiesewerden Inwieweit die SA
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abhangige Signaltransduktion fir die Resistenz gegemtilggaminearuneine tragende Rolle
spielt, ist noch nicht eindeutig geklart. Markander et al. (2006) konnten durch die
Uberexpression vomNPR1 aus A. thaliana, einem Schliisselregulator der SArmittelten
Systemic Aquired Resistanadie Resistenz der anféalligen Weizensorte Bobwhite fast auf das
Niveau der hochresistenten Sorte Sumai3 heben. Transgene Pflanzen zeigten eine schnellere
und hohere Expression von S#hangigen PHroteinen als die nicht transformierten
Kontrollpflanzen. Im resistenten asiatischem Sommerweizen Ning78KI®PRLIim Vergleich

zur anfalligen Sorte Clark jedoch zu spéateren Zeitpunkten nach der InokulatioR. mit
graminearumherunterreguert. In einem weiteren Versuch konnte die Vorbehandlung mit SA
die Resistenz der anfalligen SorteY 1¥®§egeniubeF. graminearummicht erhéhen (Li und

Yen 2008).

Es wird vermutet, dass die Gibberelliarmittelte Signaltransduktion eine sehr grol3e &l
der Resistenz von Weizen gegenilber den Erregern der Ahrenfusariosen DHpielf -
Proteine hemmen die Expression von -BAsponse Genen. Bei steigendemA-G
Konzentrationerwerden die DELLAProteineabgebaut, wodurcddie Hemmung aufgehoben

wird und GAResponse Gene exprimiert werden kdnnen.

Weizenpflanzen mit einem defekten DELiAotein auf Chromosom 4RHTD1H, dasnicht

mehr abgebautverden kannsind insensitiv gegenuiber G#&eng et al. 1999)Sie besitzen
neben einer verminderten Wuchshohe auch siagke Anfalligkeit gegentbdf. culmorum
(Draeger et al. 2007, Holzapfel et al. 2008, Voss et al. ZRd@yasachary et al. 20n8

Navarro et al (2008) zeigten, dass DEL-PAoteine vorA. thalianaeinen deutlichen Einfluss
auf die Resistenz gegenubeantiogenen ausiben. Mutanten, die keine funktionsfahigen
DELLA-Proteine besallen, waren resistenter gegeniber den biotrophen Pathogenen
Hyalopernospara arabidopsisind Pseudomonas syringae pv tomatedoch anfalliger
gegenuber den nekrotrophen Pilzéiternaria brassiciola und Botrytis cinerea lhre
Expression von PR und PR2, Markergenen der S#Signaltransduktiorwar nach der
Inokulation mit den genannten Erregeschneller als die des Wildtyps. Die Expression von
Markergenen der JA/ERignaltransduktiorwar hingegen verzdgert. Eine Behandlung yon
thaliana mit GA fuhrte ebenfalls zu erhdhter Resistenz gegenBseudomonas syringae pv
tomatound verstarkter Anfalligkeit gegeniber dem nekrotrophen Atlrnaria brassiciola
Navarro et al. (2008) sclhdsen aus ihren Beobachtungen, dass der Abbau von DELLA
Proteinen durch GA zu einer Foérderung der-&gnaltransduktion und einer Hemmung der
JA/ET-Signaltransduktion fuhrt. Es wird vermutet, dass DEERMteine demnach die SA
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Signaltransduktion hemmen undomit durch den SA/JAntagonismus die JA-
Signaltransduktion fordern. Inwieweit diergebnissalieser Studie miA. thalinajedoch auf

die Interaktion von Weizen mit. graminearunibertragbar sind, ist noch nicht geklart.

1.4. Expressionsanalysen

Der Phanotyginer Pflanze wird maf3geblich durch die H6he und den Zeitpunkt der Expression
bestimmter Gene beeinflusst. Durch eine verénderte Genexpression re&flareen auf
Pathogenangrifind veranderte Umweltbedingungen. Der erste Schritt der Genexpression ist
die Transkription, bei der Gene von DN¥bhangigen RNAPolymerasen abgelesen und in
Messenger (m)RNA umgeschrieben werden. Die Gesamtheit aller mMRNAs einer bestimmten
Einheit, einer Zelle, eireeGewebes oder des ganzZerganismus ist sein Transkriptom. Im
Gegensatz zum Genoist das Transkriptom instabil. kann sich innerhalb kurzer Zeit stark
verdndern und ist von Zelle zu Zelle unterschiedlich. Wahrend der differentiellen
Expressionsanalyse werden die Transkriptionsraten eines oder mehrerer Genaisn@rga

die definierten Bedingungen ausgesetzt wurden und/oder von Genotypen mit unterschiedlichen
Eigenschaften oder Gewebstammen, miteinandeerglichen

Das Zi el von Af unct iisbasadrch Ganexprassioosarialysenmgezelt z e n
Kandiddengene fur bestimmte Merkmale zu identifizieren und daraus allelspezifische Marker
abzuleiten, die in genetische Karten integriert werden konnen. Marker, die eine direkte
funktionelle Assoziation mit dem Zielmerkmal besitzen und mit QTL fur das Merkmal

cosegregieren, sind potentielle Kandidaten fir die Anwendung in Zichtungsprogrammen.

Fur die Untersuchung der Genexpression stehen verschiedene anerkannte Methoden zur
Verfigung. In den letzten 15 Jahren wurden zahlreiche Verfahren zur Tanskriptomanalyse
entvickelt, mit denen die globale Genexpression von Organismen oder Geweben untersucht
werden koénnen. Haufig werdeArray-basierte Methoden verwendetyie Micro- oder
Macroarrays (Dezperez et al. 1998, Shena et al. 1995)tUHieurden spezifische cDNA
Fragnente aufChips geblottet und mit fluoreszenzmarkierter cDNA der zu untersuchenden
Proben hybridisiert. Der Einfluss der Infektion rkit graminearumoder der Behandlung mit

dem Mycotoxin Deoxynivalenol auf die Genexpression im Ahrengewebe von Weizen wurde
mit diesen Methodemehrmals untersucht (Bernardo et al. 2006, Ansari et al. 2007, Desmond
et al. 2007, Walter et al. 2008, Li und Yen 2008, Jia et al. 2@¥ gebasierten Methoden

der differeniellen Darstellung von Transkripten, wie beispielswelsen differential Display
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(Liang und Pardee, 1992der der cDNAAFLP Analyse (Bachenet al. 1996), die in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurde, wird keine Vovealsl der zu untersuchenden Gene
getroffen.Hier konnen theoretisch alle Transkripte erfasstdee, auch solche, die bisher in

noch keinen Datenbanken hinterlegt wurd®er limitierende Faktor dieser Methodeast

jedoch der nicht unerhebliche manuelle ArbeitsaufwaBdrch die Entwicklung neuer
Sequenzierautomaten stehen ab dem Jahr 200B.dNeeGeéner at i on Sequencing
wie 454 (Roche), Solex(lllumina) und Solid (Applied Biosystemsur Verfligung, mit denen

die Sequenzierung ganzer Transkriptome mogigth Hier erfolgt die Expressionsanalyse
durch den Vergleich der Anzahl der einzein mRNAs in den zu untersuchendPnoben.

Zudem konnen Sequenzpolymorphismen innerhalb der Transkripte verschiedener Genotypen
identifiziert werden, so dass neben einer Assoziation von Transkriptlevelhamdti?p auch

eine Assoziation von Polymorphismend Phantyp durchgefuhrt werden

Wenn gezielt die Expression eines bestimmten Gens, von dem bereits Sequenzinformationen
vorliegen, untersucht werden soliwerden meist Northern Blots oder quantitative PCR
Techniken durchgefiihrt. Bei Northern Blots widce RNA einer Probe auf einer Membran
fixiert und diese mit gengzifischen, markierteisonden hybridisiert. Fir quantitative PCR
Techniken wird die RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase in copip[¢A umgeschrieben

und diese als Template in einer P@R genspezifischen Primern eingesetzt. Bei der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten quantitativen Reaé PCR wird zur Bestimmung der
Transkriptmenge von der Zyklenzahl, bei der die exponentielle Phase der Amplifikation in der
PCR einsetzt (=Gpalue) auf die urspringliche Transkriptmenge gessbén. Hierzu wird

dem PCRAnsatz einDNA-intercalierender Farbstoff, wie z.B. CYBBreen zugesetzt und

die quantitative PCR in Thermocyclern, die in@D-Kameras ausgestattet simtlirchgefihrt.

Diese haltenwéhrend der gesamten Amplifikation die Zunahme der Fluoreszenz, und damit
indirekt die Zunahme des PCRroduktes fest. Neben intercalierenddrarbstoffen werden
auch flourezenzmarierte Sonden, wie Tagm&®onden und MolecutaBeakons eingesetzt.
Sowohl quanttative PCRTechniken als auchNorthern Blots werden zur Validierung der
Ergebnisse von globalen Transkriptomanalyseie Micro- und Macroarrays, cDNAFLP

und Transkriptomsequenzierungemgesetzt, da sie als sehr zuverlassid sensibeajelten.

In der vorliegende Arbeit sollen unter Anwendung der Expressionsanalyse mit der Technik
cDNA-AFLP Gene identifiziert werden, die an der Abwehr und der Resistenz von Weizen
gegenuiberF. graminearum beteiligt sind. Abbildung 3 gibt eine Ubersicht iber den

Arbeitsablauf der Expressionsanalyse, wie er in der vorliegenden Arbeit angewandt wurde.
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Abb. 3: Ubersicht {iber das Prinzip der Expressionsanalyse unter Anwendung decDNA-AFLP -
Technik

Die Ahren des anfalligen und des resistenten Elter von Kartierupgisgionen wurden mi.
graminearuminfiziert und zu definierten Zeitpunkten nach der Infektion beprobt. Aus dem
Ahrengewebe jedes Probenahmezeitpunktes wurde die RNA extrahiert und durch reverse
Transkription in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde als plte fir die cDNAAFLP-
Analyse eingesetzt und ergab im cDM&LP-Gel ein spezifisches Bandenmuster der zum
Zeitpunkt der Probenahme vorhandenen Transkripte. Banden, die zwischen infizierten und
Wassetbehandelten Proben sowie zwischen den anfélligen wsistenten Genotypen

Unterschiede zeigten, wurden aus dem Gel ausgeschnitten, kloniert und sequenziert.

Die Sequenzen wurden einer BLA®halyse unterzogen, um mdgliche Ahnlichkeiten mit
Genen bekannter Funktion feststellen und Ruckschliisse auf diesRraz den infizierten
Geweberziehen zu kénnen. Zudem wurden Primer auf die -H2fuenz oder die von ESTs

aus Datenbanken gelegt und damit genomische DNA der jeweiligen resistenten und anfalligen
Eltern amplifiziert und sequenziert. Auf diese Weise sollteaquenzpolymorphismen
zwischen den Eltern gefunden werden, anhand derer das Genfragment in die gelkatische

der jeweiligen Populatiomtegriert werden kann. TDFs, die mit QTLs fur Fusariumresistenz
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colokalisieren, sind Kandidaten fur Resistenzgene.\BErwendung dieser Gene innerhalb der
markergestutzten Selektion kann im Anschluss gepruft werden.

Zahlreiche Expressionsanalysen wurden mit anfalligen und resistenten Weizensorten nach der
Inokulation mitF. graminearum(Pritsch et al. 2000, Kruger et. &002, Kong et al. 2005,

Zhou et al. 2005, Goswami et al. 2006, Hthbroz 2006, Zhou et al. 2006, Bernardo et al.
2006, Kong et al. 2007, Golkari et al. 2007, Li und Yen 2008, Golkari et al. 2009, Steiner et al.
2009, Jia et al. 2009) oder der Behandlumt dem Trichothecen Deoxynivalenol (Ansari et al.
2007, Desmond et al. 2008, Walter et al. 2008) durchgefihrt. Bei den bisher untersuchten
resistenten Weizensorten handelt es sich hauptsachlich um die chinesische Weizensorte
Sumai3 oder deren Nachkommiimg 7840 und CM 82036, die alle das Resisteng¢B1

auf Chromosom 3BS besitzen, das eine starke TRgsistenz vermittelt. Kong et al. (2007)
fuhrten zudem Studien mit der 7212 (L. elongatum) Substitutionslinie KS24durch, die

ebenfalls eine Ty@-Resistenz besitzt.

Auffallig ist bei vielen Studien die Expression von ROS generierenden Enzymen, wie
Peroxidasen (Pritsch et al. 200, Kruger et al. 2002, Zhou et al. 2005, 2006, Desmond et al.
2008), sowie antioxidativen Enzymen, wie Catalase, Supetiexiditase, Ascorbat
Peroxidase, Peroxidredoxin, Gerniilke Proteinen (Kuger et a. 2002, Zhou et al. 2005, 2006,
Desmond et al. 2008) sowohl nach der Inokulation Fnigraminearumals auch nach der
Behandlung mit DON in resistenten und anfalligen Genatypeder resistenten Sorte Sumai3
wurde bereits 4 Stunden nach der Behandl ung
Verminderung von oxidativem Stress hochreguliert (Walter et al. 2008). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Infektionen mitgraminearumsowie mit dem Toxin Deoxynivalenol
allein einen Aoxidativen Burstfn bzw. oxi dati
Walter et al. 2008). Da Pritsch et al. (2000) die Hochregulierung von Peroxidasen bereits ab 6
Stunden nach der Inolation zeigen konnte ein Zeitpunkt, zu dem DON noch nicht im
Wirtsgewebe nachweisbar isi{Kang und Buchenauer 1999), ist es wahrscheinlich, dass der
oxidative Burst nicht allein durch DON verursacht wird.

Eine Hochregulierung der PRroteine 15 im Zatraum von 6 bis 48 Stunden nach der
Inokulation sowohl in Sumai3 als auch in der anfélligen Sorte Wheaton konnten Pritsch et al.
(2000) zeigen. Dabei war die Reaktion in der resistenten Sorte Sumai3 starker und hielt langer
an (max. 48 hai = hours aftanoculation) als in Wheaton (ma82 hai). Eine verstarkte
Expression von -C3Glicanasans(RRi, PRA Bo®ig Thaubnatin ahnlichen

Proteinen (PR4, PR5) nach der Inokulation mitgraminearumwurde in mehreren Studien



Einleitung 16

bestatigt (Kruger et al. 2002, Zhou et al. 2006, Bernatdd. 2006). Mackintosch et al. (2006)
erhielten durch -1 Pwath®ninp Thawnatiike Protaeind n u B1g3- b
Glucanasen transgene Linien, die im Vergleich zur untransformierten Kontrolle einen
verzogerten Infektionsverlauf zeigten. Audle Uberexpression einer Class Il Chitinase aus

Gerste erhohte die FHB Resistenz von transgenen Weizenlinien (Shin et al. 2008).

Eine weitere Reaktion auf die Inokulation von Ahren fitgraminearum(Bernardo et al.

2006, Ansari et al. 2007) und die Bedamg von Wurzeln von Weizenkeimlingen mit DON
(Ansari et al. 2007) ist die Aktivierung von Transposons. Diese mobilen Elemente werden
unter normalen Bedingungen nicht transkribiert, konnen jedoch bei Stress aktiviert werden und
sich auf die Regulation baohbarter Gene auswirken (Kashkush et al. 2003).

In mehren Studien konnte bei resistenten Sorten die verstarkte Expression von Genen aus dem
Phenylpropansyntheseweg, der unter anderem zur Lignin und Ter@mdliese fuhrt, nach

der Fusariurrinokulation gezeigt werden (Kruger et al. 2002, Steiner et al. 2009). Dies
bestarken die Ergebnisse von Kang und Buchenauer (2000b), wonach die Zellwande resistenter
Weizensorten drei Tage nach der Inokulation Fitculmorumdeutlich starker mit Lignin

verstarkt wuren, als die Zellwéande der anfalligen Sorte.

Cytochrom P450 Monooxygenasen sind eine sehr groRe Genfamilie, die ebenfalls am
Sekundarstoffwechsel von Pflanzenzellen beteiligt ist. Einige Mitglieder dieser Familie werden
nach der Infektion mifF. graminearum in resistenten und anfalligen Sorten im Vergleich zur
nicht inokulierten Kontrollen differentiell exprimiert (Bernardo et al. 2006,-Aiifibroz et al.

2006, Kong et al. 2007, Steiner et al. 2009).

Deoxynivalenol ist ein wichtiger Virulenzfaktor vén graminearum der die Ausbreitung des
Pilzes in die Ahre ermdglicht. Nur mit Hilfe dieses Toxins lasst sich die Abwehrreaktion des
Wirtes hemmen. Sonst fuhrt die Abwehrreaktion zu starken Zellwandverstarkungen am
Rachisnodium, wodurch der Pilz an seiner weiteAusbreitung durch die Ahre gehindert wird
(Jansen et al. 2005). Aus diesem Grund ist die verstarkte Expression von Genen, die fur
mogliche Entgiftungsenzyme fur DON kodieren, von grofRem Interesse. Weizensorten
unterschiedlicher Herkunft akkumulieren ibé&usariumbefall DONGlycosyl in ihren
Vakuolen. Dabei korreliert die Fahigkeit zur Deiycolysierung mit der FHBResistenz der
Genotypen (Berthiller et al. 2005, Lemmens et al. 2005). Poppenberger et al. (2003) isolierten
eine UDRGIycosyltransferase aus. thaliana (DOGT]J), die in der Lage ist, DON in das

wesentlich weniger toxische DOB{O-Glycosid umzuwandeln. Linien voA. thaliang in
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denen diese Glycosyltransferase Uberexprimiert wurde, zeigten eine verstérkte Toleranz
gegenuber DONDOGT1ist durchdie Phytohormone Jasmonat, Ethylen sowie Salicylsdure
induzierbar (Poppenberger et al. 2003). In mehreren Expressionsstudien waren UDP
Glycosyltransferasen nach der Inokulation it graminearum(Hill-Ambroz et al. 2006,
Steiner et al. 2009) sowie durdre Behandlung mit DON (Walter et al. 2008) hochreguliert.
Durch QTL-Analysen konnte ein QTL fur die Entgiftung von DON im gleichen Bereich von
Chromosom 3BS wie der QTL fur TypResistenz QTL von Sumai BKB1) kartiert werden
(Lemmens et al. 2005FHB1 ist bereits feinkartiert (Liu et al. 2006) und das zugrunde
liegende Resistenzgen soll durch einen Map Based Clgxnsgtz eindeutig identifiziert
werden. Zu den zu testenden Kandidatengenen im nicht mehr rekombinanten Bereich zahlt

jedoch keine UDFGlycosyltransferase (J. Anderson, personliche Mitteilung).

Es wird angenommen, dass ABCansporter eine Rolle in der Entgiftung und dem Transport
von DON spielen. Mitglieder dieser groRen Familie von Transmembranproteinen wirken am
aktiven Transport von spédiachen Substanzen durch die Membranen mit und kénnten in der
Lage sein, konjugiertes DON zur Lagerung in die Vakuole zu transportieren. Insbhesondere
Multidrug Resistance Proteine (MBIRroteine), die zu den ABTransportern zéhlen, wurden
nach derF. gramnearuminfektion mehrfach als induziert beschrieben (Kang et al. 2007,
Handa et al. 2008). In KS24, einem Genotyp mit guter TypResistenz, ist ein MD/Rrotein

36 und 72 hai bis zu 4&@ch im Vergleich zur mocknokulierten Kontrolle hochreguliert
(Kang et al. 2007). Handa et al. (2008) identifizierten durch Synthanie zu Reis einr MDR
Protein, das in den QTL fur DONEntgiftung der Population Gamenya/Sumai3 kartiert. Dieses
MDR-Protein ist in Gamenya, der Sorte, die das Resistenzallel besitzt, stéikaerihals in
Sumai3 (Handa et al. 2008).

Weitere Kandidatengene f ¢r Fusariumresistenz
NBS-LRR, die in der resistenten Sorte Ning 7840 jeweils 6 und 72 hai stak hochreguliert sind
(Kong et al. 2007). Ein Transki pt i onsf akt or d e-Familehisais jemen L e u c i
Linien der Population CM 82036/Remus, die den QTL auf 3BS besitzen, nach der Behandlung

mit DON im Vergleich zu Linien ohne diesen QTL hochreguliert (Ansari et al. 2007). Dieses

Gen Kkartiert jedch nicht auf Chromosom 3BS
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1.5. Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel der \orliegenden Arbeit war es, dReaktion der adaptierten europaischen Winterweizen
Dream (res.), Lynx (anf.)G1692 (res.), Hussar (anf.yVP72017 (res.) und Capo (res.) auf

die Infektion mit F. graminearum mittels Genexpressionsanalyse (cDM&LP) zu
untersuchen und Unterschiede zwischen anfélligen und resistenten Genotypen aufzuzeigen.
Dazu sollten nach der Infektion nft graminearumdifferentiell regulierte Gene identifiziert
werden ud Vergleiche in der Genexpression von anfélligen und resistenten
Winterweizensorten durchgefiihrt werden. Zudem sollen die Unterschiede der Genexpression
im zeitlichen Verlauf wahrend des voranschreitenden Infektieriaufs innerhalb der ersten

vier Tage er Infektion dargestellt werden. Diese Beobachtungen liefern Hinweise auf
beteiligte Abwehrmechanismen. Die Ergebnisse der cIARAP-Analyse sollten mit der

guantitativen Realfime PCR validiert werden.

Die fur die Expressionsstudien ausgewahlten Wintemveenotypen sind die Eltern von fir
das Merkmal der Ahrenfusarioseresistenz spaltenden KartierungspopulationerdieFir
Populationen Dream/Lynx und GB2MHussar wurden bereitQTL-Kartierungen fir die

Ahrenfusarioseresistenz durchgefiihrt, in die Bod#ten von vier Umwelten einflossen
(Schmolke et al. 2005, 2008). Die durch die cDNAalyse identifizierten differentiell

exprimierten Gene sollten in diese bestehenden -Rditen integriert werden, um eine
maogliche Colokalisierung mit Resiste@TL aufzudcken. Solche Gene sind Kandidaten fur
Resistenzgene von Weizen gegenuiber Ahrenfusariosdrkénnen fur den Einsatz in der

markergestiutzten Selektion getestet werden
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2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial

Fur die Expressiomsalysen wurden die Eltern vondrei fir das Merkmal
Ahrenfusarioseresistenz spaltenden Kartierungspopulationen nagtveln der Population
DreamLynx konntenQTL fur Fusariumresistenz auf den Chromosmomen 6AL, 1B, 2BL und
7BS identifiziert werden die jeweils19%, 12%, 11% und 21% dehanotypischen Varianz
erklaren. Dabei werden die QTL auf Chromosom 6AL, 2BL und 7BS von Dream, der QTL auf
1B von Lynx weitervererbt (Schmolke et al.GB). In der Population G182Hussar wurden

QTL fur Fusariumresistenz auf den Chromosomen 1A und 2Bhtifiziert, wobei der QTL

auf Chromosom 1A von Hussar stammt und 10% der phanotypischen Varianz erklart, und der
QTL auf 2BL von G192 weitervererbt wird und 14% der phanotypischen Varianz erklart
(Schmolke et la 2008). Fur d&@ Population SVP72017/Capgmnnte bis jetzt keine QTL
Analyse durchgefiihniverden Aus diesem Grund wurden polymorphe cDiRFagmente aus
diesen Populationseltern in den Populationen History/Rubens und Solitar/Travix (Holzapfel et
al. 2008) ruckkartiert. Jedoch gibt es flir SVP728W@i weitere Kartierungspogationen, mit
jeweils Sngh3559(Zichter: Saatenunion)und Inspiration (Zlchter: Saatzucht Breynals
anfdligen Elter, fur die ein@TL-Analyse mi den phanotypischen Daten von vigmwelten
durchgefuhrt wurde (J. Groth, per$éiéhe Mitteilung). In der Populatiosngh35585VP72017

ist SVP72017 der Donor eines QTL auf Chromosom 2AL, der ca. 12% der phéanotypischen
Varianz erklart. Bei allen Eltern handelt es sich um europaische Winterweizen ohne
eingekreuzte asiatische Resistenmmten.
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Tabelle 1: Ubersicht ber die Herkunft (1Buerstmayr et al. 2000, ’Schmolke 2004,), die
Einstufung der Resistenz gegen Ahrenfusariumeschreibende Sortenliste 2004Einschétzung
anhand von Feldbonituren (L. Hartl, G. Zimmermann, perstnliche Mittelung) sowie
Halmverkirzungsallele der Rht-Gene der fiir die Expressionsanalyse verwendeten Genotypen

Elter Stammbaum, Herkunft, Ahrenfusariosebewertung;/Rlate

Dream e Disponent/Kronjuwel//Monopol/3/Orestis *
e Saatzucht Schweiger

e Boniturnote Ahrenfusauim: 3

¢ RhtBlgRhtDla

Lynx o CWW-4444264/Rendevous *
e Cambridge Plant Breeders

e Boniturnote Ahrenfusarium:*7
e RhitBlaRhtDIb

G1692 e Arina/Cariplus//Téring5/mexikanischer Stamm *

e Institut fur Pflanzengenetik, Bundesanstalt fir Zuchtungsforsc
Grunbach

e Boniturnote Ahrenfusarium:*3
¢ RhtBlaRhtDla

Hussar e Squadron/Redezvous *

e Imperial Chemical Industries
e Boniturnote Ahrenfusarium:*7
e RhtBlaRhtD1b

SVP 7201717- e Marzotto//Dippes Triumph/Mironovskaja 808 **

-10-1 . T
510 e Centre for Plant Breeding Research, Waggaim Niederlande
e Boniturnote Ahrenfusarium:-2*

e RhtBlhRhtDla

Capo e Martin/Pokal **

e Probstdorfer Saatzucht

e Boniturnote Ahrenfusarium:33
e RhtBlaRhtDla




Material und Methoden 21

Die Pflanzen wurden in 14 cm grof3en Topfen in einer Mischung aus Koapies(3/5) und
handelstbther Blumenerde (2/5) zu je 4 Kérnern/Topf ausgesathNder Keimung wurden

sie fur achtWochen bei 4°C vernalisiert und nach der Vernalisation auf 2 Pflanzen/Topf
ausgedinnt, so das$ir die Versuche60 Pflanzen/Genotyp zur Verfigung standen. Die
Pflanz2n wurden bei 20°C Tagesnd 16°C Nachttemperatur und einer Tageslange von 16
Stunden im Gewachshaus angezogen. Die Diingung mit Eurofertil NRR-12 (+2) erfolgte
direkt nach der Vernalisationsowie drei Wochen und sechMochen spater. Die letzte
Dungung entfiel, wenn zu diesem Zeitpunkias EntwicklungsstadiunBBCH 51 (Beginn des
Ahrenschiebens) bereits erreicht war.

Die Anzucht von Dream, Lynx, G182 und Hussar erfolgte von Dezember 2005 bis April
2006 fur die Expressionsanalyse und eirit@s Malvon Dezember 2006 bidai 2007fur die
genaue Bonitur des fiektionsverlaufs. SVP72017 und Capo wurden Juli 2006 bis November
2006 sowohl fur die Expressionsanalyse als auch fur domitBr des Infektionsverlaufs

angezogen.

2.2. Inokulation

Kurz vor Beginnder Inokulation wurde die Temperatur im Gewéachshaus auf 24°C drat)

18°C Nachtemperaturerhoht. Da die Inokulation der Ahren nfit graminearumzu Beginn

der Blute BBCH: 61-65) erfolgen muss, richtete sich der Inokulationstermin nach der
Entwicklung derPflanzen. Der Bluhbegn der jeweiligen Populationsern war in den
Versuchen sehr ahnlich, so dass die Probenahme innerhalb eines gleichen Zeitraums erfolgen
konnte. Jedoch lag der Bluhbeginn von Dream und Lynx ca. zwei Wochen hinter dem von
G16-92 und Hussar Die Anzucht und somit auch die Inokulation von SVP72017 und Capo
wurde ein halbes Jahr spater durchgefuhAuf Grund der unterschiedlichen
Inokulationszeitpunkte werden imolgenden immer die Elter einer Population direkt

miteinander verglichen.

Die Inokulation erfolgte nach der Einzelbluteninokulationsmethode von Steiner et al. (2009).
Durch diese Inokulationsmethode wird gewahrleistet, dassBide mit der gleichen Menge

der Makrokonidiensuspension behandelt wird und der Pilz die Innensaseriiemma und
Palea infizieren kann. Es wurden jeweils die basalen BNiv& vierAhrchen pro Ahre in der
Mitte der Ahre inokuliert (Abb. 5a). Dabei wurden die Bliten zu Begien Anthese
vorsichtig geodffnet und 10 (Makrokonidiensuspension (10.000MK/ndgsF. graminearum
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Stamms IFA 65 (Quelle: IFAulln) zwischen Lemma und Palea getropft. Anschliel3end
wurden die Ahren mit Wasser bespriiht und fir 24 Stunden mit einer transparenten Plastiktiite
bedeckt, um die andauernde Feuchtigkeit der Alateerhaltendie der Pilz fur die Infektion

bendtigt.

Es wurden nur Lemma, Palea und der entsprechende Rachisabschnitt der inokulierten Bliiten
geerntet und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Biemae die mittleren, nicht
inokulierten Bliiten des Ahrchensowie die Antheren undas Ovarder infizierten Bliiten

wurden zuvor entfernt (Abb. 5b). Kontrollpflanzen wurden ebenfaliie oben beschrieben
behandelt, jedoch wurde statt der Makrokonidiensuspension 10 pl autoklavesrtesiztes
Wasser verwendeDie Probenahme von inokulierté?flanzenund Kontrollpflanzen erfolgte
jeweils nach 0, 8, 24, 32, 48, 72 und 96@rfsten. Zudem wurde pro Genotyp efPmbe von

vollkommen unbehandelten Ahren zum Zeitpunkt der Anthese genommen.

Jede Probe bt=ht aus mer Mischprobe von mindestens sechBren pro Zeitpunkt und
Behandlung. Das Blitengewebe wurde sofort nach der Ernte in flussigem Stickstoff
tiefgefroren und bis zur weiteren Bearbeitung {88i°C gelagert. Pro Inokulationstag wurde
mindestens eine Ahre fiir @n Zeitraum von 21 Tage beobachtet, um feststellen zu kénnen, ob
eine Fusariuminfektion stattfand. Dies diente zum einen der Uberprifung der Virulenz des
Inokulums zum anderen konnte so getestet werden, ob ein Ubertrag.\graminearumauf
Wassetbehanditen Kontrollpflanzen stattfiad. Insgesamt wurderbei Dream 6 Fusarium
inokulierte und 7 Kontrollahren, bei Lynx 8 Fusariimokulierte und 4 Kontrollahren, bei
G1692 6 Fusariumnokulierte und Xontrolldhren, bei Huss 7 Fusariumnokulierte und 5
Kontrollahren, bei SVP72017 Zusariuminokulierte um 8 Kontrolldhren und bei Capo 17

Fusariuminokulierte und 3ontrolldhren untersucht.
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500 Konidien
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Abb. 4 : Inokulation und Probenahme nach Steiner et al. 2009

Abb. 4a: Einzelbllteninokulation mit einer Makroko nidiensuspension des Pilzes. graminearum
Abb. 4b: Entfernung des Ovarsund der Antheren aus den inokulierten Bliten

Abb 4c: Einfrieren des inokulierten Ahrenteils

2.3. Charakterisierung der Resistenz

Um die Resistenz charakterisieren kiinnen, wurden die Wren aller sech&enotypen wie

oben beschrieben mi. graminearuminfiziert. Da nach dem im ersten Inokulationsversuch
mit Dream, Lynx, G182 und Hussar, nach der die Probenahme fir die Expressionsanalyse
durchgefiihrt wurde, nur das Vorhandensein odétdfevon Symptomen festgehalten wurde,
wurden diese Genotypen in einem weiterensdeh erneut inokuliert und dbrfektionsverlauf
genauer bonitiertDie Anzucht vonSVP72017 undCapo erfolgte nur einmalda hier der
Infektionsverlauf in den nicHteerntéen infizierten Ahren genau digehalten wurdeDie
Symptome von 10 bis 2Pflanzenpro Genotyp(genaue Anzahl der untersuchtBfianzen
SVP72017: 22, Capo: 17, GB2: 17, Hussar: 13, Dream: 13, Lynx Mirden im Abstand

von zwei bis dreiTagen bonitier um die Eltern der Populationen hinsichtlich ihres
Krankheitsverlaufs miteinander vergleichen zu kénnen. Um die Resistenz gegeniber der
Ausbreitung in der Ahre (Typ-Resistenz) beurteilten zu kénnen, wurden die infizierten
Ahrchen unterhalb der Infektisstelle im Zeitraum von 181 Tage nach der Inokulation

gezahlt.
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2.4. Molekularbiologische Arbeiten
2.4.1. DNA-Extraktion

Die Extraktion genomischer DNA erfolgte nach der Natriumbisiithode(Anderson et al.
1992)mit den Modifikationen voiBehn et al(2004).

Jeweils zweiBlatter von jungen Weizenpflanzen wurden fir dréage an der Vakuum

Gefriertrocknungsanlage getrocknet und anschlielRend in der Kugelmuhle fein vermahlen.
Die extrahierte DNA wurde in 0,1 FEuffer geldést und beR0°C gelagert.

Um die Konzetration und die Qualitdt bestimmen zu kénnen, wurde ein Aligot der -DNA
Losung auf einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt und die Konzentration durch Schatzen mit
Hilfe eines Lamda/Hindlll Standards mit definierter Bandenstarke bestimmit.

2.4.2. RNA-Extraktion

Vor der RNA-Extraktion mussterdie Ahrenproben in fliissigem Stickstoff fein vermahlen
werden Aus ca. 300 mg des Pulvers wurde mit dem RNeasy PlantivtigQiagen, Hildeh

die GesamtRNA extrahiert. h der Probe enthaltene DNA konrttabei durch enzymatischen
Verdau bei Raumtemperatur auf der Extraktionssaule demh RNAse free DNAse Set
(Qiagen, Hildeh entfent werden Die RNA wurde mit 100l Diethylpyrocarbon@EPQ-
behandeltenwWasser von der Saule eluiert und anschlie3endBBC gelagert. Beide Schritte
erfolgten nach Angaben des Herstellers. Zur photometrischen Messung der Konzentration mit
dem Gene Quant DNA/RNA Calculator (Amersham Biosciences, Freiburg) wurde die RNA
1:10 in DEPG H,0 MilliQ verdiinnt und die Extinktion bei 260 nm bestimmt.

Die Qualitit der RNAL6sung wurde auf einem 1,5% Agarosegel (11% Formaldehyd) unter
denaturierenden Bedingungen uberprift.

2.4.3. cDNA-AFLP

2.4.3.1 cDNA-Synthese fur cDNAAFLP

Fur die cDNAErststrangsynthese wurde 0,125ug RNA eingesetzt und die Synthese mit dem
SMART Firststrand Kit (Clontech/Takarg) jeweils mit der Halfte des vom Hersteller
empfohlenen Reaktionsansatzeiirchgefuhrt. EinzelstraRQNA wurde 1:5 mit 0,1 TE

verdunnt und die Reaktion durchminitiges Erhitzen bei 72° C abgebrochen.

Die ZweitstrangSynthese erfolgt mit demAdvantage LBPCR Kit von Clontechund gemaf

den Herstellerangabdb ul verdinntes Template aus der Erststrangsynthese, 1x Advantage 2



Material und Methoden 25

Puffer, 1 mM dNTPs, 0,1 uM PCRrimer, X Advantage 2 Polymerase Mimit H,O auf das
Volumen von 50pl aufgefit).

Die LD-PCR Bedingungen waremie folgt:
— 1min95°C
— 15 sec Denaturierung bei 95°C
— 30 sec Primeranlagerung bei 65°C 18 Zyklen

— 6 min Primerverlangerung bei 68°

Die Bestimmung der optimale Zyklenzahl erfolgbeperimentell Um die Enzymeder reversen
Transkription und LBPCR zu entfernen, wurde die cDNA fur 1 h bei 45°C mit 0,13 U
Proteinase K (Roche) inkubiert, mit einer 1,5 M MM\c Losungin 70% EtOH geféllt un@
Mal mit EtOH,ps. gewaschen. AnschlieRend wurde die doppetgiige cDNA in 20 pl HO

MilliQ resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung-BefC gelagert.

2.4.3.2 Durchfihrung der cDNAAFLP

Die cDNA-AFLP-Analysen von DreapnLynx, G1692 und Hussar erfolgtait den Proben der
Probenahmezeitpunkte 8, 32, 48 und 72 Stunden nach defdtiokumit F. graminearunund

der jeweiligen mocibehandelten Kontrollproben dieser Zeitpunkte sowie einer vollkommen
unbéhandelten KontrolleBei SVP72017 und Capo wurden cDMLPs mit allensieben
beprobten Zeitpunkten durchgefihrt.

Fur die cDNAAFLP wude die Methode von Bachem et al. (1996) mit folgenden
Modifikationen angewandt: 300 ng-d®NA wurden mit 5,0 UMselund 2,5 UPstl oder 2,5

U Sse8387fur 3 Stunden bei 37°C verdaut. Die Ligation mit 25 pmol Mseapter und 2,5
pmol Sse8387bder 2,5 prol Pstl-Adapter erfolgtam gleichen Schritdurch die Zugabe von

1U T4-Ligase Die Proben von Dream, Lynx, GB2 und Hussar wurden dabei mit den
EnzymenPst/Msd und Sse838lfMsd geschnitten, SVP72017 und Capo nur Rsti/Msd.

Die Fragmente wurden 4.:in TE 0,XPuffer verdiinnt und anschliel3end als Template fir die
Preamplifikation verwendet. Die Praamplifikation und deektive Amplifikation erfolgte
nach der Methode von Hartl et al. 1999 undhi8olke et al. 2005Fur die selektive
Amplifikation wurden 30 Primerkombinationen pro Enzymsystem getestet, wobei jeweils ein
Primer mit Fluorescin markiewar. Die Benennung der Primer folgte dabei Nemenklatur

von Keygene Die Produkte der selektiven Amplifikation wurdauaf einem 5% Polyacrylamid
(PAA) Gel bei 50 V Uber eine Laufstrecke von 30 cm aufgetrennt und die Gele auf einem

Typoon 9200 Scanner (GHealthcare) eingescannt.
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2.4.3.3 Klonierung differentiell exprimierter TDFs

Differentiell exprimierte cONAAFLP-Fr agment e, sogenanntentdifiansoc
(TDFs), wurden mit einem Skalpell aus dem 5% P@@&l herausgeschnitten und tUber Nacht

in 50ul autoklaviertem MilliQWasser im Kuhlsatank eluiert. Diese L6sung dients

Template fur die Reamplifikation des TDFs mit adaptengéigehen AFLRPrimern Die PCR

Ansatze fur die Reamplifikation waren wie folgt:

0,5 ul des Eluats, jeweild,3 uM des praselektiven Primer P03 und des jeweiligen selektiven
MsePrimers, 1,5 mM MgG| 0,8 puM dNTPs, 0,25 U Taq PolymerasEhérmaoFisher,
GrolRbritanniep und 1x deszugehérigen PCHPuffers ThermaFisher, Grof3britannignDer

Ansatz wurde mit Wasser a60Oul aufgefullt

Fur jedes TDF wurden 2 PGRnsatze gepooltnd diesemit dem QIAquick PCR #&xification
Kit (Qiagen, Hildeih nach Herstellerangaben gereinigt. Die AKonzentratimsbestimmung
des PCRProdukts erfolgte photometrisch.

Die Ligation und die Tansformation erfolgtemit demPCR Clonin§"“SKit (Qiagen, Hildej
gemalden HerstellerangaberZur Ligation wurden 5ng desqrive cloning Vectors, einem
T/A-Klonierungsvektor, 34 ng des gereinigten PRRduktes zugegeben und der Ansatz 30
min bei 4°C inkubiert. Die chemokompetentEncoli-Zellen wurden nach der Zugabe des
Ligationsansatzes durch -38ekindiges Erhitzen auf 42 t¥€ansformiert und danach auf Eis
abgekuhlt. AnschlieBend wurden 125 pl SMedium zu derk. coli-Bakterien gegeben und
die Mischung auf LBAgar-Platten mit Ampicillin, IPTG und XGal ausplattiert.

Durch die im Vektor enthaltene AmpiciliResistenz konnten auf diesem Medium nur
transformiete Zellen wachsen. Die Identifizierung der inserthaltigen, transformierten
Bakterienkolonien erfolgte nach Ubernachtinkubation bei 37 °C durch-\BkiB-Selektion.
Weil3e Bakterienkolonien, die das DN&agment aufgenommen hatten, wurden mit einem
Zahnstockr gepickt und in LBMedium mit Ampicillin Uberfihrt. Diese Kultur wurde 24
Stunden bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die Reinigung der PlaBhfd aus der
Bakteriensuspension erfolgte mit dem NuegunKit (Machery und NagelDiren nach den

Herstelleangaben.

Zur Kontrolle des korrekten Einbaus und der Gro3e des klonierten-iEYB@mentes wurde
mit einem Aliquot der Plasmid {p DNA-L6sung ein EcoRWerdau durchgefuhrt. Dazu
wurden 0,2 pg fDNA, 5U EcoR (MBI) und 1 x Puffer O+ (MBI) add 20 pl $0 fur 3 h bei

37°C im Thermocycler inkubiert und anschlieend auf einem 2% Agarosegel bei 80V
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aufgetrennt. Von jedem cDNAFLP-Fragment wurde PlasmidNA aus 3 Kolonien
sequenziert (MW&Biotech).

2.4.3.4 Durchfihrung der BLASFAnalysen

Die Sequenzen aller TDFs wurdemei Recherche in den Datenbanken von NQOBid
TIGR/Craig Vetre Instituté unterzogen. Bei NCBI wurde die Datenbank nr (=-netundant
nucleotide collection) und ESathers (ESTs ohne Mensch und M&ST) durchsucht. Zuerst
wurde BLASTN, d.h. der Verglieh von NukleotidAbfolgen durchgefuhrt. Die Sequenzen,

die bei BLASTN keine Ahnlichkeit mit Genen bekannter Funktion zeigten, wurden einer
erneuten Analyse mit BLASK unterzogen. Hierbei werden die translatierten Sequenzen der
TDFs mit einer ProteiSeqienz verglichen. Die Grenze der Ahnlichkeit zwischen TUDE
BLAST-Hit wurde bei einem &alue von@°ge zogen. Die Atrans-ciopt
Datenbank beginnen in der Akzessionsnummer mit TA. Sie wurden aus Uberlappenden ESTs
zusammengesetzt undllsst einer Datenbanksuche unterzogen. Die angegebene Funktion eines
At ranscr i pbeziebt sich auhdessendBsASit.

TDFs, fur die bei der ersten BLASBuche in der Datenbank von NCBI (nr) eirt hiit DNA-
Sequenzenan Fusarium Pilzen erzielt waen konntewurden zusatzlicleiner Recherchan

der Datenbank des Broad Institditsnterzogen

2.4.4. Quantitative Real-time PCR

Fur die cDNASynthese fur die quantitative Reéahe PCR wurde das Revert Aid First strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Leonrodach den Herstellerangaben verwendet. Dabei
wurden 2 ng der gleicheBesamtRNA eingesetzt, die auch fir die cDN®-LPs verwendet
wurde. Die Erststrangsynthese wurde bei 42 °C unter Verwendung eines oligo dT Primers in
einem Reaktionsvolumen von 100 pl dingefihrt. Die cDNA wurde anschlieRend 1:5 in TE

0,1 Pufferverdinnt und bis zur weiteren Verwendung42€i °C gelagert.

Fur die quantitative Redime PCR wurdeein Reaktionsansatz, bestehend aus 3 ul cDNA, 11
pl Quanti Tect SYBR Green PCR MiR{agen, Hden) und jeweils 0,17 uM fund RPrimer
ad 22 ul HO, angesetzt.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blst.cgi
Z http://blast.jcvi.org/eublast/index.cgi?project=tael

? http://www.broadinstitute.org/science/projects/furgahomeinitiative/blastsimilarity-search
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Die Bedingungen fur die quantitative Remhe PCRim ABI 7000 Thermoycler waren wie
folgt:
— 15min 94 °C zur Aktivierung der Hotstart Polymerase
— 15secDenaturierung bei 94°C

o _ . } 40 Zyklen
— 60 sec kombiniert€rimeranlagerungndVerlangerungbei 60°C

Jede Raktion wurde in 3 technischen Wiederholungen durchgefihrt. Jedem Lawingear
Schmelzkurvenanalyse angeschlossen, um mogliarespezifische PCiReaktionen
Primerdimereoder die Verureinigung mit genomischer DNAisualisierenzu kénnen. Als
Referenzgen dientgbiquitin (Acc. N. in Genbank: X56601)das sowohin inokulierten als
auch in wasséehandelten Proben eine gleichm@&Rigxpression zeigte. Die relative
Quantfizierung erfolgtemit der delta delta GWethode (Livack und Schmittgen @D), wobei

die wassdrehandelte Kontrolle des gleichen Genotyps und des (gleichen

Probenahmezeitpunktes als Kalibrator verwendet wurde.
Die Famel fir die Berechnung deelativen Expression laute2 "

mit AACt = ((Ct Ct reverence gene sample)(Ct target calibrator Ct reverence gene

calibrator).

Die Standardgerade fur die Berechnung der Effizienz der verwendeten Primer wurde mit
verdinnter cDNA (18! ® %) durchgefithrt und die Effizienz mit der Gleichung E = (
1/Steigung der Standardgerade) berechnet (Rasmussen et al. 2001).

Die Primer fur die quantitate Realtime PCR wurden mit der PrimerSoftware Rozen and
Saletzky, 2000) degt Die Sequenzen der verwendeten Primer und die Steigung der
Standardgeraden sowie die Effizienz sind in der Tabelle 2 angegeben.
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Tabelle 2: Liste der fur die quantitative Realtime PCR verwendeten Primer mit Angabe der
Steigung der Standardgerade einercDNA-Verdinnungsreihe und der daraus resultierenden
Effizienz der Primer

Fragment Primer Primer-Sequenz Steigung Effizienz
(Standardgerade

ubiquitin Ubiqu_x_2 F: tctcegtggtggtggecagtaagct -3,34 1,992

(X56601) R: cacagaccagactccattggaggsa

TDF_022 H022 x F: taagtaccgctgctaccca -3,2 2,054
R: cgatcgatccttgcattatttt

Ta.97.1.S1_at Ta.97.1 x 3 F: atggcgtcccacagtgct -3,5 1,93
R: caagacagacggagctgttg

Ta.97.2.51_x_ at |Ta.97.2x_3 F: catggcgtccctgggtag -3,29 2,012
R: gacggadgttgatgatga

Ta.227321.51 x_a WIRIIl_x F: ggtggccagccctaattaca -3,168 2,068
R: tcgatccttgcattgttttgac

TDF_020 G020 _x_2 F: gtacgtgaacggtggctcct -3,369 1,981
R: ttcgactgggacttctcaac

TDF_102 C102_x F: ccatacagtgaggcccattt -3,32 2,00
R: aggtccgccttacaaattcc

TDF_076 C076_2 x F: acgggagtaggaggattgct -3,29 2,01
R: atcgtcacggcttcaaattc

TDF_032 S032_x F: gcctgcacctacgactgttt -3,23 2,04
R: agttggggtgatgaatcctg

TDF_048 Sgram048_x_2_| F: cctctatttttgacacgctcct -3,32 2,00
R: ttgcactacacctcaacagctt

2.4.5. Markerentwicklung
2.4.5.1 Sequenzierung genomischer DNA

Eines der Haupiele der vorliegende/rbeit war es, differentiell exprimierte cDNAFLP
Fragmente in die genetischen Karten von Winterweizenpopulationen zuergegum ihre

Lage auf den Chromosomen mit der von bereits identifele QTL fur

Ahrenfusarioseresistenz vergleichen zu koénnen. Genetische Karten werden anhand von

Spaltungsverhaltnissater einzelnen Marker errechné&tlr die genetische Kartierung musse

daher Polymorphismen in der Sequenz des zu kartierendenAbNéhnitts zwischen den

Eltern der Kartierungspopulation vohanden sein, aus denen Marker fur die Genotypisierung der

Populationsknien entwickelt werden kdnnen.
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Um Polymorphismerzwischen den Ebrn der einzelnen Kartierungseltern finden zu kdnnen
wurden Primer von den Sequenzen der Tbéder auch ESTs aus Datenbaken mit einer sehr
guten Sequenzibereinstimmung zum TBFRbgeleitet und mit ihnen genomische DNA
mindestens zweier Eltern amplifezi. Neben den TDFs wurden auch Primer von WHR 1
Sequenzen abgeleitet, die auf dem Wheat Affimetrix 61K Microarray geblottet sind, der von
unseren Kooperatiospartnern an der Ursitat GieRen verwendet wurde. Zweier
ausgewahlten cDNAequenzen sinadlsWIR1aannotiert (Ta.97.2.S1_x_at; Ta.22732.1.S1_at)
und eine Sequenz AEIR1b(Ta.97.1.S1_at).

Die Primer wurden mit der PrimerSoftware (Rozen andaetzky,2000) oder manuell gelegt.
Die Berechnung der theoretischen Annealingtemperd@r manuélgelegten Primer erfolgte
gemal deFormel von Rychlik und Rhoad$489)(Tm = 4 x Anzahl C oder G + 2 x Anzahl T
oder A geley. Die AnnealingTemperatur, MgGtKonzentration und das PGRogramm
wurden fur jeden Primer optimiert. InStandard PCRAnNsatz lagen die Reagenziein

folgender Konzentratiom einemGesantvolumen von 60 pl vor

50 ng DNA, 1,5mM MgC,, 0,27 mM dNTPs, jeweils 0,17 pM F +-Rimer, 1 x
Reaktionspuffer ThermoFisher, Grol3britannign 1,5 U Polymerase ThermaoFisher,
Grol3britannieh

Die Standardbedingungen der PCR, welghenach Ansprichen des Primemodifiziert

wurden, waren wie folgt:

2 min Anfangsdenaturierung der DNiei 95 °C

1 min Denaturierundpei 94 °C

1 minPrimeranlagerungei 60 °C 35 Zyklen
1 minPrimewerlangerungpei 72 °C

10 minFragmentverlangerurggi 72°C

Die Tabelle 3 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Primer und deren optimale Annealing

Temperaturen.
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Tabelle 3: Liste der Primer, die von TDFs zur Amplifikation von genomischer DNA abgeleitevurden.

Falls der Primer von der Sequenz eines ESTs aus einer Datenbank mit sehr guter Sequenzhomologie zum jeweiligen TDF gelegteyist in der
ange g eéabdemNamewdesy TDFSd i e

Spalte ASequenzfin die Akzessionsummer des ESTs
angegeben

Tm Grole
TDF Name Primer | opt Produkt | FPrimer R-Primer Sequenz
TDF_001 |Dgram001_5 | 59 500 atccccaaggccaagaaacta caatgttagcctccccctcat CV775922
TDF_003 |Dgram003_ 59 Uber 1000 |tcatgtccatacttacgaga gatgccctcattcctcatt TA842594565
TDF_005 |Dgram005 3 | 62 750 gcagatcaatcttccgtcacttt acccagggtcaaaatccactact TDF_005
TDF_009 |Hgram009 2 | 59 700 cagaagtaccgtcatatccaa taacctcgacgcagctccca CJ679693
TDF 013 |[Ggram013 3 | 59 500 ctgcaggatcaaataccacca gagaccctcatcaatcatctt TDF 013
TDF_017 |Dgram_017 59 230 gcaggattagaatttgcacaaa ttgatgctgctaatgagagtga TDF_017
TDF_022 |Hgram022 59 350 aggctctgggtgctttcga taggagtataaggtgatgca TDF_022
TDF_032 |Ggram023_2 | 55 Uber 1000 |gggatattgatgaagcact gtttacggtctgcctctt TA75635_ 4565
TDF_024 |Hgram024 59 Uiber 1000 |acctccctctctgctcaa tcagaaggttctcatacca TAG63063_4565
TDF_027 |Sgram027 53 120 ctgcaggctcttgccaagt acatcccgaagtgttcaggt TDF_027
TDF_028 |Sgram028 53 350 tcctactagcagtgcaagcgca cacagggtgaagccgatgt BJ258087
TDF_029 |Sgram029 53 150 ctgcagggccatcgagaagt cdgaacaagacccgtaagaga TDF_029
TDF_032 |Sgram032_3 59 680,80 acatcatcagcggctaacccta ctgtacttgtcactggcttccac TDF_032
TDF_038 |Sgram038 59 650 aaccacatcgaattgggttga tggtgatgtctcgtitggct TA90835_4565
TDF_041 |Sgram041 62 700 tgcaggacacaactctatccaa taacgtcgcatggctatgt TDF_041
TDF_042 |Sgram042_2 55 150 ttccgagtcgctaccccaga acatggatcgtttcgccgaa TDF_042
TDF_043 |Sgram043_2 | 58 600 ggtgaggatctgggcccactta acggcaggccacgtaatgt TA76820_4565
TDF_045 |[Cgram045 2 | 60 150 caggcggtcatctaattttca aactagctgccacattagcaa TDF_08
TDF_047 | Sgram047 58 700 agcttatggcagtgctccaa tggccttcaggaagacgaga TA51075_4565
TDF_048 |Sgram048 2 59 450 aacagcttccaggagctgga gctgcaggatcatgagctgt TDF_048
TDF_050 |Sgram050_3 60 350 ggatgctgcaaaagtcatcaa aacgataaaaagcaccaaaagt TDF_050

Pr
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Tm Grole
TDF Name Primer | opt Produkt | ~Primer R-Primer Sequenz
TDF_076 |CgramQ076_3 | 55 1400 caatggctggtgactgccta gaaaggcaacaaactgaactga TA100376_456
TDF_087 |Hgram087 62 600 agctccacatacctgaagcagag actccactccttggctacttcac TDF_087
TDF_090 |Ggram090 62 200 aggtcacggtctccttagttg tggataaaaacaatgggttgaaga TDF_090
TDF_091 |Ggram091 62 150 atccttgtggtcaccaatcaaat tggctatggaggagttggttatg TDF_091
TDF_097 |Dgram097 62 180 gcagggcacaagataacttca tttgtgaccttcatcccacag TDF_097
TDF_098 |Dgram098 56 300 ctagccgtgtgggaacatca ataacaagccaggcggtct TDF_098
TDF_101 |Cgraml10l1_2 | 65 300 atgcagcctaagcaacacatc gtcagcgagaagatgatggag TDF_101
TDF_102 |Cgram102 55 300 gcaggcttatcgggtagagagt gctgtcctcacactgetggt TDF_102
TDF_103 |Sgram103 53 550 tgcaggacacctcttcttatcc aatgcagctgacccaccag TDF_103
TDF107 Sgram107_2 62 350 caaaagtcatcaaggccagaa aacgataaaaggcaccaaaag TDF_107
TDF_108 |Sgram108 62 300 aggatgaactccaacaccatgc gcaggatttgaaagggtttttc TDF_108
TDF_111 |Sgramlll 60 150 aggctcgactttttccgagtc accttccaattggtgttgcat TDF 111
TDF_112 |Sgraml112 62 200 gcagcaagcacatgaagactc ttaacatgacacgatccttttct TDF 112
TDF_114 |Sgraml114 2 62 120 cagggcaccaaattgttgtag gccaaaccagcttcatgc TDF_114
TDF_117 |Sgraml11l7 62 500 ggtatggaggtgttcctgctg gagcaaagccagaatactgcaa TDF_117
TDF 118 |Sgram118 52 100 aggtaggcgccgtagtagcat cttgtttcccecgcetgatct TDF_118
TDF_121 |Sgraml121l 62 150 cagggactttcaagccgatatt tagcagccgactacattgtgga TDF_121
TDF_122 |Sgram122 59 100 gatctggccggagtcgag accaagagctgattatacctgaa TDF_122
TDF_134 |Sgraml134 2 59 500 ccctetgetggeagtgac taccaaaagaaaaacacaaattca CD40653
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Die PCR mit den in Ta#lle 3 angegebenen Primern erfolgtesinem Reaktinsvolumen von

60 ul. kweils 2 PCRAnsatzewurden gepoolt unanit dem QiaQuickPCR Purification Kit
(Qiagen Hilden) nach derAngaben des Herstelleigereinigt. Fir den Falldass trotz der
Optimierungsmaflnahmen Nebenprodukte auftraten, wurde dasPR@ORkt auf ein 2%
Agarosegel aufgetragen, die Bande mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und mit
dem Gelextraktion Kit Qiagen, Hildeh gereinigt. Die Sequenzierung dgsreinigtea PCR
Produks wurde von der Firma MW&Biotech (Ebersberg) durchegefiihrt

Wenn innerhalb der Sequenz eines RERduktes zwischen den Eltern von
Kartierungspoplationen Polymorphismen auftratewurdeje nach Art des Polymorphismus
ein Marker furdas TDF entwickelt, mit dem die Linien der Population genotypisiert werden

konnten.

2.4.5.2 InsertionsDeletionsPolymorphismen

Bei InsertionsDeletionsPolymorphismen wurden die Primer von der speziéisclBequenz
abgeleitet, so dasdie Polymorphismen im PGRrodukt nach dem Auftrag auf einem
Agarosegel (grofR3e Deletion) oder einem RBAI (kleine Deletion) gut erkennbar sinduf
Agarosegelen sind Deletionen > 50 Bp gut erkennbar und auf Polyacrylamid -(B&Y)

Deletionen > 4 Bp.

Im Standard PCRAnsatz lagendie Reagernen in folgender Konzentrationn einem

Gesammtvolumen von 20 pl vor:

35 ng DNA, 1,5 mM MgG, 0,4 mM dNTPs, jeweils 0,5 pM F +-Rrimer, 1 x
Reaktionspuffer ThermeoFisher, Grol3britannign 0,5 U Polymerase ThermaoFisher,
Grol3britannieh

Die Standardbedingungen der PCR, welche je nach ansprichen des Primers modifiziert
wurden, waren wie folgt:

2 min Anfangsdenaturierung der DNA bei 95 °C

10 sedenaturierung bei 94 °C

30 sedPrimeranlagerung beiyl{opt) 35 Zyklen

50 sedPrimenerlangerung bei 72 °C

15 min Fragmentverlangerunggi 72°C
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Tabelle 4: Ubersicht lber die Primer, die AnnealingTemperatur und die Produktlange der

verwendeten INDEL-Marker.

TDF Primer PrimerSequenz Ty (Opt) | Gel
TDF_022 |Hgram022 |F: aggctctgggtgctttcga 59| PAA
R: taggagtataaggtgatgca
TDF_032 | Sgram032_3 F: acatcatcagcggctaacccta 55| 2% Agarose
R:ctgtacttgtcactggcttccac
TDF_076 |Cgram076_4 F: taagtacatcgtcacggcttcc 60| PAA
R: tggtatggcattagtgcgtaaa
Cgram076_§ F: gaacaaattaaccocagaa 60| PAA
R: ccatcatcttctccagcaca
CgramQ76_71 F: tcatgcagtgttgcttgatct 60| PAA/
R: ccattcacttgagcaacttcc 2% Agarose

2.4.5.3 Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Unterscheiden sich Sequenzen nur i n Sigiener el
Nucl eotide PolymorphismiA ( SNP) .-Ddéiektionglnder me hr
vorliegenden Arbeit wur den daf ¢r ent weder

sequenc® oder Pyrosequencing Marker entwickelt.

SNP-Detektion mit Pyroseguencing

Die SNRGenotypisierung fir die polymorphenWIR1:Gene Ta.97.51 at und
Ta.97.2.S1 x_at erfolgtait der Technikdes Pyrosequencir{@iagen, Hildex

Mit dieser Methode wird eikurzer Abschnitt deDNA, der den SNP enthédkequenziert.

Zuerst wurde ntiHilfe der PSQ Assay design Software (Biota§ehwedephein FPrimer und
ein RPrimer sowie ein SequenziBrimer generiert, der kurz vor dem SNP liegt. Je nachdem,
welcher DNAStrang sequenziert wird, muss entweder deoder der RPrimer am 5Ende

biotinmarkiert sein.

Fur dieWIR1X:Sequenz Ta.97.1.S1_at wurden folgende Pr{B@mers, Ulm)verwendet:
— F-Primer: ctctcttcgtcgccatcg
— R-Primer(biotinmarkiert) ggaacagcagggaitggg

— SeaqienzierPrimer: tggtttcccgtccag

Fir Ta.97.2.S1_x_at wurden diese Primenwendet:

— F-Primer: gtgcagcatgccccatct
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— R-Primer(biotinmarkiert): tgtgctaaccaattacata

— SequenziePrimer: agattggtgcgtggcagtagat
Um ein moglichst sauberes Produkt zu erhalten, wurde eine PCR mit Hotstart Polymerase
(Thermo Fisher Gro3britanniep durchgefuhrt. Der 50 pl Ansatz enthielt 40 ng gDNA, 1x

High Performance Buffer, 0,2 mM dNTPs, 2,5 mM Mg@J5 pM jeweils des Fund R
Primers und & U der Hot Start Tag Pgherase (Thermo Fisher, GroRRbritannien

Die PCR wurde mit folgendem PG@®Rogramm duregefuhrt:
— 15min Denaturierung und Aktivierung der Hotstart Polymefasie94°C

— 30 scDenaturierung bei 94°C I
— 30sec Primeranlagerung bei 60°0.6°C/ Zyklus) » 10 Zyklen
— 1 minPrimerverlangerunpei 72°C J
— 30 scDenaturierundpei 94°C )
— 30 scPrimeranlagerungpei 55°C > 35 Zyklen
— 1 minPrimerverlangerungei 72°C J

— 3 min Fragmentverlangerung bei 72 °C

Das Pyrosequencingiit dem Pyro Gold Regents KitQ{agen, Hildeh wurde nach den
Herstellerangabemit dem PSQ 98IA 2.1 System (Biotage, Schwedetjrchgefihrt

Entwicklung vonCAPSMarkem:

Fur die Entwicklung von CAR®arkern muss der SNP innerhalb der Schnittstelle eines
Restriktionsenzyms liegen. Fur das polymorphe TDF_103 wurde ein GAsP&r zur
Genotypisierng derLinien der Population Solitdffavix entwickelt. Dabei wurde zuerst eine
PCR mit TDF_103 spezifischen Primern (Tabelle 3) und der Anne@éngperatur 53 °C
durchgefuhrt. AnschlieRend wurde das PRRdukt fir 2 Stunden bei 37°C mit dem
RestriktiongnzymTad verdaut. Das Enzym schneidet das Produkt entweder 17 Mal, wobei
kein Fragment > 70 Bp entsteht, oder nur 16 Mal, wobei ein Fragment von 130 Bp entsteht.
Der Restriktionsverdau wurde auf einem R$§¢m Agarosegel aufgetragen. Dabei war das
Fragment der Grol3e von 130 Bp als Bande im d&eitlich zu sehen

2.4.5.4 Polymorphismus in der Primerbindungsstelle

Fur dasWIR1XGenfragnment Ta.22732.S1_at wurden drei verschiedene Primer abgeleitet, um
einen PCRMarker fur die Genotypisierung deinien der Populaon DreamLynx zu erhalten.
Eine PCR mit dem Primerpaar WIRIl_2 -F¥imer tagctgcctagctcccaaag, -RRimer
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cgatccttgcattgttttga; .. 60°C) ergab bei Annealingtempearturen vor622C mit gDNA von

Lynx ein PCRProdukt von 460 Bpjedoch nicht mit gDNA vorDream. Bei der Testung der
Linien der Populatioidream/Lynxmit diesem Primerpaar ergab, dass bei ca. 50% der Linien
das PCRProdukt amplifiziert wurde. Bei einer Wiederholung der PR&xaktion zeigten die
gleichen Linien die Bande bei 460 Bp, wie im erst#arsuch. Um den zu Grunde liegenden
SequenzPolymorphismus aufdecken zu kdnnen und auch die Sequenz von Dream zu erhalten,
wurden das Primerpaar WIRII_3 -fimer ctagctgcctagctcccaaa, -MRimer
ttagtcccecttggagcttt; .f 60°C) von der SequenZa.22732.Slat abgeleitet, mit dem ein
groReres Produkt als das von WIRII_2 amplifiziarerden sollte, sowie das Primerpaar
WIRII_4 (F-Primer ccctccaagctccaatcata,-ARimer. tcgatccttgcattgttttg; & 60°C) mit
welchemein kleineres Fragment amplifizienird. Eine PCR mit dem Primerpaar WIRII_3,
dessen Primerbindungsstellen auf3erhalb der Primerbindungsstellen des Primers WIRII_2
liegen, liefert bei dem Einsatz von genomischer DNA von Lynx ein-P@&Rukt,nicht aber

wenn genomische DNAon Dream eingesetzt wir Das Primerpaar WIRII_4, das innerhalb

der beiden getesteten Primer gelegt wurde, amplifizieret sowohl mit genomischer DNA von
Lynx, als auch von Dream ein Produkt, das nach der Sequenzierung 100% Sequenzhomologie
zu dem PCRProdukt besitzt, das mit den PriméVNIRIl_2 und genomischer DNA von Lynx
gewonnen wurde. Innerhalb dieses Abschnittes zeigen sich keine Polymorphismen in der DNA
von Dream und Lynx. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass sich innerhalb der
Primerbindungsstelle der Primer WIRIl eéin Sequenzpolymorphismus zwischen Dream und

Lnyx befindet, wobei es sich wahrscheinlich um eine gré3ere Insertion handelt.

Eine PCR mit einem ersten Primerpaar, das von der Sequenz von TDF_102 (putatives
Cytochrom P450) abgeleitet wurde (Primer: CgramXEi2he Tabelle 3), ergdiei getesteten
AnnealingTemperaturen von 582 °C nur bei dem Einsatz gDNA von Capo als Template ein
PCRProdukt von ca. 200 Bp. Dieses P®Rdukt stimmt in seiner Sequenz mit der von
TDF_102 uberein. Beim Einsatz von genomisdd®IA von SVP72017 als Template konnte

mit diesen Primern trotz weiterer P@ptimierungsmal3nahmen kein Produkt erzielt werden.
Die Amplifikation von genomischer DNA mit einem Primerpaar (Cgram102_x, Tabelle 2), das
innerhalb des ersten Primerpaares liegigte, dass dort bei allen getesteten Genotypen ein
PCRProdukt von 110 Bp erzielt werden konnte. Es wird daher angenommen, dass in der
Primerbindungsstelle von Cgram102 ein Sequenzpolymorphismus zwischen SVP72017 und

Capo bestehen muss.
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2.5. Statistische Anal/sen

Alle statistischen Analysererfolgten mit SAS Version 9.1(SAS Institut 2004) Die
Varianzanalyse der befallenen Ahrchen 3 bis 6 Tage nach der Inokulatigien mit der
Prozedur PROC GLM durchgefuhrt und ein Schéiést (p < 0.05) angeschlossen. Fdie
statistische Bewertung des Einflusses MeskersC076_4 auf den mittleren Fusariumbefall
von 163 Sorten Uber vier Umwelten wurde ebenfalls eine Varianzanalyse und ein-$elseffe
(p < 0,05) durchgefinhrt.

Fur die Varianzanalyse der befallenen Ahrchi@ bis 21 Tage nach der Inokulation wurde die
Prozedur NPAR1IWAY (WilkoxorfRangnummerTest) verwendet, da die Daten nicht normal

verteilt waren.

2.6. Kartierung der Genfragmente und QTL-Analyse

Aufgrund ihrer Polymorphismen konnten TDF_022, TDF 032, TDF_Ub&;_102 sowie die
WIRX:Gene Ta.97.1.S1 at, Ta.97.2.S1 x_at. und Ta.22832.1.S1 x at in die genetischen
Karten der Populationen Drednoghx (Schmolke et al. 2005), Gi%2MHussar (8hmolke et al.
2008), History/Rubens und Solit@ravix (Holzapfel et al. 2008sowie in die Population
Sngh35586VP72017 J. Groth, personliche Mitteilungrickkartiert werden. Von den
Populationen G182/Hussar und Dream/Lynx wurden bereits in 4 Umwelten phanotypische
Daten fir FusariuaResistenz, Wuchshohe, Ahrenschieben und ddichte erhoben und
damit QTL-Analysen durchgefuhrt (Schmolke et al. 2005, 2008). Fur die Population
SVP72017/Capo steht hingegen keine genetische Karte zur Verfigung. Differentiell
exprimierte TDFs, die zwischen diesen Eltern Sequenzpolymorphismen aurfwiesrden
zunachst in die Populationen History/Rubens oder Solitar/Travix (Holzapfel et al. 2008)
ruckkartiert. Die ESIMarker konnten zudem in den QJHarten der Populationen
Sngh35586VP72017 undinspiratiodSVP72017 validiert werdenJ( Groth, persodniche
Mitteilung).

Fur die Kartierung wurde das Programm JoinMap 3.0 (Plant Research International BV,
Wageningen) verwendet. Dabei wurde der L-@&shold >3.0 fur die Gruppierung von
Kopplungsgruppen gesetzt und die Hald&oektion fir die Berechnung ddbistanzen
verwendet. Diese Einstellungen entsprecheredgedie fur die Berechnung deri@inal-Karten
verwendet wurden (Schmia et al. 2005, 2008, Holzapfel et al. 2008).
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Fur die Chromosomen 2BS der Population History/Rubens und 7BS der Population
DreamLynx wurde zudem ein ASingle Intervall Me
und Melchinger 1996) durchgefuhrt, da dort Marker in Qiitervalle kartierten und daher die

Intervalle neu berechnet wurden.
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3. Ergebnisse

3.1. Inokulation und Resistenztest

Die Ahren de Weizengenotypen G182, Hussar, Dream, Lynx, SVP72017 und Capo wurden
unter Anwendung einer Einzelbliteninokulationsmethode mit KonidienFvagraminearum
inokuliert, um eine spezifische Abwehrreaktion gegen diesen Pilz zu induzieren. Um die
Virulenz des Inokulums zu priifen und sicherstellen zu kdnnen, dass keine UbertraguRg von
graminearurKonidien auf mockoehandelte Ahren stattfand, wurde jeweils mindestens eine
inokulierte sowie eine moekehandelte Ahre jedes Inokulationstages wahrend eineadeir

von drei Wochen beobachtet. Diese Verlaufskontrollen zeigen, dass bei inekuldren
immer die typischeSymptomeeiner Ahrenfusariosauftraten, und somit das Inokulum an
jedemTag virulent war. In keiner der mit Wassmhandelterkontrolldhren lonnten hingegen

Symptome beobachtet werden.

Im Anschluss an die Inokulation von G®&, Hussar, Dream und Lynx zur Expressions
analyse wurden die Verlaufskontrollenwie bereits oben beschrieberlediglich daraufhin
untersucht, ob Symptome der Ahrenfisse vorhanden sind. Um eine genauere Aussage Uber
die Resistenz dieser Genotypen treffen zu konnen, wurden die iregrem zweiten Versuch

zu Bluhbeginn mit Makrokonidien vofr. graminearuminokuliert und anschlieRend im
Abstand von zwei bis drei Tagédonitiert. Ahren von SVP72017 und Capo wurden direkt im
Anschluss an die Inokulation fir die Expressionsanalyse im Abstand von zwei bis drei Tagen
bonitiert. Dabei wurden die Symptome an den direkt inokulierten Bliiten und an den Ahrchen

unterhalb der Irdktionsstelle festgehalten.

Innerhalb der ersten drei bis sechs Tage nach der InokulationFmgraminearum
unterschieden sich die untersuchten Genotypen nach der Anwendung einer Varianzanalyse und
des Scheffdests (Scheffe <0,05) nicht signifikant inrdenzahl befallener Bluten.

Um die Ausbreitungsresistenz bewerten zu kénnen, wurde die Anzahl der infizierten Ahrchen
unterhalb der Infektionsstelle im Zeitraum von 18 bis 21 Tagen nach der Inokulation
festgehalten. Zu diesem Zeitpunkt hatte sich deriRiten anfélligen Genotypen bereits stark
innerhalb der Ahre ausgebreitet. Die resistenten und anfilligen Eltern der Populationen
unterscheiden sich deutlich hinsichtlich e@hr Ausbreitungsresistenz (Abb.).5 Diese
Unterschiede sind nach der Anwendung d&koxon-RangnummenTests signifikant. G1-6

92 zeigte nach 18 bis 21 Tagen im Mittel 1,1 Ahrchen und Hussar 6,8 Ahrchen Ausbreitung
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nach unten (Abb. &. Bei Dream waren durchschnittlich 2,7 Ahrchen unterhalb der
Infektionsstelle ifiziert und bei Lynx 6,§Abb. 5). SVP72107 zeigte zum gleichen Zeitpunkt

1,8 Ahrchen und Gao 9 Ahrchen Ausbreitung (Abbch Bei allen resistenten Eltern gab es
jedoch vereinzelte Ahren, in denen sich der Pilz stark ausbreiten konnte. Das Muster der
Ausbreitung vorF. graminearumin Ahren von SVP72017 unterschisith stark von dem in

Ahren von G16:92 und Dream. In letzteren breitete sich die Infektion langsam von einer
infizierten Blite auf das ganze Ahrchen und anschlieRend basipetal nacheinander von einem
Ahrchen auf das alere aus. 1I165% der Ahren von SVP72017 hingegen blieb die Infektion

uber den gesammten Beobachtungszeitraum von 21 Tagen auf eine Blute oder ein Ahrchen
beschrankt. Auffallig war eine zudem eine starke lokale Verbraunung der Rachilla, die in
anderen Gengpen nicht beobachtet werden konnte. Bei 14 % der inokulierten Ahren von
SVP72017 verbraunte die gesamte Rachis und ab ca. 18 Tage nach der Inokulation trockneten
alle Ahrchen auf einmal ab. Diese Ahren wurden mit der maximalen Anzahl von 10 befallenen

Ahrchen klassifiziert
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Abb. 5a

Abb. 5b

Abb. 5c
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Abb. 5: Ausbreitung von F. graminearuminnerhalb der Weizenéahren

5a: Ausbreitung in G16-92 und Hussar, ®: Ausbreitung in Dream und Lynx, 5c: Ausbreitung in
SVP72017 und Capo

Die Anzahl der infizierten Ahrchen, die sich unterhalb der Infektionsstelle befinden,wurde 18 bis

21 Tage nach der Einzelbliteninokulation mit einer Makrokonidiensuspension des Pathogeks

graminearumfestgehdten. (Legende: Durchgezogene Linie: Median, +: Mittelwert)

Die Unterschiede in der Ausbreitung zwischen den jeweiligen Eltern einer Kartierungspopulation

sind nach dem WilkoxonRangnummern-Test signifikant.
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- / B/ : 4
Dream Lynx G16-92 Hussar SVP 72017 Capo
20 dai 18 dai 15 dai 15 dai 21 dai 16 dai

Abb. 6: Beispiele fir die Unterschiede in derAusbreitungsresistenz zwischen den untersuchten
Genotypen

Die Ahren wurden jeweils zur Anthese mitF. graminearum infiziert. Die roten Klammern
markieren den Bereich der inokulierten Bliten. Infizierte Ahrchen unterhalb dieser Stelle

werden als Ausbreitunggewertet.

3.2. Expressionsanalyse
3.2.1. cDNA-AFLP-Analyse

Die cDNA-AFLP-Analysen der Genotypen Dream, Lynx, G35 und Hussar wurden mit den
Enzymsystemen Pst/Msd und Sse838[/Msd mit jeweils 30 Primerkombinationen
durchgefiihrt. Da bei AFLPs mit dem Enzymsystese838[/Msd lediglich zwei differentiell
exprimierte Banden gefunden werden konnten, wurden bei SVP72017 und Capo nur cDNA
AFLP-Analysen mitPst/Msd durchgefihrt, ebenfalls mit 30 Primerkombinationen. cBNA
AFLP mit Pst/Msel lieferten durchschnittlich85 Banden und miSse838//Msd ca. 55
Banden pro Gel. Insgesamt wurden bei Dream, Lynx-@&16nd Hussar ca. 4000 Banden und
bei SVP72017 und Capo ca. 2500 Banden hinsichtlich der efitielen Expression
untersuch{Tabelle 5).
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Tabelle 5: Zusammenfassng der Ergebnisse der cDNAAFLP -Analysen

Genotyp |Sse83871/Msg Pstl/Msel | Anzahl Banden sequenzierteT DFs
G1692 X X ca. 4000 21
Hussar X X ca. 4000 13
Dream X X ca. 4000 11

Lynx X X ca. 4000 3

SVP72107 X ca. 2500 37

Capo X ca. 2500 16

Insgesamwurden 101 differentiell exprimierte cDNAFLP-Fragmente aus dem PABel
ausgeschnitten, kloniert und von jedem Fragment jeweils 3 Klone sequenziert. Dabei wurde
z.T. das gleiche TDF in verschiedenen Genotypen ausgeschnitten. Daher ist die d&nzahl
TDFs in Tabelle 6 geringer als die Anzahl der sequenzierten Fragmente. Insgesamt stammen 8

TDFs vom PilzZF. graminearum

U 0 8 2432 48729 U 0 8 2432 48 7296 U 0 8 24 3248 72 9 U 0 8 24 3248 72 96

Abb. 7: Beispiele fur verschiedene Expressionsmuster von TDFs in AFLPs von SVP72017 und

Capo nach der Behandlung mit Wasser (HO) oder einer Makrokonidiensuspension vonF.
graminearum(Fusarium) im Zeitraum von 0 bis 96 Stunden nach der Inokulation

AURA bezeichnet eine unbehandelte Kontroll2ahre zu
(Legende: a = spate Hochregulierung im resistenten Genotyp, b mittlere Hochregulierung im

resistenten Genotyp, ¢ = konstitutive Bande in beiden Genotypen, d = frihe Hochregulierung im

anfalligen Genotyp, e = in beiden Eltern hochreguliert, f = im resistenten Elter herunterreguliert,

g = genotypspezifische Bandé\= Ausfall im cDNA-AFLP,)
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3.2.2. Ergebnisse der BLASTFAnalysen

Die Tabellen 6 und 7 zeigen eine Ubersicht tiber die differentiell exprimierten TDFs nach der
Infektion mitF. graminearumDie Sequenzen der TDFs wurden einer BLASTalyse in den
Datenbanken von NCBhonredundant (nr) und ESDatenbank) und TIGR (wheat database:
Triticum aestivum transcript assemblies) unterzogen. In Tabelle 6 wurden die Fragmente
hinsichtlich ihres Expmrssionsmusters in der cON®FLP-Analyse eingeteilt. TDFs, bei denen
BLAST-Treffer mit Genen bekannter Funktion mit einerv&ue kleiner als €5 gefunden
wurden, wurde der beste BLASIIreffer eines bekannten Gens aufgefiihrt. Bei allen anderen
TDFs wird der Treffer mit dem kleinstenrvalue angegeben. Die BLASHrgebnisse beziehen

sich grundsatzlich auf die Resultate, die mit BLAST N erzielt wurden. Ergebnisse, die mit

BLAST X erzielt wurden, sind in der Tabelle 1 mit (X) gekennzeichnet.
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Tabelle 6: Liste der sequenzierten TDFs mit dem jeweiligen besten BLASHrgebnis und dem Evalue.
Gelb unterlegte TDFs werden €24 hai, turkis unterlegte 3248 hai und pink unterlegte TDFs 7296 hai zum ersten Mal reguliert.
Von denmit * gekennzeichneten TDFkonnten genomische Sequenzegewonnen werden.

Im resistenten Eltenach der Inokulation niF.graminearunmim Vergleich zur Kontrolleochreguliert

TDF Primer  Genotyp GroRRe (Bp) BLASErgebnis Evalue
TDF_001* P65M54 Dream 182 NM00193922 Zea maysspindle and kinetochorass.Protein 1 homolog 4.0e-22
TDF_005* S23M48 Dream 557 CV06580 Triticum aestivunEST 8.0e-05
TDF_023* P64M58 G1692 188 DQ923395.1 Triticum aestivuml_UE1 protein 8.0e-63
TDF_030 P72M60 SVP 168 TA84503_ 4565 Arabidopsis thalianaSimilarity to glucoserelated supressor protein 1.2e-28
TDF_031 P72M60 SVP 165 BQ608584 Triticum aestivumRibosomal protein 117 7.5e-24
TDF_032* P76M52 SVP 302 CJ595840 Triticum aestivumEST (Stress response library) 1.3e-17
TDF_033 P76M52 SVP 203 BAD25014 Oryza sativaputative coatomer complex subunit beta 2 (X) 7.0e-16
TDF_034 P76M52 SVP 187 BQ802767 Triticum aestivunEST 7.2e-92
TDF_040 P72M60 SVP 170 X91347 Hordeum vulgareUDPglucose uridylyltransferase 4.0e-41
TDF_042* P70M50 SVP 208 CD879307 Triticum aestivumEST 2.8e-07
TDF_048* P66M49 SVP 413 FJ53237 Triticum aestivumUDRGIycosyl transferase cultivar Wangshuibai 0
TDF_093 P66M55 Dream 237 ACG33621 Zea maysubiquitin-like protein SMT3 (X) 3.0e-21
TDF_107* P66M55 SVP 337 EU965935 Zea mays, ubiquitin carboxigrminal hydrolase isoenzyme b8RNA 1.0e-24
TDF_108* P66M55 SVP 376 unknown

TDF_118* P75M53 SVP 110 unknown

TDF_013* P66M49 G1692 293 100281697 Zea maysl.OC 100281697 Ubiquinone biosynthesis ubiB 2.0e-99
TDF_017* P66M55 G1692 249 unknown

TDF_019 P7av58 G1692 319 CJ666769 Triticum. aestivumEST 5.0e-123
TDF_020 P74M53 G1692 145 DR740066 Triticum aestivumputative lipid transfer protein 3.3e-27
TDF_088 P72M60 G1692 583 EU960877 Zea mays40S ribosomal protein S9 mRNA 0
TDF_006 P65M54 (G16-92 227 AF542974.1 Triticum aestivumEmrl m RNA, complete cds 1.97e-29
TDF_016 P66M55 G1692 245 DQ003612 Agropyron crisatumpyrroline5-carboxylate synthase mRNA 1.2e-64
TDF_029* P72M60 SVP 187 GQ165812 Triticum aestivumBAC clone 205008 chronuwse 4BL 5.0e-78
TDF_041* P64M58 SVP 315 CJ521041 Triticum aestivumEST (Stress response library) 2.0e-13
TDF_103* P64M58 SVP 330 CD902327 Triticum aestivumEST 2.8e-116
TDF_010 P65M54 G1692 164 FGSG_07141.3 Gibberella zeg@anportin subunit alppa 0
TDF_025 P64M58 SVP 277 FGSG_13336.2 Gibberella zegeconserved hypothetical protein 0
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Im im resistenten Eltemach der Inokulation miE. graminearunim Vegleich zur Kontrolleerunterreguliert

TDF Primer Genotyp Grolke (Bp) BLASErgebnis Evalue
TDF_024* P72M60 G1692 145 TAG3063_4565 Triticum auestivumSpermidine Synthase 1 8.3e-22
TDF_049 P66M55  SVP 360 CJ647709 Triticum aestivumEST 2.0e-99
TDF_090* P76M52  G1692 157 unknown

TDF_091* P78M56 G1692 428 CD9000558 Triticum aestivumEST 0
TDF_134* P77M51 SVP 140 CD910653 Triticum aestivumEST 7.0e-72
Im anfalligen Eltenach der Inokulation miE. graminearunim Vegleich zur Kontrolleochreguliet

TDF Primer Genotyp Grolke (Bp) BLASErgebnis Evalue
TDF_045* P69M59 Capo 142 BQ471108 Hordeum vulgare, EST 1.0e-13
TDF_064 P64M58 Capo 497 DQ923395.1 Triticum aestivuml|.UE1 protein 9.0e-73
TDF_066 P70M58  Capo 309 TA97357_4565 Triticum aestivumEST 3.1-63
TDF_076* P75M53  Capo 336 TA1003754565 Oryza sativaNPR1like protein 5.1e-49
TDF_085 P73M60 Capo 308 AJ610294 Triticum turgidumEST 6.0e-124
TDF_102* P70M58 Capo 308 EU963212 Zea maysgytochrome P450 CYP709H1 mRNA 3.0e-08
TDF_123 P70M50 Capo 253 EU957942 Zea maysNitrilase associated protein 1.0e-36
TDF_124 P70M50 Capo 250 unknown

TDF_008 P65M54 Hussar 310 TA76669_4565 Triticum aestivumNADPHhioredoxin reductase 1.2e-62
TDF_009* P65M54 Hussar 461 NP_001050367 Oryza sativaCOBRAike protein 2 (X) 6.0e-71
TDF_135 P66M49 Hussar 134 CJ679452 Triticum aestivumEST 6.0e-0.5
TDF_011 P65M54 Hussar 523 CK153346 Zea maysAdenosine kinase 5.9e-111
TDF_018* P70M58 Hussar 309 CJ666769 Triticum aestivumEST 4.0e-107
TDF_047* P74M53 Capo 600 AK335458 Triticum aestivum, EST 0
TDF_075 P70M50 Capo 336 TA59938_4565 Oryza sativaPutative heat shock protein HSP 70 7.5e-65
TDF_101* P70M58 Capo 343 TA77479_4565 Triticum aestivumputative Cytochrom P450 2.5e-66
TDF_121* P71M59 Capo 241 CA658787 Triticum aestivum, EST 1.2e-102
TDF_122* P71M59 Capo 145 CK210090 Triticum aestivum, EST 7.2e-35
TDF_126 P78M56 Capo 411 BQ483615 Triticum aestivum, EST 0
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In beiden Eltermach der Inokulation miE. graminearunim Vegleich zuKontrollehochreguliert

TDF Primer Genotyp Grolie (Bp) BLAS¥Ergebnis Evalue
TDF_003* S14M51 Dream, Lynx 272 TA84259_ 4565 Triticum aestivum1-phosphatidylinosito¥-phosphate Skinase 3.0e-55
TDF_027* P70M58 SVP, Capo 171 AF326781 Triticum maococcumBAC clone 2.6e-34
TDF_043* P78M56 SVP, Capo 282 AM502866 Triticum aestivumMIKCGtype MAD$hox transcription factor 3.0e-139
TDF_044 P69M59 SVP;Capo 151 unknown

TDF_051 P70M58 SVP, Capo 167 BJ310174 Triticum aestivunEST 2.0e-13
TDF_098* P72M59 Dream , Lynx 365 CJ939501 Triticum aestivunEST

TDF_110 P69M59 SVP, Capo 151 FJ904941 Secle cerea)BAC clone 9.0e-19
TDF_111* P70M50 SVP, Capo 208 CD879307 Triticum aestivumEST 3.0e-07
TDF_112* P70M50 SVP, Capo 204 CV780442 Triticum aestivumEST 2.6e-109
TDF_135 P69M59 G1692, Hussar 505 X58394 Triticum aestivummRNA for Thaumatilike protein 0
TDF_136 P69M59 G1692, Hussar 513 CV777807 Triticum aestivumEST 0
TDF_065 P70M58 SVP, Capo 328 unknown

TDF_035 P76M52 SVP, Capo 184 Dv487417 Brachypodium distachiuneST 6.1e-14
TDF_092 P64M58 Dream, Lynx 263 unknown

TDF_114* P72M60 SVP, Capo 146 AF347064 Triticum aestivumsucrose phosphate synthase 3.0e-66
TDF_132 P76M62 SVP, Capo 260 U7686 Triticum auestivumbeta tubulin5 (Tubb5) mMRNA 2.0e-78
TDF_038* P66M51 SVP, Capo 204 BE423469 Triticum aestivumEST (Endosperm library) 3.6e-39
TDF_104 P66M51 SVP, Capo 255 CJ578951 Triticum aestivumEST 2.1e-36
TDF_105 P66M51 SVP, Capo 257 DR733830 Triticum aestivumEST 1.3e-31
TDF_117* P74M53 SVP, Capo 646 DY761352 Triticum aestivum, EST 0
TDF_137 P72M60 Dream, Lynx 142 CJ719569 Triticum aestivumEST 1.6e-26
TDF_138 P72M60 Dream, Lynx 156 AF347066 Triticum aestivumtruncuated sucros@hopspahte synthase 4 mRNA 6.0e-58
TDF_015 P66M55 G1692, Hussar 521 FGSG_02141.3 Gibberella zeagpredicted protein 0
TDF_036 P76M52 SVP, Capo 102 FGSG_002446.2 Gibberella zeagsonserved hypothetical protein 2.2e-29
TDF_037 P66M55 SVP , Capo 252 FGSG_10503.2: Gibberella zeaehypothetical protein similar to SNF7 family protein 0
TDF_089 P72M60 G1692, Hussar 144 FGSG_05183.3 Gibberella zeagglutathione reductase 0
TDF_133 P76M52 G1692, Hussar 265 XM3B7394 Gibberella zeaePH1 hypothetical protein 7.4e-144
TDF_165 P66M51 G1692, Hussar 272 FOXG_04919.2 Fusarium oxysporuncharged multivesicular body protein 0
TDF_166 P64M58 G1692, Hussar 266 FGSG_10320.3 Gibberella zeaemethionine aminopeptidase 0
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Genotypspezifische Banden

TDF Primer Genotyp Grolie (Bp) BLAS¥Ergebnis Evalue
TDF_046 P69M59 SVP, Capo 89 AY679115 Triticum aestivumGigantea 3 4.9e-37
TDF_022* P70M50 Hussar 366 X87686 Triticum aestivummRNA for WIRpathogen defense protein 6.9e-86
TDF_086 P70M50 G1692, Dream 428 BADS1322 Oryza sativaTarget of myHike (X) 3.0e-11
P70M50 Hussar, Lynx 414
TDF_095* P72M20 Dream, G182 252 CJ820422 Triticum aestivumEST 2.9e-26
TDF_096 P72M20 Dream 253 EEF41115 Ricinus communigmportin beta2 putative (X) 1.0e-31
Dream, G182,
TDF_097* P72M20 Lynx 254 CK165903 Triticum aestivumEST 4.1e-71
TDF_113 P72M20 SVP 253 CJ631508 Triticum aestivumEST 1.0e-124
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Tabelle 7: Zuordung von TDFsmit Ahnlichkeit zu Genen mit bekannter Funktion in funktionale

Gruppen. Die Einteilung erfolgte mittels Literaturrecherche.

Gelb unterlegte TDFs werden @24 hai, turkis unterlegte 3248 hai und pink unterlegte TDFs 72

96 hai zum ersten Mal reguliert

TDF  |BLAST | Evalue
Stress

TDF_008 TA76669 4565 Triticum aestivumNADPHhioredoxin reductase 1,2e62
TDF_016 DQ003612 Agropyron crisatumpyrroline5-carboxylate synthase mRNA 1.2e64
TDF_075 TA59938 4565 Oryza sativa, Putative heat shoclof@in HSP 70 7.5e65
TDF_024 TA63063_4565 Triticum aestivumSpermidine synthase 8.3e22
Abwehr

TDF_101 TA77479_4565 Triticum aestivumputative Cytochrom P450 2.5e-66
TDF_102 EU963212 Zea maysgytochrome P450 CYP709H1 mRNA 3e-08
TDF_135 X58394 Triticum aestivummRNA for Thaumatilike protein 0
TDF_020 DR740066 Triticum aestivumputative lipid transferprotein 3.3e27
TDF_022 X87686 Triticum aestivummRNA for WIR1, pathogen defense protein 6.9e:86
Signaltransduktion

TDF_043 AM502866 Triticum aestivumMIKGtype MAD$hox transcription factor 3e-139
TDF_046 AY679115 Triticum aestivumGigantea 3 4.9e37
TDF_076 TA100375_4565 Triticum austivumNPR1like protein 5.1e49
TDF_006 AF542974.1 Triticum aestivumEmrl m RNA,omplete cds 1.97e29
Zellzyklus, Zytoskelett, Zellwandsynthese

TDF_001 NMO00193922 Zea maysspindle and kinetochorass.Protein 1 homolog 4e-22
TDF_003 TA84259 4565 Triticum aestivuml-phosphatidylinositoé4-phosphate Skinase 3e-55
TDF_023 DQ923395.1 Triticum aestivuml.UE1 protein 8e-63
TDF_064 DQ923395.1 Triticum aestivuml.UE1 protein 9e-73
TDF_132 U7686 Triticum auestivumbeta tubulin5 (Tubb5) mMRNA 2e-78
TDF_009 NP_001050367 Oryza sativaCOBRAike protein 2 (X) 6e-71
TDF_096 EEF41115 Ricinus communignportin beta2 putative (X) le31
Transport

TDF_033 BAD25014 Oryza sativaputative coatomer complex subunit beta 2 (X) 7e-16
Glycosyltransferasen

TDF_040 X91347 Hordeum vulgareUDPglucose uridylyltransferase 4e-41
TDF_048 FJ535237 Triticum aestivum UDPGIlycosyl transferase cultivar Wangshuibai 0
Posttranslationale Proteinmodifikation

TDF_093 ACG33621 Zea maysybiquitin-like protein SMT3 (X) 3e21
TDF_107 EU965935 Zea mays, ubiquitin carboxigrminal hydrolase isoenzyme L3 mRNA le-24
Metabolismus/Photosynthese

TDF_030 TAB84503 4565 Arabidopsis thalianaSimilarity to glucoserelated supressor protein 1,2e28
TDF_123 EU957942 Zea maysNitrilase associated protein 1le-36
TDF_013 100281697 Zea maysLOC 100281697 Ubiquinone biosynthesis ubiB 2e-99
TDF_114 AF347064 Triticum aestivumsucrose phosphate synthase 3e-66
TDF_011 CK153346 Zea maysAdenosine kinase 5.9e111
TDF_138 AF347066 Triticum aestivumtruncuated sucros@hopspahte sytihase 4 mRNA 6e-58
Protein Biosynthese

TDF_088 EU960877 Zea mays40S ribosomal protein S9 mRNA 0
TDF_031 BQ608584 Triticum aestivumRibosomal protein 117 7,5e24
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3.3. Rickkartierung der differentiell exprimierten TDFs in bestehende
QTL-Karten

Die Integration in bestehende genetische €KHtten ist eine wichtige Moglichkeit, die durch

cDNA-AFLP-Analyse identifizierten, differerall exprimierten Kandidatengerze: validieren.

Hierzu wurden spezifische Primer fudgs TDF abgeleitet und mit digs®rimerneine PCR

durchgefuhrt, wobei digenomische DNA des jeweils resistenten und anfalligen Elters einer

Population als Template eingesetzt wurde. Das Ziel war es hierbei Sequenzpolymorphismen

zwischen den Kreuzungseltern zu findeays denen Markekif das Kandidi@ngen entwickelt

werden kénnen. Anhand dieser Marker kénnen die Kandidatengdrestehende genetische

Karten rickkatiert werden

Von den 87 differentiell exprimierten Weiz@iDFs wurden 42 erfolgreich mit genomischer
DNA in den jeweils esistenten und anfalligen Eltern der Kartierungspopulatiamplifiziert

und sequenziert.Von den 42 sequenzierten genomischen Meedukten zeigten 5
Sequenzpolymorphismen zwischen den Eltern von Kartierungspopulationen. Bei den tbrigen
37 PCRProdukten konnten keine Sequenzunterschiede zwischen den Eltern der

Kartierungspopulationen gefunden werden.

Im Folgenden werden die von den TDFs mit Sequenzpolymorphismen abgeleiteten Marker und

deren Kartierung beschrieben.
TDF 032

TDF_032 (BlasttErgebnis: CJ5958)/Triticum aestivum EST; Evalue 1,3€l7) wurde in
cDNA-AFLPs des resistenten Elter SVP72017 bereits kurz nach der Inokulatiof. mit
graminearum(0 und 8 hai) als hochreguliert identifiziert. Von der Sequenz des TDFs wurden
Primer abgeleitetwelche ineinerPCRzusammemmit genomischer DNA von SVP72017 und
Capoeingesetzt wurderBei der Auftrennung des PGRoduktes auf einem 2% Agasuel
erhalt man zwei Bandeffbb. &), eine kleinere Bande mit einGrdl3e von ca. 750Bp und
eine groBer@ande mit ca880 Bp in SVP und 980 Bp in Capo. Die Banden mit ca. 880 und
ca. 980 Bp Lange zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung mit geerSevon TDF_032 und
enthaltengrof3e Intronbereiche (c@a5% des sequenzierten FragnsgnDer Grol3enunterschied
zwischen den Baden in SVP72017 und Capo beruht auf einer 108 Bp grof3en Deletion in der
Sequenz von SVPD27 (Abb. &). Diese befindet sich nicht im codierenden Bereich des
amplifizierten Fragmentes, da in diesem Abschnitt des sequenzierterPi@tkies keine
Ubereinstnmung in der Basenabfolge mit der cDM®&quenz von TDF_032 besteht.
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Nachdem die PCR fur TDF_032 mit genomischer DNA von 10 Winterweizengenotypen
(Solitar, Travix, History, Rubens, G, Hussar, Dream, Lynx, SVP72017, Capo)
durchgefuhrt wurden, zeigte bicdass von TDF_032 mindestens dkéele vorkommen und

von den getesteten Eltern nur Capo die Bande bei 980 bp besitzt. Solitdr, Rubefg, G16
Hussar und Dream zeigen eine Bande bei ca. 1500 bp, die auf einer grof3eren Insertion,
ebenfalls im nichkodierenden Bereich des Gens, beruht. Travix, History und Lynx hingegen
zeigen die gleiche BaengroRe wie SVP 72017 (Abkb)8 Der Polymorphismus wurde in der
Population History/Rubens auf Chromosom 5A im Abstand von 2 cM vom ARamRer
XP766%461 und 10 cMvom Microsatelliten Xgwm 61-BA kartiert (Abb. 9c¢). Weder in der
Population History/Rubens noch 8ngh35586VP72017 befindet sich in dieser Genomregion

ein QTL fur Fusariumresistenz. Von den Eltern der Population Renan/Recital, die in diesem
Abschnitt vonChromosom 5AS einen QTL fir Resistenz gegenibeculmorumbesitzen,

zeigt der resistente Elter Renan, der den QTL vererbt, die Bande bei 980 Bp wie Capo und der

anfallige Elter Recital die Bande bei 1500 Bp (Daten nicht gezeigt).
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TDF_032_3_SVP CTTTGTTGATTTTGCTATCCTATAGTTCTGAATGEGTCGCTATCACAGGTTCCCTCCTCE 597
TDF_032_3_Capo CTTTGTTGATTTTGCTATCCTATAGTTCTGAATGEGTCGCTATCACAGGTTCCCTCCTCE 600
************************************************************
TDF_032_3_SVP TGGETCTTGCATTGCCCCARRATTTICTCATCGTCTTGCAGTTTGTTTGCTTTGTTGATTTT 657
TDF_032_3_Capo TGGETCTTGCATTGCCCCARRATTTICTCATCGTCTTGCAGTTTGTTTGCTTTGTTGATTTT 660
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
TDF_032_3_SVP GCTATCCTATAGTTCTGAATGGGTC §82
TDF_032_3_Capo GCTATCCTATAGTTCTGRATGGETCGCTATCACAGGTTCCCTCCTCCTGGTCTTGCATTG 720
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
TDF_032_3 SVP
TDF_032_3_Capo CCCCARRATTTCTCATCGTCTTGCAGTTTGTTTGCTITGTTGATTITGCTATCCTATAGT 780 17— XP7560-439.HS
TDF_032_3_SVE = ———————————— CCCAGCCCAGGCAMACCAATCTTAGTGGAATCATGGAGATCARAAGAT T30 21—H— Xgwm639
TDF_032_3_Capo TCTGAATGGGTCCCCAGCCCAGGCARACCAATCTTAGTGGRATCATGGAGATCARARGAT 840 22—, 617-5A
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, gwmoL /-
TDF_032_3_SVP TTTIGCTATGTCAATATAATTCTATGAATTATATATTICTTCCTGGAGAGTAACCTGTGTA T30
TDF_032_3 Capo TTTGCTATGTCAATATAATTCTATGAATTATATATTTCTTCCTGGAGAGTAACCTGTGTA 900
************************************************************
TDF_032_3_SVP ATCTTTGARAGCAGCCTCAGCTTCGTGTTTATGETCTCTCAGCTICGTGTTTATGGTGCG 850
TDF_032_3_Capo ATCTTTGARAGCAGCCTCAGCTTCETGTTTATGETCTC--AGCTTCGTGTTTATGGTGCG 958
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 32— xTDF 032
TDF_032_3_SVP GCTGCGTGGAAGCCAGTGCS 870 34—— XP7661-461.AHS

IDF_032_3_Capo GCTIGCGTG———————————— 966

********

Abb. 8: Kartie rung von TDF_032 (unbekannte Funktion)

Abb. 8a zeigt den Polymorphismus, der fur die Kartierung verwendet wurde. Die Bande bei 880
Bp (SVP72017) und bei 980 Bp (Capo) ist mit Pfeilen gekennzeichnet. Diese Unterschiede
beruhen auf einer 108 Bp groRen Delatn im Intron-Bereich des Gens (Abb. 8). In der
Population History/Rubens konnte TDF_032 auf Chranosom 5A Kartiert werden (Abb. &)
(Karte: Holzapfel et al. 2008)

TDF 103

TDF_103 (BLASFErgebnis: CD902327riticum aestivumEST; Evalue 2.8 €116) wurca in
cDNA-AFLP-Gelen von SVP72017 72 Stunden und 96 Stunden nach der Inokulatién mit
graminearum als hochreguliert identifiziert. Von der Sequenz des TDF_103 wurden
spezifische PCHrimer abgeleitet und mit dieseme PCR durchgefuhrt, bei dgenomisbe

DNA von SVP72017 und Capo als Template eingesetzt wurde. Das entstandeRedeGIR

besitzt eine Ladnge von ca. 600 Bp. Die Sequenzierung diesesPRBkts zeigte, dass
innerhalb der Sequenz ein 48 Bp langer Abschnitt 11 Mal hintereinander wiedrdalind
somit ein ATandem Repeatfn vorliegt. Bei Bp

Wiederholung ein SNRwischen den Sequenzen von S¢B17 (T) und Capo (C), der
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innerhalb einer Schnittstelle des Restriktionsenzyhag] liegt (Abb. %). Durch den
Restriktionsverdau miTag wird das PCRProdukt von Capo 17 Mal gescheit und das
PCRProdukt von SVP72017 nur 16 Mal. Im P&Rodukt von SVP72017 bleibt hierbei ein
ca. 130 Bp langes Stick intakt, wahrend in jenem von Capo das gesamte amlifizie

Fragment vorTad in Sticke von maximal 70 Bp geschnitten wird. Nach der Auftrennung auf

einem 2% Agarosegel erkennt man somit bei SVP 720ie Bande bei 130 Bp (Abba

Angewandt auf ein Testsortiment von 10 Winterweizengenotypen (Solitéar, Tdigitqry,

Rubens, G182, Hussar, Dream, Lynx, SVP72017, Capo) zeigte sich, dass auch Travix,
History, Rubens und G182 die 130 Bp Bande nachad-Verdau besitzen, wahrend das
gleiche PCRProdukt in Solitdr, Hussar, Dream und Lynx entsprechend der Saqe C

geschnitten wird. Der von TDF_103 abgeleitete 9Wtker konnte in der Populah

Solitar/Travix in eine Kopplungsgruppe auf Chrosom 4B Kkartiert werden (AbbcP (Karte

von Holzapfel et al. 2008). Eine Validierung der Expression durch quantitatald¢iRe PCR

war n

I cht m° gl i ch, da aufgrund

gefunden werden konnten.
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9b

5103 C
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5103_5

CTCGAGGACTICTGCAATGCAGAGTCATTTIGCATCGATTITCTCTARCCCTCARGGACTIC 480
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* * * * * * * T

TGCRATGCAGRGTCRATTIT TTGRTTICTCTARTCCTICTITCCTAGTGETTIGETTGCTIC 439
* * * & kfrkukk * * EET
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Abb. 9: Kartierung von TDF_103 (unbekannte Funktion)

Abb. 9b zeigt den Polymorphismus, der fir die Kartierung verwendet wurde. Ab. 9a zeigt den
aus dem SNP entwickelten CAPS Marker, angeandt auf die 10 Testsorten. In der Population
Solitér/Travix konnte TDF_103 auf Chromosom 4B kartiert werden (Abb. 9c) (Karte: Holzapfel
et al. 2008)

TDF_102 (putatives Cytochrom P450)

TDF_102 (B.AST-Ergebnis: Zea mays, Cytochrome P450 CYP709H1 mRN»@alie: 3e

08) wurde in cDNAAFLPs von Capo zu den Zeitpunkten 24, 48, und 72 Stunden nach der
Inokulation mitF. graminearumals hochreguliert identifizrt. Eine PCR mit Primern, dien

der Sequenvon TDF_102 abgeleitet wundeergaben bei getesteten Annealifrgmperaturen
von 5262 °C nur bei dem Einsatz genomischer DNA von Capo als Template enfP RIOKt

von ca. 200 BpDie Testung der 10 Winterweizengenotypen (Solitar, Travix, History, Rubens
G1692, Hussg Dream, Lynx, SVP72017, Capojit dem Primer Cgram102 zeigte, dass
Solitar, Travix, Rubens, G182, Dream und Lynx, nicht aber History und Hussar,Biade

bei 200 Bp zeigen (Abb. H). Die Testung eines weiteren Primerpaares fihrte zu de
Schlussfolgerung dass in der  Primerbindungsstelle  von  Cgraml102  ein
Sequenzpolymorpdmus zwischen verschiedene Winterweizengenotipestehen muss.

TDF_102 kartierin der Population History/Rubenm eine Gruppe von 8 AFLP Markeauf
Chromosom 2B(Abb. 1(b). In diesem Bereich von Chromosom 2B wurde zuvor ein QTL
detektiert, der in der Population History/Rubens je nach Umwelt zwischen 2, 1 % und 8,0 %
der phanotypischen Varianz des Fusariumbefalls erklart (Holzapfel 2009). Donor des

FusariumResistenzAllels ist die Sorte History.
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8 — 11— XP6757-192.AHRS %
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39 XP7162-120

42 —T— XP7162-599

Abb. 10a: Dominanter PCR Marker (Primer: Cgram102), der fiir die Kartierung von TDF 102
auf Chromosom 2BS (Abb.10b) in der Population History/Rubens (Karte: Holzapfel 2009)
verwendet wurde

TDFE 076

TDF_076 (BLASTErgebnis:;TA100375_4565Triticum aestivumNPRlike protein; Evalue
5.1e49) wurde incDNA-AFLPs der Sorte Capo 8, 24 und 32 Stunden nach der Inokulation
mit F. graminearum starker exprimiert als in denntsprechenden wassbehandelten
Kontrollproben. Um ein kgeres Produkt sequenzieren und damit die Moglichkeit erhéhen zu
konnen, einen Sequenzpolymorphismus zwischen den Eltern der Kartierungspopulationen zu
finden, wurde bei der Primergenerierung dePrimer auf die Sequenz von TDF_076 und der
R-Primer auf d@ Sequenz (TA100376_4565, Tidkatenbank mit dem besten BLAST
Ergebnis aus der Datenbankrecherche gelegt. Diese Sequenz besitzt eine sehr gute
Ubereinstimmung mit TDF_076, ist jedoch w80 Bp langer. Durch eine PCR mit diesen
Primern (Cgram076_3, Tabel® und genomischer DNA verschiedener Weizengenotypen
konnte ein PCHProduktvon ca. 140 Bp Lange gewonnen werden. Die Sequerung des
entsprechenden PGRroduktes in den Weizen SVP72017, Capo, -G26Hussar, History,
Rubens, InspirationSngh3559 Reran und Recital zeigte, dass sich in dem amplifizierten

Genfragment drei DeletiorffnsertionsPolymorphismen zwischen den Sorten befinden. Zwei
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dieser Polymorphismen liegen innerhaér Intron-Bereichedes Gens und fihren daher mit
hoher Wahrscheinlichkenicht zu Veranderungen in der Aminosaureabfolge des Proteins. Der
dritte PolymorphismugAbb. 11a)liegt jedoch in einem Bereich, in dem die cDi$&quenz

von TDF_076 mit der genomischen Sequenz des-Pfiduktes Ubereinstimmt und liegt daher

im codierenén Bereich des Gens. Um die Polymorphismen gut auf dem®&Aauswerten

zu konnen, wurden weitere Primerpaare (Cgram076_4, Cgram076_5, Cgram_076_7; Tabelle
4) abgeleitet um kirzere BR-Produkte zu erhalten (Abb. 1:th Die Testung eines
Sortiments aus 68 Winterweizensorten mit den 3 INDEMarkern ergab, dass mit diesen
mindestens 4 Allele deNPRZlike Gens nachgewiesen werden kénnen, welche siadem
Kombinationen dieser Insertionen unterscheiden. Dabei besitzen 16,5 % der Sorten die
gleichen INDELKombinationen wie SVP721Hspirationund G1692, 21,5% wiesngh3559

Lynx und Recital, 60% wie Capo, Renan und Dream, 2,5% besitzen eine weitere Kombination.
Eine Varianzanalyse ergab, dass sich die Gruppen mit gleittigRtAllel hinsichtlich des
mittleren Fusariumbefalls audaten von 4 Umweltemicht signifikanntunterscheiden. Das
Testsortiment sowie die ittleren Befallsdaten wurden vddr. M. Schmolke (TUMulnchen)

zur Verfiigung gestellt.

TDF_076 wurde in der Population History/Rubens auf Chromosonmh 28M vom
Microsatelliten Xgwm 382A Kkartiert (Karte Holzapfel et al. 2008)in der Population
Sngh355865VP72017 konnte TDF_076 ebenfalls auf Chromosom 2AL kartiert wepdan
12). Dort colokalisiert TDF_076mit einem QTL fir Ahrenfusarioseresistenz,r deon
SVP72107 vererbt wird. In der QTAnalyse erklart der Marke2-14% der phanotypischen
Variation (Groth nicht publizier. SVP72017 undnhspirationzeigen im sequenzierten Bereich
desNPRZlike Gens keine Sequenzunterschiede. In dieser Populatia®evauch kein QTL flr

Fusariumresistenz auf Chromosom 2AL detektiert.
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Abb. 11. PCR-Produkte von genomischer DNA beiEinsatz der Primer Cgram076 4,
CgramQ76_5 und Cgram076_7 (Abb. 10-d). Der Auftrag der PCR Produkte auf einem 5% PAA
Gel zeigt die dre Insertions-/DeletionsPolymorphismen in TDF_076 NPR1-like protein). Der

Marker CO76_4 wurde zur Kartierung in den Populationen History/Rubens und
Sngh3559SVP72017 (Abb. 1® verwendet und amplifiziert einen 5Bp Deletion im codérenden
Bereich des GengAbb. 11a).
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Abb. 12 Kartierung von TDF_076 in der Population Sngh3559SVP72017. Die QTLAnalyse
zeigt, dass der Peak der LOEKurve eines QTL flr Fusariumresistenz genau bei TDF_076 liegt.

(Multiple Intervall Mapping mit Multi -QTL: J. Groth, personlicheMitteilung ).

WIR1XGene

TDF_022 (BLASTFErgebnis: X876867riticum aestivum mRNA fir WIR], pathogen defense
protein; Evalue: 6.9 e86) ist in cONAAFLP-Gelen von Hussar als konstitutive, gleich starke
Bande zu allen Zeitpunkten zu sehen. Das TDF ausadwasrde sequenziert urghsierend

auf der cDNASequenzrimer (Hgram022, Tabelle 4) abgeleitet. Nach der Sequenzierung des
entstehenden PCRrodukts konnte ein Insertiofi®eletionsPolymorphismus zwischen G16

92 und Husar nachgewiesen werden (Abbb)3®urch die Auftrennung des PCRoduktes

auf einem PAAGel war dieser Polymorphismus als Bande bei 290 Bp in%216nd 300 Bp

bei Hussar sichtbar und direkt als Marker zur Kartierung von TDF_022 verwendbar. Von den
getesteten Eltern der Kartierungspopiolaén besitzt nur History dadegche Allel wie Hussar

(Abb. 13). Die ubrigen Genotypen besitzen die Bande bei 290 Bp wie9&l1®er
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Insertionspolymorphismus befindet sich im codierenden Bereich des Gens, da die cDNA
Sequenz des TDF_022 mit der gDMsequenz im analysierten Bereich tbereinstimmt.

TDF_022 konnte in der Population G@&/Hussar in eine Koppelungsgruppe Kkartiert werden,
die bei Schmolke et al. (2005) als Chromosom 5B bezeichnet wird. Bei der Kartierung in die
Population History/Rubens kartter TDF_022 jedoch auf Chromosom 5D. Aufgrund dieser
widersprichlichen Ergebnisse wurden weitere Mikrosatellitenmarker in die Karte von G16
92/Hussar aufgenommengdauf Chromosom 5D liegen. X@&dl, der auf Chromosom 4D oder

5D liegen kann, kartiert 2cMon TDF_022 entfernt (Abb. 13c). Durch die Analyse von
nullitetrasomen Linien von Chinesepiihg konnte TDF_022eindeutig Chromosom 5D

zugeordnet werden.

Neben TDF_022 wurden 3 weiter@VIRL:Sequenzen (Ta.22732.S1 at, Ta.97.1.S1 at,
Ta.97.2.S1_at) auf Sequgrmtymorphismen zwischen den Eltern der Populationen untersucht.
Hierbei wurden Probesets des Affimetrix 61 K Micorarrays ausgewahlt, der von den
Kooperationspartnern der Universitat Giessen fur Expressionsanalysen von Dream und Lynx
nach der Inokulation miF. graminearumverwendet wurde. DieWIRL-EST-Sequenzen
konnten durch eine KeWord-Suche auf der HarveS§Vebsite ermittelt (C.Wagner und
M.Rhiel, personliche Mitteilungund zur weiteren Analyse und Bearbeitung Uberlassen
werden. Die Sequenzen aller ¥WIR1-Genfragmentesind zwischen den Elternder
Kartierungspopulationempolymorph und konnten daher in die bestehenden Karten der
Dream/Lynx bzw. der GE82/Hussar Population integriert werden. @Bund Hussar zeigen

in der genomischen Sequenz des AIR1 annotierten Probesets Ta.97.1.8&13 SNP
Polymorphismen (Abb. 113). Fur den in der Abbildung gekennzeichneten SNP wurde zur
Genotypisierung der Linien ein PyragencingAssay erstellt (Abb. 1§. Ta.97.1.S1 at
konnte so in der Population GB&@/Hussarnn 1 cM Abstand zu TDF_022 auf Chromosom

5DS kartiert werden.
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Abb. 13: Polymorphismen zwischen G1@2 und Hussar innerhalb der WIR1-Sequeazen
TDF_022 und Ta.97.1.S1_atind deren Integration in die genetische Karte der Population G1-6
92/Hussar.
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Abb. 13b: INDEL -Polymorphismus Dream innerhalb der Sequenz von TDF_022 von G4% und
Hussar, der mit von TDF_022 abgeleiteten Primern zu einem PCGRrodukt unterschiedlicher
Grol3e fuhrt (Abb. 13a). Innerhalb der Sequenz Ta.97.1.S1_at besitzen G828 und Hussa drei

SNPs, wdvei der markiere SNP (Abb. 1%) fir die Genotypisierung der RILS der Population G16

92/Hussar mit Hilfe von Pyrosegiencing verwendet wurde. Abb. 18 zeigt die Pyrogramme der
Pyrosequenzierung von G182 und Hussar. BeideWIR1-Gene konnten inder Population G16

92/Hussar auf Chromosom 5B/D kartiert werden (13d) (Karte: Schmolke et al. 2008).

Ta. 97.2.S1_x_atund Ta.22732_x_at sind beid®\#iRlaGene annotiert. Fur Ta.22732_x_at
wurden Primer(WIRIl_2) abgeleitet,wobei Einsatz von genomisch®NA von Lynx als
Template ein PCRProdukt von 460 Bp amplifizieret werden konntacht, aber wenn
genomische DNAvon Dream eingesetzt wurddie Ergebnisse der Testung weitere
spezifischer Primerpaare (S)37egen die Vermutung nahe, dass sich innebhader
Primerbindungsstelle der Primer WIRIl_2 ein Sequenzpolymorphismus zwischen Dream und

Lnyx befindet, wobei es sich wahrscheinlich um eine gro3ere Insertion handelt.

Der SNP zwischen Dream und Lynx in W®¥iR1-Sequenz Ta.97.2.S1_x_at (Abbb)4vurde

von Markus Rhiel (Universitat Giessen) Uber Sequenzierungsanalysen gefunden und uns
mitgeteilt. Dieser SNP liegt nicht im kodierenden Bereich des Gens (M. Rhiel, personliche
Mitteilung). FUr die Genotypisierung der Linien der Population Dream/Lynx wurde ei

Pyroseqencing Assay erstellt (Abb. T4

Anhand der oben beschriebenen Marker fir Ta.22732_x_at und Ta.97.2.S1_x_at konnten die
beidenWIR1aSequenzen auf Chromosom 7BS der Population Dream/Lynx kartiert werden.
Sie colokalisieren mit einem QTL fur Farsumresistenz, dessen Vertrauensintervall sich nach
Single Intervall Mapping (Plab QTL) von Ta.97.2.S1 _x_ & KP7260156 erstreckt (Abb.

14d).
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Abb. 14: Kartierung der WIR1a-Genfragmente Ta.22732.S1_at und Ta.97.2.S1_x_at

Fur Ta.22732_x at wurden Primer fur einen dominanten Marker entwickelt (Abb. 13a). Anhand
dieses Markers konnten Liniender Population Dream/Lynx genotypisiert werden, und Ta.22732
X_at in die gentische Karte integriert werden(Abb. 14d). Innerhalb der genomischen Sequenzen
von Ta.97.2.51 x_at befindet sich zwischeBream und Lynx ein SNP (Abb. 14) (M. Rhiel,
Universitat Giessen). Durch die Anwendung von Pyrosequencing konnten die Linien der
Population genotypisiert werden. Abb. 14 zeigt die Pyrogramme von Dream und Lynx.
Ta.97.2S1 x_at kartiert 3cM oberhalb von Ta.2272.S1_at auf Chromosom 7BS. Beid&VIR1-
Sequenzen liegen in einem QTntervall fir Fusariumresistenz (Abb. 14) (Karte Schmolke et
al. 2005)
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3.4. Ergebnisse der Reatime PCR

Die Ergebnisse der Expressionsanalysemit der cDNAAFLP-Technikdurchgefuhrt wurde,
wurden fur sechsTDFs mit quantitativer Redlme PCR validiert. Zusatzlich wurde die
Expression der drei WIRGene Uuberprift. Als besonders interessant fiir diese weitere
Bearbeitung wurden TDFs erachtek @éntweder eine Ahnlichkeit mit Genen von interessanter
Funktion besitzen oder die in genetische Karten integriert werden konnten. Eine Validierung
der Ergebnisse ist sinnvoll, weil mit cDNAFLP-Analysen nicht die gleiche Sensitivitat wie

mit der quantitiven Realtime PCR erreicht werden kann.

Zudem kann es bei Sequenzpolymorphismen, welche die Add®iktionsschnittstellen
betreffen, zu Ausféllen vondhden im cDNAAFLP kommen. Bei funf deuntersuchten TDFs
stimmten die Ergebnisse von quantitativeeaRime PCR und cDNAAFLP jedoch gut
Uberein. Die quaitative Realtime PCR wurde in drégechnischen Wiederholungen mit cDNA

aus dem gleichen Pflanzenmaterial, das auch fir die cBNAP-Analysen verwendet wurde,
durchgefuhrt. Die Ergebnisse der quaatiiten Reatime PCR wurden unter der Anwendung

der Delta Delta GCMethode (Livack und Schmittgen 2001), einer relativen
Quantifizierungsmet hode, auf das gl ei chm?&Ci
sowie auf den Expressionslevel des zu untersu@men@Gens in wassdrehandelten
Kontrollahren normalisiert. Alle Werte, die dabei > 1 sind, werden demnach im Vergleich zur
mockBehandlung des gleichen Zeitpunktes hochreguliert, alle Werte < 1 entsprechend

herunterreguliert.

Expression von TDF 032

TDF_032ist in der cDNAAFLP-Auswertung des resistenten Elter SVP 72017 bereits kurz
nach der Inokulation miF. graminearum(0 und 8 hai) zu sehen. Die Validierung der
Ergebnisse mit gantitativer Rei@ine PCR bestétigt dieses Expressionsmuster. Dieses TDF ist
in SVP72017 8 Stunden nach der Inokulation im Vergleich zur thebkndelten Kontrolle

sehr stark hochreguliert. Auch 72 hai ist TDF_032 in SVP72017 hochreguliert. Zu anderen
Zeitpunkten ist die Expression schwach und steigt auch in infizierten Probemami¢htCapo

ist die Expression von TDF_032 zu keinem untersuchten Zeitpunkt nach der Inokulation
induziert. Dieses Expressionsmuster deutet auf eine frihe Abwehrreaktion hin, die spezifisch

fur den resistenten Elter SVP 72017 sein kdnnte.
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Abb. 15 Ergebnisse der quantitativen Realtime PCR von TDF 032 in F. graminearum
infizierten Blitengewebe von SVP72017 (res.) und Capo (anf.)

Expression von TDF 102

In der cDNAAFLP-Analyse von Capo ist TDF_102 24, 48 und 72 Stunden nach der
Inokulation hochreguliertDie Validierung der Expression mit quantitativer Reale PCR
zeigte, dass TDF_102 in Capo zu allen Zeitpunkten nach der Inokulation starker exprimiert
wird als in den g¢weiligen Kontrollahren (Abb. 16 Besonders stark ist die Hochregulation
zum Zeitputkt 72 hai, wobei es ca. 10 Mal starker exprimiert wird als in der Kontrolle. In
SVP72017 ist dieses Gen zu allen anderen untersuchten Zeitpunkten nach der Infel&ion mit
graminearum herunterreguliert. Somit stimmt das Expressiomster aus den cDNAFLP

weitgehend mit den Ergebnissen der quantitativen-fReal PCR Uberein.

Relative Expression von TDF_{82&atives CytochromeP450)
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o
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8h 24h 48h 72h 96h

Stunden nacler Inokulation

Abb. 16: Ergebnisse der quantitativen Reaktime PCR von TDF_102 in F. graminearum
infizierten Blitengewebe von SVP72017 (res.) und Capo (anf.)
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Expression von TDF 076

TDF_076wird in cDNA-AFLPs von Capo 8, 24 und 32 Stunden nach der Inokulatiofr.mit
graminearumhochreguliert.Die Ergebnisse der quantitativétealtime PCR zeigten, dass
TDF_076 sowohl in Capo als auch in SVP72017 nach der Inokulatiof.ngitaminearum
starker exprimiert wird als in Kontrollpflanzen. Die Hochregulierung ist in SVP72017,
insbesondere zum Zeitpunkt 48 hai, starker als in Capo. Die Expression von TDF_076 wurde
ebenfalls in G182 und Hussar gemessen. In @b ist es zu allen Zeitpunkten nach der
Inokulation leicht negativ reguliert. In Hussar hingegen ist es zu allen Zeitpunkten leicht

induziert. TDF_076 ist in allen getesteten Genotypen sehr schwach exprimiert.
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Abb. 17 Ergebnisse der quantitativen Reaktime PCR von TDF_076 in F. graminearum
infizierten Blutengewebe von G192 (res.) und Hussar (anf.) (Abb. #a) sowie von SVP72017
(res.) und Capo (anf.) (Abb. Tb).
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Realtime PCR deWIR1-Sequenzen

TDF_022 (BLASTFErgebnis: X87686, Triticum aestivum, mRNA MfIR1 pathogen defense
protein; Evalue: 6.9 e86) wurde in cDNAAFLPs von Hussar als konstitutive, gleich starke
Bande identifiziert, die in cONAAFLPs von G192 fehlt. Es besitzt einen grof3en Insertions
/DeletionsPolymorphismus im codierenden Bereich des Gens zwischen den Eltern der
Kartierungspopulation G182/Hussar. Die quantitative Reishe PCR mit den Primern zeigte,

dass TDF_022 in beiden Eltern exprimiert wird und nicht nur im anfalligen Hussar (Abb. 18).
Die Tatsache, dass die Bande in cDNALPs von G192 nicht zu sehen ist,uss somit auf

eine Veranderung der Restriktionsschnittstellen oder auf einen weiteren INDEL
Polymorphismus an einer anderen Stelle des Gens zurlckzufihren sein. TDF_022 und die
anderen untersuchtaIR2-Sequenzen zeigen im Blutengewebe von-82&ind Hussaeine

sehr ahnliche Regulation. Sie sind nach der InokulatiorFnmgraminearunin G16-92 zu fast

allen beprobten Zeitpunkten stéarker hochreguliert als in Hussar. Die starksten Unterschiede
zwischen G182 und Hussar in der Expression der untersucWiil-Sequenzen zeigen sich

72 und 96 Stunden nach der Inokulation.
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Abb. 18: Ergebnisse der quantitativen Reatime PCR von 4 WIR1-Sequenzen (TDF_022,
Ta.22732.1.S1 at, Ta.97.1.S1 at und Ta.97.2.S1 x at) iR. graminearum infizierten

Blitengewebe von G182 (res.) und Hussar (anf.)

Die guantitative Redime PCR fur TDF_022 und Ta2273.%t wurde auch mit cDNA von
SVP72017und Capo durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass die Induktion der Expression dieser
WIR1:Gene durch die Fusariuminfektion in diesen @Ggpen weniger stark ausgepragt ist als

in G1692 und sie sich nur wenig unseheiden (Abb. 19 Aufféllig ist jedoch die frihere
Induktion in SVP72017 ab 48 hai.
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Abb. 19 Ergebnisse der quantitativen Reattime PCR von TDF 022 (Abb. 8a) und
Ta.22732.Slat (Abb. 18b) in F. graminearuminfizierten Blitengewebe von SVP72017 (res.) und
Capo (anf.).

Auch in Dream und Lynx wurde die Expression von Ta.97.1.S1 at, Ta.97.2S1 x_ at,
Ta.22732.S1_at und TDF_022 mit quantitativer Rimaé PCR untersucht. Die Retaine PCR

fur TDF_022 und Ta.22732.S1 _at wurde dabei von M. Rhiel an der Universa&ase@
durchgefiihrt. Die vieruntersuchtenWIR1-Gene werden in der Ahrenfusariassistenten
Sorte Dream zu den meisten Zeitpunkten nach der Inokulatiofr.ngtaminearumstéarker

exprimiert als in den moekehandelten Kontrollpflanzen.

Im Gegensatz dazu sinkt die Genexpression aéR1-Gene in der fur Ahrenfusariosen
anfalligen Sorte Lynx nach der Inokulation mitgraminearumneicht (d.h. relative Expression
< 1). In de&n mockbehandelten Kontrollpflanzen ist die konstitutive Expression dieser Gene in

Lynx jedoch deutlich héher als in Dream sowie in allen anderen untersuchten Genotypen.
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Abb. 20: Ergebnisse der quantitativen Reatime PCR von 4 WIR1-Sequenzen (TDF_022,
Ta.22732.1.S1 at, Ta.97.1.S1 at und Ta.97.2.S1 x at) iR. graminearum infizierten
Blitengewebe von Dream (res.) und Lynx (anf.). Nach der Inokulation miF. graminearumwird
in Dream die Expression dieser Gene induziert, in Lynx hingegen nimmt sieicht ab (= relative

Expression < 1).

Die Reattime PCR fur TDF_022 und Ta.22732.S1_at wurde von M. Rhiel an der Universitat
Giessen durchgefihrt.

TDF_020 (puatives Lipid Transfer Protein)

TDF_020 (BLASTErgebnis: DR740066f riticum aestivumEST mit Ahnlichké zu Lipid
transfer Protein; &alue: 3.3 €7) ist in den cDNAAFLP von mit F. graminearum
inokulierten Proben von G182 32, 48 und 72 hai zu sehen. Lipid Transfer Proteine werden zu
den PR (Pathogenesis Relat&pteinen gezahlt (PR13) (Van Loon andnVStrien 1999).
Durch Amplifikation von genomischer DNA von nullitetrasomen Linien von Chinese Spring

mit TDF_020 abgeleiteten Primern (Ggram020 x_ 2, Tabelle 2) konnte das Fragment
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Chromosom 4A zugeordnet werden. Eine genauere Kartierung war jedocmiiginth, da
mit den Primern Ggram020_x 2 nur ein sehr kurzes (90 Bp) grof3es Fragment ohne

Sequenzpolymorphismen zwischen @Bund Hussar amplifiziert werden konnte.

In G1692 und Hussar konnten durch die Validierung mit quantitativer-tReal PCR die
Ergebnisse der Expressionsanalyse mit cBAALP-Analyse vollstdndig bestatigt werden.
TDF_020 ist in Ahrengewebe von G®@ nach der Inokulation mE. graminearumzu allen
untersuchten Zeitpunkten starker exprimiert als in den rbetlandelten KontrollennlHussar
hingegen ist TDF_020 so schwach exprimiert, dass lediglich zum Zeitpunkt 72 hai der

Grenzwert Uberschritten wurde und ein\Zért gemessen werden konnte.

Zum Vergleich der Ergebnisse der Expressionsanalys€&li&92 und Hussar wurdéie
Genexpresen von TDF_020n SVP72017 und Capo sowie in Dream und Lynx ebenfalls mit
quantitativer Reatime PCR untersucht, auch wenn dieses TDF in den cBNEPs dieser

Genotypen nicht auffallig war.

Hier zeigt sich, dass die Expressieon TDF_020sowohl in Cappals auch in SVP7201ab

48 Stunden nach der Inokulation induziert wird. Die Expressionsunterschiede fallen in SVP
72017 und Capo wesentlich geringer aus als in-@&L&ind Hussar. Im Blitengewebe von
Dream ist die Genexpression von TDF_020 nach der lab&a mitF. graminearunmaximal

3-fach hochreguliert. In Lynx wird es jedoch zu keinem Zeitpunkt und inekéBehandlung

exprimiert.
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Abb. 21. Ergebnisse der quantitativen Realttime PCR von TDF 020 (putatives LTP) inF.
graminearuminfizierten Bllitengewebe vonG16-92, Hussar (Abb. 2@&), Dream, Lynx (Abb. 20b)
sowie SVP und Capo (Abb. 26).

Expression von TDF 048

TDF_048 (BLASTFErgebnis: FJ53237Triticum aestivumUDP-Glycosyl transferase cultivar
Wangshuibai, Evalue 0) wurde in cDNAAFLP-Analysen beiSVP72017 8, 24, 32 und 48
Stuncen als hochreguliert identifiziertAufgrund der groRen Ahnlichkeit mit einer UDP
Glycosyltransferase, deren Expression auch in der hochresistenten asiatischen
Sommerweizensorte Wangshuibai nach der InokulatiorFmgramirearumstark induziert ist

(Lulin et al. 2009), wurde die Expression von TDF_048 mit quantitativer-tieal PCR
validiert. Dabei zeigte sich, dass diese UBGRcosyltransferase erst 72 und 96 Stunden nach

der Inokulation hochreguliert wird, und das sowmohSVP als auch in Capo (Abb. 21
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Abb. 22. Ergebnisse der quantitativen Reatime PCR von TDF_048 (putative
Glycosyltransferasg in F. graminearuminfizierten Blitengewebe vonSVP72017 und Capo
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalseeExpressionsanalyse von Winterweinach der
Inokulation mitF. graminearum einem wichtigen Erreger der partiellen Taubahrigkeit von
Getreide, durchgefuihrDas Ziel war es hierbei die Reaktion der adaptierten europaischen
Winterweizen auf die Inokulabn mit diesem Pilz auf RNAbene zu untersuchen und
Unterschiede zwischen anfélligen undsistenten Genotypen aufzuzeigen. Differentiell

exprimierte Gengvurdenzur Validierung in bereits bestehende genetische Karten integriert.

Im Folgenden werden die egonnenen Ergebnisse mit bereits vertffentlichten Daten
verglichen und diskutiertn einem Ausblick wird der Nutzen der wichtigsten Ergebnisse flur
die Markergestiitze Selektion und die Verwendung der Ergebnisse als Basis weiterergehender

funktioneller Untesuchungen diskutiert.

4.1. Versuche zur Typ 2Resistenz

Die bisherigen Aussagen uber die Resistenz von-$zl6dussar, Dream, Lynx, SVP72017

und Capo wurden gewonnen, indem der prozentuale Befall nach einer Sprihinokulaion mit
graminearuraKonidien abgeschzt und hierdurch die kombinierte Typlund Typ 2
Resistenz erfasst wurde (Burstmayr et &l0@ Schmolke et al. 2005, 200®ie in der
vorliegenden Arbeit verwendete Einzelbliteninokulation eignet sich jedoch besonders fir die
Evaluierung der Typ 2Resstenz (DilFMacky 2003). Der grofte Vorteil dieser
Inokulationsmethode liegt darin, dass jede Blute mit der gleichen Menge an Sporensuspension
behandelt werden kann. Somit wird durch die Einzelbliteninokulation eine gleichmalige
Induktion von Abwehrmechasmen im Bliitengewebe ermoglictBeim Offnen der Bliten

kann es jedoch wahrend der Inokulation zu leichten Verletzungen der Spelzen kommen. Zum
einen fihren diese Verletzungen zu einer Wundreaktion, die wiederum zu veranderten
Genaktivitaten fuhrt, zum aeren bilden die kleinen Wunden Eintrittspforten fir den Pilz. Aus
diesem Grund wurde von jedem Genotyp und Probenahmezeitpunkt eine mit Wasser statt
graminearuraKonidien kehandelte Kontrollprobe genommen, die mu Vergleich des
Expressionsniveausn der cDNA-AFLP-Analyse und zur Normalisierung der relativen

Expression in der Auswertung der quantitativen Riea® PCR verwendet wurde.

Um die Resistender einzelnen Genotypeafschatzen zu kénnen, wurde ddektionsverlauf
im Abstand von zwei bis dreiTagen festgehalten.Zwischen den Eltern der
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Kartierungspopulationen zeigten sich hinsichtlich der Anzahl der infizierten Ahrchen unterhalb
der Infektionsstelle, die im Zeitraum von 18 bis 21 Tagen nach der Inokulation als Ausbreitung
festgehalten wurde taistisch signifikante Unterschde. Die resistenten Genotypen zeigten
eine deutlich geringere Ausbreitung als die als anfallig eingestuften Sorten. DieiEsgatom
Sirandidou et al. (2003 die in resistenten europaischen Winterweizensorten eine |dihte
gute Typ 2Resistenz feststellen konnten, werden hier best®ligtSorte Capo ist dabeine
Ausnahme, da sign der beschreibenden Sortenliste mit einer mittleren bis guten
Fusariumresistenz eingetragen ist, sich jedoch in der Ausbreitungsresigtehz/on den
hochanfalligen Sorten Hussar und Lynx unterschi@dhrscheinlich beruht diResistenz/on

Capo grof3tenteils auf  Typl-Resistenzmechanismen, die durch die
Einzelblitennokulationstechnik umgangen werdeBwischen den resistenten Genotypen
wurdenUnterschiede im Verlaufier Ausbreitung beobachtet.eBG1692 und Dreanbleichte
unterhalb der InfektionsstellEweils ein Ahrchen nach dem anderans, bei SVP72017
hingegen fand entweder keine Ausbreitung statt oder die gesamte Ahre trockdete cdn

18. Tag nach der Inokulation gliich ab. Dies kénnte auwdnterschiede im Mechanismus der

Typ 2 Resistenz zwischen SVP720aif der einerund Dream oder G182 auf der anderen
Seitehindeuten In SVP72017 scheint es dem Pilz h&ufig nicht zu getingedie vaskularen
Buindel der Rachis einzudringen. Wahrscheinlich ist er nicht in der Lage eine Barriere an der
Rachilla zu durchbrechen. Wenn er jedoch die Rachis erreicht hat, schadigt er dort das Gewebe
stark, was schlieBlich zum Absterben der gafdere fiihrt. Inwieweit diese Schadigungen auf

die Wirkung von DON zurtickzufuhren sind, kann mit dem verwendeten Versuchsansatz nicht
geklart werden. Taube Ahrchen oberhalb der Infektion wurden bei der Abschatzung der
Ausbreitungsresistenz nicht beriicksightida diese auch duralas Absterben der Rachiad

daraus resultierendem Wassermangel entstehen kénnen.

4.2. Die Expressionsanalyse mit der cDNAAFLP -Technik

Um die Genexpression im Ahrengewebe von anfalligen und resistenten Weizensorten nach der
Inokulationmit F. graminearumuntersuchen zu kénnen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Methode der cDNAAFLP-Analyse verwendet. Die Vorteile der cDN®-LP-Technik liegen

in ihrer guten Reproduzierbarkeit und der Mdoglichkeit, mit dieser Technik die Expression
sowdl schwach exprimierter als auch noch nicht auf einem Microarray geblotteter Gene zu
untersuchen. Letzteres ist darauf zurtickzufiihren, dass bei den-ABNRs im Gegensatz zu

Array basierten Methoden keine Vorauswahl an ESTs getroffen wird. Auch l&sstirsech
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grolBere Anzahl von Proben, die von verschiedenen Zeitpunkten oder Genotypen stammen,
parallel auf einem Gel untersuchen. Dies ermdglicht sowohl einen guten Uberblick tiber den
Verlauf der Genexpression zu unterschiedlichen Stadien derPafiaisitinteraktion als auch

gute Vergleichsmoglichkeiten zwischen den Genotypen. Nachteile der - @R sind der

grofRe Arbeitsaufwand, da die differentiell exprimierten Fragmente ausgeschnitten, kloniert und
sequenziert werden missen, sowie die geringe Lange deA-fDagmente, die meistens
zwischen 150 und 500 Baskegen.Die Anzahl der Gene, deren Expression mit cDNRALP
untersucht werden kann, liegt deutlich unter der Anzahl von Genen, die auf modernen
Microarrays geblottet sindDurch eine Transkriptonmsequegierung mit Next Generation
Sequencing Plattformenyie z.B. die 454 oder Solx&onnten theoretisch allexprimierten

Gene eines Organismus erfasst werd@ase Methoden liefern in kurzer Zeit sehr viele Daten,
sind jedoch sehr ten. Daher eignet siched Einsatz dieser Methoden vor allem fir Versuche,
bei denen nur wenige Variantemiteinander verglichen werden musseBei einan
Versuchsansatz wie er in desrligenden Arbeit gewahlt wurde, miusstean 78Einzelproben
entsprechende cDNBanken erstellund diese anschlieliend sequenziert werden. Die Kosten
hierfir wirden Gber 100.000 Euro betrage®a in dieser Arbeit zum ersten dll eine
Expressionsanalyse von Winterweizen nach der Inokulatiofr ngitaminearumdurchgefiihrt
wurde, war nicht bekannt, weler Zeitpunkt nach der Inokulation am wichtigsten fur die
Expression resistenzretgenter Gene ist. Daher ware die Gefahr grold gewesen, bei der
Untersuchung von ledigliceinem oder zwei Probenahmezaititen die Expression wichtiger

Gene nicht erfassen kdnnen.

Die Anzahl von durchschnittich 55 cDNAFLP-Banden fir das Enzymsystem
Sse838fMsd und 85 Banden fuPst/Msd ist mit der von Steiner et al. (2009%rreictien
Bandendichtevergleichbar, die eine cDNAFLP Analyse mit asiatischem Sommerweizen

nach der Inokulation miE. graminearundurchgefiihrt hatterDie Unterschiede in der Anzahl

der Banden zwischen den Enzymsystemen sind auf die langere Erkennungssequenz von
Sse838lFund damit auf die geringere Anzahl von Schnittstellen zuriickzufuhren. Auwfgrer
geringen Anzahl an differentiellen Banden wurde fir SVP72017 und Capo auf die

Durchfihrung von cDNAAFLP mit dem Enzymsystei@se8387Mselverzichtet.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle cDNXFLP-Fragmente analysiert, deren Expression
sich in cn F. graminearuminfizierten Poben im Vergleich zu den wasbehandelten

Kontrollen des gleichen Pl@nahmezeitpunktesinterschied. Dabei konnte vorerst nicht
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unterschieden werden, ob die TDFs vom Weizen oder vom Pilz stammen, so dass eine grofiere

Anzahlan Genfragementen vénh graminearunsequenziert wurde.

Bei den vom Weizen stammenden TDFs hab®n% eine Sequenzahnlichkeit mit Genen
bekannter Funktion. Dies Wert stimmt mit den Ergebnissen von kirzlich veréffentlichten
Studien, in denen cDNAFLP-Analysen mit Weizen durchgefuhrt wurde, Uberein (Wang et
al. 2009, Steiner et al. 2009, Capman et al. 2009, Wang et al. 2010). Die meisten TDFs
besitzen starke Sequenzhomologien zu Weizen EST aus Datenbanken. Lediglich 5 TDFs

besitzen keine Homologien zu bés in Datenbanken hinterlegten Sequenzen.

Im Gegensatz zum Weizen ist das Genom lograminearunbereits vollstandig sequenziert.
Daher besitzen alle vom Pilz stammenden TDFs eine nahezu vollstadndige
Sequenzibereinstimmg mit Genen bekannter FunktioDiese TDFs werden jedoch im

Weiterennicht naher diskutiert

Riickkartierung in bestehende QTL fiir Ahrenfusarioseresistenz

Fur die Ruckkartierung von Genfragmenten in bestehende genetische Karten ist es notwendig,
innerhalb dieser Sequenz einen Polyma@phis zwischen den Eltern einer
Kartierungspopulation zu finden, aus dem ein Marker fur die Genotypisierung der Linien
abgeleiet werden kann. In lediglich 5 der 8®nfragment@aus der cONAAFLP-Analyse von
denen diejeweils genomische Sequerwveier Popuationseltern gewonnen werden konnte,
wurden Polymorphismenzwischen den Sequenzen der Elténdentifiziert. Dies ist zum
grof3ten Teil auf dibaufig geringe Lange der cONAFLP Fragmenteurtickzufihrendie im

Mittel bei 280 Basen lag.Auch wenn dies bécksichtigt wurde, lag dieAnzahl der
Polymorphismennnerhalb der indieser Arbeit untersinten Fragmente deutlich unter den
Angaben wn Sommers et al. (2003), dieEST-Sequenzen voweizendurchschnittlicheinen
Polymaphismus in500 Basen nachweisdwnnten Der Grund hierfur istvahrscheinlichdie
ungleichmalRige Verteilung varolymorphismerewischenESTs, die ebenfalls von Sommers

et al. (2003) gezeigt wurd@&/ahrendin den untesuchten TDFs aus der cDNAFLP-Analyse

nur wenige Sequenzpolymorphismgefunden werden konntelie3en sich alle @i zusatzlich

untersuchteWIRL:Genfragmentén die genetischen Karten integrieren.

Die Rickkartierung der differentiell exprinmten Genfragmente in bestehendenetische
Karten wurde durchgefuhrt, um sietelen zu kdnnen, ob die Fragmente mit bereits
identifizierten QTL fur Ahrenfusarioseresistenz colokalisieBsi.der Suche nach den Genen

die einem QTL zugrunde liegenmst die Colokalisierungvon Gen undQTL eine erste
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Bedingung, wenn auch kein Beweis iglafdass es sich wirklich um das gesuchte Gen handelt.

In der vorliegenden Arbeit colokalisierenvier Genfragmente mit QTL far
Ahrenfusarioseresistenz under weitere Genfragente kartieren in genomische Bereiche, in
denen kein QTL fur dieses Merlanidentfiziert werden konnte. Erstere werden als besonders
interessante Kandidatengene betrachtet, jedoch kdnnen letztere fiir die Resistenz von Weizen
gegenubelF. graminearumtrotzdem von Bedeutung sein. Die Populationen, mit denen die
vorangehenden  QTFKartieungen  durchfihrt  wurden, besitzen  zwisthe 90
(Sngh35586VP72017) und 145 Linien (Dream/Lynilit Populationen dieser Grof3e kdnnen

QTL mit einem grol¥e Einfluss auf digoh&notypische Varianz kartiert werd€prL, die einen
geringeren Einfluss auf die phatgpische Varianz begién, konnen jedoch erst in
Popuationen mit mindestens 1000 Linien sicher erkannt werden (Schon et al. 2004). Es besteht
somit die Mdoglichkeit, dass ein kartiertes Gen zwar einen Einfluss auf die
Ahrenfusarioseresistenz besitzt, d@dfekt jedoch zu gering ist, uim QTL-Analysen der zur

Verfigung stehenden Populationen erkannt zu werden.

Die Regulation der meisten Gene wirdrchu die Induktion oder Hemmung vdrestimmten
Signaltransduktionswegerverursacht. Daher ist die Ursache fidlie unterschiedliche
Genexpression in verschiedenen Genotypen auf Polymorphismen in regulatorischen Genen
zurlckzufihren, die in den Signaltransduktskaskaden vor dem differentiell exprimiertem Gen

stehen.

4.3. Differentiell exprimierte Gene des Weizens nack. graminearum

Inokulation
In der vorliegenden Arbeit konntedurch Expressionsanalyse®7 verschiedene Gen
Fragmentegefunden, die im Ahrengewebe der untersuchten Winterweizengenotypen nach der
Inokulation mit F. graminearumdifferentiell exprimiert wuden. Im Folgenden wird eine
Auswahl diesr Genfragmente ndher diskutietiei denen es entwedéasierend auf der
Genfunktionoder durch eine @okalisierung mit QTLfur Ahrenfusarioseresistenz Hinweise
gibt, dass sie an der Abwehr von Weizen gegenbkbgramnearumbeteiligt sein kénnten.
Dabei werden die TDFs in Gruppen, die einen mdglichen Abwehrmechanismus der

Weizenpflanzen gegentblérgraminearundarstellen kdnntgerzusammengefasst diskutiert
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4.3.1. Basale Pathogenabwehr an der Zellwand oder im Apoplasten

Die basale Resistenz wird als eine rassenunspezifische Resistenz definiert, die den
Krankheitsverlaufn Wirtspflanzen abschwécht (Hickelhoven 2007). Sie setzt eine Erkennung
des Pathogensoraus und fuhrt zu unspezifischen Abwehrmechanismen, die gegen eine
Vielzahl von Pathogenen wirksam sein konnen, jedoch den Infektionsveidativollstandig
stoppen. Es wird daher angenommen, dass es sich bei den QTL fur Pathogenresistenz zum Teil
um Gene handelt, die an der basalen Resistenz beteiligiPotahd et al2008) Da die basale
Resistenzin ihren Mechanismen der NichVirtsresistenz &hnelt, die zu einer kompletten
Resistenz gegentber einétathogen fuhrtwird diskutiert, ob es sich bei der basalen Resistenz
um eine durch das Pathogen umgangene und dabeltsiéandige NichdWirtsresistenz handelt

(Niks und Marcel 2009)Gene, die an der Auspragung der basalen Resistenz beteiligt sind,
kdnnteneine quantitativeResistenz gegentber mehreren verschiedenen Pathogenen vermitteln
und waren daher interessant fure dZichtung von Weizensorten mit einer breiten
Krankheitsresistenz. Da im Weizen keine vollstandige Resistenz gegeniiber Ahrenfusariosen
bekannt ist sind alle Genotypemm unterschiedlichen Maf3anfallig. Die in dieser Arbeit
untersuchten Weizengenotypenterscheién sich jedoch deutlich in d&chwere und der
Geschwindigkeit des Krankheitsverlaufs. Es ist daher anzunehmen, dass sie im
unterschiedlicherMalRe basale Resistenzmechanismen ausprafjemnliesen Mechanismen

zahlt vor allem die Verstarkung der IEeand und die Ausscheidung von antifungalen
Substanzen in den Apoplasten (Huckelhoven et al. 20@7olgendenAbschnittwerden die
differentiell exprimierten TDFs besprochen, dia solchenbasalen Abwehrmechanismen

beteiligt sein kdnnten.
WIRXGene

Eine Gruppe von Genen, die mit der Ausprdgung von basaler Resistenz von Grasern in
Verbindung gebracht werden, sind dMR1Gene (Wheat Induced Resistance 1 Gene). Es
wurde wiederholt gezeigt, dass deren Expression nach der InokulaiiorGrasernmit
verstiedenen Pilzersowie bei Befall mit Fra3insektemsteigt (Bull et al, 1992, Schweizer et

a. 1998, Neu et al. 200'uan et al. 2004 TDF_@2, welches durch die cDNAFLP-

Analyse identifiziert wurde, besitzt eine hohe Sequenzhomologie zu aMi&tGen. Die
Funktion detWIR2-Gene ist noch weitgehend unbekannt. Aufgrund ihrer Struktur wird jedoch
angenommen, dass es sich bei ihnen um kleine Transmembranproteine handelt, deren polare N
terminale Domé&ne zum Zytoplasma ausgerichtet wsihrend eine unpolar€-terminale

Domaéane durch Prolin und Glycieste mit der Zellwand interagiert (Bull al. 1992).WIRX:
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Genekonntendie Adhasion des Plasmalemas mit der Zellwand verbesseund somit zur
Stabilitat des Plasmalemmas wahrend des Pathogenangriffs beitradieat @. 1992). Eine
Loslésung des Plasmalemmas von der Zellwand wéahrend des Angriffs. \gnaminearum
wurde in elektronenmikroskopischen Aufnahmen in der anféalligen Sorte Agent gezeigt,
wahrend diese Symptome in der resistenten Sorte Arina seltdtrateau Diese Schadigungen
werden wahrscheinlich durch das MycotokKiaoxynivalenolausgeldst (Kang und Buchenauer
1999). ImWeiterenbesteht eine Ahnlichkeit vowIR1-Genenmit den prolin, hydroxyprolin

und glycirreichen Zellwandproteinen, wenn sie laugcht zudieser Gruppe gezahlt werden
konnen (Bull et al. 1992). Prolinreiche Glycoproteine akkumulieren in der Zellwand der
resistenten Sorte Arina drei Tage nach Inokulation, zum gleichen Zeitpunkt also, in dem die

untersuchteWVIR2-Gene hochregulieerden (Kang und Buchenauer 2003).

WIR1:Gene wurden zum ersten Mal in der inkompatiblen Interaktion von Weizeslumiieria
graminis f. sp. hordei beschriebenginem Pathogendurch das in Weizerine induzierte
Resistenzreaktion ausgelost wird. Eine Hegulierung vorWIR1 wurde jedoch auch in der
kompatiblen Interaktion miB. graminisf. sp. tritici nachgewieseriSchweizer et al. 1989).
Eine Uberexpression voWIR1 in Epidermiszellen des Weizens konnte die Resistenz

gegenuber Mehltau nicht signifikaverbessern (Schweizer et al. 1999).

Auch in Gerste wurdelVIRZ:Homologe nachgewiesen. Diese werden watirder Nichtwt-
Interaktion von Gerste mRucciniatriticina, sowohl in einem Wildtyp der Gerste als auch in
Mutanten, die ihre NichWirts Resistenzerloren haben, hochgaliert, wobei die Reaktiom
Ersterer starker aullt (Neu et al. 2003)Diese Ergebnisse festigen die Vermutung, dass
WIRZX:Gene in der basalen Abwehr und der NigVittreaktion eine wichtige Rolle spielen
(Neu et al. 2003).

In Reis fiihrt die Uberexpression dé8R1-HomologsRirl (Rice Induced Resistance) einer
erhdhten Resistenz gegenidber dem hemibiotrophen ParsEitaraporthegrisea (Schaffrath

et al. 2000).Dieses Ergebnis ist besonders interessant, weil dieses Patiroganer
LebensweiseF. graminearumstérker &hneltals die obligat parasitiren MehltaupilZeie
Signaltransduktionswege zur Abwehr gegen nekrotrophe Pilze werden vorwiegend durch
Ethylen und Jasmonat vermittelt (Glazebrook 2005). Es konnte zudem geeedginywdass

Rirl kinstlich durch die Behandlung ntithaphoninduziert werden kannabernicht durch
Methyljasmonat oder Salicylsaure (Yuan et al. 20@#4d somit wohl am Ende einer
ethylervermittelten Signaltransduktion steht. Die Hochregulation von Jastmand Ethylen

Biosynthese sowie Signaltransduktionsgenen wahrend der Abwehr Forgraminearum
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konnte flr die resistente Sorte Sumai3 gezeigt werden (Li und Yen 2008). Die Frage, ob sich
die EthylenSignaltransduktion positiv (Li und Yen 2008) oder rtegéChen et al. 2009) auf

die Fusariumresistenz auswirkt, ist noch neintdeutiggeklart.

Die Expression von TDF_022 wurde in den Winterweizengenotyper9@1B8ussar, Dream,
Lynx, SVP72017 und Capo untersucht. Da dieses Genfragment in den resi&ent#gpen
G1692 und Dream im Vergleich zu den jaiseanfalligen Genotyperlussar und Lynx nach

der Inokulation mitF. graminearumstarke Expressionsunterschiede zeigte, wurden weitere
WIRX:Gene sowohl auf Polymorphismen in der genomischen Sequenz dbs aatic
Expressionsunterschiede im Blitengewebe nach der Inokulation Fmigraminearum
untersucht. Dies®V/IR1:Sequenzen stammen von einem Affimetrix Chip (61K), der von der
Kooperationsgruppe der UniversitéGieRen verwendet wurde. @ Auswertung der
Expresionsanalyse mit dem Microarrawar zum Abgabezeitpunkt der Dissertation noch nicht
vollstdndig abgeschlossen. Die Expressionsmusiieser WIR1-Gene &hneln dem von
TDF_022 stark (Abb.120). In G1692, Hussar, Dream, SVP72017 und Capo ist die
Expression dr untersuchtedWIR1-Gene deutlich zu den Zeitpunkten 72 und 96 hai, in
SVP72017 bereits schon zu 48 hai induziértden resistenten Genotypen sind dadliée
WIR1-Genestarker hochreguliert als in den anfalligen Populationseltern. Zum Zeitpunkt 48 hai
solite das Pathogen bereits Epidermiszellen infiziert haben und damit begidasn
Wirtsgewebezu kolonisieren. 72 und 96 hai sind erste Symptome an den Spelzen sichtbar und
der Pilz versucht in die Rachis zu gelangen, um sich weiter in der Ahre aussrufiteing und
Buchenauer2000). Wéhrend dieseinfektionssadien sind somit Teile des Wirtsgewebes
bereits zerstort, was zu starken Stressreaktiofigmen muss. Zudem ist es sehr
wahrscheinlich, dasslies die Zeitpunktesind zu denen die Abwehrreaktion ggn das
Eindringen des Pies in die Rachilla stattfinden Da sich die Eltern der
Kartierungspopulationen stark in der Ausbreitungsresistenz unterscheiden, wéare eine Rolle der

WIRZXGene in der Ausbreitungsresistenz denkbar.

In einem weiterenunabhéangigeiversuch konnten die beschriebenen Expressionsmuster der
WIR1XGenein den Genotypen G182, Hussar, Dream und Lynx weitgehend bestatigt werden,
obwohl Unterschiede in der Zusammensetzung des beprobten Pflanzenmaterials bestanden
(Proben des zweiten Versigctenthalten die Ovarien und Aetlen, Organedie bei der
Probenahmem ersten Versuch entfernt wurden). Dieluktion derWIRLGenexpression 72

und 96 Stunden nach der Inokulation Fitgraminearuntiel im Vergleich zu Kontrollproben

in allen untersuchte Genotypen starker auals im ersten Versuchledoch waren alle
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untersuchtenWIR1X:Gene in den resistenten Genotypen 72 und 96 lesmemtlich starker
hochreguliertals in den anfélligen Genotypébiethelm et al., eingereicht).

Die beschriebenen differaell exprimierten WIRLXGene konnten anhand von
Sequenzpolymorphismen in die QWRarten der Populationen Dream/Lynx und G16
92/Hussar ruckkartiert werden. Im ¥geich mitden Ubriged2 TDFs aus dieser Arbeit, von
denen eine genomische Sequenz vorliegtworddenenin nur vier Polymorphismen zwischen
den Eltern der Kartierungspopulationen enthalten, sindudiersuchtenWIRX:Gene stark

polymorph.

TDF_022 und Ta.97.1.S1_at, das WéR1bannotiert ist, wurden in der Population G35

eine Region auf Chronsom 5D Kkartiert, in der in dieser Population kein QTL fur FHB
Resistenz detektiert wurde. In der gleichen Region von Chromosom 5D beschreiben Holzapfel
et al. (2008) und Jia et al. (2006) einen QTL fur FHB Resistenz in den Populationen
Solitar/Travix sowie Wangshuibai/Alondrs&s. Die GenFragmente Ta.97.2.S1.x_at und
Ta.22732_x_at, die beide aM/IRl1la annotiert sind, kartieren in das QThtervall fur
Ahrenfusarioseresistenz der Population Dream/Lynx auf dem kurzen Arm von Chromosom 7B.
Dieser QTL erklart inder Population 21% der phanotypischen Variation der 4RéBistenz
(Schmolke et al. 2005, Haberle et al. 2007).

Lipid Transfer Protein

In der Expression von TDF_020 (putatives Lipitansfer Protein) bestehen extreme
Unterschiede zwischen den untersuchaefilligen und resistenten Genpén.Lipid Transfer
Proteine sid kleine, ubiquitar in Pflanzemorkommende Proteine, die in den Apoplasten
ausgeschieden werden (Yaets and Rose 2@i&).genaue Rolle, die LTPs in der Pflanze
spielen, ist noch nicht vaiindig geklartLTPs werden zu den PRroteinen (PRL4) gezahlt
(Van Loon and Van Strien 1999), da sie haufig in Wiarasiinteraktionen von Seiten der
Pflanze hochreguliert werden undrfiginige Vertreter dieser Genfamilieine direkte
antimkrobielle Wirkung nachgewiesen werden konntg® z.B. bei LTPs von der Zwiebel
(Cammune et al. 1995) und der Sonnenblume (Regente 2D0Bf( werden auch nach

abiotischem Stress hochreguliert, wie z.B. nach Kahe Salzstresdgkader 1996).

Zusatzlich zu den Ergmissen fur TDF_020 in der vorliegenden Arbeit wurden LTPs in der
asiatischen Resistenzquelle Sumai3 (Aithbroz et al. 2006) und in der anfalligen Sorte
Remus (Steiner et al. 2009) nach der Inokulation Fmigraminearumhochreguliert.Neuere

Untersuchugen anLTPs, die ausVeizenkloniert wurdenzeigten, dass einige Vertreter dieser






















































































































































