TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

Lehrstuhl fur Pflanzenziichtung

Identifizierung und Kartierung differentiell exprimierter Gene
nach F. graminearum Inokulation in Winterweizen

Manuela Diethelm

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultdt Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir
Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitat Minchen zur
Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. A. Gierl
Prufer der Dissertation:
1. Univ.-Prof Dr. G. Wenzel
2. Univ.-Prof Dr. R. Huickelhoven

Die Dissertation wurde am 22.09.2010 bei der Technischen Universitdt Minchen
eingereicht und durch die Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fli
Ernahrung, Landnutzung und Umwelt am 26.10.2010 angenommen.






Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis
I Y101 1= (1 oo USROS PSPRRS 1
1.1.  Bedeutung und EVOIUtiON deS WEIZENS........ccueiiiriiiiiiiiiiiieieeee s 1
1.2, Aufbau der WEIZENDITLE .........c.ooiiiiiiiceee s 1
1.3.  Die partielle Taubahrigkeit DeI WEIZEN .......ccooiiiiiiiiiiiceee e 2
1.4, EXPressionSanalySEN .......ccecieiiiiiiiie ettt 12
1.5, Zielsetzung dieSer ArDEIT .......ccvoiiiieiieicie e 18
2. Material Und MENOGEN ........cciiiiiiiie e 19
2.1, PTlanzenmaterial...........cocooiiiiiiieice e 19
2.2, INOKUIALION 1ottt bbbt eneas 21
2.3.  Charakterisierung der RESISIENZ..........ccviiiieiiiiieie e 23
2.4.  MolekularbiologisChe ArbEITEN.........c.cov i 24
2.4.1. DNA-EXITAKIION .....iiiiiieiieese ettt ste e sneennees 24
2.4.2. RNA-EXITAKEION ..o 24
2.4.3. CDNA-CAFLP ...ttt e 24
2.4.4. Quantitative Real-time PCR........coiiiii ettt aree e 27
2.4.5. MarkerentWiCKIUNG .........coooiiiiiiiieee e 29
2.5,  StatistiSChe ANAIYSEN ....ccviiiiee e 37
2.6.  Kartierung der Genfragmente und QTL-ANAIYSE ......c.ccceeviiiieriiiniiene e 37
K 1 (0 1=] o] 41T PSSP SURRR 39
3.1, Inokulation UNd RESISTENZLEST ........ccveiieiieieceee e 39
3.2, EXPressioNSANAIYSE ........cccoiiiiiiieiiiie ittt 42
3.2.1.  CDNA-AFLP-ANAIYSE.....ooiiiiiiitiiieeee e 42
3.2.2. Ergebnisse der BLAST-ANAIYSEN .....cc.vcviiieiicie ettt 44
3.3.  Ruckkartierung der differentiell exprimierten TDFs in bestehende QTL-Karten ..... 50
3.4.  Ergebnisse der Real-time PCR.........c.coiiiiiic et 63
N I T 1] (U 3] [ o OSSPSR 73
4.1.  Versuche zur TYP 2-RESISIENZ .......ccveiiiiiieiiecee et 73
4.2.  Die Expressionsanalyse mit der cDNA-AFLP-Technik ..........cccocooiiiiiiiiiiiiinn, 74
4.3.  Differentiell exprimierte Gene des Weizens nach F. graminearum-Inokulation....... 77
4.3.1. Basale Pathogenabwehr an der Zellwand oder im Apoplasten...........ccccevveennne. 78
4.3.2.  SIgNAItranSAUKLION.........ooiiiiiic et 85

4.3.3. ChemisChe ADWENT ..o 88



Einleitung 1

4.3.4. TDFs mit unbekannter FUNKLION ...........coviiieiiiieiiece e 91

S AN U ] o] o) G PSPPSR 92
5. ZUSAMIMENTASSUNG .. .eetiitieitieie ettt e ettt e st e et e s se e beestesseesreensesneesseeneeanaenrens 97
B.  SUMIMAIY ...ttt ettt ettt bt e s h e e bt e e hb e e be e e hb e et e e ehb e e ebeeembeenbeeenbeenaeesnnas 99
R Y =T = (0] =T =] ol 1 OSSR 100
8. ANNANG .t 114
8.1.  ChemiKalienVerzeiChNIS ........c.cccveiiiii et 114
8.2, BaSISIOSUNGEN ..ottt 115
ST T AN o (¥ 70 g0 T o S PS 118
8.4.  LiSte der TDF-SEOUENZEN .......cceiuiriiiieiieiieieie ettt 120

8.5.  Alignment der WIRL SEQUENZEN ....c..oivveiiieiiiiese ettt 130



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Bedeutung und Evolution des Weizens

Der Weizen ist eine der frihesten ackerbaulich genutzten Kulturen. Die Domestikation von
diploiden Wildweizen begann vor ca. 11.000 Jahren im fruchtbaren Halbmond, auf dem Gebiet
des heutigen Irak und der sudostlichen Turkei (Salamini et al. 2002). Weizen zahlt heute neben
Reis (Oryza sativa) und Mais (Zea mays) 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 Frucht (www.destatis.de).

Weizen besitzt mit 16.000 Mb (Megabasen) ein sehr groRes, komplexes Genom (Reis: 450 Mb,
Gerste: 5000 Mb). Das Genom des hexaploiden Kulturweizens (Triticum aestivum)
(AABBDD, 2n = 6x = 42 Chromosomen) setzt sich aus den homoologen Genomen von drei
unterschiedlichen Wildweizenformen zusammen. Er entstand vor ca. 7.000 Jahren aus der
spontanen Hybridisierung des tetraploiden wilden Emmers (Triticum turgidum ssp.
dicoccoides, AABB) mit Aegilops tauschii, dem Donor des D-Genoms. Der wilde Emmer
wiederum entstand aus einer Kreuzung von Triticum uratu (A-Genom) und Aegilops speltoides
(B-Genom) (Petersen et al. 2006).

1.2. Aufbau der Weizenblite

Die Ahre des Weizens ist aus Ahrchen aufgebaut, die mit der Rachis durch die Rachilla
verbunden sind. Innerhalb der Rachis verlaufen die vaskuldren Bundel, 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) bestent aus vier fertilen Bliiten
und einer infertilen Blite, die von zwei Glumae umgeben sind. Das Ovar mit seinen zwei
fedrigen Stigmen ist vom Lemma, der Palea und 2 Lolliculae umgeben. Die Lolliculae
schwellen wahrend der Anthese an und 6ffnen so die Blite, wodurch die Antheren aus der

Blute ausgeworfen werden kénnen.


http://www.destatis.de/
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Abb. 1a: Seitenansicht einer Weizenahre

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

1.3. Die partielle Taubahrigkeit bei Weizen

Die Symptome der partiellen Taub&hrgkeit bei Getreide sind das Ausbleichen von zuerst
einzelnen Ahrchen und schlieRlich der ganzen Ahre. Bei fortschreitender Krankheit und
feuchter Witterung wachst auf den Spelzen befallener Ahren ein rosa-orangefarbener
Mycelbelag. Infizierte Korner sind schlechter gefullt (Kimmerkdrner) und daher kleiner und

kantiger und zudem haufig von weil3-rosafarbenem Myzel umgeben.

Die partielle Taub&hrigkeit bei Getreide, insbesondere bei Weizen und Gerste, wird von
verschiedenen Fusarium-Spezies, die zur Gruppe der Ascomyceten gehdren, ausgelost.
Fusarium culmorum und Fusarium graminearum (Hauptfruchtform: Gibberella zeae) sind

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

Die Erreger der Ahrenfusariosen haben einen weiten Wirtskreis und konnen im Boden auf
befallenen Ernteriickstanden als Myzel Uberwintern. Dabei spielen Maisstoppeln eine
besonders grolRe Rolle, da der Mais ebenfalls ein Wirt verschiedener Fusarium-Spezies ist und
zudem hé&ufig vor Weizen in der Fruchtfolge steht (Parry et al. 1995, Pommer 1998). Auf den
Ernterlickstanden bilden sich Perithezien, aus denen Ascosporen austreten. Diese werden durch
Regenspritzer auf die Ahren transportiert und kénnen dort auskeimen. Am anfélligsten sind die
Weizenahren zur Anthese, da zu diesem Zeitpunkt Ascosporen in die getffnete Bliite gelangen
oder entlang der Antherenschlduche in die Blute wachsen kénnen. Da die Pilze zur Infektion
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einen Feuchtigkeitsfilm auf den Ahren und warme Temperaturen von (iber 15°C (optimal:
25°C) benotigen, kommt es in den Jahren, in denen feuchte, warme Witterung 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 groBe Probleme mit sich, da die
Mycotoxine durch das Korn in die Nahrung von Tier und Mensch gelangen. F. graminearum
und F. culmorum bilden die Trichotechene Deoxynivalenol (DON) und dessen acetylierte
Derivate sowie Nivalenol (NIV), T2-Toxin 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
Fusarium-Spezies gebildet werden kdnnen. Sie inhibieren in unterschiedlichem Male die
Proteinbiosynthese und fuhren in Pflanzen sowie in Tieren zur Apoptose (Rocha et al. 2005).
Fur den Weizen besitzt dabei DON die hdchste Toxizitét, fir tierische Zellen ist T2-Toxin das
potenteste Gift (Rocha et al. 2005).

Vor allem Monogaster, wie z.B. Schweine, reagieren sensibel auf die Belastung des Futters mit
Fusarium-Toxinen. Hier fihren hohe DON-Belastungen zu verminderter Futteraufnahme und
gelegentlichem Erbrechen, weswegen DON auch als Vomitoxin bezeichnet wird. Zudem fuhrt
eine hohe DON-Aufnahme zu Beeintrachtigungen des Immunsystems, da das Mycotoxin mit
den Makrophagen, T-Zellen und B-Zellen des Immunsystems interagiert (Tiemann und
Dénicke, 2007). In Weizenahren ist DON flr Fusariumpilze ein wichtiger Virulenzfaktor fir
die Fahigkeit, sich durch die Rachis innerhalb der Ahre auszubreiten. Es wird angenommen,
dass DON die Pflanze durch Hemmung der Proteinbiosynthese an einer adéquaten
Abwehrreaktion hindert. Pilze mit gestérter DON-Synthese sind zwar fahig in das
Wirtsgewebe einzudringen, jedoch bildet sich am Rachisnodium eine dicke Barriere aus
Zellwandmaterial, die den Pilz an der Besiedelung der Rachis hindert (Jansen et al. 2005). Bei
DON-produzierenden Pilzen ldauft eine &hnliche Abwehrreaktion nur in hochresistenten
Genotypen ab, wéhrend anféallige Sorten kaum Verdickungen aufweisen (Kang und
Buchenauer 2003).

Die Induktion der Apoptose durch DON sollte die Bereitstellung von Nahrung fiir den
nekrotrophen (oder hemibiotrophen) Pilz vereinfachen und die Besiedelung des Wirtsgewebes
erleichtern. Die Produktion von Mycotoxinen zur Abtdtung von Wirtszellen ist typisch fiir
Pathogene mit nekrotrophem Lebensstil (Glazebrook 2005). Bisher klonierte Resistenzgene,

die eine Resistenz gegenuber nekrotrophen Pilzen vermitteln, codieren fiir Proteine, die an der
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Entgiftung dieser Mycotoxine beteiligt sind (Johal. et al. 2002, Brandwagt et al. 2002, Sindhou
et al. 2008). In Weizen konnte DON-3-Glycosid als so genanntes maskiertes DON
nachgewiesen werden (Berthiller et al. 2005). Aus A. thaliana wurde eine UDP-
Glycosyltransferase isoliert, die in der Lage ist, DON zu glycosylieren (Poppenberger et al.
2003). Das bei dieser Reaktion entstehende DON-3-Glycosid ist nicht mehr toxisch und wird
vermutlich in der Vakuole gelagert. Die Gefahr besteht jedoch, dass der Glucose-Rest durch
Enzyme wahrend der Verdauung oder der Fermentation der Weizenkdrner freigesetzt und
somit die Toxizitat von DON wieder hergestellt werden konnte (Berthiller et al. 2009). Fur das
Merkmal der DON-Toleranz wurden mehrere QTL-Kartierungen durchgefuhrt (Blrstmayr et
al. 2009). Ein QTL fur die Entgiftung von DON colokalisiert mit einem Haupt-QTL fir
Resistenz gegen FHB, was eine bedeutende Rolle der DON-Entgiftung innerhalb der

Pathogenabwehr der untersuchten resistenten Genotypen nahe legt (Lemmens et a. 2005).

Fur Zearalenon (ZON) ist bis jetzt noch keine virulenzfordernde Wirkung im Weizen
nachgewiesen worden. Dieses Mycotoxin fihrt jedoch bei der Kontamination von
Schweinefutter zu groRen Problemen, da es 17R-Oestradiol stark genug ahnelt, um an die
entsprechenden Ostrogenrezeptoren zu binden. Bei der Verfitterung von stark mit ZON
belastetem Futter (50-100 ng ZON/kg) an Sauen kann es zu Odemen der Vulva sowie zu
Storungen beim Eisprung, der Befruchtung und der Einnistung und Entwicklung der Foten
kommen. Auch geringere Mengen wirken sich bereits negativ auf die Fruchtbarkeit der Sauen
und die Lebensfahigkeit der Ferkel aus (Tiemann und Dénicke 2007). Wegen der starken
Beeintrachtigungen auf die Tiere - und letztendlich auch auf den Menschen - wurden von der
Européischen Union Hochstmengen fur Futter und Nahrungsmittel festgesetzt.

Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte der Infektionsverlauf bei
resistenten und anfalligen Weizensorten, die mit F. graminearum (Pritsch et al. 2000), F.
culmorum (Kang und Buchenauer 1999, 2000a, 2000b, 2000c, 2002, 2003) und F. avenaceum
(Kang et al. 2005) infiziert wurden, gezeigt werden. Diese drei Verursacher der partiellen
Taubahrigkeit infizieren das Wirtsgewebe in sehr dhnlicher Weise (Kang et al. 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 zusammengefasst und durch Ergebnisse aus

Expressionsanalysen ergénzt, woraus auf den Ablauf der Infektion geschlossen werden kann.

6 bis 12 Stunden nach der Inokulation keimen die Makrokonidien von F. graminearum und F.

culmorum auf den Oberflachen aller untersuchten Blitengewebe. Dabei konnten keine
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Unterschiede zwischen den anfélligen und den resistenten Weizensorten festgestellt werden
(Kang und Buchenauer 1999, Pritsch et al. 2000). Zu diesen Zeitpunkten steigt die
Transkription von ROS (Reactive Oxygen Species) produzierenden Genen, wie Peroxidasen
(Pritsch et al. 2000), sowie von ROS entgiftenden Enzymen, wie Ascorbat Peroxidasen,
Superoxid-Dismutasen, Glutathion S-Transferasen (Zhou et al. 2005, 2006) in anfélligen und
resistenten Weizensorten stark an. Die Hochregulierung dieser Gene deutet auf den Ablauf
eines ,,oxidativen Burst” und daraus resulticrenden oxidativen Stress, kurz nach der Keimung
der Makrokonidien, hin (Pritsch et al. 2000, Zhou et a. 2006). Auch wird die Produktion von
PR-Proteinen in anfélligen und resistenten Sorten ab 6 Stunden nach der Inokulation gesteigert
(Pritsch et al. 2000, Hill-Ambroz et al. 2006, Bernardo et al. 2006).

Die Hyphen von F. graminearum und F. culmorum wachsen zunachst unverzweigt auf der
Oberflache des Blitengewebes und spater zunehmend auch unterhalb der Cutikula (Pritsch et
al. 2000, Kang und Buchenauer 1999). Ca. 36 Stunden nach der Inokulation bilden sich
verdickte Infektionshyphen und der Pilz dringt mit Hilfe von Apressorien durch die
Epidermiszellen in die Gewebe der Carypose und des Lemmas ein. 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 ausscheidet (Kang und Buchenauer 1999, 2000b). Auch wurde zu
diesem Zeitpunkt erstmals das Toxin Deoxynivalenol in den Hyphen des Pilzes sowie in
Epidermis und Parenchymzellen des Blitengewebes nachgewiesen (Kang und Buchenauer
1999). Bei einer Inokulation der Aullenseiten der Glumae findet die Penetration der Zellen erst
zwei bis drei Tage nach der Infektion statt. Die Zellen der Glumae besitzen sehr dicke
Zellwéande mit Siliziumeinlagerungen, was eine mechanische Penetration stark erschwert. Im
Gegensatz zu den Geweben der Bluteninnenseite dringt dort der Pilz hauptsdchlich tber
Stomata ein (Pritsch et al. 2000). Anfallige und resistente Sorten unterschiedlicher Herkinfte
unterscheiden sich nicht hinsichtlich des Zeitpunktes, zu dem eine erste Penetration auftritt
(Kang und Buchenauer 1999, Pritsch et al. 2000).

Zwei bis drei Tage nach der Inokulation zeigen Zellen einer anféalligen Weizensorte, z.B.
Agent, bereits starke Verdnderungen. Das Plasmalemma erscheint zusammengezogen, so dass
eine Licke zwischen Plasmalemma und Zellwand entsteht, in der sich Zellwandmaterial und
kleine Vesikel ansammeln. Die Chloroplasten sind geschwollen und weniger dicht gepackt, der
Tonoplast ist hdufig dunkel gefarbt und in der Vakuole zeigen sich membrandhnliche

Strukturen. Zwischen den Zellen wachsen zahlreiche Pilzhyphen (Kang und Buchenauer
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2000c). Im Gegensatz dazu bilden sich im gleichen Zeitraum in Sorten mit partieller Resistenz
gegentber F. graminearum und F. culmorum, z.B. Arina und Frontana, zahlreiche
Zellwandverdickungen und Papillen. Die Lignifizierung sowie die Konzentration von Callose
sind in den Zellwanden der resistenten Sorten erhoht. Besonders in Zellen nahe den Hyphen
wird vermehrt neues Zellwandmaterial gebildet. Einige Zellen des Lemmas kollabieren zwei
bis drei Tage nach der Inokulation vollstandig und ihre Nachbarzellen zeigen besonders starke
Zellwandverdickungen (Kang und Buchenauer 2000c). Zudem nimmt in Zellwénden von
resistenten Sorten die Menge hydroxyprolinreicher Glycoproteine und Thionine zu.
Hydroxyprolinreiche Zellwandproteine verstarken die Zellwdnde und den Thioninen konnte
eine direkte antifungale Wirkung nachgewiesen werden (Bohlmann 1988). In den Zellwénden
einer resistenten Sorte (Arina) wurde drei Tage nach der Inokulation eine Zunahme der
Konzentration von B-1,3 Glucanasen und Chitinasen beobachtet. Diese Enzyme schadigen die
glucan- und chitinhaltigen Zellwénde von Pilzen und konnten auch in den Zellwénden von
Fusariumhyphen, die Gewebe von Arina befallen hatten, nachgewiesen werden. In Zellwanden
der anfalligen Sorte wurde nur eine leichte Zunahme an Glucanasen und Chitinasen beobachtet
(Kang und Buchenauer 2003). Das Toxin Deoxynivalenol befindet sich vor allem im
Endoplasmatischen Retikulum und an den Ribosomen von Zellen infizierter Spelzen.
Geringere Konzentrationen konnten jedoch auch in Zellwéanden, Plasmalemma, Chloroplasten
sowie der Vakuole nachgewiesen werden (Kang und Buchenauer 1999, 2000c). Die DON-
Konzentrationen ist drei Tage nach der Inokulation in den resistenten Sorten signifikant
geringer als in einer anfalligen Sorte (Kang und Buchenauer 2000c). In letzter erreichen die
Pilzhyphen die Rachilla drei Tage nach Inokulation und die Rachis nach vier bis fiinf Tagen.
Infizierte Zellen im Lemma und in der Carypopse kollabieren vier Tage nach der Inokulation.
DON lé&sst sich zu diesen Zeitpunkten bereits in den inneren Geweben des Ovars nachweisen,
wohingegen in den resistenten Genotypen mehr Zellen intakt bleiben. Die Besiedelung der
Rachis ist in der anféalligen Sorte wesentlich stérker als in den beiden resistenten Weizensorten
(Arina und Frontana), in denen die Rachilla erst nach funf bis sechs und die Rachis nach acht
bis zehn Tagen besiedelt wird. In der Rachis breiten sich die Pilzhyphen inter- und intrazellular
aus (Kang u Buchenauer 2000c). DON wird in den Leitbiindeln der Ahre sowohl nach oben als
auch nach unten transportiert und wurde in den Zellwanden der Leitbindel sowie Uber den
Poren der Siebrohren nachgewiesen (Kang und Buchenauer 1999, 2000c). Die resistenten
Sorten zeigen mit der Bildung von Zellwandappositionen und dem Absterben einzelner Zellen
in der Rachis dhnliche Abwehrmechanismen wie im Lemma (Kang und Buchenauer 2000c).

Auch dort wurde in resistenten Weizen eine erhthte Konzentration von hydroxyprolinreichen
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Glycoproteinen und Thioninen sowie -1,3 Glucanase und Chitinase nachgewiesen (Kang und
Buchenauer 2003).

Insgesamt  zeigen die untersuchten anfalligen und resistenten Sorten &hnliche
Abwehrmechanismen, wobei die untersuchten resistenten Sorten weitaus besser in der Lage
sind diese auszuprédgen. Diese Verdnderungen beruhen groRtenteils auf der Errichtung
mechanischer Barrieren durch Zellwandverstarkungen und der Ausscheidung antifungaler
Substanzen, was zu einer Verlangsamung und Abschwdachung 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 Blitengewebe der anfélligen
Weizensorte Agent nach einer Einzelbluteninokulation, wie sie auch in der vorliegenden

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

Da F. graminearum und F. culmorum saprophytisch auf abgestorbenem Pflanzenmaterial
Uberwintern, stellt das Unterpfligen von Ernteriickstdnden einen wirksamen Schutz vor
starkem Befall mit diesen Pilzen dar. In manchen Gegenden muss jedoch wegen des
Bodenschutzes oder aus Kostengrinden auf das Pfliigen verzichtet werden. Die Behandlung
des Bodens mit antagonistisch wirkenden Mikroorganismen, wie den Pilzen Microsphaeropsis
sp. und Trichoderma sp., zeigt vielversprechende Anfangserfolge, jedoch ist die Anwendung
noch nicht praxisreif (Bujold und Paulitz 2001, Gilbert und Fernando 2004, Yuen und
Schoneweiss 2007). Leider schutzt die Verminderung von Inokulum im Boden nicht vor der
Infektion mit windbirtigen Ascosporen, weswegen weitere Malinahmen zum Schutz vor

Ahrenfusariosen notwendig sind.
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Fur die Behandlung der Pflanzen mit Fungiziden (z.B. Tebuconazol) besteht nur ein kurzes
Zeitfenster wahrend der Blite. Kommt die Fungizidapplikation zu spét, fiihrt sie nicht mehr zur
Verminderung des Mycotoxingehaltes beim Korn (Yuen und Schoneweiss 2007, 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 kostengtinstiger als bei anfélligen Sorten, die mit
Pflanzenschutzmitteln gegen Ahrenfusariosen behandelt werden miissen. Fir die Teilnahme
einer Sorte bei den Landessortenversuchen, deren Ergebnisse fiir die Sortenberatung der
Landwirte herangezogen werden, ist eine Boniturnote von mindestens 5 hinsichtlich der
Anrenfusarioseresistenz erwiinscht. Die Entwicklung von Basiszuchtmaterial mit guter
Resistenz gegenuber den Erregern dieser Krankheit ist daher sowohl 6kologisch als auch

6konomisch sehr wichtig

Die Resistenz von Weizen gegentiber den Erregern der Ahrenfusariose ist quantitativ, da keine
vollstdndige Resistenz bekannt ist und sich verschiedene Weizengenotypen graduell
hinsichtlich ihrer Anfalligkeit gegentber F. graminearum und F. culmorum sowie in der
Geschwindigkeit, in der 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). Bis heute konnten in Weizen keine
rassespezifischen Resistenzen festgestellt werden. Auch sind Weizengenotypen, die resistent

gegeniber F. graminearum sind, auch resistent gegeniiber F. culmorum.

Schroder und Christensen (1963) unterscheiden zwei Haupttypen von Resistenz:
Typ 1: die Resistenz gegenlber der Erstinfektion
Typ 2: die Resistenz gegeniiber der Ausbreitung des Pilzes innerhalb der Ahre

Spater wurden weitere Resistenztypen unterschieden, wie die Resistenz gegeniber der
Akkumulation von DON (Miller et al. 1985), die durch die Entgiftung des Toxins durch die
Pflanze erklart werden kann, sowie die Resistenz gegeniber der Infektion der Korner und die
Toleranz, bei der trotz des Fusariumbefalls noch hohe Ertrage erzielt werden konnen
(Mesterhazy 1995). Wie bereits im Kapitel (ber die Mycotoxine beschrieben, hangt die Typ 2-

Resistenz in manchen Genotypen vermutlich stark von der Fahigkeit zur DON-Entgiftung ab.

Bei der Evaluierung der Resistenz auf dem Feld, werden die Pflanzen meist zu Bliihbeginn mit
einer Makrokonidiensuspension bespriiht, oder es werden infizierte Maisstoppeln im Feld als

Inokulumquelle ausgelegt. Dadurch kann die kombinierte Typ 1- und Typ 2-Resistenz durch
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visuelles Abschétzen des prozentualen Befalls ermittelt werden. Zur Bestimmung der Typ 2-
Resistenz eignet sich am besten die Methode der Einzelbluten-Inokulation, bei der die
Makrokonidiensuspension in einzelne Bluten getropft oder injiziert und anschlielend die
Ausbreitung der Symptome innerhalb der Ahre beobachtet wird (Dill-Mackey, 2003). Die
Messung der Fusariumtoxine im Korn ist aufwendig und sehr kostspielig, so dass sie seltener
bei der Bewertung der Resistenz von einer groBeren Anzahl zu evaluierender Genotypen
angewandt wird. Da zwischen dem sichtbaren Befall und der Menge an Mycotoxinen im Korn
ein enger Zusammenhang besteht, kann daher in vielen Fallen auf DON-Analysen verzichtet
werden (Miedaner et al. 2004, Paul 2006).

Die meisten hochresistenten Weizensorten stammen aus den feuchtwarmen Gebieten Asiens
und Stdamerikas, wo seit langem ein hoher Befallsdruck mit F. graminearum besteht und
daher schon lange auf Ahrenfusarioseresistenz selektiert wird. Der chinesische Zuchtstamm
Sumai3 besitzt eine ausgezeichnete Typ 2-Resistenz und wird haufig in Zuchtprogrammen
verwendet. In zahlreichen QTL-Kartierungsprogrammen wurden Haupt-QTL auf den
Chromosomen 3BS, 5A und 6BS identifiziert. Die QTL auf Chromosom 3BS und 6BS wurden
feinkartiert und die Resistenzgene mit FHB1 und FHB2 bezeichnet (Liu et al. 2006, Cluthbert
et al. 2007). Fir FHB1, der vor allem die Typ2-Resistenz verbessert, stehen diagnostische
STS-Marker zur Anwendung in der ,,Marker Assisted Selektion” (MAS) zur Verfiigung (Liu et
al. 2006). Weitere resistente asiatische Sommerweizensorten sind Wuhan, Chockwang und
Wangshuibai. Durch eine besonders gute Typ 1-Resistenz féllt die brasilianische Sorte
Frontana auf. 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 Rickkreuzungsschritte notwendig sind, um die Ubertragung
agronomisch ungunstiger Gene durch genetische Kopplung zu minimieren. Daher ist die
Verwendung von adaptierten europdischen Winterweizensorten mit einer moderaten
kombinierten Typ 1- und Typ 2-Resistenz als Resistenzdonoren sinnvoll in der Ziichtung. In
européischen 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, Haeberle et al. 2007, Klahr et al. 2007, Schmolke et
al. 2008, Holzapfel et al. 2008, Haeberle et al. 2009, Birstmayr et al. 2009).

Die Abwehr gegeniiber Pathogenen wird in Pflanzen durch phytohormongesteuerte
Signaltransduktionswege vermittelt, die untereinander in Kontakt stehen und sich gegenseitig

an mehreren Punkten verstarken oder auch hemmen konnen. Eine besonders groRe Rolle in der
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Pathogenabwehr konnte fir die Salicylsdure (SA), die Jasmonate (JA) und Ethylen (ET)
gezeigt werden. Eine Beteiligung von Auxin und Gibberellin wurde ebenfalls bestatigt
(Navarro et al. 2008). Im Allgemeinen scheinen die Hypersensitive Reaktion (HR), die zu
schnellem und gesteuertem Zelltod befallener Zellen fiihrt, und die SA-vermittelte Systemic
Aquired Resistance (SAR) einen wirksamen Schutz gegen biotrophe Pathogene zu bieten. Im
Gegensatz dazu fuhren JA- und ET-Signaltransduktionswege zur wirksamen Abwehr von
nekrotrophen Pathogenen und Insektenfrall (Glazebrook 2005). Von dieser Regel gibt es

jedoch zahlreiche Ausnahmen.

Welcher Signaltransduktionsweg zur wirksamen Resistenz von Weizen gegeniber F.
graminearum fuhrt, konnte bisher noch nicht eindeutig geklart werden. Eine Induktion von
Genen, die am Ende der SA-, JA- und ET-abhdngigen Wege liegen oder an der
Signaltransduktion beteiligt sind, wurde fur verschiedene resistente und auch anfallige
Weizensorten nach der Infektion mit F. graminearum gezeigt (Pritsch et al. 2000, Zhou et al.
2006, Bernardo et al. 2006, Li und Yen, 2008). Bei F. graminearum handelt es sich um ein
Pathogen mit nekrotrophem oder hemibiotrophen Lebensstil. Daher liegt die Vermutung nahe,
dass JA- und auch ET-Signaltransduktion zu erhohter Resistenz fuhren. Die Ergebnisse

veroffentlichter Studien hierzu sind jedoch zum Teil widerspriichlich.

Li und Yen (2008) beobachteten im anfalligen 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 Induktion von Jasmonat- und Ethylen Signaltransduktions- und
Biosynthese-Genen nach der Inokulation wiederholt gezeigt werden (Li und Yen 2008, Jia et
al. 2009). Chen et al. (2009) gelang es jedoch durch RNA-interference (RNAI) in der
anfalligen Sorte Bobwhite die Translation des Ethylen-Signaltransduktionsgen EIN2 zu
inhibieren. Transgene Linien ohne EIN2-Expression waren deutlich resistenter als nicht
transformierte Kontrollpflanzen. Die Autoren schlossen daraus, dass F. graminearum in der
Lage ist, die Ethylensignaltransduktion fir eine schnellere Besiedelung des Wirtsgewebes zu
nutzen, wahrscheinlich dadurch, dass es die Seneszenz durch Ethylen fordert. Ahnliche
Ergebnisse wurden fir die Interaktion von A. thaliana mit F. graminearum und F. oxysporum

gezeigt (Berrocal-Lobo und Molina 2008).

Eine Hochregulierung von SA-induzierten Proteinen wie PR1-5 (Pritsch et al. 2000, Bernardo
et al. 2006), und speziell SA-induzierbare Glycosyltransferasen (Hill-Ambroz et al. 2006),

konnte in Fusarium-inokulierten Geweben mehrfach nachgewiesen werden. Inwieweit die SA-
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abhéangige Signaltransduktion fur die Resistenz gegeniiber F. graminearum eine tragende Rolle
spielt, ist noch nicht eindeutig geklart. Markander et al. (2006) konnten durch die
Uberexpression von NPR1 aus A. thaliana, einem Schliisselregulator der SA-vermittelten
Systemic Aquired Resistance, die Resistenz der anfalligen Weizensorte Bobwhite fast auf das
Niveau der hochresistenten Sorte Sumai3 heben. Transgene Pflanzen zeigten eine schnellere
und hohere Expression von SA-abhdngigen PR-Proteinen, als die nicht transformierten
Kontrollpflanzen. Im resistenten asiatischem Sommerweizen Ning7840 ist NPR1 im Vergleich
zur anfélligen Sorte Clark jedoch zu spateren Zeitpunkten nach der Inokulation mit F.
graminearum herunterreguliert. In einem weiteren Versuch konnte die Vorbehandlung mit SA
die Resistenz der anfélligen SorteY 1193-6 gegenuber F. graminearum nicht erhéhen (Li und
Yen 2008).

Es wird vermutet, dass die Gibberellin-vermittelte Signaltransduktion eine sehr groRe Rolle in
der Resistenz von Weizen gegeniiber den Erregern der Ahrenfusariosen spielt. DELLA-
Proteine hemmen die Expression von GA-Response Genen. Bei steigenden GA-
Konzentrationen werden die DELLA-Proteine abgebaut, wodurch die Hemmung aufgehoben

wird und GA-Response Gene exprimiert werden kdnnen.

Weizenpflanzen mit einem defekten DELLA-Protein auf Chromosom 4D (RHTD1b), das nicht
mehr abgebaut werden kann, sind insensitiv gegenuber GA (Peng et al. 1999). Sie besitzen
neben einer verminderten Wuchshohe auch eine starke Anfélligkeit gegeniiber F. culmorum
(Draeger et al. 2007, Holzapfel et al. 2008, Voss et al. 2008, Srinivasachary et al. 2008).

Navarro et al (2008) zeigten, dass DELLA-Proteine von A. thaliana einen deutlichen Einfluss
auf die Resistenz gegenuber Pathogenen ausiiben. Mutanten, die keine funktionsfédhigen
DELLA-Proteine besaBen, waren resistenter gegenlber den biotrophen Pathogenen
Hyalopernospara arabidopsis und Pseudomonas syringae pv tomato, jedoch anfalliger
gegenliber den nekrotrophen Pilzen Alternaria brassiciola und Botrytis cinerea. lhre
Expression von PR-1 und PR-2, Markergenen der SA-Signaltransduktion war nach der
Inokulation mit den genannten Erregern schneller, als die des Wildtyps. Die Expression von
Markergenen der JA/Et-Signaltransduktion war hingegen verzdgert. Eine Behandlung von A.
thaliana mit GA fiihrte ebenfalls zu erhohter Resistenz gegenlber Pseudomonas syringae pv
tomato und verstarkter Anfélligkeit gegentiber dem nekrotrophen Pilz Alternaria brassiciola.
Navarro et al. (2008) schlossen aus ihren Beobachtungen, dass der Abbau von DELLA
Proteinen durch GA zu einer Forderung der SA-Signaltransduktion und einer Hemmung der
JA/ET-Signaltransduktion fuhrt. Es wird vermutet, dass DELLA-Proteine demnach die SA-
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Signaltransduktion hemmen und somit durch den SA/JA-Antagonismus die JA-
Signaltransduktion fordern. Inwieweit die Ergebnisse dieser Studie mit A. thalina jedoch auf

die Interaktion von Weizen mit F. graminearum bertragbar sind, ist noch nicht geklért.

1.4. Expressionsanalysen

Der Phanotyp einer Pflanze wird maligeblich durch die Hohe und den Zeitpunkt der Expression
bestimmter Gene beeinflusst. Durch eine verénderte Genexpression reagieren Pflanzen auf
Pathogenangriff und veranderte Umweltbedingungen. Der erste Schritt der Genexpression ist
die Transkription, bei der Gene von DNA-abhéngigen RNA-Polymerasen abgelesen und in
Messenger (m)RNA umgeschrieben werden. Die Gesamtheit aller mMRNAS einer bestimmten
Einheit, einer Zelle, eines Gewebes oder des ganzen Organismus ist sein Transkriptom. Im
Gegensatz zum Genom ist das Transkriptom instabil. Es kann sich innerhalb kurzer Zeit stark
verdndern und ist von Zelle zu Zelle unterschiedlich. Wahrend der differentiellen
Expressionsanalyse werden die Transkriptionsraten eines oder mehrerer Gene in Organismen,
die definierten Bedingungen ausgesetzt wurden und/oder von Genotypen mit unterschiedlichen

Eigenschaften oder Geweben stammen, miteinander verglichen.

Das Ziel von ,,functional genomics* Ansdtzen ist es, durch Genexpressionsanalysen gezielt
Kandidatengene fir 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 fiir das Merkmal

cosegregieren, sind potentielle Kandidaten fir die Anwendung in Ziichtungsprogrammen.

Fur die Untersuchung der Genexpression stehen verschiedene anerkannte Methoden zur
Verfugung. In den letzten 15 Jahren wurden zahlreiche Verfahren zur Tanskriptomanalyse
entwickelt, mit denen die globale Genexpression von Organismen oder Geweben untersucht
werden konnen. Haufig werden Array-basierte Methoden verwendet, wie Micro- oder
Macroarrays (Dezperez et al. 1998, Shena et al. 1995). Hierfur wurden spezifische cDNA-
Fragmente auf Chips geblottet und mit fluoreszenzmarkierter cDNA der zu untersuchenden
Proben hybridisiert. Der Einfluss der Infektion mit F. graminearum oder der Behandlung mit
dem Mycotoxin Deoxynivalenol auf die Genexpression im Ahrengewebe von Weizen wurde
mit diesen Methoden mehrmals untersucht (Bernardo et al. 2006, Ansari et al. 2007, Desmond
et al. 2007, Walter et al. 2008, Li und Yen 2008, Jia et al. 2009). Bei gelbasierten Methoden
der differentiellen Darstellung von Transkripten, wie beispielsweise dem differential Display
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(Liang und Pardee, 1992) oder der cONA-AFLP Analyse (Bachem et al. 1996), die in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurde, wird keine Vorauswahl der zu untersuchenden Gene
getroffen. Hier konnen theoretisch alle Transkripte erfasst werden, auch solche, die bisher in
noch keinen Datenbanken hinterlegt wurden. Der limitierende Faktor dieser Methoden ist
jedoch der nicht unerhebliche manuelle Arbeitsaufwand. Durch die Entwicklung neuer
Sequenzierautomaten stehen ab dem Jahr 2005 die ,,Next Generation Sequencing™ Plattformen
wie 454 (Roche), Solexa (Illumina) und Solid (Applied Biosystems) zur Verfligung, mit denen
die Sequenzierung ganzer Transkriptome mdoglich ist. Hier erfolgt die Expressionsanalyse
durch den Vergleich der Anzahl der einzelnen mRNAs in den zu untersuchenden Proben.
Zudem konnen Sequenzpolymorphismen innerhalb der Transkripte verschiedener Genotypen
identifiziert werden, so dass neben einer Assoziation von Transkriptlevel und Phanotyp auch

eine Assoziation von Polymorphismen und Phanotyp durchgefiihrt werden.

Wenn gezielt die Expression eines bestimmten Gens, von dem bereits Sequenzinformationen
vorliegen, untersucht werden soll, werden meist Northern Blots oder quantitative PCR
Techniken durchgefiihrt. Bei Northern Blots wird die RNA einer Probe auf einer Membran
fixiert und diese mit genspezifischen, markierten Sonden hybridisiert. Fir quantitative PCR-
Techniken wird die RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase in copy (c)-DNA umgeschrieben
und diese als Template in einer PCR mit genspezifischen Primern eingesetzt. Bei der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten quantitativen Real-time PCR wird zur Bestimmung der
Transkriptmenge von der Zyklenzahl, bei der die exponentielle Phase der Amplifikation in der
PCR einsetzt (=Cp-value), auf die urspringliche Transkriptmenge geschlossen. Hierzu wird
dem PCR.Ansatz ein DNA-intercalierender Farbstoff, wie z.B. CYBR-Green, zugesetzt und
die quantitative PCR in Thermocyclern, die mit LCD-Kameras ausgestattet sind, durchgefiihrt.
Diese halten wahrend der gesamten Amplifikation die Zunahme der Fluoreszenz, und damit
indirekt die Zunahme des PCR-Produktes, fest. Neben intercalierenden Farbstoffen werden
auch floureszenzmarkierte Sonden, wie Tagman-Sonden und Molecular Beakons, eingesetzt.
Sowohl quantitative PCR-Techniken, als auch Northern Blots werden zur Validierung der
Ergebnisse von globalen Transkriptomanalysen, wie Micro- und Macroarrays, cDNA-AFLP

und Transkriptomsequenzierungen, eingesetzt, da sie als sehr zuverlassig und sensibel gelten.

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
gegeniiber F. 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 der cDNA-AFLP-
Technik

Die Ahren des anfalligen und des resistenten Elter von Kartierungspopulationen wurden mit F.
graminearum infiziert 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 Template fur die cDNA-AFLP-
Analyse eingesetzt und ergab im cDNA-AFLP-Gel ein spezifisches Bandenmuster der zum
Zeitpunkt der Probenahme vorhandenen Transkripte. Banden, die zwischen infizierten und
Wasser-behandelten Proben sowie zwischen den anfélligen und resistenten Genotypen

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

Die Sequenzen wurden einer BLAST-Analyse unterzogen, um mogliche Ahnlichkeiten mit
Genen bekannter Funktion feststellen und Riickschliisse auf die Prozesse in den infizierten
Geweben ziehen zu kénnen. Zudem wurden Primer auf die TDF-Sequenz oder die von ESTs
aus Datenbanken gelegt und damit genomische DNA der jeweiligen resistenten und anfalligen
Eltern amplifiziert und sequenziert. Auf diese Weise sollten Sequenzpolymorphismen
zwischen den Eltern gefunden werden, anhand derer das Genfragment in die genetische Karte

der jeweiligen Population integriert werden kann. TDFs, die mit QTLs fir Fusariumresistenz
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colokalisieren, sind Kandidaten fiir Resistenzgene. Die Verwendung dieser Gene innerhalb der

markergestutzten Selektion kann im Anschluss gepruft werden.

Zahlreiche Expressionsanalysen wurden mit anfélligen und resistenten Weizensorten nach der
Inokulation mit F. graminearum (Pritsch et al. 2000, Kruger et al. 2002, Kong et al. 2005,
Zhou et al. 2005, Goswami et al. 2006, Hill-Ambroz 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 Behandlung mit dem Trichothecen Deoxynivalenol (Ansari et al.
2007, Desmond et al. 2008, Walter et al. 2008) durchgefiihrt. Bei den bisher untersuchten
resistenten Weizensorten handelt es sich hauptsachlich um die chinesische Weizensorte
Sumai3 oder deren Nachkommen Ning 7840 und CM 82036, die alle das Resistenzgen FHB1
auf Chromosom 3BS besitzen, das eine starke Typ 2-Resistenz vermittelt. Kong et al. (2007)
fihrten zudem Studien mit der 7D-7el2 (L. elongatum) Substitutionslinie KS24-1 durch, die

ebenfalls eine Typ 2-Resistenz besitzt.

Aufféllig 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, Superoxiddismutase, Ascorbat
Peroxidase, Peroxidredoxin, Germin-like Proteinen (Kuger et a. 2002, Zhou et al. 2005, 2006,
Desmond et al. 2008) sowohl nach der Inokulation mit F. graminearum als auch nach der
Behandlung mit DON in resistenten und anfalligen Genotypen. In der resistenten Sorte Sumai3
wurde bereits 4 Stunden nach der Behandlung mit DON eine ,,Wheat Alternative Oxidase* zur
Verminderung von oxidativem Stress hochreguliert (Walter et al. 2008). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Infektionen mit F. graminearum sowie mit dem Toxin Deoxynivalenol
allein einen ,,oxidativen Burst* bzw. oxidativen Stress verursachen kénnen (Zhou et al. 2006,
Walter et al. 2008). Da Pritsch et al. (2000) die Hochregulierung von Peroxidasen bereits ab 6
Stunden nach der Inokulation zeigen konnte - ein Zeitpunkt, zu dem DON noch nicht im
Wirtsgewebe nachweisbar ist - (Kang und Buchenauer 1999), ist es wahrscheinlich, dass der
oxidative Burst nicht allein durch DON verursacht wird.

Eine Hochregulierung der PR-Proteine 1-5 im Zeitraum von 6 bis 48 Stunden nach der
Inokulation sowohl in Sumai3 als auch in der anfalligen Sorte Wheaton konnten Pritsch et al.
(2000) zeigen. Dabei war die Reaktion in der resistenten Sorte Sumai3 stérker und hielt langer
an, (max. 48 hai = hours after inoculation) als in Wheaton (max. 32 hai). Eine verstarkte
Expression von Chitinasen (PR3), B-1,3 Glucanasen (PR1, PR2) sowie Thaumatin ahnlichen

Proteinen (PR4, PR5) nach der Inokulation mit F. graminearum wurde in mehreren Studien
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bestatigt (Kruger et al. 2002, Zhou et al. 2006, Bernardo et al. 2006). Mackintosch et al. (2006)
erhielten durch Uberexpression von a-1 Purothionin, Thaumatin-like Protein-1 und f-1,3-
Glucanasen transgene Linien, die im Vergleich zur untransformierten Kontrolle einen
verzogerten Infektionsverlauf zeigten. Auch die 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 mit F. graminearum (Bernardo et al.
2006, Ansari et al. 2007) und die Behandlung von Wurzeln von Weizenkeimlingen mit DON
(Ansari et al. 2007) ist die Aktivierung von Transposons. Diese mobilen Elemente werden
unter normalen Bedingungen nicht transkribiert, kdnnen jedoch bei Stress aktiviert werden und
sich auf die Regulation benachbarter 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 Terpenoid-Synthese fiihrt, nach
der Fusarium-Inokulation gezeigt werden (Kruger et al. 2002, Steiner et al. 2009). Dies
bestérken die Ergebnisse von Kang und Buchenauer (2000b), wonach die Zellwande resistenter
Weizensorten drei Tage nach der Inokulation mit F. culmorum deutlich starker mit Lignin

verstarkt wurden, als die Zellwande der anfélligen Sorte.

Cytochrom P450 Monooxygenasen sind eine sehr grofe Genfamilie, die ebenfalls am
Sekundarstoffwechsel von Pflanzenzellen beteiligt ist. Einige Mitglieder dieser Familie werden
nach der Infektion mit F. graminearum in resistenten und anfalligen Sorten im Vergleich zur
nicht inokulierten Kontrollen differentiell exprimiert (Bernardo et al. 2006, Hill-Ambroz et al.
2006, Kong et al. 2007, Steiner et al. 2009).

Deoxynivalenol ist ein wichtiger Virulenzfaktor von F. 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 weiteren Ausbreitung durch die Ahre gehindert wird
(Jansen et al. 2005). Aus diesem Grund ist die verstarkte Expression von Genen, die fir
mogliche Entgiftungsenzyme fur DON kodieren, von groflem Interesse. Weizensorten
unterschiedlicher Herkunft akkumulieren bei Fusariumbefall DON-Glycosyl in ihren
Vakuolen. Dabei korreliert die Fahigkeit zur DON-Glycolysierung mit der FHB-Resistenz der
Genotypen (Berthiller et al. 2005, Lemmens et al. 2005). Poppenberger et al. (2003) isolierten
eine UDP-Glycosyltransferase aus A. thaliana (DOGTL1), die in der Lage ist, DON in das

wesentlich weniger toxische DON-3-O-Glycosid umzuwandeln. Linien von A. thaliana, in
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denen diese Glycosyltransferase Uberexprimiert wurde, zeigten eine verstarkte Toleranz
gegentiber DON. DOGTL1 ist durch die Phytohormone Jasmonat, Ethylen sowie Salicylsdure
induzierbar (Poppenberger et al. 2003). In mehreren Expressionsstudien waren UDP-
Glycosyltransferasen nach der Inokulation mit F. graminearum (Hill-Ambroz et al. 2006,
Steiner et al. 2009) sowie durch die Behandlung mit DON (Walter et al. 2008) hochreguliert.
Durch QTL-Analysen konnte ein QTL fir die Entgiftung von DON im gleichen Bereich von
Chromosom 3BS wie der QTL fur Typ 2-Resistenz QTL von Sumai 3 (FHB1) Kkartiert werden
(Lemmens et al. 2005). FHB1 ist bereits feinkartiert (Liu et al. 2006) und das zugrunde
liegende Resistenzgen soll durch einen Map Based Cloning-Ansatz eindeutig identifiziert
werden. Zu den zu testenden Kandidatengenen im nicht mehr rekombinanten Bereich zahlt

jedoch keine UDP-Glycosyltransferase (J. Anderson, persdnliche Mitteilung).

Es wird angenommen, dass ABC-Transporter eine Rolle in der Entgiftung und dem Transport
von DON spielen. Mitglieder dieser groRen Familie von Transmembranproteinen wirken am
aktiven Transport von spezifischen Substanzen durch die Membranen mit und konnten in der
Lage sein, konjugiertes DON zur Lagerung in die Vakuole zu transportieren. Insbesondere
Multidrug Resistance Proteine (MDR-Proteine), die zu den ABC-Transportern zahlen, wurden
nach der F. graminearum-Infektion mehrfach als induziert beschrieben (Kang et al. 2007,
Handa et al. 2008). In KS24-1, einem Genotyp mit guter Typ 2-Resistenz, ist ein MDR-Protein
36 und 72 hai bis zu 400-fach im Vergleich zur mock-inokulierten Kontrolle hochreguliert
(Kang et al. 2007). Handa et al. (2008) identifizierten durch Synthanie zu Reis ein MDR-
Protein, das in den QTL fur DON- Entgiftung der Population Gamenya/Sumai3 kartiert. Dieses
MDR-Protein ist in Gamenya, der Sorte, die das Resistenzallel besitzt, starker induziert als in
Sumai3 (Handa et al. 2008).

Weitere Kandidatengene fiir Fusariumresistenz sind ein putatives ,,Blight Protein® und ein
NBS-LRR, die in der resistenten Sorte Ning 7840 jeweils 6 und 72 hai stak hochreguliert sind
(Kong et al. 2007). Ein Transkriptionsfaktor der ,basic Leucin Zipper“-Familie ist in jenen
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 kartiert jedoch nicht auf Chromosom 3BS.
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1.5. Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Reaktion der adaptierten europaischen Winterweizen
Dream (res.), Lynx (anf.), G16-92 (res.), Hussar (anf.), SVP72017 (res.) und Capo (res.) auf
die Infektion mit F. graminearum mittels Genexpressionsanalyse (CDNA-AFLP) zu
untersuchen und Unterschiede zwischen anfalligen und resistenten Genotypen aufzuzeigen.
Dazu sollten nach der Infektion mit F. graminearum differentiell regulierte Gene identifiziert
werden und Vergleiche in der Genexpression von anfélligen und resistenten
Winterweizensorten durchgefihrt werden. Zudem sollen die Unterschiede der Genexpression
im zeitlichen Verlauf wahrend des voranschreitenden Infektionsverlaufs innerhalb der ersten
vier Tage der Infektion dargestellt werden. Diese Beobachtungen liefern Hinweise auf
beteiligte Abwehrmechanismen. Die Ergebnisse der cDNA-AFLP-Analyse sollten mit der

quantitativen Real-time PCR validiert werden.

Die fur die Expressionsstudien ausgewahlten Winterweizengenotypen sind die Eltern von fur
das Merkmal der Ahrenfusarioseresistenz spaltenden Kartierungspopulationen. Fir die
Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar wurden bereits QTL-Kartierungen fir die
Ahrenfusarioseresistenz durchgefiihrt, in die Boniturdaten von vier Umwelten einflossen
(Schmolke et al. 2005, 2008). Die durch die cDNA-Analyse identifizierten differentiell
exprimierten Gene sollten in diese bestehenden QTL-Karten integriert werden, um eine
mdogliche Colokalisierung mit Resistenz-QTL aufzudecken. Solche Gene sind Kandidaten flr
Resistenzgene von Weizen gegeniiber Ahrenfusariosen und kénnen fiir den Einsatz in der

markergestltzten Selektion getestet werden
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2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial

Fur die Expressionsanalysen wurden die Eltern wvon drei fur das Merkmal
Anrenfusarioseresistenz spaltenden Kartierungspopulationen verwendet. In der Population
Dream/Lynx konnten QTL fiir Fusariumresistenz auf den Chromosmomen 6AL, 1B, 2BL und
7BS identifiziert werden, die jeweils 19%, 12%, 11% und 21% der phé&notypischen Varianz
erklaren. Dabei werden die QTL auf Chromosom 6AL, 2BL und 7BS von Dream, der QTL auf
1B von Lynx weitervererbt (Schmolke et al. 2005). In der Population G16-92/Hussar wurden
QTL fur Fusariumresistenz auf den Chromosomen 1A und 2BL identifiziert, wobei der QTL
auf Chromosom 1A von Hussar stammt und 10% der phénotypischen Varianz erklart, und der
QTL auf 2BL von G16-92 weitervererbt wird und 14% der phanotypischen Varianz erklart
(Schmolke et al. 2008). Fur die Population SVP72017/Capo konnte bis jetzt keine QTL-
Analyse durchgefuhrt werden. Aus diesem Grund wurden polymorphe cDNA-Fragmente aus
diesen Populationseltern in den Populationen History/Rubens und Solitér/Travix (Holzapfel et
al. 2008) riickkartiert. Jedoch gibt es fur SVP72017 zwei weitere Kartierungspopulationen, mit
jeweils Sngh3559 (Zichter: Saatenunion) und Inspiration (Zuchter: Saatzucht Breun) als
anfalligen Elter, fir die eine QTL-Analyse mit den phénotypischen Daten von vier Umwelten
durchgefuhrt wurde (J. Groth, persénliche Mitteilung). In der Population Sngh3559/SVP72017
ist SVP72017 der Donor eines QTL auf Chromosom 2AL, der ca. 12% der phanotypischen
Varianz erklart. Bei allen Eltern handelt es sich um europdische Winterweizen ohne

eingekreuzte asiatische Resistenzdonoren.
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Tabelle 1: Ubersicht Uber die Herkunft (1Buerstmayr et al. 2000, *Schmolke 2004,), die
Einstufung der Resistenz gegen Ahrenfusarium (®beschreibende Sortenliste 2004, *Einschatzung

anhand von Feldbonituren (L. Hartl, G. Zimmermann, persénliche Mitteilung) sowie

Halmverkirzungsallele der Rht-Gene der fur die Expressionsanalyse verwendeten Genotypen

Elter

Stammbaum, Herkunft, Ahrenfusariosebewertung, Rht-Allele

Dream

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

Boniturnote Ahrenfusarium: 3°

RhtBla, RhtDla

Lynx

CWW-44442-64/Rendevous *
Cambridge Plant Breeders
Boniturnote Ahrenfusarium: 7
RhtBla, RhtD1b

G16-92

Arina/Cariplus//Tdring5/mexikanischer Stamm *

Institut fur Pflanzengenetik, Bundesanstalt fur Zichtungsforschung
Grlinbach

Boniturnote Ahrenfusarium: 3*
RhtB1la, RhtD1la

Hussar

Squadron/Redezvous *
Imperial Chemical Industries
Boniturnote Ahrenfusarium: 7
RhtBla, RhtD1b

SVP 72017-17-
5-10-1

Marzotto//Dippes Triumph/Mironovskaja 808 **

Centre for Plant Breeding Research, Wageningen, Niederlande
Boniturnote Ahrenfusarium: 1-2°

RhtB1b, RhtD1la

Capo

Martin/Pokal **

Probstdorfer Saatzucht
Boniturnote Ahrenfusarium: 33
RhtBla, RhtDla
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Die Pflanzen wurden in 14 cm groRen Topfen in einer Mischung aus Kompost-Erde (3/5) und
handelstiblicher Blumenerde (2/5) zu je 4 Kornern/Topf ausgesét. Nach der Keimung wurden
sie fir acht Wochen bei 4°C vernalisiert und nach der Vernalisation auf 2 Pflanzen/Topf
ausgedinnt, so dass fiir die Versuche 60 Pflanzen/Genotyp zur Verfligung standen. Die
Pflanzen wurden bei 20°C Tages- und 16°C Nachttemperatur und einer Tageslange von 16
Stunden im Gewéchshaus angezogen. Die Diingung mit Eurofertil NPK 12-12-17 (+2) erfolgte
direkt nach der Vernalisation, sowie drei Wochen und sechs Wochen spater. Die letzte
Diingung entfiel, wenn zu diesem Zeitpunkt das Entwicklungsstadium BBCH 51 (Beginn des

Anhrenschiebens) bereits erreicht war.

Die Anzucht von Dream, Lynx, G16-92 und Hussar erfolgte von Dezember 2005 bis April
2006 flr die Expressionsanalyse und ein zweites Mal von Dezember 2006 bis Mai 2007 fir die
genaue Bonitur des Infektionsverlaufs. SVP72017 und Capo wurden Juli 2006 bis November
2006, sowohl fur die Expressionsanalyse als auch fur die Bonitur des Infektionsverlaufs,

angezogen.

2.2. Inokulation

Kurz vor Beginn der Inokulation wurde die Temperatur im Gewachshaus auf 24°C Tag- und
18°C Nachttemperatur erhoht. Da die Inokulation der Ahren mit F. graminearum zu Beginn
der Blute (BBCH: 61-65) erfolgen muss, richtete sich der Inokulationstermin nach der
Entwicklung der Pflanzen. Der Blihbeginn der jeweiligen Populationseltern war in den
Versuchen sehr &hnlich, so dass die Probenahme innerhalb eines gleichen Zeitraums erfolgen
konnte. Jedoch lag der Blihbeginn 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 durchgefuhrt. Auf Grund der unterschiedlichen
Inokulationszeitpunkte werden im Folgenden immer die Eltern einer Population direkt

miteinander verglichen.

Die Inokulation erfolgte nach der Einzelbliteninokulationsmethode von Steiner et al. (2009).
Durch diese Inokulationsmethode wird gewdahrleistet, dass jede Blute mit der gleichen Menge
der Makrokonidiensuspension behandelt wird und der Pilz die Innenseiten von Lemma und
Palea infizieren kann. Es wurden jeweils die basalen Bliiten von vier Ahrchen pro Ahre in der
Mitte der Ahre inokuliert (Abb. 5a). Dabei wurden die Bliiten zu Beginn der Anthese
vorsichtig gedffnet und 10 pl Makrokonidiensuspension (10.000MK/ml) des F. graminearum
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Stamms IFA 65 (Quelle: IFA-Tulln) 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 Ahren zu erhalten, die der Pilz fiir die Infektion

benétigt.

Es wurden nur Lemma, Palea und der entsprechende Rachisabschnitt der inokulierten Bliiten
geerntet und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Glumae, die mittleren, nicht
inokulierten Bluten des Ahrchens, sowie die Antheren und das Ovar der infizierten Blten,
wurden zuvor entfernt (Abb. 5b). Kontrollpflanzen wurden ebenfalls, wie oben beschrieben,
behandelt, jedoch wurde statt der Makrokonidiensuspension 10 ul autoklaviertes, entsalztes
Wasser verwendet. Die Probenahme von inokulierten Pflanzen und Kontrollpflanzen erfolgte
jeweils nach 0, 8, 24, 32, 48, 72 und 96 Stunden. Zudem wurde pro Genotyp eine Probe von

vollkommen unbehandelten Ahren zum Zeitpunkt der Anthese genommen.

Jede Probe besteht aus einer Mischprobe von mindestens sechs Ahren pro Zeitpunkt und
Behandlung. Das Blitengewebe wurde sofort nach der Ernte in flussigem Stickstoff
tiefgefroren und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert. Pro Inokulationstag wurde
mindestens eine Ahre fiir einen Zeitraum von 21 Tage beobachtet, um feststellen zu kénnen, ob
eine Fusariuminfektion stattfand. Dies diente zum einen der Uberpriifung der Virulenz des
Inokulums, zum anderen konnte so getestet werden, ob ein Ubertrag von F. graminearum auf
Wasser-behandelten Kontrollpflanzen stattfand. Insgesamt wurden, bei Dream 6 Fusarium-
inokulierte und 7 Kontrollahren, bei Lynx 8 Fusarium-inokulierte und 4 Kontrollahren, bei
G16-92 6 Fusarium-inokulierte und 3 Kontrolldhren, bei Hussar 7 Fusarium-inokulierte und 5
Kontroll&hren, bei SVP72017 22 Fusarium-inokulierte und 8 Kontrolldhren und bei Capo 17

Fusarium-inokulierte und 5 Kontrollahren, untersucht.
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Abb. 4 : Inokulation und Probenahme nach Steiner et al. 2009

Abb. 4a: Einzelbliteninokulation mit einer Makrokonidiensuspension des Pilzes F. graminearum
Abb. 4b: Entfernung des Ovars und der Antheren aus den inokulierten Bluten

Abb 4c: Einfrieren des inokulierten Ahrenteils

2.3. Charakterisierung der Resistenz

Um die Resistenz charakterisieren zu koénnen, wurden die Ahren aller sechs Genotypen wie
oben beschrieben mit F. graminearum infiziert. Da nach dem im ersten Inokulationsversuch
mit Dream, Lynx, G16-92 und Hussar, nach der die Probenahme fiir die Expressionsanalyse
durchgefuhrt wurde, nur das Vorhandensein oder Fehlen von Symptomen festgehalten wurde,
wurden diese Genotypen in einem weiteren Versuch erneut inokuliert und der Infektionsverlauf
genauer bonitiert. Die Anzucht von SVP72017 und Capo erfolgte nur einmal, da hier der
Infektionsverlauf in den nicht-beernteten infizierten Ahren genau festgehalten wurde. Die
Symptome von 10 bis 22 Pflanzen pro Genotyp (genaue Anzahl der untersuchten Pflanzen:
SVP72017: 22, Capo: 17, G16-92: 17, Hussar: 13, Dream: 13, Lynx 10) wurden im Abstand
von zwei bis drei Tagen bonitiert, um die Eltern der Populationen hinsichtlich ihres
Krankheitsverlaufs miteinander vergleichen zu koénnen. Um die Resistenz gegenuber der
Ausbreitung in der Ahre (Typ 2-Resistenz) beurteilten zu konnen, wurden die infizierten
Anrchen unterhalb der Infektionsstelle im Zeitraum von 18-21 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 Natriumbisulfit-Methode (Anderson et al.
1992) mit den Modifikationen von Behn et al. (2004).

Jeweils zwei Bléatter von jungen Weizenpflanzen wurden fur drei Tage an der Vakuum-

Gefriertrocknungsanlage getrocknet und anschlie3end in der Kugelmuhle fein vermahlen.
Die extrahierte DNA wurde in 0,1 TE-Puffer geldst und bei -20°C gelagert.

Um die Konzentration und die Qualitat bestimmen zu kdénnen, wurde ein Aligot der DNA-
Losung auf einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt und die Konzentration durch Schétzen mit
Hilfe eines Lamda/Hindl1l Standards mit definierter Bandenstarke bestimmt.

2.4.2. RNA-Extraktion

Vor der RNA-Extraktion mussten die Ahrenproben in fliissigem Stickstoff fein vermahlen
werden. Aus ca. 300 mg des Pulvers wurde mit dem RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden)
die Gesamt -RNA extrahiert. In der Probe enthaltene DNA konnte dabei durch enzymatischen
Verdau bei Raumtemperatur auf der Extraktionssaule mit dem RNAse free DNAse Set
(Qiagen, Hilden) entfernt werden. Die RNA wurde mit 100ul Diethylpyrocarbonat (DEPC)-
behandeltem Wasser von der S&ule eluiert und anschlieRend bei -80°C 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 DEPC- H,0 MilliQ verdunnt und die Extinktion bei 260 nm bestimmt.

Die Qualitat der RNA-L6sung wurde auf einem 1,5% Agarosegel (11% Formaldehyd) unter
denaturierenden Bedingungen Uberpriift.

2.4.3. cDNA-AFLP

2.4.3.1 cDNA-Synthese fir cDONA-AFLP

Fur die cDNA-Erststrangsynthese wurde 0,125ug RNA eingesetzt und die Synthese mit dem
SMART First-strand Kit (Clontech/Takara), jeweils mit der Haélfte des vom Hersteller
empfohlenen Reaktionsansatzes, durchgefuhrt. Einzelstrang-DNA wurde 1:5 mit 0,1 TE

verdinnt und die Reaktion durch 7-minditiges Erhitzen bei 72° C abgebrochen.

Die Zweitstrang-Synthese erfolgte mit dem Advantage LD-PCR Kit von Clontech und geméR
den Herstellerangaben (5 pl verdiinntes Template aus der Erststrangsynthese, 1x Advantage 2
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Puffer, 1 mM dNTPs, 0,1 uM PCR-Primer, 1x Advantage 2 Polymerase Mix, mit H,O auf das
Volumen von 50ul aufgefullt).

Die LD-PCR Bedingungen waren wie folgt:
— 1min9°C
— 15 sec Denaturierung bei 95°C
— 30 sec Primeranlagerung bei 65°C 18 Zyklen

— 6 min Primerverlangerung bei 68°C

Die Bestimmung der optimale Zyklenzahl erfolgte experimentell. Um die Enzyme der reversen
Transkription und LD-PCR zu entfernen, wurde die cDNA fir 1 h bei 45°C mit 0,13 U
Proteinase K (Roche) inkubiert, mit einer 1,5 M NH,OAc Lésung in 70% EtOH gefallt und 2
Mal mit EtOH,,s gewaschen. Anschliefend wurde die doppelstrangige cDNA in 20 ul H,O

MilliQ resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.4.3.2 Durchfiihrung der cDNA-AFLP

Die cDNA-AFLP-Analysen von Dream, Lynx, G16-92 und Hussar erfolgte mit den Proben der
Probenahmezeitpunkte 8, 32, 48 und 72 Stunden nach der Inokulation mit F. graminearum und
der jeweiligen mock-behandelten Kontrollproben dieser Zeitpunkte sowie einer vollkommen
unbehandelten Kontrolle. Bei SVP72017 und Capo wurden cDNA-AFLPs mit allen sieben
beprobten Zeitpunkten durchgefihrt.

Fur die cDNA-AFLP wurde die Methode von Bachem et al. (1996) mit folgenden
Modifikationen angewandt: 300 ng ds-cDNA wurden mit 5,0 U Msel und 2,5 U Pstl oder 2,5
U Sse83871 fir 3 Stunden bei 37°C verdaut. Die Ligation mit 25 pmol Msel-Adapter und 2,5
pmol Sse83871 oder 2,5 pmol Pstl-Adapter erfolgte im gleichen Schritt durch die Zugabe von
1U T4-Ligase. Die Proben von Dream, Lynx, G16-92 und Hussar wurden dabei mit den
Enzymen Pstl/Msel und Sse83871/Msel geschnitten, SVP72017 und Capo nur mit Pstl/Msel.
Die Fragmente wurden 1:4 in TE 0,1-Puffer verdiinnt und anschlielend als Template fur die
Preamplifikation verwendet. Die Praamplifikation und die selektive Amplifikation erfolgte
nach der Methode von Hartl et al. 1999 und Schmolke et al. 2005. Fir die selektive
Amplifikation wurden 30 Primerkombinationen pro Enzymsystem getestet, wobei jeweils ein
Primer mit Fluorescin markiert war. Die Benennung der Primer folgte dabei der Nomenklatur
von Keygene. Die Produkte der selektiven Amplifikation wurden auf einem 5% Polyacrylamid
(PAA) Gel bei 50 V (ber eine Laufstrecke von 30 cm aufgetrennt und die Gele auf einem

Typoon 9200 Scanner (GE-Healthcare) eingescannt.
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2.4.3.3 Klonierung differentiell exprimierter TDFs

Differentiell exprimierte cDNA-AFLP-Fragmente, sogenannte ,, Transcript Derived Fragments*
(TDFs), wurden mit einem Skalpell aus dem 5% PAA-Gel herausgeschnitten und tber Nacht
in 50pl autoklaviertem MilliQ-Wasser im Kuhlschrank eluiert. Diese Ldsung diente als
Template fir die Reamplifikation des TDFs mit adapterspezifischen AFLP-Primern. Die PCR-

Ansatze fur die Reamplifikation waren wie folgt:

0,5 ul des Eluats, jeweils 0,3 uM des praselektiven Primer PO3 und des jeweiligen selektiven
Mse-Primers, 1,5 mM MgCl,, 0,8 uM dNTPs, 0,25 U Taq Polymerase (Thermo-Fisher,
GroRbritannien) und 1x des zugehdrigen PCR-Puffers (Thermo-Fisher, GroRbritannien). Der

Ansatz wurde mit Wasser auf 60ul aufgefllt.

Fur jedes TDF wurden 2 PCR-Ansétze gepoolt und diese mit dem QIlAquick PCR Purification
Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben gereinigt. Die DNA-Konzentrationsbestimmung
des PCR-Produkts erfolgte photometrisch.

Die Ligation und die Transformation erfolgten mit dem PCR Cloning™ Kit (Qiagen, Hilden)
gemal den Herstellerangaben. Zur Ligation wurden 5ng des p-drive cloning Vectors, einem
T/A-Klonierungsvektor, 34 ng des gereinigten PCR-Produktes zugegeben und der Ansatz 30
min bei 4°C inkubiert. Die chemokompetenten E. coli-Zellen wurden nach der Zugabe des
Ligationsansatzes durch 30- sekiindiges Erhitzen auf 42 °C transformiert und danach auf Eis
abgekihlt. Anschliefend wurden 125 pl SOC-Medium zu den E. coli-Bakterien gegeben und
die Mischung auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin, IPTG und XGal ausplattiert.

Durch die im Vektor enthaltene Ampicillin-Resistenz konnten auf diesem Medium nur
transformierte Zellen wachsen. Die Identifizierung der inserthaltigen, transformierten
Bakterienkolonien erfolgte nach Ubernachtinkubation bei 37 °C durch Blau-WeiR-Selektion.
WeilRe Bakterienkolonien, die das DNA-Fragment aufgenommen hatten, wurden mit einem
Zahnstocher gepickt und in LB-Medium mit Ampicillin tberfuhrt. Diese Kultur wurde 24
Stunden bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Die Reinigung der Plasmid-DNA aus der
Bakteriensuspension erfolgte mit dem Nucleo-Spin-Kit (Machery und Nagel, Diren) nach den

Herstellerangaben.

Zur Kontrolle des korrekten Einbaus und der GroRe des klonierten DNA-Fragmentes wurde
mit einem Aliquot der Plasmid (p-) DNA-L6sung ein EcoRI-Verdau durchgefiihrt. Dazu
wurden 0,2 pug p-DNA, 5U EcoRI (MBI) und 1 x Puffer O+ (MBI) add 20 pl H,O fur 3 h bei

37°C im Thermocycler inkubiert und anschlieBend auf einem 2% Agarosegel bei 80V
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aufgetrennt. Von jedem cDNA-AFLP-Fragment wurde Plasmid-DNA aus 3 Kolonien
sequenziert (MWG-Biotech).

2.4.3.4 Durchfiihrung der BLAST-Analysen

Die Sequenzen aller TDFs wurden einer Recherche in den Datenbanken von NCBI' und
TIGR/Craig Vetre Institute ? unterzogen. Bei NCBI wurde die Datenbank nr (= non-redundant
nucleotide collection) und EST-others (ESTs ohne Mensch und Maus-EST) durchsucht. Zuerst
wurde BLAST-N, d.h. der Vergleich von Nukleotid-Abfolgen durchgefiihrt. Die Sequenzen,
die bei BLAST-N keine Ahnlichkeit mit Genen bekannter Funktion zeigten, wurden einer
erneuten Analyse mit BLAST-X unterzogen. Hierbei werden die translatierten Sequenzen der
TDFs mit einer Protein-Sequenz verglichen. Die Grenze der Ahnlichkeit zwischen TDF und
BLAST-Hit wurde bei einem E-Value von e gezogen. Die , transcipt assemblies* der TIGR-
Datenbank beginnen in der Akzessionsnummer mit TA. Sie wurden aus Uberlappenden ESTs
zusammengesetzt und selbst einer Datenbanksuche unterzogen. Die angegebene Funktion eines

»transcript assemblies* bezieht sich auf dessen BLAST-Hit.

TDFs, fur die bei der ersten BLAST-Suche in der Datenbank von NCBI (nr) ein Hit mit DNA-
Sequenzen von Fusarium Pilzen erzielt werden konnte, wurden zusétzlich einer Recherche in

der Datenbank des Broad Instituts * unterzogen.

2.4.4. Quantitative Real-time PCR

Fur die cDNA-Synthese flr die quantitative Real-time PCR wurde das Revert Aid First strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Leonrod) nach den Herstellerangaben verwendet. Dabei
wurden 2 ng der gleichen Gesamt-RNA eingesetzt, die auch fur die cDNA-AFLPs verwendet
wurde. Die Erststrangsynthese wurde bei 42 °C unter Verwendung eines oligo dT Primers in
einem Reaktionsvolumen von 100 pl durchgefuhrt. Die cDNA wurde anschlieRend 1:5 in TE

0,1 Puffer verdinnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Fur die quantitative Real-time PCR wurde ein Reaktionsansatz, bestehend aus 3 pl cDNA, 11
pl Quanti Tect SYBR Green PCR Mix (Qiagen, Hilden) und jeweils 0,17 uM F-und R-Primer
ad 22 pl H,0, angesetzt.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi
% http://blast.jcvi.org/euk-blast/index.cgi?project=tae1

® http://www.broadinstitute.org/science/projects/fungal-genome-initiative/blast-similarity-search
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Die Bedingungen fir die quantitative Real-time PCR im ABI 7000 Thermoycler waren wie
folgt:
— 15 min 94 °C zur Aktivierung der Hotstart Polymerase
— 15 sec Denaturierung bei 94°C

o ) ) } 40 Zyklen
— 60 sec kombinierte Primeranlagerung und Verlangerung bei 60°C

Jede Reaktion wurde in 3 technischen Wiederholungen durchgefiihrt. Jedem Lauf war eine
Schmelzkurvenanalyse angeschlossen, um mdgliche unspezifische PCR-Reaktionen,
Primerdimere oder die Verunreinigung mit genomischer DNA visualisieren zu kénnen. Als
Referenzgen diente Ubiquitin (Acc. Nr. in Genbank: X56601), das sowohl in inokulierten als
auch in wasserbehandelten Proben eine gleichmalige Expression zeigte. Die relative
Quantifizierung erfolgte mit der delta delta Ct-Methode (Livack und Schmittgen 2001), wobei
die  wasserbehandelte  Kontrolle des gleichen Genotyps und des gleichen

Probenahmezeitpunktes als Kalibrator verwendet wurde.
Die Formel firr die Berechnung der relativen Expression lautet; 24t

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
verdiinnter cDNA (1e® P 9 durchgefuhrt und die Effizienz mit der Gleichung E = (-
1/Steigung der Standardgerade) berechnet (Rasmussen et al. 2001).

Die Primer flr die quantitative Real-time PCR wurden mit der Primer 3-Software (Rozen and
Saletzky, 2000) gelegt. 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 Real-time PCR verwendeten Primer mit Angabe der
Steigung der Standardgerade einer cDNA-Verdinnungsreihe und der daraus resultierenden
Effizienz der Primer

Fragment Primer Primer-Sequenz Steigung Effizienz
(Standardgerade)

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

(X56601) R: cacagaccagactccattggagga

TDF_022 H022_x F: taagtaccgctgctaccca -3,2 2,054
R: cgatcgatccttgcattatttt

Ta.97.1.51_at Ta.97.1_x_3 F: atggcgtcccacagtgct -3,5 1,93
R: caagacagacggagctgttg

Ta.97.2.51_x_at Ta.97.2_ x_3 F: catggcgtccctgggtag -3,29 2,012
R: gacggagctgttgatgatga

Ta.22732.1.S1_x_at | WIRII_x F: ggtggccagccctaattaca -3,168 2,068
R: tcgatccttgcattgttttgac

TDF_020 G020_x_2 F: gtacgtgaacggtggctect -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|F: cctctatttttgacacgctcct -3,32 2,00
R: ttgcactacacctcaacagctt

2.4.5. Markerentwicklung
2.4.5.1 Sequenzierung genomischer DNA

Eines der Hauptziele der vorliegenden Arbeit war es, differentiell exprimierte cDNA-AFLP
Fragmente in die genetischen Karten von Winterweizenpopulationen zu integrieren um ihre
Lage auf den Chromosomen mit der von bereits identifizierten QTL fur
Ahrenfusarioseresistenz vergleichen zu konnen. Genetische Karten werden anhand von
Spaltungsverhéltnissen der einzelnen Marker errechnet. Fur die genetische Kartierung missen
daher Polymorphismen in der Sequenz des zu kartierenden DNA-Abschnitts zwischen den
Eltern der Kartierungspopulation vohanden sein, aus denen Marker flr die Genotypisierung der

Populationslinien entwickelt werden kdnnen.
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Um Polymorphismen zwischen den Eltern der einzelnen Kartierungseltern finden zu kénnen,
wurden Primer von den Sequenzen der TDFs - oder auch ESTs aus Datenbaken mit einer sehr
guten Sequenzibereinstimmung zum TDF - abgeleitet und mit ihnen genomische DNA
mindestens zweier Eltern amplifiziert. Neben den TDFs wurden auch Primer von drei WIR1-
Sequenzen abgeleitet, die auf dem Wheat Affimetrix 61K Microarray geblottet sind, der von
unseren Kooperatiospartnern an der Universitat GielRen verwendet wurde. Zwei der
ausgewahlten cDNA-Sequenzen sind als WIR1a annotiert (Ta.97.2.S1_x_at; Ta.22732.1.S1_at)
und eine Sequenz als WIR1b (Ta.97.1.S1_at).

Die Primer wurden mit der Primer 3-Software (Rozen and Saletzky, 2000) oder manuell gelegt.
Die Berechnung der theoretischen Annealingtemperatur der manuell gelegten Primer erfolgte
gemal der Formel von Rychlik und Rhoads (1989) (Tm = 4 x Anzahl C oder G + 2 x Anzahl T
oder A gelegt). Die Annealing-Temperatur, MgCl,-Konzentration und das PCR-Programm
wurden fir jeden Primer optimiert. Im Standard- PCR-Ansatz lagen die Reagenzien in

folgender Konzentration in einem Gesamtvolumen von 60 pl vor:

50 ng DNA, 1,5mM MgCl,, 0,27 mM dNTPs, jeweils 0,17 uM F + R-Primer, 1 X
Reaktionspuffer (Thermo-Fisher, GrofRbritannien), 1,5 U Polymerase (Thermo-Fisher,

Grol3britannien).

Die Standardbedingungen der PCR, welche je nach Ansprichen des Primers modifiziert

wurden, waren wie folgt:

2 min Anfangsdenaturierung der DNA bei 95 °C

1 min Denaturierung bei 94 °C

1 min Primeranlagerung bei 60 °C 35 Zyklen
1 min Primerverlangerung bei 72 °C

10 min Fragmentverlangerung bei 72°C

Die Tabelle 3 gibt eine Ubersicht iiber 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 abgeleitet wurden.
Falls der Primer von der Sequenz eines ESTs aus einer Datenbank mit sehr guter Sequenzhomologie zum jeweiligen TDF gelegt wurde, ist in der

Spalte ,,Sequenz® die Akzessionsummer des ESTs angegeben, wenn die Primer direkt vom TDF abgeleitet wurden, ist der Name des TDFS

angegeben

Tm GroBe
TDF Name Primer opt Produkt F-Primer R-Primer Sequenz
TDF_001 Dgram001_5 59 500 atccccaaggccaagaaacta caatgttagcctccccctcat CV775922
TDF_003 Dgram003_ 59 Uber 1000 | tcatgtccatacttacgaga gatgccctcattectcatt TA84259 4565
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 gtttacggtctgectctt TA75635_4565
TDF_024 Hgram024 59 Uber 1000 | acctccctctctgetcaa tcagaaggttctcatacca TA63063_4565
TDF_027 Sgram027 53 120 ctgcaggctcttgccaagt acatcccgaagtgttcaggt TDF_027
TDF_028 Sgram028 53 350 tcctactagcagtgcaagegea cacagggtgaagccgatgt BJ258087
TDF_029 Sgram029 53 150 ctgcagggccatcgagaagt cctgaacaagacccgtaagaga TDF_029
TDF_032 Sgram032_3 59 680,870 acatcatcagcggctaacccta ctgtacttgtcactggcttccac TDF_032
TDF_038 Sgram038 59 650 aaccacatcgaattgggttga tggtgatgtctcgtttggcet TA90835_4565
TDF_041 Sgram041 62 700 tgcaggacacaactctatccaa taacgtcgcatcggctatgt TDF_041
TDF_042 Sgram042_2 55 150 ttccgagtcgctaccccaga acatggatcgtttcgecgaa TDF_042
TDF_043 Sgram043 2 2| 58 600 ggtgaggatctgggceccactta acggcaggccacgtaatgt TA76820 4565
TDF_045 Cgram045_2 60 150 caggcggtcatctaattttca aactagctgccacattagcaa TDF_045
TDF_047 Sgram047 58 700 agcttatggcagtgctccaa tggccttcaggaagacgaga TA51075_4565
TDF_048 Sgram048_2 59 450 aacagcttccaggagctgga gctgcaggatcatgagcetgt TDF_048
TDF_050 Sgram050_3 60 350 ggatgctgcaaaagtcatcaa aacgataaaaagcaccaaaagt TDF_050
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Tm GroRe
TDF Name Primer opt Produkt F-Primer R-Primer Sequenz
TDF_076 Cgram076_3 55 1400 caatggctggtgactgecta gaaaggcaacaaactgaactga TA100376_4565
TDF_087 Hgram(087 62 600 agctccacatacctgaagcagag actccactccttggcetacttcac TDF_087
TDF_090 Ggram090 62 200 aggtcacggtctccttgagttg 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 ataacaagccaggagceggtct TDF_098
TDF_101 Cgraml101_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
TDF_107 Sgram107_2 62 350 Ccaaaagtcatcaaggccagaa aacgataaaaggcaccaaaag TDF_107
TDF_108 Sgram108 62 300 aggatgaactccaacaccatgc gcaggatttgaaagggtttttc TDF_108
TDF_111 Sgram111 60 150 aggctcgactttttccgagtc accttccaattggtgttgeat TDF_111
TDF_112 Sgram112 62 200 gcagcaagcacatgaagactc ttaacatgacacgatccttttct TDF_112
TDF_114 Sgram114 2 62 120 cagggcaccaaattgttgtag gccaaaccagcttcatge TDF_114
TDF_117 Sgram117 62 500 ggtatggaggtgttcctgcetg gagcaaagccagaatactgcaa TDF_117
TDF_118 Sgram118 52 100 aggtaggcgcecgtagtagcat cttgtttcccecgetgatcet TDF_118
TDF_121 Sgram121 62 150 cagggactttcaagccgatatt tagcagccgactacattgtgga TDF_121
TDF_122 Sgram122 59 100 gatctggccggagtcgag accaagagctgattatacctgaa TDF_122
TDF_134 Sgram134 2 59 500 ccctctgetggceagtgac taccaaaagaaaaacacaaattca CD910653
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Die PCR mit den in Tabelle 3 angegebenen Primern erfolgte in einem Reaktionsvolumen von
60 pl. Jeweils 2 PCR-Ansdtze wurden gepoolt und mit dem QiaQuick PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers gereinigt. Fir den Fall, dass trotz der
OptimierungsmalBnahmen Nebenprodukte auftraten, wurde das PCR-Produkt auf ein 2%
Agarosegel aufgetragen, die Bande mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und mit
dem Gelextraktion Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt. Die Sequenzierung des gereinigten PCR-
Produkts wurde von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) durchegefiihrt.

Wenn innerhalb der Sequenz eines PCR-Produktes zwischen den Eltern von
Kartierungspopulationen Polymorphismen auftraten, wurde je nach Art des Polymorphismus
ein Marker fur das TDF entwickelt, mit dem die Linien der Population genotypisiert werden

konnten.

2.4.5.2 Insertions-Deletions-Polymorphismen

Bei Insertions-Deletions-Polymorphismen wurden die Primer von der spezifischen Sequenz
abgeleitet, so dass die Polymorphismen im PCR-Produkt nach dem Auftrag auf einem
Agarosegel (groRBe Deletion) oder einem PAA-Gel (kleine Deletion) gut erkennbar sind. Auf
Agarosegelen sind Deletionen > 50 Bp gut erkennbar und auf Polyacrylamid (PAA)-Gelen
Deletionen > 4 Bp.

Im Standard- PCR-Ansatz lagen die Reagenzien in folgender Konzentration in einem

Gesammtvolumen von 20 pl vor:

35 ng DNA, 15 mM MgCl,, 0,4 mM dNTPs, jeweils 0,5 uM F + R-Primer, 1 X
Reaktionspuffer (Thermo-Fisher, GrofRbritannien), 0,5 U Polymerase (Thermo-Fisher,

Grol3britannien).

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

2 min Anfangsdenaturierung der DNA bei 95 °C

10 sec Denaturierung bei 94 °C

30 sec Primeranlagerung bei Ty, (opt) 35 Zyklen

50 sec Primerverlangerung bei 72 °C

15 min Fragmentverldngerung bei 72°C
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Tabelle 4: Ubersicht tiber die Primer, die Annealing-Temperatur und die Produktlange der
verwendeten INDEL-Marker.

TDF Primer Primer-Sequenz Tm (opt) | Gel
TDF_022 Hgram022 F: aggctctgggtgctttcga 59 | PAA
R: taggagtataaggtgatgca
TDF_032 Sgram032_3 | F: acatcatcagcggctaacccta 55| 2% Agarose
R:ctgtacttgtcactggcttccac
TDF_076 CgramO076_4 | F: taagtacatcgtcacggcttcc 60| PAA
R: tggtatggcattagtgcgtaaa
Cgram076_5 | F: gaacaaattaaccccgcaaa 60| PAA
R: ccatcatcttctccageaca
CgramQ76_7 | F: tcatgcagtgttgcttgatct 60 | PAA/
R: ccattcacttgagcaacttcc 2% Agarose

2.4.5.3 Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Unterscheiden sich Sequenzen nur in einer einzelnen Base, spricht man von einem ,,Single
Nucleotide Polymorphism* (SNP). Es gibt mehrere Moglichkeiten der SNP-Detektion. In der
vorliegenden Arbeit wurden dafiir entweder CAPS (,,Cleaved Amplified polymorphic
sequence*) oder Pyrosequencing Marker entwickelt.

SNP-Detektion mit Pyrosequencing:

Die SNP-Genotypisierung fur die polymorphen WIR1-Gene Ta.97.1.S1 at und
Ta.97.2.S1_x_at erfolgte mit der Technik des Pyrosequencing (Qiagen, Hilden):

Mit dieser Methode wird ein kurzer Abschnitt der DNA, der den SNP enthalt, sequenziert.

Zuerst wurde mit Hilfe der PSQ Assay design Software (Biotage, Schweden) ein F-Primer und
ein R-Primer sowie ein Sequenzier-Primer generiert, der kurz vor dem SNP liegt. Je nachdem,
welcher DNA-Strang sequenziert wird, muss entweder der F- oder der R-Primer am 5-Ende

biotinmarkiert sein.

Fur die WIR1-Sequenz Ta.97.1.S1_at wurden folgende Primer (Biomers, Ulm) verwendet:
— F-Primer: ctctcttcgtcgccatcg
— R-Primer (biotinmarkiert): ggaacagcagggacgttagg

— Sequenzier-Primer: tggtttcccgtccag

Fir Ta.97.2.S1_x_at wurden diese Primer verwendet:

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

— Sequenzier-Primer: agattggtgcgtggcagtagat

Um ein moglichst sauberes Produkt zu erhalten, wurde eine PCR mit Hotstart Polymerase
(Thermo Fisher, Grof3britannien) durchgefiihrt. Der 50 pl Ansatz enthielt 40 ng gDNA, 1x
High Performance Buffer, 0,2 mM dNTPs, 2,5 mM MgCl,, 0,5 puM jeweils des F- und R-
Primers und 0,5 U der Hot Start Taq Polymerase (Thermo Fisher, Gro3britannien).

Die PCR wurde mit folgendem PCR-Programm durchgefuhrt:

— 15 min Denaturierung und Aktivierung der Hotstart Polymerase bei 94°C

— 30 sec Denaturierung bei 94°C I
— 30 sec Primeranlagerung bei 60°C (-0.5°C/ Zyklus)  » 10 Zyklen
— 1 min Primerverlangerung bei 72°C J
— 30 sec Denaturierung bei 94°C )
— 30 sec Primeranlagerung bei 55°C > 35 Zyklen
— 1 min Primerverlangerung bei 72°C J

— 3 min Fragmentverlangerung bei 72 °C

Das Pyrosequencing mit dem Pyro Gold Regents Kit (Qiagen, Hilden) wurde nach den
Herstellerangaben mit dem PSQ 96MA 2.1 System (Biotage, Schweden) durchgefihrt.

Entwicklung von CAPS-Markern:

Fur die Entwicklung von CAPS-Markern muss der SNP innerhalb der Schnittstelle eines
Restriktionsenzyms liegen. Fir das polymorphe TDF 103 wurde ein CAPS-Marker zur
Genotypisierung der Linien der Population Solitar/Travix entwickelt. Dabei wurde zuerst eine
PCR mit TDF_103 spezifischen Primern (Tabelle 3) und der Annealing-Temperatur 53 °C
durchgefuhrt. Anschlielend wurde das PCR-Produkt fir 2 Stunden bei 37°C mit dem
Restriktionsenzym Taql 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 2% igem Agarosegel aufgetragen. Dabei war nur das
Fragment der GroRe von 130 Bp als Bande im Gel deutlich zu sehen.

2.4.5.4 Polymorphismus in der Primerbindungsstelle

Fir das WIR1-Genfragnment Ta.22732.S1_at wurden drei verschiedene Primer abgeleitet, um
einen PCR-Marker fir die Genotypisierung der Linien der Population Dream/Lynx zu erhalten.
Eine PCR mit dem Primerpaar WIRII_2 (F-Primer: tagctgcctagctcccaaag, R-Primer:
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cgatccttgcattgttttga; Tr: 60°C) ergab bei Annealingtempearturen von 52-62°C mit gDNA von
Lynx ein PCR-Produkt von 460 Bp, jedoch nicht mit gDNA von Dream. Bei der Testung der
Linien der Population Dream/Lynx mit diesem Primerpaar ergab, dass bei ca. 50% der Linien
das PCR-Produkt amplifiziert wurde. Bei einer Wiederholung der PCR-Reaktion zeigten die
gleichen Linien die Bande bei 460 Bp, wie im ersten Versuch. Um den zu Grunde liegenden
Sequenz-Polymorphismus aufdecken zu kdnnen und auch die Sequenz von Dream zu erhalten,
wurden das  Primerpaar WIRII_3  (F-Primer:  ctagctgcctagctcccaaa,  R-Primer:
ttagtcccecttggagcettt; Tr: 60°C) von der Sequenz Ta.22732.S1_at abgeleitet, mit dem ein
groleres Produkt als das von WIRII_2 amplifiziert werden sollte, sowie das Primerpaar
WIRII_4 (F-Primer: ccctccaagctccaatcata, R-Primer: tcgatccttgcattgttttg; Tn,: 60°C), mit
welchem ein kleineres Fragment amplifiziert wird. Eine PCR mit dem Primerpaar WIRII_3,
dessen Primerbindungsstellen auBerhalb der Primerbindungsstellen des Primers WIRII 2
liegen, liefert bei dem Einsatz von genomischer DNA von Lynx ein PCR-Produkt, nicht aber
wenn genomische DNA von Dream eingesetzt wird. 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 PCR-Produkt besitzt, das mit den Primern WIRII_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 WIRII_2 ein Sequenzpolymorphismus zwischen Dream und

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

Eine PCR mit einem ersten Primerpaar, das von der Sequenz von TDF_102 (putatives
Cytochrom P450) abgeleitet wurde (Primer: Cgram102, siehe Tabelle 3), ergab bei getesteten
Annealing-Temperaturen von 52-62 °C nur bei dem Einsatz gDNA von Capo als Template ein
PCR-Produkt von ca. 200 Bp. Dieses PCR-Podukt stimmt in seiner Sequenz mit der von
TDF_102 (berein. Beim Einsatz von genomischer DNA von SVP72017 als Template konnte
mit diesen Primern trotz weiterer PCR-Optimierungsmal3nahmen kein Produkt erzielt werden.
Die Amplifikation von genomischer DNA mit einem Primerpaar (Cgram102_x, Tabelle 2), das
innerhalb des ersten Primerpaares liegt, zeigte, dass dort bei allen getesteten Genotypen ein
PCR-Produkt 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 Analysen

Alle statistischen Analysen erfolgten mit SAS Version 9.1 (SAS Institut 2004). Die
Varianzanalyse der befallenen Ahrchen 3 bis 6 Tage nach der Inokulation wurden mit der
Prozedur PROC GLM durchgefiihrt und ein Scheffe-Test (p < 0.05) angeschlossen. Fir die
statistische Bewertung des Einflusses des Markers C076_4 auf den mittleren Fusariumbefall
von 163 Sorten uber vier Umwelten wurde ebenfalls eine Varianzanalyse und ein Scheffe-Test
(p < 0,05) durchgefihrt.

Fur die Varianzanalyse der befallenen Ahrchen 18 bis 21 Tage nach der Inokulation wurde die
Prozedur NPARIWAY (Wilkoxon-Rangnummern-Test) 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_076, TDF_102 sowie die
WIR1-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 Dream/Lynx (Schmolke et al. 2005), G16-92/Hussar (Schmolke et al.
2008), History/Rubens und Solitar/Travix (Holzapfel et al. 2008) sowie in die Population
Sngh3559/SVP72017 (J. Groth, personliche Mitteilung) rickkartiert werden. Von den
Populationen G16-92/Hussar und Dream/Lynx wurden bereits in 4 Umwelten phanotypische
Daten fiir Fusarium-Resistenz, Wuchshéhe, Ahrenschieben und Ahrendichte erhoben und
damit QTL-Analysen durchgefihrt (Schmolke et al. 2005, 2008). Fiur die Population
SVP72017/Capo steht hingegen keine genetische Karte zur Verfugung. Differentiell
exprimierte TDFs, die zwischen diesen Eltern Sequenzpolymorphismen aufwiesen, wurden
zunachst in die Populationen History/Rubens oder Solitar/Travix (Holzapfel et al. 2008)
rickkartiert. Die EST-Marker konnten zudem in den QTL-Karten der Populationen
Sngh3559/SVP72017 und Inspiration/SVP72017 validiert werden (J. Groth, personliche
Mitteilung).

Fur die Kartierung wurde das Programm JoinMap 3.0 (Plant Research International BV,
Wageningen) verwendet. Dabei wurde der LOD-treshold > 3.0 fiir die Gruppierung von
Kopplungsgruppen gesetzt und die Haldane-Funktion fur die Berechnung der Distanzen
verwendet. Diese Einstellungen entsprechen denen, die fur die Berechnung der Original-Karten
verwendet wurden (Schmolke et al. 2005, 2008, Holzapfel et al. 2008).
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Fur die Chromosomen 2BS der Population History/Rubens und 7BS der Population
Dream/Lynx wurde zudem ein ,,Single Intervall Mapping™ mit PLABQTL Version 1.1 (Utz
und Melchinger 1996) durchgefuhrt, da dort Marker in QTL-Intervalle kartierten und daher die

Intervalle neu berechnet wurden.
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3. Ergebnisse

3.1. Inokulation und Resistenztest

Die Ahren der Weizengenotypen G16-92, Hussar, Dream, Lynx, SVP72017 und Capo wurden
unter Anwendung einer Einzelbliteninokulationsmethode mit Konidien von F. graminearum
inokuliert, um eine spezifische Abwehrreaktion gegen diesen Pilz zu induzieren. Um die
Virulenz des Inokulums zu priifen und sicherstellen zu kénnen, dass keine Ubertragung von F.
graminearum-Konidien auf mock-behandelte Ahren stattfand, wurde jeweils mindestens eine
inokulierte sowie eine mock-behandelte Ahre jedes Inokulationstages wihrend eines Zeitraums
von drei Wochen beobachtet. Diese Verlaufskontrollen zeigen, dass bei inokulierten Ahren
immer die typische Symptome einer Ahrenfusariose auftraten, und somit das Inokulum an
jedem Tag virulent war. In keiner der mit Wasser behandelten Kontrollahren konnten hingegen

Symptome beobachtet werden.

Im Anschluss an die Inokulation von G16-92, Hussar, Dream und Lynx zur Expressions-
analyse wurden die Verlaufskontrollen - wie bereits oben beschrieben - lediglich daraufhin
untersucht, ob Symptome der Ahrenfusariose vorhanden sind. Um eine genauere Aussage tber
die Resistenz dieser Genotypen treffen zu kénnen, wurden die Ahren in einem zweiten Versuch
zu Blihbeginn mit Makrokonidien von F. graminearum inokuliert und anschlieBend im
Abstand von zwei bis drei Tagen bonitiert. Ahren von SVP72017 und Capo wurden direkt im
Anschluss an die Inokulation fur 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 Infektionsstelle festgehalten.

Innerhalb der ersten drei bis sechs Tage nach der Inokulation mit F. graminearum
unterschieden sich die untersuchten Genotypen nach der Anwendung einer Varianzanalyse und
des Scheffe-Tests (Scheffe <0,05) nicht signifikant in der Anzahl befallener Bliten.

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 der Pilz in den anfalligen Genotypen bereits stark
innerhalb der Ahre ausgebreitet. Die resistenten und anfilligen Eltern der Populationen
unterscheiden sich deutlich hinsichtlich ihrer Ausbreitungsresistenz (Abb. 5). Diese
Unterschiede sind nach der Anwendung des Wilcoxon-Rangnummern-Tests signifikant. G16-
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. 5a). Bei Dream waren durchschnittlich 2,7 Ahrchen unterhalb der
Infektionsstelle infiziert und bei Lynx 6,8 (Abb. 5b). SVP72107 zeigte zum gleichen Zeitpunkt
1,8 Ahrchen und Capo 9 Ahrchen Ausbreitung (Abb. 5c). Bei allen resistenten Eltern gab es
jedoch vereinzelte Ahren, in denen sich der Pilz stark ausbreiten konnte. Das Muster der
Ausbreitung von F. graminearum in Ahren von SVP72017 unterschied sich stark von dem in
Ahren von G16-92 und Dream. In letzteren breitete sich die Infektion langsam von einer
infizierten Bliite auf das ganze Ahrchen und anschlieRend basipetal nacheinander von einem
Ahrchen auf das andere aus. In 65% der Ahren von SVP72017 hingegen blieb die Infektion
(iber den gesammten Beobachtungszeitraum von 21 Tagen auf eine Bliite oder ein Ahrchen
beschrankt. Auffallig war eine zudem eine starke lokale Verbrdunung der Rachilla, die in
anderen Genotypen nicht beobachtet werden konnte. Bei 14 % der inokulierten Ahren von
SVP72017 verbréunte 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. 5¢
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Abb. 5: Ausbreitung von F. graminearum innerhalb der Weizenahren.

5a: Ausbreitung in G16-92 und Hussar, 5b: Ausbreitung in Dream und Lynx, 5¢: 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 Pathogens F.

graminearum festgehalten. (Legende: Durchgezogene Linie: Median, +: Mittelwert)

Die Unterschiede in der Ausbreitung zwischen den jeweiligen Eltern einer Kartierungspopulation

sind nach dem Wilkoxon-Rangnummern-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 fur die Unterschiede in der Ausbreitungsresistenz zwischen den untersuchten
Genotypen

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

werden als Ausbreitung gewertet.

3.2. Expressionsanalyse
3.2.1. cDNA-AFLP-Analyse

Die cDNA-AFLP-Analysen der Genotypen Dream, Lynx, G16-92 und Hussar wurden mit den
Enzymsystemen Pstl/Msel und Sse83871/Msel mit jeweils 30 Primerkombinationen
durchgefuhrt. Da bei AFLPs mit dem Enzymsystem Sse83871/Msel lediglich zwei differentiell
exprimierte Banden gefunden werden konnten, wurden bei SVP72017 und Capo nur cDNA-
AFLP-Analysen mit Pstl/Msel durchgefiihrt, ebenfalls mit 30 Primerkombinationen. cDNA-
AFLP mit Pstl/Msel lieferten durchschnittlich 85 Banden und mit Sse83871/Msel ca. 55
Banden pro Gel. Insgesamt wurden bei Dream, Lynx, G16-92 und Hussar ca. 4000 Banden und
bei SVP72017 und Capo ca. 2500 Banden hinsichtlich der differentiellen Expression
untersucht (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse der cONA-AFLP-Analysen

Genotyp |Sse83871/Msel| Pstl/Msel Anzahl Banden | sequenzierte TDFs
G16-92 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

Insgesamt wurden 101 differentiell exprimierte cDNA-AFLP-Fragmente aus dem PAA-Gel
ausgeschnitten, kloniert und von jedem Fragment jeweils 3 Klone sequenziert. Dabei wurde
2.T. das gleiche TDF in verschiedenen Genotypen ausgeschnitten. Daher ist die Anzahl der
TDFs in Tabelle 6 geringer als die Anzahl der sequenzierten Fragmente. Insgesamt stammen 8

TDFs vom Pilz F. graminearum.

Capo

U 0 8 2432 48 7296, U 0 8 24 3248 72 96

UO0 8 24 3248 72 96

U 0 8 2432 4872 96

Abb. 7: Beispiele fur verschiedene Expressionsmuster von TDFs in AFLPs von SVP72017 und
Capo nach der Behandlung mit Wasser (H,O) oder einer Makrokonidiensuspension von F.
graminearum (Fusarium) im Zeitraum von 0 bis 96 Stunden nach der Inokulation

»U* bezeichnet eine unbehandelte Kontrollihre zum Zeitpunkt der Anthese.

(Legende: a = spate Hochregulierung im resistenten Genotyp, b = mittlere Hochregulierung im
resistenten Genotyp, ¢ = konstitutive Bande in beiden Genotypen, d = friihe Hochregulierung im
anfalligen Genotyp, e = in beiden Eltern hochreguliert, f = im resistenten Elter herunterreguliert,

g = genotypspezifische Bande, A= Ausfall im cDNA-AFLP,)
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3.2.2. Ergebnisse der BLAST-Analysen

Die Tabellen 6 und 7 zeigen eine Ubersicht tber die differentiell exprimierten TDFs nach der
Infektion mit F. graminearum. Die Sequenzen der TDFs wurden einer BLAST-Analyse in den
Datenbanken von NCBI (non-redundant (nr) und EST-Datenbank) und TIGR (wheat database:
Triticum aestivum transcript assemblies) unterzogen. In Tabelle 6 wurden die Fragmente
hinsichtlich ihres Expressionsmusters in der cDNA-AFLP-Analyse eingeteilt. TDFs, bei denen
BLAST-Treffer mit Genen bekannter Funktion mit einem E-value kleiner als e-05 gefunden
wurden, wurde der beste BLAST-Treffer eines bekannten Gens aufgefuhrt. Bei allen anderen
TDFs wird der Treffer mit dem kleinsten E-value angegeben. Die BLAST-Ergebnisse 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 BLAST-Ergebnis und dem E-value.
Gelb unterlegte TDFs werden 0-24 hai, turkis unterlegte 32-48 hai und pink unterlegte TDFs 72-96 hai zum ersten Mal reguliert.

VVon den mit * gekennzeichneten TDFs konnten genomische Sequenzen gewonnen werden.

Im resistenten Elter nach der Inokulation mit F.graminearum im Vergleich zur Kontrolle hochreguliert

TDF Primer  Genotyp GroRe (Bp)  BLAST-Ergebnis E-value
TDF_001* P65M54  Dream 182 NM00193922 Zea mays, spindle and kinetochore-ass. Protein 1 homolog 4.0e-22
TDF_005* S23M48  Dream 557 CV065800 Triticum aestivum,EST 8.0e-05
TDF_023* P64M58  G16-92 188 DQ923395.1 Triticum aestivum, LUE1 protein 8.0e-63
TDF_030 P72M60  SVP 168 TA84503_4565 Arabidopsis thaliana, Similarity to glucoserelated supressor protein 1.2e-28
TDF_031 P72M60  SVP 165 BQ608584 Triticum aestivum, Ribosomal protein 117 7.5e-24
TDF_032* P76M52  SVP 302 CJ595840 Triticum aestivum, EST (Stress response library) 1.3e-17
TDF_033 P76M52  SVP 203 BAD25014 Oryza sativa, putative coatomer complex subunit beta 2 (X) 7.0e-16
TDF_034 P76M52  SVP 187 BQ802767 Triticum aestivum,EST 7.2e-92
TDF_040 P72M60  SVP 170 X91347 Hordeum vulgare, UDP-glucose uridylyltransferase 4.0e-41
TDF_042* P70M50  SVP 208 CD879307 Triticum aestivum, EST 2.8e-07
TDF_048* P66M49  SVP 413 FJ535237 Triticum aestivum, UDP-Glycosyl transferase cultivar Wangshuibai 0
TDF_093 P66M55  Dream 237 ACG33621 Zea mays, ubiquitin-like protein SMT3 (X) 3.0e-21
TDF_107* P66M55  SVP 337 EU965935 Zea mays, ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isoenzyme L3 mRNA 1.0e-24
TDF_108* P66M55 SVP 376 unknown

TDF_118* P75M53 SVP 110 unknown

TDF_013* P66M49  G16-92 293 100281697 Zea mays, LOC 100281697 Ubiquinone biosynthesis ubiB 2.0e-99
TDF_017* P66M55 G16-92 249 unknown

TDF_019 P70M58  G16-92 319 CJ666769 Triticum. aestivum, EST 5.0e-123
TDF_020 P74M53  G16-92 145 DR740066 Triticum aestivum, putative lipid transfer protein 3.3e-27
TDF_088 P72M60  G16-92 583 EU960877 Zea mays, 40S ribosomal protein S9 mRNA 0
TDF_006 P65M54  G16-92 227 AF542974.1 Triticum aestivum, Emrl m RNA, complete cds 1.97e-29
TDF_016 P66M55  G16-92 245 DQ003612 Agropyron crisatum, pyrroline-5-carboxylate synthase mRNA 1.2e-64
TDF_029* P72M60  SVP 187 GQ165812 Triticum aestivum, BAC clone 205008 chromosome 4BL 5.0e-78
TDF_041* P64M58  SVP 315 CJ521041 Triticum aestivum, EST (Stress response library) 2.0e-13
TDF_103* P64M58  SVP 330 CD902327 Triticum aestivum, EST 2.8e-116
TDF_010 P65M54  G16-92 164 FGSG_07141.3 Gibberella zeae,importin subunit alpha 0
TDF_025 P64M58  SVP 277 FGSG_13336.2 Gibberella zeae, conserved hypothetical protein 0
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Im im resistenten Elter nach der Inokulation mit F. graminearum im Vegleich zur Kontrolle herunterreguliert

TDF Primer Genotyp GrolRRe (Bp) BLAST-Ergebnis E-value
TDF_024* P72M60 G16-92 145 TA63063_4565 Triticum auestivum, Spermidine Synthase 1 8.3e-22
TDF_049 P66M55 SVP 360 Cl647709 Triticum aestivum, EST 2.0e-99
TDF_090* P76M52 G16-92 157 unknown

TDF_091* P78M56 G16-92 428 CD9000558 Triticum aestivum, EST 0
TDF_134* P77M51 SVP 140 CD910653 Triticum aestivum, EST 7.0e-72
Im anfélligen Elter nach der Inokulation mit F. graminearum im Vegleich zur Kontrolle hochreguliert

TDF Primer Genotyp GrolRRe (Bp) BLAST-Ergebnis E-value
TDF_045* P69M59 Capo 142 BQ471108 Hordeum vulgare, EST 1.0e-13
TDF_064 P64M58 Capo 497 DQ923395.1 Triticum aestivum, LUE1 protein 9.0e-73
TDF_066 P70M58 Capo 309 TA97357_4565 Triticum aestivum, EST 3.1-63
TDF_076* P75M53 Capo 336 TA100375_4565 Oryza sativa, NPR1-like protein 5.1e-49
TDF_085 P73M60 Capo 308 AJ610294 Triticum turgidum EST 6.0e-124
TDF_102* P70M58 Capo 308 EU963212 Zea mays, cytochrome P450 CYP709H1 mRNA 3.0e-08
TDF_123 P70M50 Capo 253 EU957942 Zea mays, Nitrilase associated protein 1.0e-36
TDF_124 P70M50 Capo 250 unknown

TDF_008 P65M54 Hussar 310 TA76669_4565 Triticum aestivum, NADPH-thioredoxin reductase 1.2e-62
TDF_009* P65M54 Hussar 461 NP_001050367 Oryza sativa, COBRA-like protein 2 (X) 6.0e-71
TDF_135 P66M49 Hussar 134 CJ679452 Triticum aestivum, EST 6.0e-0.5
TDF_011 P65M54 Hussar 523 CK153346 Zea mays, Adenosine kinase 5.9e-111
TDF_018* P70M58 Hussar 309 CJ666769 Triticum aestivum, EST 4.0e-107
TDF_047* P74M53 Capo 600 AK335458 Triticum aestivum, EST 0
TDF_075 P70M50 Capo 336 TA59938_4565 Oryza sativa, Putative heat shock protein HSP 70 7.5e-65
TDF_101* P70M58 Capo 343 TA77479_4565 Triticum aestivum, putative 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 Eltern nach der Inokulation mit F. graminearum im Vegleich zur Kontrolle hochreguliert

TDF Primer Genotyp Grole (Bp) BLAST-Ergebnis E-value
TDF_003* S14M51 Dream, Lynx 272 TA84259_4565 Triticum aestivum, 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase 3.0e-55
TDF_027* P70M58 SVP, Capo 171 AF326781 Triticum monococcum, BAC clone 2.6e-34
TDF_043* P78M56 SVP, Capo 282 AM502866 Triticum aestivum, MIKC-type MADS-box transcription factor 3.0e-139
TDF_044 P69M59 SVP;Capo 151 unknown

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

TDF_110  P69M59 SVP, Capo 151 FJ904941 Secle cereale, BAC clone 9.0e-19
TDF_111* P70M50 SVP, Capo 208 CD879307 Triticum aestivum, EST 3.0e-07
TDF_112* P70M50 SVP, Capo 204 CV780442 Triticum aestivum, EST 2.6e-109
TDF_135 P69M59 G16-92, Hussar 505 X58394 Triticum aestivum, mRNA for Thaumatin-like protein 0
TDF_136  P69M59 G16-92, Hussar 513 CV777807 Triticum aestivum, EST 0
TDF_065 P70M58 SVP, Capo 328 unknown

TDF_035 P76M52 SVP, Capo 184 DV487417 Brachypodium distachium, EST 6.1e-14
TDF_092 P64M58 Dream, Lynx 263 unknown

TDF_114* P72M60 SVP, Capo 146 AF347064 Triticum aestivum, sucrose phosphate synthase 3.0e-66
TDF_132 P76M52 SVP, Capo 260 U7686 Triticum auestivum, beta tubulin5 (Tubb5) mRNA 2.0e-78
TDF_038* P66M51 SVP, Capo 204 BE423469 Triticum aestivum, EST (Endosperm library) 3.6e-39
TDF_104 P66M51 SVP, Capo 255 CJ578951 Triticum aestivum, EST 2.1e-36
TDF_105 P66M51 SVP, Capo 257 DR733830 Triticum aestivum, EST 1.3e-31
TDF_117* P74M53 SVP, Capo 646 DY761352 Triticum aestivum, EST 0
TDF_137 P72M60 Dream, Lynx 142 CJ719569 Triticum aestivum, EST 1.6e-26
TDF_138 P72M60 Dream, Lynx 156 AF347066 Triticum aestivum, truncuated sucrose-phopspahte synthase 4 mRNA 6.0e-58
TDF_015 P66M55 G16-92, Hussar 521 FGSG_02141.3 Gibberella zeae, predicted protein 0
TDF_036 P76M52 SVP, Capo 102 FGSG_002446.2 Gibberella zeae, conserved hypothetical protein 2.2e-29
TDF_037 P66M55 SVP, Capo 252 FGSG_10503.2: Gibberella zeae, hypothetical protein similar to SNF7 family protein 0
TDF_089 P72M60 G16-92, Hussar 144 FGSG_05183.3 Gibberella zeae, glutathione reductase 0
TDF_133 P76M52 G16-92, Hussar 265 XM387394 Gibberella zeae, PH1 hypothetical protein 7.4e-144
TDF_165 P66M51 G16-92, Hussar 272 FOXG_04919.2 Fusarium oxysporum, charged multivesicular body protein 0
TDF_166 P64M58 G16-92, Hussar 266 FGSG_10320.3 Gibberella zeae, methionine aminopeptidase 0
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Genotypspezifische Banden

TDF Primer Genotyp Grole (Bp) BLAST-Ergebnis E-value
TDF_046 P69M59 SVP, Capo 89 AY679115 Triticum aestivum, Gigantea 3 4.9e-37
TDF_022* P70M50 Hussar 366 X87686 Triticum aestivum, mRNA for WIR1, pathogen defense protein 6.9e-86
TDF_086 P70M50 G16-92, Dream 428 BADS1322 Oryza sativa, Target of myb-like (X) 3.0e-11
P70M50 Hussar, Lynx 414
TDF_095* P72M20 Dream, G16-92 252 C1820422 Triticum aestivum, EST 2.9e-26
TDF_096 P72M20 Dream 253 EEF41115 Ricinus communis, importin beta-2 putative (X) 1.0e-31
Dream, G16-92,
TDF_097* P72M20 Lynx 254 CK165903 Triticum aestivum, EST 4.1e-71
TDF_113 P72M20 SVP 253 CJ631508 Triticum aestivum, EST 1.0e-124
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Tabelle 7: Zuordung von TDFs mit Ahnlichkeit zu Genen mit bekannter Funktion in funktionale

Gruppen. Die Einteilung erfolgte mittels Literaturrecherche.
Gelb unterlegte TDFs werden 0-24 hai, turkis unterlegte 32-48 hai und pink unterlegte TDFs 72-
96 hai zum ersten Mal reguliert

TDF | BLAST | E-value
Stress

TDF_008 TA76669_4565 Triticum aestivum, NADPH-thioredoxin reductase 1,2e-62
TDF_016 DQ003612 Agropyron crisatum, pyrroline-5-carboxylate synthase mRNA 1.2e-64
TDF_075 TA59938_4565 Oryza sativa, Putative heat shock protein HSP 70 7.5e-65
TDF_024 TA63063_4565 Triticum aestivum, Spermidine synthase 8.3e-22
Abwehr

TDF_101 TA77479_4565 Triticum aestivum, putative Cytochrom P450 2.5e-66
TDF_102 EU963212 Zea mays, cytochrome P450 CYP709H1 mRNA 3e-08
TDF_135 X58394 Triticum aestivum, mRNA for Thaumatin-like protein 0
TDF_020 DR740066 Triticum aestivum, putative lipid transferprotein 3.3e-27
TDF_022 X87686 Triticum aestivum, mRNA for WIR1, pathogen defense protein 6.9e-86
Signaltransduktion

TDF_043 AM502866 Triticum aestivum, MIKC-type MADS-box transcription factor 3e-139
TDF_046 AY679115 Triticum aestivum, Gigantea 3 4.9e-37
TDF_076 TA100375_4565 Triticum austivum, NPR1-like protein 5.1e-49
TDF_006 AF542974.1 Triticum aestivum, Emrl m RNA, complete cds 1.97e-29
Zellzyklus, Zytoskelett, Zellwandsynthese

TDF_001 NMO00193922 Zea mays, spindle and kinetochore-ass. Protein 1 homolog 4e-22
TDF_003 TA84259_4565 Triticum aestivum, 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase 3e-55
TDF_023 DQ923395.1 Triticum aestivum, LUE1 protein 8e-63
TDF_064 DQ923395.1 Triticum aestivum, LUE1 protein 9e-73
TDF_132 U7686 Triticum auestivum, beta tubulin5 (Tubb5) mRNA 2e-78
TDF_009 NP_001050367 Oryza sativa, COBRA-like protein 2 (X) 6e-71
TDF_096 EEF41115 Ricinus communis, importin beta-2 putative (X) le-31
Transport

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

TDF_040 X91347 Hordeum vulgare, UDP-glucose uridylyltransferase 4e-41
TDF_048 FJ535237 Triticum aestivum, UDP-Glycosyl transferase cultivar Wangshuibai 0
Posttranslationale Proteinmodifikation

TDF_093 ACG33621 Zea mays, ubiquitin-like protein SMT3 (X) 3e-21
TDF_107 EU965935 Zea mays, ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isoenzyme L3 mRNA le-24
Metabolismus/Photosynthese

TDF_030 TA84503_4565 Arabidopsis thaliana, Similarity to glucoserelated supressor protein 1,2e-28
TDF_123 EU957942 Zea mays, Nitrilase associated protein le-36
TDF_013 100281697 Zea mays, LOC 100281697 Ubiquinone biosynthesis ubiB 2e-99
TDF_114 AF347064 Triticum aestivum, sucrose phosphate synthase 3e-66
TDF_011 CK153346 Zea mays, Adenosine kinase 5.9e-111
TDF_138 AF347066 Triticum aestivum, truncuated sucrose-phopspahte synthase 4 mRNA 6e-58
Protein Biosynthese

TDF_088 EU960877 Zea mays, 40S ribosomal protein S9 mRNA 0
TDF_031 BQ608584 Triticum aestivum, Ribosomal protein 117 7,5 e-24
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3.3. Rickkartierung der differentiell exprimierten TDFs in bestehende
QTL-Karten

Die Integration in bestehende genetische QTL-Karten ist eine wichtige Moglichkeit, die durch
cDNA-AFLP-Analyse identifizierten, differentiell exprimierten Kandidatengene zu validieren.
Hierzu wurden spezifische Primer fur jedes TDF abgeleitet und mit diesen Primern eine PCR
durchgefihrt, wobei die genomische DNA des jeweils resistenten und anfalligen Elters einer
Population als Template eingesetzt wurde. Das Ziel war es hierbei Sequenzpolymorphismen
zwischen den Kreuzungseltern zu finden, aus denen Marker fur das Kandidatengen entwickelt
werden kénnen. Anhand dieser Marker konnen die Kandidatengene in bestehende genetische

Karten rickkartiert werden.

Von den 87 differentiell exprimierten Weizen-TDFs wurden 42 erfolgreich mit genomischer
DNA in den jeweils resistenten und anfélligen Eltern der Kartierungspopulationen amplifiziert
und sequenziert. Von den 42 sequenzierten genomischen PCR-Produkten zeigten 5
Sequenzpolymorphismen zwischen den Eltern von Kartierungspopulationen. Bei den dbrigen
37 PCR-Produkten 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 (Blast-Ergebnis: CJ595840/Triticum aestivum, EST; E-value 1,3e-17) wurde in
cDNA-AFLPs des resistenten Elter SVP72017 bereits kurz nach der Inokulation mit F.
graminearum (0 und 8 hai) als hochreguliert identifiziert. Von der Sequenz des TDFs wurden
Primer abgeleitet, welche in einer PCR zusammen mit genomischer DNA von SVP72017 und
Capo eingesetzt wurden. Bei der Auftrennung des PCR-Produktes auf einem 2% Agarosegel
erhalt man zwei Banden (Abb. 8a), eine kleinere Bande mit einer GréRe von ca. 750Bp und
eine groRere Bande mit ca. 880 Bp in SVP und 980 Bp in Capo. Die Banden mit ca. 880 und
ca. 980 Bp Lange zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung mit der Sequenz von TDF_032 und
enthalten grof3e Intronbereiche (ca. 75% des sequenzierten Fragments). Der GrolRenunterschied
zwischen den Banden in SVP72017 und Capo beruht auf einer 108 Bp groRen Deletion in der
Sequenz von SVP72017 (Abb. 8b). Diese befindet sich nicht im codierenden Bereich des
amplifizierten Fragmentes, da in diesem Abschnitt des sequenzierten PCR-Produktes keine
Ubereinstimmung in der Basenabfolge mit der cDNA-Sequenz von TDF_032 besteht.
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Nachdem die PCR fir TDF_032 mit genomischer DNA von 10 Winterweizengenotypen
(Solitar, Travix, History, Rubens, G16-92, Hussar, Dream, Lynx, SVP72017, Capo)
durchgefuhrt wurden, zeigte sich, dass von TDF_032 mindestens drei Allele vorkommen und
von den getesteten Eltern nur Capo die Bande bei 980 bp besitzt. Solitér, Rubens, G16-92,
Hussar und Dream zeigen eine Bande bei ca. 1500 bp, die auf einer groferen Insertion,
ebenfalls im nicht-kodierenden Bereich des Gens, beruht. Travix, History und Lynx hingegen
zeigen die gleiche Bandengrolie wie SVP 72017 (Abb. 8b). Der Polymorphismus wurde in der
Population History/Rubens auf Chromosom 5A im Abstand von 2 ¢cM vom AFLP-Marker
XP7661-461 und 10 cM vom Microsatelliten Xgwm 617-5A Kkartiert (Abb. 9¢). Weder in der
Population History/Rubens noch in Sngh3559/SVP72017 befindet sich in dieser Genomregion
ein QTL fir Fusariumresistenz. Von den Eltern der Population Renan/Recital, die in diesem
Abschnitt von Chromosom 5AS einen QTL flr Resistenz gegeniber F. culmorum besitzen,
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 TTTGCTATGTCAATATAATTCTATGAATTATATATTTCTTCCTGGAGAGTAACCTGTGTA 790
TDF_032_3 Capo TTTGCTATGTCAATATAATTCTATGAATTATATATTTCTTCCTGGAGAGTAACCTGTGTA 900
************************************************************
TDF_032_3_SVP ATCTTTGARAGCAGCCTCAGCTTCGTGTTTATGETCTCTCAGCTICGTGTTTATGGTGCG 850
TDF_032_3_Capo ATCTTTGARAGCAGCCTCAGCTTCETGTTTATGETCTC--AGCTTCGTGTTTATGGTGCG 958
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 32—H— XTDF_032
TDF_032_3_SVP GCTGCGTGGAAGCCAGTGCS 870 34—— XP7661-461.AHS

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

********

Abb. 8: Kartierung 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 grofRen Deletion im Intron-Bereich des Gens (Abb. 8b). In der
Population History/Rubens konnte TDF_032 auf Chromosom 5A kartiert werden (Abb. 8c)
(Karte: Holzapfel et al. 2008).

TDF_103

TDF_103 (BLAST-Ergebnis: CD902327, Triticum aestivum, EST; E-value 2.8 e-116) wurde in
cDNA-AFLP-Gelen von SVP72017 72 Stunden und 96 Stunden nach der Inokulation mit F.
graminearum als hochreguliert identifiziert. Von der Sequenz des TDF_103 wurden
spezifische PCR-Primer abgeleitet und mit diesen eine PCR durchgefiihrt, bei der genomische
DNA von SVP72017 und Capo als Template eingesetzt wurde. Das entstandene PCR-Produkt
besitzt eine L&nge von ca. 600 Bp. Die Sequenzierung dieses PCR-Produkts zeigte, dass
innerhalb der Sequenz ein 48 Bp langer Abschnitt 11 Mal hintereinander wiederholt wird und
somit ein ,,Tandem Repeat* vorliegt. Bei Bp 502 befindet sich in der letzen amplifizierten

Wiederholung ein SNP zwischen den Sequenzen von SVP72017 (T) und Capo (C), der
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innerhalb einer Schnittstelle des Restriktionsenzyms Taql liegt (Abb. 9b). Durch den
Restriktionsverdau mit Taql wird das PCR-Produkt von Capo 17 Mal geschnitten und das
PCR-Produkt von SVP72017 nur 16 Mal. Im PCR-Produkt von SVP72017 bleibt hierbei ein
ca. 130 Bp langes Stiick intakt, wéhrend in jenem von Capo das gesamte amplifizierte
Fragment von Taql in Stiicke von maximal 70 Bp geschnitten wird. Nach der Auftrennung auf
einem 2% Agarosegel erkennt man somit bei SVP 72017 eine Bande bei 130 Bp (Abb. 9a).

Angewandt auf ein Testsortiment von 10 Winterweizengenotypen (Solitér, Travix, History,
Rubens, G16-92, Hussar, Dream, Lynx, SVP72017, Capo) zeigte sich, dass auch Travix,
History, Rubens und G16-92 die 130 Bp Bande nach Tagl-Verdau besitzen, wahrend das
gleiche PCR-Produkt in Solitdr, Hussar, Dream und Lynx entsprechend der Sorte Capo
geschnitten wird. Der von TDF_103 abgeleitete SNP-Marker konnte in der Population
Solitar/Travix in eine Kopplungsgruppe auf Chromosom 4B kartiert werden (Abb. 9c¢) (Karte
von Holzapfel et al. 2008). Eine Validierung der Expression durch quantitative Real-time PCR
war nicht moglich, da aufgrund des ,,Tandem Repeats keine spezifischen Primerpaare

gefunden werden konnten.

9a

9c
Chromosom4BS
Population Solitar/Travix

cM

0 —f+— XP6856-259.HRS
7 Xcfd39-4B
15 XP7360-096
5103 C CTCGAGGACTICTGCAATGCAGAGTCATTTIGCATCGATTITCTCTARCCCTCARGGACTIC 480
5103_5 CTCGAGGACTICTGCAATGCAGAGTCATTIGCATCGATTITCTCTARCCCTCARGGEACTIC 379
* * * * * * * T
3103.C TGCRATGCAGRGTCRATTIT TCGATTICTCTARTCCTICTTCCTAGTGETTIGETTGCTC 540
31033 TGCRATGCAGRGTCRATTIT TTGRTTICTCTARTCCTICTITCCTAGTGETTIGETTGCTIC 439
* * * & kfrkukk * * EET
25 Xgwm540-4B
3103.C TCITCTARGGGRRCRRCCACTGCCTCTGGETGEETAGRCIG----— 580 27 — | — xP6856-231
31033 EGICIA.EGGGA&C}:ACC&(IECCICIG{:EEE{:EC&ESEC&IIA 434 28 XP7661-381.HRS
29 —OU— XTDF_103

Xgwm368-4B



Ergebnisse 54

Abb. 9: Kartierung von TDF_103 (unbekannte Funktion)

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

TDF 102 (putatives Cytochrom P450)

TDF_102 (BLAST-Ergebnis: Zea mays, Cytochrome P450 CYP709H1 mRNA, E-value: 3e-
08) wurde in cDNA-AFLPs von Capo zu den Zeitpunkten 24, 48, und 72 Stunden nach der
Inokulation mit F. graminearum als hochreguliert identifiziert. Eine PCR mit Primern, die von
der Sequenz von TDF_102 abgeleitet wurden, ergaben bei getesteten Annealing-Temperaturen
von 52-62 °C nur bei dem Einsatz genomischer DNA von Capo als Template ein PCR-Produkt
von ca. 200 Bp. Die Testung der 10 Winterweizengenotypen (Solitar, Travix, History, Rubens,
G16-92, Hussar, Dream, Lynx, SVP72017, Capo) mit dem Primer Cgram102 zeigte, dass
Solitér, Travix, Rubens, G16-92, Dream und Lynx, nicht aber History und Hussar, die Bande
bei 200 Bp zeigen (Abb. 10a). Die Testung eines weiteren Primerpaares fiihrte zu der
Schlussfolgerung, dass in der  Primerbindungsstelle  von  Cgram102  ein

Sequenzpolymorphismus zwischen verschiedene Winterweizengenotypen bestehen muss.

TDF_102 kartiert in der Population History/Rubens in eine Gruppe von 8 AFLP Markern auf
Chromosom 2B (Abb. 10b). 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 phénotypischen Varianz des Fusariumbefalls erklart (Holzapfel 2009). Donor des

Fusarium-Resistenz-Allels ist die Sorte History.
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Abb. 10a: Dominanter PCR Marker (Primer: Cgram102), der fur die Kartierung von TDF_102
auf Chromosom 2BS (Abb. 10b) in der Population History/Rubens (Karte: Holzapfel 2009)
verwendet wurde.

TDF_076

TDF_076 (BLAST-Ergebnis: TA100375_4565, Triticum aestivum, NPR1-like protein; E-value
5.1e-49) wurde in cDNA-AFLPs der Sorte Capo 8, 24 und 32 Stunden nach der Inokulation
mit F. graminearum starker exprimiert als in den entsprechenden wasser-behandelten
Kontrollproben. Um ein langeres Produkt sequenzieren und damit die Mdglichkeit erh6hen zu
konnen, einen Sequenzpolymorphismus zwischen den Eltern der Kartierungspopulationen zu
finden, wurde bei der Primergenerierung der F-Primer auf die Sequenz von TDF_076 und der
R-Primer auf die Sequenz (TA100376_4565, TIGR-Datenbank) mit dem besten BLAST-
Ergebnis aus der Datenbankrecherche gelegt. Diese Sequenz besitzt eine sehr gute
Ubereinstimmung mit TDF_076, ist jedoch um 480 Bp langer. Durch eine PCR mit diesen
Primern (Cgram0Q76_3, Tabelle 3) und genomischer DNA verschiedener Weizengenotypen
konnte ein PCR-Produkt von ca. 1400 Bp L&nge gewonnen werden. Die Sequenzierung des
entsprechenden PCR-Produktes in den Weizen SVP72017, Capo, G16-92, Hussar, History,
Rubens, Inspiration, Sngh3559, Renan und Recital zeigte, dass sich in dem amplifizierten

Genfragment drei Deletions-/Insertions-Polymorphismen zwischen den Sorten befinden. Zwei
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dieser Polymorphismen liegen innerhalb der Intron-Bereiche des Gens und flhren daher mit
hoher Wahrscheinlichkeit nicht zu Veranderungen in der Aminosaureabfolge des Proteins. Der
dritte Polymorphismus (Abb. 11a) liegt jedoch in einem Bereich, in dem die cDNA-Sequenz
von TDF_076 mit der genomischen Sequenz des PCR-Produktes ibereinstimmt und liegt daher
im codierenden Bereich des Gens. Um die Polymorphismen gut auf dem PAA-Gel auswerten
zu konnen, wurden weitere Primerpaare (Cgram076_4, Cgram076_5, Cgram_076_7; Tabelle
4) abgeleitet, um kirzere PCR-Produkte zu erhalten (Abb. 11b-c). Die Testung eines
Sortiments aus 163 Winterweizensorten mit den 3 INDEL-Markern ergab, dass mit diesen
mindestens 4 Allele des NPR1-like Gens nachgewiesen werden kdnnen, welche sich in den
Kombinationen dieser Insertionen unterscheiden. Dabei besitzen 16,5 % der Sorten die
gleichen INDEL-Kombinationen wie SVP7217, Inspiration und G16-92, 21,5% wie Sngh3559,
Lynx und Recital, 60% wie Capo, Renan und Dream, 2,5% besitzen eine weitere Kombination.
Eine Varianzanalyse ergab, dass sich die Gruppen mit gleichem NPR1-Allel hinsichtlich des
mittleren Fusariumbefalls aus Daten von 4 Umwelten nicht signifikannt unterscheiden. Das
Testsortiment sowie die mittleren Befallsdaten wurden von Dr. M. Schmolke (TU-Minchen)

zur Verfugung gestellt.

TDF_076 wurde in der Population History/Rubens auf Chromosom 2AL 1cM vom
Microsatelliten Xgwm 382-2A Kartiert (Karte Holzapfel et al. 2008). In der Population
Sngh3559/SVP72017 konnte TDF_076 ebenfalls auf Chromosom 2AL Kartiert werden (Abb.
12). Dort colokalisiert TDF_076 mit einem QTL fir Ahrenfusarioseresistenz, der von
SVP72107 vererbt wird. In der QTL-Analyse, erkléart der Marker 2-14% der phé&notypischen
Variation (Groth, nicht publiziert). SVP72017 und Inspiration zeigen im sequenzierten Bereich
des NPR1-like Gens keine Sequenzunterschiede. In dieser Population wurde auch kein QTL fir

Fusariumresistenz auf Chromosom 2AL detektiert.
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Abb. 11: PCR-Produkte von genomischer DNA bei Einsatz der Primer Cgram076 4,
Cgram076_5 und Cgram076_7 (Abb. 10b-d). Der Auftrag der PCR Produkte auf einem 5% PAA
Gel zeigt die drei Insertions-/Deletions-Polymorphismen in TDF_076 (NPR1-like protein). Der

Marker CO076_4 wurde zur Kartierung in den Populationen History/Rubens und
Sngh3559/SVP72017 (Abb. 12) verwendet und amplifiziert einen 5Bp Deletion im codierenden
Bereich des Gens (Abb. 11a).
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Abb. 12: Kartierung von TDF_076 in der Population Sngh3559/SVP72017. Die QTL-Analyse
zeigt, dass der Peak der LOD-Kurve eines QTL fur Fusariumresistenz genau bei TDF_076 liegt.
(Multiple Intervall Mapping mit Multi-QTL: J. Groth, persénliche Mitteilung).

WIR1-Gene

TDF_022 (BLAST-Ergebnis: X87686, Triticum aestivum, mRNA fur WIR1, pathogen defense
protein; E-value: 6.9 e-86) ist in cDNA-AFLP-Gelen von Hussar als konstitutive, gleich starke
Bande zu allen Zeitpunkten zu sehen. Das TDF aus Hussar wurde sequenziert und basierend
auf der cDNA-Sequenz Primer (Hgram022, Tabelle 4) abgeleitet. Nach der Sequenzierung des
entstehenden PCR-Produkts konnte ein Insertions-/Deletions-Polymorphismus zwischen G16-
92 und Hussar nachgewiesen werden (Abb. 13b). Durch die Auftrennung des PCR-Produktes
auf einem PAA-Gel war dieser Polymorphismus als Bande bei 290 Bp in G16-92 und 300 Bp
bei Hussar sichtbar und direkt als Marker zur Kartierung von TDF_022 verwendbar. VVon den
getesteten Eltern der Kartierungspopulationen besitzt nur History das gleiche Allel wie Hussar
(Abb. 13a). Die ubrigen Genotypen besitzen die Bande bei 290 Bp wie G16-92. Der
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Insertionspolymorphismus befindet sich im codierenden Bereich des Gens, da die cDNA-
Sequenz des TDF_022 mit der gDNA-Sequenz im analysierten Bereich Ubereinstimmt.

TDF_022 konnte in der Population G16-92/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 Kkartierte TDF_022 jedoch auf Chromosom 5D. Aufgrund dieser
widerspruchlichen Ergebnisse wurden weitere Mikrosatellitenmarker in die Karte von G16-
92/Hussar aufgenommen, die auf Chromosom 5D liegen. Xcfd81, der auf Chromosom 4D oder
5D liegen kann, kartiert 2cM von TDF_022 entfernt (Abb. 13c). Durch die Analyse von
nullitetrasomen Linien von Chinese Spring konnte TDF_022 eindeutig Chromosom 5D

zugeordnet werden.

Neben TDF 022 wurden 3 weitere WIR1-Sequenzen (Ta.22732.S1 at, Ta.97.1.S1 at,
Ta.97.2.S1_at) auf Sequenzpolymorphismen zwischen den Eltern der Populationen untersucht.
Hierbei wurden Probesets des Affimetrix 61 K Micorarrays ausgewahlt, der von den
Kooperationspartnern der Universitat Giessen fiir Expressionsanalysen von Dream und Lynx
nach der Inokulation mit F. graminearum verwendet wurde. Die WIR1-EST-Sequenzen
konnten durch eine Key-Word-Suche auf der Harvest-Website ermittelt (C. Wagner und
M.Rhiel, personliche Mitteilung) und zur weiteren Analyse und Bearbeitung Uberlassen
werden. Die Sequenzen aller 4 WIR1-Genfragmente sind zwischen den Eltern der
Kartierungspopulationen polymorph und konnten daher in die bestehenden Karten der
Dream/Lynx bzw. der G16-92/Hussar Population integriert werden. G16-92 und Hussar zeigen
in der genomischen Sequenz des als WIR1b annotierten Probesets Ta.97.1.S1 at 3 SNP-
Polymorphismen (Abb. 13b). Fur den in der Abbildung gekennzeichneten SNP wurde zur
Genotypisierung der Linien ein Pyrosequencing-Assay erstellt (Abb. 13c). Ta.97.1.S1 at
konnte so in der Population G16-92/Hussar in 1 ¢cM Abstand zu TDF_022 auf Chromosom
5DS kartiert werden.



Ergebnisse 60

5 13d
N
=2 lFe | & Chromosom5DS
GRSl S e ¢
Q2| »n]o G16-92/Hussar
& .
cM
0,0 XS2512-343
1,7 XTa.97.1.S1_at
- 2,7 XTDF_022
3,7 Xcdf8l
46 XS1624-330
13b 10,0 Xgwm159
IDF 022 Gl6-52 CRCCGECTGEIGGCCRACCCTARGTRAAGRACGTARGATGCACCCGCCCGCECCERAGRCCCC 93
TDF_OZ _iussar CACCGGCTGGIGGCCRACCCTARGTRAR ——————— GATGCACCCGCCCGCGCCGAGRCCCC 113
———————————————————— —————————————————————
TDF_OZE_GlG*QZ GCICCCCCRRRRATARTGCRARGGATCGATCGRATATATATETA—————————————————— 134 14.6 ngvm293A
IDF 022 Hussar GICCCCCARARATALTGCAAGGATCGATCGATATATATGTAACTGAACAACGGCCTAGAT 173 !
————————————————————
IDF 022 Gl6-52 ——-TATACTATATGCATGCATGCACGCATGCCTCCGRACGTGTCTATGCGRAGTTATTCTAT 191
TDF_OEZ_HussaI GCATATACTATATGCATGCATGCACGCATGCCTCCGACGTGTCTATGCGAGTTATTCTAT 233
TDF_02 IGCCATGCATCACCTTATACICMWARAC 219
TDF_02 IGCCATGCATCACCITATAC-——-———— 253
o ———————— 21,0 XP6852-711
13c
T2.97.1.51_Glé&-32 ACRGCTCCETCTGTICTIGEAGCCGCCETCCRCGRCGCCGCCACCTCAGGTCAGTCGTCGE 120
T2.97.1.51_Hussar ACRGCTTCETCTGICTIGEAGCCGCCGTCCRCGRCGCCGCCACCTCAGGTCAGTCGTCOGE 118

T

T2.97.1.51_Glé&-32 CGGTIGICCGTICATTITICCTCATTITIGTAATIGATTAACTIGTTATACATGCTGACCIC 180
T2.97.1.51_Hussar ACGGTIGTCCGTITCATITCCTCATITTIGTAATTGATTAACTIGTTATACATGCTGACCTC 178
BEKE AR AR AR AR R AR AR R AR R AR AR R AR AR R A R AR R R R ARk Rk hh

T2.97.1.51_Glé&-32 GACCTGCTGRATAACGTCCGTCCATGGTITCOCE CGETGCTCTCGACCCTA 240
T2.97.1.51_Hussar GACCTGCTGRATAACGTCCGTCCATGGTITCOCE CGETGCTCTCGACCCTA 238
FEKEER AR AR AR AR AR IR AR AR AR R kA AR AR AR AR R Ak A R
T2.97.1.51_Glé&-32 ACGTCCCTGCTGTTCOGACGCCGEEOGETGCOGETCAACCCTACACCGGOCGTIGEETECC 300
T2.97.1.51_Hussar CGICCCTGCTGTTCCGACGCCGEGCGETGCTGETCARCCCTACACCGGOCGTGEGTGCC 298

hkhhkhkhhkhhhhhh kb kb kb Rk hkhh A bbb bbbk kb kbbb hh s

T2.97.1.51_Glé&-392 GCACAGTTTATGGATGTARACCACCEGCGGGTAGCCAGCOCTARTTACATCOGOGCGCAG 3460
T2.97.1.51_Hussar GCACAGTTTATGGATGTARACCACCEGCGGGTAGCCAGCCCTARTTACATCOGCACGCAG 358
hhkhkhhhhhhhhhhdkhhh kb hkhhhhhhhhh kb hkhhhhh hhhhhh hhk ok

7

5

Ia.97.1.51_Gle-32 CCCCRTCTCCCRGRCACRATGCTIGR
Ia.597.1.51 Hussar ACCCCRATCTCCCAGRCACRRTGCTTIGR
khkkkkkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhd

38
38
Hussar G16-92

AA [elle]
3005 PR TRSSPTY ER—
\ \ Jk \ x\_ﬁ
100 £ — e 100 i -

ESTGAGCACGT ES TGAGCACGT

2007

Abb. 13: Polymorphismen zwischen G16-92 und Hussar innerhalb der WIR1-Sequenzen
TDF_022 und Ta.97.1.S1_at und deren Integration in die genetische Karte der Population G16-
92/Hussar.
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Abb. 13b: INDEL-Polymorphismus Dream innerhalb der Sequenz von TDF_022 von G16-92 und
Hussar, der mit von TDF_022 abgeleiteten Primern zu einem PCR-Produkt unterschiedlicher
Grole fuhrt (Abb. 13a). Innerhalb der Sequenz Ta.97.1.S1_at besitzen G16-92 und Hussar drei
SNPs, wobei der markiere SNP (Abb. 13c) fir die Genotypisierung der RILS der Population G16-
92/Hussar mit Hilfe von Pyrosequencing verwendet wurde. Abb. 13c zeigt die Pyrogramme der
Pyrosequenzierung von G16-92 und Hussar. Beide WIR1-Gene konnten in der Population G16-
92/Hussar auf Chromosom 5B/D kartiert werden (13d) (Karte: Schmolke et al. 2008).

Ta. 97.2.51_x_at und Ta.22732_x_at sind beide als WIR1a-Gene annotiert. Fir Ta.22732_x_at
wurden Primer (WIRII_2) abgeleitet,wo bei Einsatz von genomischer DNA von Lynx als
Template ein PCR-Produkt von 460 Bp amplifizieret werden konnte, nicht, aber wenn
genomische DNA von Dream eingesetzt wurde. Die Ergebnisse der Testung weiterer
spezifischer Primerpaare (S.37) legen die Vermutung nahe, dass sich innerhalb der
Primerbindungsstelle der Primer WIRII_2 ein Sequenzpolymorphismus zwischen Dream und

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

Der SNP zwischen Dream und Lynx in der WIR1-Sequenz Ta.97.2.S1_x_at (Abb. 14b) wurde
von Markus Rhiel (Universitat Giessen) Uber Sequenzierungsanalysen gefunden und uns
mitgeteilt. Dieser SNP liegt nicht im kodierenden Bereich des Gens (M. Rhiel, personliche
Mitteilung). Flr die Genotypisierung der Linien der Population Dream/Lynx wurde ein

Pyrosequencing Assay erstellt (Abb. 14c).

Anhand der oben beschriebenen Marker fur Ta.22732_x_at und Ta.97.2.S1 x_at konnten die
beiden WIR1a-Sequenzen auf Chromosom 7BS der Population Dream/Lynx Kartiert werden.
Sie colokalisieren mit einem QTL fur Fusariumresistenz, dessen Vertrauensintervall sich nach
Single Intervall Mapping (Plab QTL) von Ta.97.2.S1_x_at bis XP7260-156 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 flr einen dominanten Marker entwickelt (Abb. 13a). Anhand
dieses Markers konnten Linien der 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.S1 x at befindet sich zwischen Dream und Lynx ein SNP (Abb. 14b) (M. Rhiel,
Universitat Giessen). Durch die Anwendung von Pyrosequencing konnten die Linien der
Population genotypisiert werden. Abb. 14c zeigt die Pyrogramme von Dream und Lynx.
Ta.97.2.51 x_at kartiert 3cM oberhalb von Ta.22732.S1 _at auf Chromosom 7BS. Beide WIR1-
Sequenzen liegen in einem QTL-Intervall fir Fusariumresistenz (Abb. 14d) (Karte Schmolke et
al. 2005).
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3.4. Ergebnisse der Real-time PCR

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse, die mit der cDONA-AFLP-Technik durchgefiihrt wurde,
wurden fur sechs TDFs mit quantitativer Real-time PCR validiert. Zusatzlich wurde die
Expression der drei WIR1-Gene uUberprift. Als besonders interessant fur diese weitere
Bearbeitung wurden TDFs erachtet, die entweder eine Ahnlichkeit mit Genen von interessanter
Funktion besitzen oder die in genetische Karten integriert werden konnten. Eine Validierung
der Ergebnisse ist sinnvoll, weil mit cDNA-AFLP-Analysen nicht die gleiche Sensitivitat wie

mit der quantitativen Real-time PCR erreicht werden kann.

Zudem kann es bei Sequenzpolymorphismen, welche die AFLP-Restriktionsschnittstellen
betreffen, zu Ausfallen von Banden im cDNA-AFLP kommen. Bei funf der untersuchten TDFs
stimmten die Ergebnisse von quantitativer Real-time PCR und cDNA-AFLP jedoch gut
Uberein. Die quantitative Real-time PCR wurde in drei technischen Wiederholungen mit cDNA
aus dem gleichen Pflanzenmaterial, das auch fur die cDNA-AFLP-Analysen verwendet wurde,
durchgefuhrt. Die Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR wurden unter der Anwendung
der Delta Delta Ct-Methode (Livack und Schmittgen 2001), einer relativen
Quantifizierungsmethode, auf das gleichmédBig exprimierte ,,Haushaltungsgen* Ubiquitin
sowie auf den Expressionslevel des zu untersuchenden Gens in wasser-behandelten
Kontrolldhren normalisiert. Alle Werte, die dabei > 1 sind, werden demnach im Vergleich zur
mock-Behandlung des gleichen Zeitpunktes hochreguliert, alle Werte < 1 entsprechend

herrunterreguliert.

Expression von TDF 032

TDF_032 ist in der cONA-AFLP-Auswertung des resistenten Elter SVP 72017 bereits kurz
nach der Inokulation mit F. graminearum (0 und 8 hai) zu sehen. Die Validierung der
Ergebnisse mit gantitativer Real-time PCR bestétigt dieses Expressionsmuster. Dieses TDF ist
in SVP72017 8 Stunden nach der Inokulation im Vergleich zur mock-behandelten 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 Proben nicht an. In Capo
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 konnte.
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Abb. 15: Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR von TDF_032 in F. graminearum
infizierten BlUtengewebe von SVP72017 (res.) und Capo (anf.).

Expression von TDF 102

In der cDNA-AFLP-Analyse von Capo ist TDF_102 24, 48 und 72 Stunden nach der
Inokulation hochreguliert. Die Validierung der Expression mit quantitativer Real-time PCR
zeigte, dass TDF_102 in Capo zu allen Zeitpunkten nach der Inokulation starker exprimiert
wird als in den jeweiligen Kontrollahren (Abb. 16). Besonders stark ist die Hochregulation
zum Zeitpunkt 72 hai, wobei es ca. 10 Mal stérker exprimiert wird als in der Kontrolle. In
SVP72017 ist dieses Gen zu allen anderen untersuchten Zeitpunkten nach der Infektion mit F.
graminearum herunterreguliert. Somit stimmt das Expressionsmuster aus den cDNA-AFLP

weitgehend mit den Ergebnissen der quantitativen Real-time PCR Uberein.

Relative Expression von TDF_102 (putatives Cytochrome P450)
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Abb. 16: Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR von TDF_102 in F. graminearum
infizierten Blutengewebe von SVP72017 (res.) und Capo (anf.).
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Expression von TDF 076

TDF_076 wird in cDNA-AFLPs von Capo 8, 24 und 32 Stunden nach der Inokulation mit F.
graminearum hochreguliert. Die Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR zeigten, dass
TDF_076 sowohl in Capo als auch in SVP72017 nach der Inokulation mit F. graminearum
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 G16-92 und Hussar gemessen. In G16-92 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 Real-time PCR von TDF_076 in F. graminearum
infizierten Bllutengewebe von G16-92 (res.) und Hussar (anf.) (Abb. 16a) sowie von SVP72017
(res.) und Capo (anf.) (Abb. 17b).
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Real-time PCR der WIR1-Sequenzen

TDF_022 (BLAST-Ergebnis: X87686, Triticum aestivum, mRNA fir WIR1, pathogen defense
protein; E-value: 6.9 e-86) wurde in cDNA-AFLPs von Hussar als konstitutive, gleich starke
Bande identifiziert, die in cONA-AFLPs von G16-92 fehlt. Es besitzt einen groRen Insertions-
/Deletions-Polymorphismus im codierenden Bereich des Gens zwischen den Eltern der
Kartierungspopulation G16-92/Hussar. Die quantitative Real-time PCR mit den Primern zeigte,
dass TDF_022 in beiden Eltern exprimiert wird und nicht nur im anfélligen Hussar (Abb. 18).
Die Tatsache, dass die Bande in cDNA-AFLPs von G16-92 nicht zu sehen ist, muss somit auf
eine  Verdnderung der Restriktionsschnittstellen oder auf einen weiteren INDEL-
Polymorphismus an einer anderen Stelle des Gens zuruckzufiihren sein. TDF_022 und die
anderen untersuchten WIR1-Sequenzen zeigen im Blitengewebe von G16-92 und Hussar eine
sehr &hnliche Regulation. Sie sind nach der Inokulation mit F. graminearum in G16-92 zu fast
allen beprobten Zeitpunkten starker hochreguliert als in Hussar. Die stérksten Unterschiede
zwischen G16-92 und Hussar in der Expression der untersuchten WIR1-Sequenzen zeigen sich

72 und 96 Stunden nach der Inokulation.
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Abb. 18: Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR von 4 WIR1-Sequenzen (TDF_022,
Ta.22732.1.S1_at, Ta97.1.S1 at und Ta.97.2S1 x at) in F. graminearum infizierten

Blutengewebe von G16-92 (res.) und Hussar (anf.).

Die quantitative Real-time PCR fiur TDF_022 und Ta2273.S1_at wurde auch mit cDNA von
SVP72017und Capo durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass die Induktion der Expression dieser
WIR1-Gene durch die Fusariuminfektion in diesen Genotypen weniger stark ausgepréagt ist als
in G16-92 und sie sich nur wenig unterscheiden (Abb. 19). Auffallig ist jedoch die friihere
Induktion in SVP72017 ab 48 hai.
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Abb. 19: Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR von TDF 022 (Abb. 18a) und
Ta.22732.S1_at (Abb. 18b) in F. graminearum infizierten Blltengewebe 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 Real-time PCR untersucht. Die Real-time PCR
fir TDF_022 und Ta.22732.S1 _at wurde dabei von M. Rhiel an der Universitdt Giessen
durchgefiihrt. Die vier untersuchten WIR1-Gene werden in der Ahrenfusariose-resistenten
Sorte Dream zu den meisten Zeitpunkten nach der Inokulation mit F. graminearum starker

exprimiert als in den mock-behandelten Kontrollpflanzen.

Im Gegensatz dazu sinkt die Genexpression aller WIR1-Gene in der fir Ahrenfusariosen
anfalligen Sorte Lynx nach der Inokulation mit F. graminearum leicht (d.h. relative Expression
< 1). In den mock-behandelten Kontrollpflanzen ist die konstitutive Expression dieser Gene in

Lynx jedoch deutlich hoher als in Dream sowie in allen anderen untersuchten Genotypen.
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Abb. 20: Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR von 4 WIR1-Sequenzen (TDF_022,
Ta.22732.1.S1_at, Ta.97.1.S1 at und Ta.97.2S1 x at) in F. graminearum infizierten
Blitengewebe von Dream (res.) und Lynx (anf.). Nach der Inokulation mit F. graminearum wird
in Dream die Expression dieser Gene induziert, in Lynx hingegen nimmt sie leicht ab (= relative

Expression < 1).

Die Real-time PCR fur TDF_022 und Ta.22732.S1_at wurde von M. Rhiel an der Universitat
Giessen durchgefuhrt.

TDF 020 (puatives Lipid Transfer Protein)

TDF_020 (BLAST-Ergebnis: DR740066/ Triticum aestivum EST mit Ahnlichkeit zu Lipid
transfer Protein; E-value: 3.3 e-27) ist in den cDNA-AFLP von mit F. graminearum
inokulierten Proben von G16-92 32, 48 und 72 hai zu sehen. Lipid Transfer Proteine werden zu
den PR (Pathogenesis Related)-Proteinen gezahlt (PR13) (Van Loon and Van Strien 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 jedoch nicht mdglich, da
mit den Primern Ggram020_x 2 nur ein sehr kurzes (90 Bp) groRes Fragment ohne

Sequenzpolymorphismen zwischen G16-92 und Hussar amplifiziert werden konnte.

In G16-92 und Hussar konnten durch die Validierung mit quantitativer Real-time PCR die
Ergebnisse der Expressionsanalyse mit cDNA-AFLP-Analyse vollstdndig bestétigt werden.
TDF_020 ist in Ahrengewebe von G16-92 nach der Inokulation mit F. graminearum zu allen
untersuchten Zeitpunkten starker exprimiert als in den mock-behandelten Kontrollen. In Hussar
hingegen ist TDF_020 so schwach exprimiert, dass lediglich zum Zeitpunkt 72 hai der

Grenzwert uberschritten wurde und ein Ct-Wert gemessen werden konnte.

Zum Vergleich der Ergebnisse der Expressionsanalyse in G16-92 und Hussar wurde die
Genexpression von TDF_020 in SVP72017 und Capo sowie in Dream und Lynx ebenfalls mit
quantitativer Real-time PCR untersucht, auch wenn dieses TDF in den cDNA-AFLPs dieser

Genotypen nicht auffallig war.

Hier zeigt sich, dass die Expression von TDF_020, sowohl in Capo, als auch in SVP72017, ab
48 Stunden nach der Inokulation induziert wird. Die Expressionsunterschiede fallen in SVP
72017 und Capo wesentlich geringer aus als in G16-92 und Hussar. Im Blitengewebe von
Dream ist die Genexpression von TDF_020 nach der Inokulation mit F. graminearum maximal
3-fach hochreguliert. In Lynx wird es jedoch zu keinem Zeitpunkt und in keiner Behandlung

exprimiert.
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Abb. 21: Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR von TDF_020 (putatives LTP) in F.
graminearum infizierten BlUtengewebe von G16-92, Hussar (Abb. 20a), Dream, Lynx (Abb. 20b)
sowie SVP und Capo (Abb. 20c).

Expression von TDF 048

TDF_048 (BLAST-Ergebnis: FJ53237/ Triticum aestivum, UDP-Glycosyl transferase cultivar
Wangshuibai, E-value 0) wurde in cDNA-AFLP-Analysen bei SVP72017 8, 24, 32 und 48
Stunden als hochreguliert identifiziert. Aufgrund der groRen Ahnlichkeit mit einer UDP-
Glycosyltransferase, deren Expression auch in der hochresistenten asiatischen
Sommerweizensorte Wangshuibai nach der Inokulation mit F. graminearum stark induziert ist
(Lulin et al. 2009), wurde die Expression von TDF_048 mit quantitativer Real-time PCR
validiert. Dabei zeigte sich, dass diese UDP-Glycosyltransferase erst 72 und 96 Stunden nach

der Inokulation hochreguliert wird, und das sowohl in SVP als auch in Capo (Abb. 21).
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Abb. 22: Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR von TDF_048 (putative
Glycosyltransferase) in F. graminearum infizierten Blitengewebe von SVP72017 und Capo.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Expressionsanalyse von Winterweizen nach der
Inokulation mit F. graminearum, einem wichtigen Erreger der partiellen Taub&hrigkeit von
Getreide, durchgefiihrt. Das Ziel war es hierbei die Reaktion der adaptierten européischen
Winterweizen auf die Inokulation mit diesem Pilz auf RNA-Ebene zu untersuchen und
Unterschiede zwischen anfélligen und resistenten Genotypen aufzuzeigen. Differentiell

exprimierte Gene wurden zur Validierung in bereits bestehende genetische Karten integriert.

Im Folgenden werden die gewonnenen Ergebnisse mit bereits vertffentlichten Daten
verglichen und diskutiert. In einem Ausblick wird der Nutzen der wichtigsten Ergebnisse fur
die Markergestutze Selektion und die Verwendung der Ergebnisse als Basis weiterergehender

funktioneller Untersuchungen diskutiert.

4.1. Versuche zur Typ 2-Resistenz

Die bisherigen Aussagen Uber die Resistenz von G16-92, Hussar, Dream, Lynx, SVP72017
und Capo wurden gewonnen, indem der prozentuale Befall nach einer Spriihinokulation mit F.
graminearum-Konidien abgeschédtzt und hierdurch die kombinierte Typl- und Typ 2-
Resistenz erfasst wurde (Birstmayr et al. 2000, Schmolke et al. 2005, 2008). Die in der
vorliegenden Arbeit verwendete Einzelbllteninokulation eignet sich jedoch besonders fir die
Evaluierung der Typ 2-Resistenz (Dill-Macky 2003). Der groRte Vorteil dieser
Inokulationsmethode liegt darin, dass jede Blite mit der gleichen Menge an Sporensuspension
behandelt werden kann. Somit wird durch die Einzelbllteninokulation eine gleichmélige
Induktion von Abwehrmechanismen im Bliitengewebe ermdglicht. Beim Offnen der Bliiten
kann es jedoch wahrend der Inokulation zu leichten Verletzungen der Spelzen kommen. Zum
einen flhren diese Verletzungen zu einer Wundreaktion, die wiederum zu veranderten
Genaktivitaten fihrt, zum anderen bilden die kleinen Wunden Eintrittspforten fiir den Pilz. Aus
diesem Grund wurde von jedem Genotyp und Probenahmezeitpunkt eine mit Wasser statt F.
graminearum-Konidien behandelte Kontrollprobe genommen, die zum Vergleich des
Expressionsniveaus in der cDNA-AFLP-Analyse und zur Normalisierung der relativen

Expression in der Auswertung der quantitativen Real-time PCR verwendet wurde.

Um die Resistenz der einzelnen Genotypen abschétzen zu kénnen, wurde der Infektionsverlauf

im Abstand von zwei bis drei Tagen 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, statistisch signifikante Unterschiede. Die resistenten Genotypen zeigten
eine deutlich geringere Ausbreitung als die als anféllig eingestuften Sorten. Die Ergebnisse von
Sirandidou et al. (2003), die in resistenten européischen Winterweizensorten eine leichte bis
gute Typ 2-Resistenz feststellen konnten, werden hier bestétigt. Die Sorte Capo ist dabei eine
Ausnahme, da sie in der beschreibenden Sortenliste mit einer mittleren bis guten
Fusariumresistenz eingetragen ist, sich jedoch in der Ausbreitungsresistenz nicht von den
hochanfalligen Sorten Hussar und Lynx unterschied. Wahrscheinlich beruht die Resistenz von
Capo groftenteils auf Typl-Resistenzmechanismen, die durch die
Einzelbllteninokulationstechnik umgangen werden. Zwischen den resistenten Genotypen
wurden Unterschiede im Verlauf der Ausbreitung beobachtet. Bei G16-92 und Dream bleichte
unterhalb der Infektionsstelle jeweils ein Ahrchen nach dem anderen aus, bei SVP72017
hingegen fand entweder keine Ausbreitung statt oder die gesamte Ahre trocknete ab dem ca.
18. Tag nach der Inokulation plétzlich ab. Dies kénnte auf Unterschiede im Mechanismus der
Typ 2- Resistenz zwischen SVP72017 auf der einen und Dream oder G16-92 auf der anderen
Seite hindeuten. In SVP72017 scheint es dem Pilz hdufig nicht zu gelingen, in die vaskul&ren
Bundel 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 schlieRlich zum Absterben der ganzen Ahre fiihrt. Inwieweit diese Schadigungen auf
die Wirkung von DON zurtckzufiihren sind, kann mit dem verwendeten Versuchsansatz nicht
geklart werden. Taube Ahrchen oberhalb der Infektion wurden bei der Abschétzung der
Ausbreitungsresistenz nicht berticksichtigt, da diese auch durch das Absterben der Rachis und

daraus resultierendem Wassermangel entstehen kénnen.

4.2. Die Expressionsanalyse mit der cDNA-AFLP-Technik

Um die Genexpression im Ahrengewebe von anfalligen und resistenten Weizensorten nach der
Inokulation mit F. graminearum untersuchen zu kénnen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Methode der cDNA-AFLP-Analyse verwendet. Die Vorteile der cDNA-AFLP-Technik liegen
in ihrer guten Reproduzierbarkeit und der Mdglichkeit, mit dieser Technik die Expression
sowohl schwach exprimierter als auch noch nicht auf einem Microarray geblotteter Gene zu
untersuchen. Letzteres ist darauf zurtickzuftihren, dass bei den cDNA-AFLPs im Gegensatz zu

Array basierten Methoden keine Vorauswahl an ESTs getroffen wird. Auch l&asst sich eine
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grolRere 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 der Wirt-Parasit-Interaktion als auch
gute Vergleichsmoglichkeiten zwischen den Genotypen. Nachteile der cDNA-AFLP sind der
grolRe Arbeitsaufwand, da die differentiell exprimierten Fragmente ausgeschnitten, kloniert und
sequenziert werden miussen, sowie die geringe Lange der cDNA-Fragmente, die meistens
zwischen 150 und 500 Basen liegen. Die Anzahl der Gene, deren Expression mit cDNA-AFLP
untersucht werden kann, liegt deutlich unter der Anzahl von Genen, die auf modernen
Microarrays geblottet sind. Durch eine Transskriptomsequenzierung mit Next Generation
Sequencing Plattformen, wie z.B. die 454 oder Solxa, kénnten theoretisch alle exprimierten
Gene eines Organismus erfasst werden. Diese Methoden liefern in kurzer Zeit sehr viele Daten,
sind jedoch sehr teuer. Daher eignet sich der Einsatz dieser Methoden vor allem fiir Versuche,
bei denen nur wenige Varianten miteinander verglichen werden missen. Bei einem
Versuchsansatz wie er in der vorligenden Arbeit gewéhlt wurde, missten von 78 Einzelproben
entsprechende cDNA-Banken erstellt und diese anschlieRend sequenziert werden. Die Kosten
hierfir wirden Gber 100.000 Euro betragen. Da in dieser Arbeit zum ersten Mal eine
Expressionsanalyse von Winterweizen nach der Inokulation mit F. graminearum durchgefihrt
wurde, war nicht bekannt, welcher Zeitpunkt nach der Inokulation am wichtigsten fir die
Expression resistenzrelevanter Gene ist. Daher ware die Gefahr grol3 gewesen, bei der
Untersuchung von lediglich einem oder zwei Probenahmezeitpunkten die Expression wichtiger

Gene nicht erfassen zu konnen.

Die Anzahl von durchschnittlich 55 cDNA-AFLP-Banden fir das Enzymsystem
Sse83871/Msel und 85 Banden flr Pstl/Msel ist mit der von Steiner et al. (2009) erreichten
Bandendichte vergleichbar, die eine cDNA-AFLP Analyse mit asiatischem Sommerweizen
nach der Inokulation mit F. graminearum durchgefiihrt hatten. Die Unterschiede in der Anzahl
der Banden zwischen den Enzymsystemen sind auf die ldngere Erkennungssequenz von
Sse83871 und damit auf die geringere Anzahl von Schnittstellen zuriickzufiihren. Aufgrund der
geringen Anzahl an differentiellen Banden wurde fir SVP72017 und Capo auf die
Durchfiihrung von cDNA-AFLP mit dem Enzymsystem Sse83871/Msel verzichtet.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle cDNA-AFLP-Fragmente analysiert, deren Expression
sich in den F. graminearum infizierten Proben im Vergleich zu den wasserbehandelten

Kontrollen des gleichen Probenahmezeitpunktes unterschied. Dabei konnte vorerst nicht
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unterschieden werden, ob die TDFs vom Weizen oder vom Pilz stammen, so dass eine groliere

Anzahl an Genfragementen von F. graminearum sequenziert wurde.

Bei den vom Weizen stammenden TDFs haben 40 % eine Sequenzéhnlichkeit mit Genen
bekannter Funktion. Dieser Wert stimmt mit den Ergebnissen von kirzlich veroffentlichten
Studien, in denen cDNA-AFLP-Analysen mit Weizen durchgefiihrt wurde, Gberein (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 bereits in Datenbanken hinterlegten Sequenzen.

Im Gegensatz zum Weizen ist das Genom von F. graminearum bereits vollstandig sequenziert.
Daher besitzen alle vom Pilz stammenden TDFs eine nahezu vollstandige
Sequenzibereinstimmung mit Genen bekannter Funktion. Diese TDFs werden jedoch im

Weiteren nicht naher diskutiert.

Riickkartierung in bestehende QTL fiir Ahrenfusarioseresistenz

Fur die Ruckkartierung von Genfragmenten in bestehende genetische Karten ist es notwendig,
innerhalb  dieser Sequenz einen  Polymorphismus zwischen den Eltern einer
Kartierungspopulation zu finden, aus dem ein Marker fiir die Genotypisierung der Linien
abgeleitet werden kann. In lediglich 5 der 39 Genfragmente aus der cDNA-AFLP-Analyse, von
denen die jeweils genomische Sequenz zweier Populationseltern gewonnen werden konnte,
wurden Polymorphismen zwischen den Sequenzen der Eltern indentifiziert. Dies ist zum
grolten Teil auf die haufig geringe Lange der cDNA-AFLP Fragmente zurtickzufihren, die im
Mittel bei 280 Basen lag. Auch wenn dies beriicksichtigt wurde, lag die Anzahl der
Polymorphismen innerhalb der in dieser Arbeit untersuchten Fragmente deutlich unter den
Angaben von Sommers et al. (2003), die in EST-Sequenzen von Weizen durchschnittlich einen
Polymorphismus in 500 Basen nachweisen konnten. Der Grund hierfir ist wahrscheinlich die
ungleichmaRige Verteilung von Polymorphismen zwischen ESTs, die ebenfalls von Sommers
et al. (2003) gezeigt wurde. Wahrend in den untersuchten TDFs aus der cDNA-AFLP-Analyse
nur wenige Sequenzpolymorphismen gefunden werden konnten, lieBen sich alle drei zusétzlich

untersuchten WIR1-Genfragmente in die genetischen Karten integrieren.

Die Riickkartierung der differentiell exprimierten Genfragmente in bestehende genetische
Karten wurde durchgefiihrt, um feststellen zu konnen, ob die Fragmente mit bereits
identifizierten QTL fir Ahrenfusarioseresistenz colokalisieren. Bei der Suche nach den Genen,

die einem QTL zugrunde liegen, ist die Colokalisierung von Gen und QTL eine erste
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Bedingung, wenn auch kein Beweis dafir, dass es sich wirklich um das gesuchte Gen handelt.
In der vorliegenden Arbeit colokalisieren vier Genfragmente mit QTL fir
Anrenfusarioseresistenz und vier weitere Genfragente kartieren in genomische Bereiche, in
denen kein QTL fur dieses Merkmal identifiziert werden konnte. Erstere werden als besonders
interessante Kandidatengene betrachtet, jedoch konnen letztere fiir die Resistenz von Weizen
gegenuiber F. graminearum trotzdem von Bedeutung sein. Die Populationen, mit denen die
vorangehenden  QTL-Kartierungen  durchfiihrt ~ wurden,  besitzen  zwischen 90
(Sngh3559/SVP72017) und 145 Linien (Dream/Lynx). Mit Populationen dieser Grofie kdnnen
QTL mit einem grofRen Einfluss auf die phanotypische Varianz kartiert werden. QTL, die einen
geringeren Einfluss auf die phanotypische Varianz besitzen, konnen jedoch erst in
Populationen 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
Anrenfusarioseresistenz besitzt, der Effekt jedoch zu gering ist, um in QTL-Analysen der zur

Verfugung stehenden Populationen erkannt zu werden.

Die Regulation der meisten Gene wird durch die Induktion oder Hemmung von bestimmten
Signaltransduktionswegen verursacht. Daher ist die Ursache fur die unterschiedliche
Genexpression in verschiedenen Genotypen auf Polymorphismen in regulatorischen Genen
zuruckzufihren, die in den Signaltransduktskaskaden vor dem differentiell exprimiertem Gen

stehen.

4.3. Differentiell exprimierte Gene des Weizens nach F. graminearum-
Inokulation

In der vorliegenden Arbeit konnten durch Expressionsanalysen 87 verschiedene Gen-
Fragmente gefunden, die im Ahrengewebe der untersuchten Winterweizengenotypen nach der
Inokulation mit F. graminearum differentiell exprimiert wurden. Im Folgenden wird eine
Auswahl dieser Genfragmente néher diskutiert, bei denen es entweder basierend auf der
Genfunktion oder durch eine Colokalisierung mit QTL fir Ahrenfusarioseresistenz Hinweise
gibt, dass sie an der Abwehr von Weizen gegeniiber F. graminearum beteiligt sein kdnnten.
Dabei werden die TDFs in Gruppen, die einen moglichen Abwehrmechanismus der

Weizenpflanzen gegenuber F. graminearum darstellen kdnnten, zusammengefasst diskutiert.



Diskussion 78

4.3.1. Basale Pathogenabwehr an der Zellwand oder im Apoplasten

Die basale Resistenz wird als eine rassenunspezifische Resistenz definiert, die den
Krankheitsverlauf in Wirtspflanzen abschwécht (Hickelhoven 2007). Sie setzt eine Erkennung
des Pathogens voraus und flhrt zu unspezifischen Abwehrmechanismen, die gegen eine
Vielzahl von Pathogenen wirksam sein kénnen, jedoch den Infektionsverlauf nicht vollstandig
stoppen. Es wird daher angenommen, dass es sich bei den QTL fir Pathogenresistenz zum Teil
um Gene handelt, die an der basalen Resistenz beteiligt sind (Poland et al. 2008). Da die basale
Resistenz in ihren Mechanismen der Nicht-Wirtsresistenz ahnelt, die zu einer kompletten
Resistenz gegenuber einem Pathogen fuhrt, wird diskutiert, ob es sich bei der basalen Resistenz
um eine durch das Pathogen umgangene und daher unvollstdndige Nicht-Wirtsresistenz handelt
(Niks und Marcel 2009). Gene, die an der Auspragung der basalen Resistenz beteiligt sind,
kdnnten eine quantitative Resistenz gegeniiber mehreren verschiedenen Pathogenen vermitteln
und waren daher interessant flir die Zichtung von Weizensorten mit einer breiten
Krankheitsresistenz. Da im Weizen keine vollstandige Resistenz gegeniiber Ahrenfusariosen
bekannt ist, sind alle Genotypen im unterschiedlichen Malle anfallig. Die in dieser Arbeit
untersuchten Weizengenotypen unterscheiden sich jedoch deutlich in der Schwere und der
Geschwindigkeit des Krankheitsverlaufs. Es ist daher anzunehmen, dass sie im
unterschiedlichen MaRe basale Resistenzmechanismen auspragen. Zu diesen Mechanismen
zahlt vor allem die Verstarkung der Zellwand und die Ausscheidung von antifungalen
Substanzen in den Apoplasten (Hickelhoven et al. 2007). Im folgenden Abschnitt werden die
differentiell exprimierten TDFs besprochen, die an solchen basalen Abwehrmechanismen

beteiligt sein kdnnten.
WIR1-Gene

Eine Gruppe von Genen, die mit der Auspragung von basaler Resistenz von Grasern in
Verbindung gebracht werden, sind die WIR1-Gene (Wheat Induced Resistance 1 Gene). Es
wurde wiederholt gezeigt, dass deren Expression nach der Inokulation von Grasern mit
verschiedenen Pilzen sowie bei Befall mit FraRinsekten ansteigt (Bull et al, 1992, Schweizer et
a. 1998, Neu et al. 2003, Yuan et al. 2004). TDF_022, welches durch die cDNA-AFLP-
Analyse identifiziert wurde, besitzt eine hohe Sequenzhomologie zu einem WIR1-Gen. Die
Funktion der WIR1-Gene ist noch weitgehend unbekannt. Aufgrund ihrer Struktur wird jedoch
angenommen, dass es sich bei ihnen um kleine Transmembranproteine handelt, deren polare N-
terminale Domdne zum Zytoplasma ausgerichtet ist, wéhrend eine unpolare C-terminale

Doméne durch Prolin und Glycinreste mit der Zellwand interagiert (Bull et al. 1992). WIR1-
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Gene konnten die Adhésion des Plasmalemmas mit der Zellwand verbessern und somit zur
Stabilitat des Plasmalemmas wéhrend des Pathogenangriffs beitragen (Bull et al. 1992). Eine
Loslésung des Plasmalemmas von der Zellwand wéhrend des Angriffs von F. graminearum
wurde in elektronenmikroskopischen Aufnahmen in der anfalligen Sorte Agent gezeigt,
wahrend diese Symptome in der resistenten Sorte Arina seltener auftraten. Diese Schadigungen
werden wahrscheinlich durch das Mycotoxin Deoxynivalenol ausgeldst (Kang und Buchenauer
1999). Im Weiteren besteht eine Ahnlichkeit von WIR1-Genen mit den prolin-, hydroxyprolin-
und glycinreichen Zellwandproteinen, wenn sie auch nicht zu dieser 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

untersuchten WIR1-Gene hochreguliert werden (Kang und Buchenauer 2003).

WIR1-Gene wurden zum ersten Mal in der inkompatiblen Interaktion von Weizen mit Blumeria
graminis f. sp. hordei beschrieben, einem Pathogen, durch das in Weizen eine induzierte
Resistenzreaktion ausgelost wird. Eine Hochregulierung von WIR1 wurde jedoch auch in der
kompatiblen Interaktion mit B. graminis f. sp. tritici nachgewiesen (Schweizer et al. 1989).
Eine Uberexpression von WIR1 in Epidermiszellen des Weizens konnte die Resistenz

gegenuiber Mehltau nicht signifikant verbessern (Schweizer et al. 1999).

Auch in Gerste wurden WIR1-Homologe nachgewiesen. Diese werden wahrend der Nichtwirt-
Interaktion von Gerste mit Puccinia triticina, sowohl in einem Wildtyp der Gerste als auch in
Mutanten, die ihre Nicht-Wirts Resistenz verloren haben, hochreguliert, wobei die Reaktion in
Ersterer starker ausfallt (Neu et al. 2003). Diese Ergebnisse festigen die Vermutung, dass
WIR1-Gene in der basalen Abwehr und der Nicht-Wirtreaktion eine wichtige Rolle spielen
(Neu et al. 2003).

In Reis fiihrt die Uberexpression des WIR1-Homologs Rirl (Rice Induced Resistance) zu einer
erhdhten Resistenz gegenliber dem hemibiotrophen Parasiten Magnaporthe grisea (Schaffrath
et al. 2000). Dieses Ergebnis ist besonders interessant, weil dieses Pathogen in seiner
Lebensweise F. graminearum stérker &hnelt, als die obligat parasitdren Mehltaupilze. Die
Signaltransduktionswege zur Abwehr gegen nekrotrophe Pilze werden vorwiegend durch
Ethylen und Jasmonat vermittelt (Glazebrook 2005). Es konnte zudem gezeigt werden, dass
Rirl kinstlich durch die Behandlung mit Ethaphon induziert werden kann, aber nicht durch
Methyljasmonat oder Salicylsdure (Yuan et al. 2004) und somit wohl am Ende einer
ethylenvermittelten Signaltransduktion steht. Die Hochregulation von Jasmonat und Ethylen

Biosynthese- sowie Signaltransduktionsgenen waéhrend der Abwehr von F. graminearum
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konnte flr die resistente Sorte Sumai3 gezeigt werden (Li und Yen 2008). Die Frage, ob sich
die Ethylen-Signaltransduktion positiv (Li und Yen 2008) oder negativ (Chen et al. 2009) auf

die Fusariumresistenz auswirkt, ist noch nicht eindeutig geklart.

Die Expression von TDF_022 wurde in den Winterweizengenotypen G16-92, Hussar, Dream,
Lynx, SVP72017 und Capo untersucht. Da dieses Genfragment in den resistenten Genotypen
G16-92 und Dream im Vergleich zu den jeweils anfalligen Genotypen Hussar und Lynx nach
der Inokulation mit F. graminearum starke Expressionsunterschiede zeigte, wurden weitere
WIR1-Gene sowohl auf Polymorphismen in der genomischen Sequenz als auch auf
Expressionsunterschiede im Blitengewebe nach der Inokulation mit F. graminearum
untersucht. Diese WIR1-Sequenzen stammen von einem Affimetrix Chip (61K), der von der
Kooperationsgruppe der Universitat GielRen verwendet wurde. Die Auswertung der
Expressionsanalyse mit dem Microarray war zum Abgabezeitpunkt der Dissertation noch nicht
vollstdndig abgeschlossen. Die Expressionsmuster dieser WIR1-Gene &hneln dem von
TDF_022 stark (Abb.18-20). In G16-92, Hussar, Dream, SVP72017 und Capo ist die
Expression der untersuchten WIR1-Gene deutlich zu den Zeitpunkten 72 und 96 hai, in
SVP72017 bereits schon zu 48 hai induziert. In den resistenten Genotypen sind dabei alle
WIR1-Gene starker hochreguliert als in den anfélligen Populationseltern. Zum Zeitpunkt 48 hai
sollte das Pathogen bereits Epidermiszellen infiziert haben und damit beginnen, das
Wirtsgewebe zu 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 auszubreiten (Kang und
Buchenauer 2000). Wé&hrend dieser Infektionsstadien sind somit Teile des Wirtsgewebes
bereits zerstort, was zu starken Stressreaktionen fihren muss. Zudem ist es sehr
wahrscheinlich, dass dies die Zeitpunkte sind, zu denen die Abwehrreaktion gegen das
Eindringen des Pilzes in die Rachilla stattfinden. Da sich die Eltern der
Kartierungspopulationen stark in der Ausbreitungsresistenz unterscheiden, ware eine Rolle der

WIR1-Gene in der Ausbreitungsresistenz denkbar.

In einem weiteren, unabhangigen Versuch konnten die beschriebenen Expressionsmuster der
WIR1-Gene in den Genotypen G16-92, Hussar, Dream und Lynx weitgehend bestétigt werden,
obwohl Unterschiede in der Zusammensetzung des beprobten Pflanzenmaterials bestanden
(Proben des zweiten Versuchs enthalten die Ovarien und Antheren, Organe, die bei der
Probenahme im ersten Versuch entfernt wurden). Die Induktion der WIR1-Genexpression 72
und 96 Stunden nach der Inokulation mit F. graminearum fiel im Vergleich zu Kontrollproben

in allen untersuchten Genotypen starker aus als im ersten Versuch. Jedoch waren alle
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untersuchten WIR1-Gene in den resistenten Genotypen 72 und 96 hai wesentlich starker
hochreguliert als in den anfalligen Genotypen (Diethelm et al., eingereicht).

Die beschriebenen differentiell exprimierten WIR1-Gene konnten anhand von
Sequenzpolymorphismen in die QTL-Karten der Populationen Dream/Lynx und G16-
92/Hussar riickkartiert werden. Im Vergleich mit den tibrigen 42 TDFs aus dieser Arbeit, von
denen eine genomische Sequenz vorliegt und von denen in nur vier Polymorphismen zwischen
den Eltern der Kartierungspopulationen enthalten, sind die untersuchten WIR1-Gene stark

polymorph.

TDF_022 und Ta.97.1.S1_at, das als WIR1b annotiert ist, wurden in der Population G16-92
eine Region auf Chromosom 5D Kartiert, in der in dieser Population kein QTL fir FHB-
Resistenz detektiert wurde. In der gleichen Region von Chromosom 5D beschreiben Holzapfel
et al. (2008) und Jia et al. (2006) einen QTL fir FHB Resistenz in den Populationen
Solitar/Travix sowie Wangshuibai/Alondra-S. Die Gen-Fragmente Ta.97.2.S1.x_at und
Ta.22732_x_at, die beide als WIRla annotiert sind, kartieren in das QTL-Intervall fir
Ahrenfusarioseresistenz der Population Dream/Lynx auf dem kurzen Arm von Chromosom 7B.
Dieser QTL erklart in der Population 21% der phanotypischen Variation der FHB-Resistenz
(Schmolke et al. 2005, Haberle et al. 2007).

Lipid Transfer Protein

In der Expression von TDF_020 (putatives Lipid Transfer Protein) bestehen extreme
Unterschiede zwischen den untersuchten anfalligen und resistenten Genotypen. Lipid Transfer
Proteine sind kleine, ubiquitar in Pflanzen vorkommende Proteine, die in den Apoplasten
ausgeschieden werden (Yaets and Rose 2008). Die genaue Rolle, die LTPs in der Pflanze
spielen, ist noch nicht vollstandig geklart. LTPs werden zu den PR-Proteinen (PR-14) gezéhlt
(Van Loon and Van Strien 1999), da sie haufig in Wirt-Parasit-Interaktionen von Seiten der
Pflanze hochreguliert werden und fir einige Vertreter dieser Genfamilie eine direkte
antimikrobielle Wirkung nachgewiesen werden konnte, so z.B. bei LTPs von der Zwiebel
(Cammune et al. 1995) und der Sonnenblume (Regente 2000). LTPs werden auch nach

abiotischem Stress hochreguliert, wie z.B. nach Kalte- und Salzstress (Kader 1996).

Zusétzlich zu den Ergebnissen fir TDF_020 in der vorliegenden Arbeit wurden LTPs in der
asiatischen Resistenzquelle Sumai3 (Hill-Ambroz et al. 2006) und in der anfalligen Sorte
Remus (Steiner et al. 2009) nach der Inokulation mit F. graminearum hochreguliert. Neuere

Untersuchungen an LTPs, die aus Weizen kloniert wurden, zeigten, dass einige Vertreter dieser
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Genfamilie eine direkte Wirkung gegen F. graminearum besitzen. Sie sind dabei in der Lage,
die Sporenkeimung und auch das Pilzwachstum in vitro zu hemmen und die
Plasmamembranen der dinnwandigen Fusarium-Konidien stark zu schadigen (Sun et al. 2008).
Das LTP LTP3F1 wurde aus einer cONA-Bank des Sommerweizen-Genotyps Sumai3, die
zuvor mit F. graminearum inokuliert wurde, kloniert und auf seine antifungale Wirkung
getestet. Dieses Protein zeigt eine Dbreite in vitro-Aktivitdt gegenlber sieben
pflanzenpathogenen Pilzen, u.a. die nekrotrophen Pilze Alternaria sp. und Botrytis cinerea.
Versuche zur Uberexpression von LTP3F1 in Tabak erhohte dessen Resistenz gegeniiber
Bipolaris oryzae, Cylindroclavium scoparium und Alternaria sp.. Uber die Wirkung dieses
LTP gegeniiber den Erregern der Ahrenfusariose gibt die Studie jedoch keine Auskunft
(Kirubakaran et al., 2008).

Einige Vertreter der LTP-Familie sind am Transport oder der Signaltransduktion der
Phytohormone Jasmonat und Salicylsaure beteiligt und beeinflussen auf diese Weise die
Resistenz von Pflanzen gegeniber verschiedenen Pathogenen (Maldonado et al. 2002, Roy-
Barman 2006, Girault 2008).

Die Ergebnisse der genannten Studien zeigen, dass zumindest einige Angehdrige der LTP-
Familie eine graduelle, quantitative und breite Resistenz gegeniuber biotrophen und auch
nekrotrophen Pathogenen vermitteln kénnen.

In Gerste werden LTPs nach der Infektion mit den Erregern der Ahrenfusariose stark
hochreguliert (Petti et al. 2010). Da sich LTP1 aus Gerste, welches in Pilz-befallenen Kornern
in hohen Konzentrationen gebildet wird, sich sehr negativ auf die Schaumqualitat des Bieres
auswirkt, stellt de Hochregulierung der LTPs ein groRes Problem beim Befall von Braugerste
mit Pilzen, vor allem mit Fusarien, dar (Hipelli und Elstner 2002). Bis jetzt sind jedoch noch
keine Berichte Uber eine negative Beeinflussung der Qualitatseigenschaften von Weizen durch

LTPs in Fusarium-infizierten Kornern bekannt.

Mit Hilfe von nullitetrasomen Linien konnte TDF_020 auf Chromosom 4A Kartiert werden,
einem Chromosom, auf dem in keiner der untersuchten Populationen ein QTL fir
Ahrenfusarioseresistenz gefunden wurde. Da TDF_020 nach der Inokulation mit F.
graminearum in den resistenten Weizengenotypen G16-92, SVP72017, Dream und Capo
hochreguliert wird, und in den anfalligen Sorten Hussar und selbst mit der quantitativen Real-
time PCR kaum detektierbar ist, ist anzunehmen, dass sich der Polymorphismus im

regulatorischen Bereich befindet und daher nicht unbedingt mit dem LTP colokalisieren muss.
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Es waére es denkbar, dass dieses LTP zu einem Pool an antifungalen apoplastischen Peptiden
gehort, wie z.B. auch die Thionine, die bereits in der Zellwand der resistenten Sorte Arina nach
Fusarium-Inokulation nachgewiesen werden konnten (Kang und Buchenauer 2003). Diese
apoplastischen Peptide stellen eine erste Hirde fur Pilze dar und konnten dadurch eine

breitgefacherte, unspezifische Resistenz vermitteln.

Zellwandverstarkung

F. culmorum beféllt die Wirtszellen meist durch das mechanische Durchbrechen der Zellwande
mit Hilfe eines Apressoriums ab ca. 36 Stunden nach der Inokulation (Kang und Buchenauer
2000). Eine mogliche Abwehrstrategie, um das Pathogen am Eindringen in das Gewebe und an
der Ausbreitung zu hindern, stellt somit die Verstarkung der Zellwand und die Einlagerung von
Abwehrproteinen in die Zellwand dar. In den cDNA-AFLP-Profilen der sechs untersuchten
Weizengenotypen konnten 6 der 33 Genfragmente, die eine Ahnlichkeit mit Genen bekannter
Funktion besitzen, an einer solchen Abwehr beteiligt sein. Neu gebildetes Zellwandmaterial
wird entlang des Zytoskeletts der Zellen transportiert. Da die meisten TDFs, die mit dem
Aufbau des Zytoskeletts in Verbindung stehen, sowohl in anfélligen, als auch in resistenten
Genotypen hochreguliert werden, scheint es sich um eine allgemeine und unspezifische
Reaktion auf den Pathogenangriff zu handeln. Wichtig ist zudem, dass diese Genfragmente
zwischen 8 hai und 32 hai hochreguliert werden, den friihen Zeitpunkten also, in denen der Pilz

noch nicht in das Wirtsgewebe eingedrungen ist.

Das Zytoskelett selbst besteht aus einem Gerlst aus Aktinfilamenten und Mikrotubuli.
Wahrend der Zellwandsynthese richten sich die Zellulosesynthasekomplexe entlang der
kortikalen Mikrotubuli innerhalb des Plasmalemmas aus, so dass die neu gebildeten
Zellulosefibrillen zum Zellwandaufbau parallel zu den Mikrotubuli verlaufen (Peredez et al.
2006). Eine Hochregulierung von beteiligten Genen koénnte somit auf eine Verstarkung der
Zellwandsynthese hindeuten. Beta Tubulin 5 (TDF_132), das in SVP72017 und Capo nach der
Inokulation mit F. graminearum hochreguliert wird, ist ein struktureller Bestandteil der
Mikrotubuli. In G16-92 und auch in Capo werden schon ab 8 hai, einem Zeitpunkt zu dem die
Fusarium-Konidien gerade auskeimen (Kang und Buchenauer 1999), zwei TDFs mit
Ahnlichkeit mit LUE1-Genen hochreguliert (TDF 023, TDF 064). Mit Lue-1 wird ein
Halbzwerg-Phé&notyp von A. thaliana bezeichnet, der auf eine Mutation eines Katanin p60
Proteins zuruickzufuhren ist. Dieses Protein ist fiir eine Gibberellin-gesteuerte Ausrichtung der
Zellulosefibrillen beim Zellwandaufbau notwendig (Bouquin et al. 2002). Katanine sind dabei

flr das Schneiden der Mikrotubuli, fiir deren Transport und fur die Einhaltung ihres parallelen
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Verlaufs wichtig (Baas et al. 2005, Loyd und Chen 2008). COBRA-like-Proteine (TDF_009),
die in der Plasmamembran verankert sind, scheinen ebenfalls essentiell fur den Aufbau einer
stabilen Zellwand zu sein. Es wird angenommen, dass sie eine Rolle in der Verteilung von
Lignin und Zellulose in der Zellwand spielen und damit die Stabilitat der Zellwand erhéhen
(Sindhou et al. 2002).

Das Aktin-Zytoskelett ist u.a. am Transport von Zellwandbestandteilen beteiligt. Dabei kommt
dem Phospholipid Phosphatidylinositol eine Schlusselrolle zu, da es an der Aktivierung von
Aktin-assoziierten Proteinen beteiligt ist und so die Adhésion der Aktinfibrillen an das
Plasmalemma, den Transmembrantransport durch lonenkandle sowie den Vesikeltransport
steuert (Mao und Yin 2007). 1-Phospahtidyl-Inositol-4-Phosphate-5-Kinasen (TDF_003) sind
an der Synthese von Phosphatidylinositol mafgeblich beteiligt, weswegen ihre verstarkte
Expression auf Veranderungen im Aktinzytoskelett hinweist (Mao und Yin 2007). Die
Bedeutung des Aktin-Zytoskeletts fur die Bildung von Zellwandappositionen konnte bei A.
thaliana gezeigt werden. Dort reagieren Epidermiszellen auf den mechanischen Druck durch
ein Apressorium mit der ringférmigen Anordnung von Aktinfilamenten um die Druckstelle,
entlang denen Golgi-Vesikel und ER-Membranstrukturen akkumulieren. In diesen
Zellkomponenten wird Zellwandmaterial, vor allem Callose, gebildet, das als Papille
abgelagert werden kann (Hardham 2007). Die Bildung von Papillen und die Ablagerung von
neu synthetisiertem Zellwandmaterial konnte zwei bis drei Tage nach der Inokulation mit F.
graminearum auch in den resistenten Weizensorten Frontana und Arina beobachtet werden
(Kang und Buchenauer 2000c). Diese Reaktionen gehdren zu den basalen
Abwehrmechanismen von Pflanzen gegeniiber Pathogenen, die sowohl in resistenten wie auch
in anfalligen Genotypen ablaufen (Hickelhoven 2007). Die Hochregulation von Aktin
assoziierten Proteinen und in stdrkerem Ausmal’ von Mikrotubuli assoziierten Proteinen wurde
nach der Inokulation mit F. graminearum von mehreren Arbeitsgruppen berichtet (Kruger et al.
2002, Hill-Ambroz et al. 2006, Bernardo et al. 2006). Fur die Abwehr von Weizen gegenuber
F. graminearum konnte die verstarkte Expression dieser Gene eine groRe Bedeutung haben.
Jedoch sind die beschriebenen Zytoskelett-assoziierten Gene fiir den Einsatz in der Ziichtung
resistenter Weizenpflanzen wenig geeignet, da Veranderungen an dieser Stelle in grundlegende
Mechanismen der Zellen eingreifen wiirden und es daher wenig Unterschiede in den Allelen
geben wird. Die bestehenden Unterschiede zwischen den Genotypen werden eher in der
vorangehenden Druck und Elicitorrezeption oder in der Signaltransduktion zu suchen sein, die

dann zur Aktivierung der beschriebenen Gene fiihrt.
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4.3.2. Signaltransduktion

Gene, die an der Signaltransduktion und an der Steuerung der Genexpression beteiligt sind,
sind flr weitere Untersuchungen besonders interessant. Die Resistenz einer Pflanze gegenuber
einem Pathogen beruht auf der Kkorrekten Aktivierung und Koordination von
Signaltransduktionswegen, die zur Produktion von Abwehrmechanismen fuhren. Es wird daher
angenommen, dass QTLs fur Krankheitsresistenzen in Pflanzen unter anderem auf
Sequenzpolymorphismen in Genen der Signaltransduktion und Regulation der Genexpression
beruhen (Poland et al. 2008).

Mit TDF_076 konnte in cDNA-AFLPs von Capo ein Genfragment mit einer starken
Sequenzahnlichkeit zu den NPR1-Genen (non producer of PR-1) aus Gerste und Reis
identifiziert werden. Fir Weizen steht bis jetzt noch keine vollstandige, 6ffentlich zugangliche
Sequenz von NPR1-Genen zur Verfiigung. NPR1 ist ein Schliisselregulator innerhalb der SA-
vermittelten Systemic Aquired Resistance (SAR) (Pietse und Van Loon 2004). Uber die
Validierung der Genexpression mittels quantitativer Real-time PCR mit cDNA von SVP72017,
Capo, G16-92 und Hussar konnte in den verschiedenen Genotypen eine duferst
unterschiedliche Regulation dieses NPR1-&hnlichen Gens nach der Inokulation mit F.
graminearum festgestellt werden. In SVP72017 und Capo wird TDF_076 zu allen Zeitpunkten
leicht starker exprimiert als in der Kontrolle, wobei die Expression in SVP72017 bei 48 hai ca.
3-fach induziert wird. Zum Zeitpunkt 48 hai sollte das Pathogen bereits mit der mechanischen
Penetration in die Epidermiszellen der Spelzenepidermis eingedrungen sein (Kang und
Buchenauer 2000). Die Hochregulierung kann auf die verstarkte Abwehr zu diesem Zeitpunkt
hindeuten. Die Expressionsunterschiede von maximal 3-facher Hochregulierung erscheinen
gering, sind aber vergleichbar mit den Werten, die in A. thaliana bei maximaler Induktion der
SAR gezeigt wurden (Piertse und Van Loon 2004). Bei NPR1 handelt es sich um ein
regulatorisches Protein, das durch Verdnderungen im Reddox-Status der Zellen in seinen
aktiven Zustand versetzt wird, weniger durch die vermehrte Expression (Pietse und Van Loon
2004). In G16-92 und Hussar ist die Regulation von TDF_076 gegenlaufig, d.h., dass in der
anfalligen Sorte Hussar das NPR1-ahnliche Gen zu allen untersuchten Zeitpunkten nach der
Inokulation mit F. graminearum &hnlich wie in SVP72017 und Capo hochreguliert wird, in
G16-92 hingegen jedoch zu allen untersuchten Zeitpunkten herunter reguliert wird. In der
Literatur werden die Ergebnisse zum Einfluss der SAR auf die Resistenz verschiedener
Weizengenotypen als unterschiedlich beschrieben. Bernardo et al. (2006) berichten von einer

negativen Regulation von NPR1 in der resistenten Sorte Ning7840 zu spateren Zeitpunkten
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nach der Inokulation mit F. graminearum. Eine Behandlung mit Salicylséure (SA) konnte in
der anfélligen Sorte Y1193-6 im Gegensatz zur Behandlung mit Methyljasmonat und Etaphon
die Resistenz gegentber F. graminearum nicht steigern (Li und Yen, 2008). Einen wichtigen
Hinweis auf die Forderung der Resistenz von Weizen gegeniiber diesem Pathogen durch
vermehrte SAR-Signaltransduktion lieferten hingegen Markander et al. (2006). Ihnen gelang es
durch Uberexpression von AtNPR1 aus A. thaliana in der anfalligen Sorte Bobwhite die
Expression von PR-Proteinen stark zu induzieren und die Resistenz gegeniiber F. graminearum
fast auf das Niveau der hochresistenten Sorte Sumai3 zu heben. Diese unterschiedlichen
Ergebnisse konnten zum einen dadurch erklart werden, dass durch Uberexpression die
naturlichen Gegebenheiten in der Pflanze nicht wiedergegeben werden kdnnen, zum anderen
ist es durchaus denkbar, dass unterschiedliche Weizengenotypen, je nach genetischem
Hintergrund, unterschiedlich auf SA reagieren. Desmond et al. (2006) fanden heraus, dass die
Behandlung mit Benzothiadiozol (BTH), einem Induktor der SAR, in der Sorte Sunco keine
verstarkte Produktion von PR-Protein und keine Erhdhung der Resistenz gegenuber dem
Erreger der Kronenfaule, F. pseudograminearum, bewirkte, wéhrend in der Sorte Kennedy

sowohl die PR-Proteinproduktion als auch die Resistenz deutlich gesteigert werden konnte.

NPR1 wirkt sich fordernd auf die SAR aus und ist zudem maligeblich an der Kommunikation
zwischen den Signaltransduktionswegen beteiligt. Allgemein wird davon ausgegangen, dass
die Resistenz gegenlber nekrotrophen Parasiten, wie F. graminearum, v.a. durch die
Phytohormone Jasmonat (JA) und Ethylen (Et) gefordert wird, wéahrend SA Resistenz
gegenuiber biotrophen Pathogenen vermittelt (Glazebrook 2005). Aktives, d.h. monomeres,
NPR1 wirkt hemmend auf die JA-Synthese, weil es die Transkription von JA-Synthesegenen
hemmt. Auch wirkt es hemmend auf den Abbau der JAZ-Proteine, den Inhibitoren der JA-
Signaltransduktion, wodurch es zur verminderten Transkription von JA-Response-Genen
kommt. Durch diesen Mechanismus wird die JA-Signaltransduktion durch die antagonistisch
wirkende SA-vermittelte Signaltransduktion beim Angriff eines biotrophen Erregers gemindert
(Beckers und Spoel 2006). Die negative Regulation von NPR1 im resistenten Zuchtstamm
G16-92 konnte sich somit durchaus positiv auf die JA-Signaltransduktion und die durch dieses
Phytohormon vermittelte Resistenzmechanismen auswirken. Die Forderung der Resistenz
durch vorangehende Behandlung mit Methyljasmonat in anfélligen Weizen wurde gezeigt (Li
und Yen, 2008). Auch gibt es Hinweise darauf, dass in der resistenten Sorte Dream nach der F.
graminearum-Inokulation vermehrt JA- und Et-Biosynthese und Signaltransduktions-Gene

exprimiert werden (Sven Gottwald, Universitat Giel3en, personliche Mitteilung)
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Durch die Sequenzierung eines 1400 Bp grofien Abschnitts des untersuchten NPR1-ahnlichen
Gens in den Sorten SVP72017, Capo, Sngh3559, Inspiration, Renan, Recital, G16-92, History
und Rubens konnten drei Insertions/Deletions-Polymorphismen identifiziert werden. Zwei der
Polymorphismen liegen im Intron-Bereich des Gens und haben somit wahrscheinlich keine
Auswirkungen auf das entstehende Protein. Der dritte Polymorphismus (5Bp) liegt zwar
innerhalb des codierenden Bereichs, jedoch am Ende des Gens, so dass die daraus
resultierenden Veranderungen in der Aminoséureabfolge nur den hintersten Bereich des
entstehenden Proteins betreffen. Die Auswirkungen auf die Funktionalitat des Gens kénnen mit
den in dieser Arbeit angewandten Methoden nicht abgeschétzt werden. Sie konnten allerdings
durch weitere Studien geklart werden, z.B. durch die Computersimulation einer mdglichen,

durch die Deletion ausgeldsten Strukturverédnderung des Proteins.

Anhand der Polymorphismen konnte TDF_076 in die bestehenden genetischen Karten der
Population History/Rubens (Holzapfel et al. 2008) und Sngh3559/SVP72107 (Groth, nicht
publiziert) rickkartiert werden, wobei weder History noch Rubens dieselben Allele wie
SVP72017 und Sngh3559 besitzt. In beiden Féllen kartierte TDF_076 jedoch auf Chromosom
2AL. In der Population Sngh3559/SVP72017 colokalisiert dieses NPR1-dhnliche Gen mit
einem QTL fur Fusariumresistenz, der, je nach Umwelt, zwischen 2% und 14 % der
phanotypischen Varianz erklart. Das Resistenz-Allel wird hierbei von SVP72017 vererbt.

Die Untersuchung eines umfangreichen Winterweizensortiments mit Markern fiir die drei
INDEL-Polymorphismen zeigte, dass in diesem Genpool mindestens vier verschiedene
Varianten dieses Gen-Abschnittes vorhanden sind. Interessanterweise ist die Sequenz der
anfalligen Sorte Recital auf diesem Genabschnitt identisch mit der von Sngh3559. In der
Population Renan (res.)/Recital (anf.) befindet sich ebenfalls ein QTL fir Fusariumresistenz im
gleichen Abschnitt von Chromosom 2AL (Gervais et al. 2003). Falls es sich bei TDF_076 um
das dem QTL zugrunde liegende Gen handeln sollte, kbnnten Sngh3559 und Recital eine
besondere Anfalligkeitsvariante tragen, wahrend SVP72017 eine Variante besitzt, die erhdhte

Resistenz gegenuiber F. graminearum vermittelt.

Die verschiedenen Genvarianten haben keinen Einfluss auf die Expression von TDF_076 in
den verschiedenen Weizengenotypen. Die DNA-Sequenzen von G16-92 und SVP72017 sind in
diesem Abschnitt des NPR1-ahnlichen Gens identisch, wéhrend Capo und Hussar wiederum

andere Kombinationen der INDEL-Polymorphismen besitzen.
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Um weitere Polymorphismen innerhalb des NPR1-dhnlichen Proteins auf Chromosom 2AL zu
finden, ist die vollstdndige Sequenz des Gens verschiedener Weizengenotypen erforderlich.
Aufgrund des hexaploiden Weizengenoms kann davon ausgegangen werden, dass im
Weizengenom mindestens drei homologe NPR1-Gene vorhanden sind. Da in Reis sowohl das
NPR1-Gen (Acc.-Nr. NM_001050898.1) als auch das sehr &hnliche NH1-Gen (Acc.-Nr.
NM_001048821.1) bekannt ist, ware es denkbar, dass auch Weizen weitere NPR1-ahnliche
Gene besitzt. Eine funktionale Mutation eines NPR1-Gens konnte sich daher partiell auf die

Resistenz von Weizen gegenlber verschiedenen Pathogenen auswirken.

4.3.3. Chemische Abwehr

DON-Toleranz

Nekrotrophe Pilze wie F. graminearum ernahren sich von totem Wirtsgewebe. Die von
nekrotrophen Pilzen gebildeten Mycotoxine sind hdufig wichtige Virulenzfaktoren, die in den
Stoffwechsel der Wirtszellen eingreifen und durch Auslésen des Zelltods Nahrung fur das
Pathogen bereitstellen (Glazebrook 2005). Eine sehr wirksame Abwehr ist daher die Entgiftung
der Mycotoxine, und klonierte Resistenzgene gegen nekrotrophe Pilze kodieren aus diesem
Grund meist fir spezifische Entgiftungsenzyme (Johal. et al. 2002, Brandwagt et al. 2002,
Sindhou et al. 2008). Bei F. graminearum und F. culmorum wurde gezeigt, dass DON ein
wichtiger Virulenzfaktor fiir die Ausbreitung des Pilzes innerhalb der Ahre darstellt (Jansen et
al. 2005). Bei der Infektion von Weizendhren mit F. graminearum-Pilzen, in denen die DON-
Synthese unterbunden ist, bilden auch anfallige Weizensorten dicke Zellwandablagerungen im
Rachisnodium, die das Pathogen daran hindern, die Rachis zu besiedeln und von dort aus
weitere Ahrchen zu befallen (Jansen et al. 2005). Nur durch DON ist der Pilz also in der Lage,

die Typ 2-Resistenz-Reaktion der Wirtsahren aul3er Kraft zu setzten.

Der Haupt-QTL fir die Typ 2-Resistenz auf Chromosom 3BS (FHB1) aus asiatischen
Sommerweizen colokalisiert mit einem QTL fiir DON-Entgiftung (Lemmens et al. 2005). Es
wird daher stark angenommen, dass Weizensorten mit guter Typ 2-Resistenz (ber
Mechanismen zur DON-Detoxifikation verfigen. In Weizen konnte die Entgiftung von DON
durch Glycosylierung zu DON-3-Glycosid nachgewiesen werden (Berthiller et al. 2005).
Poppenberger et al. (2003) isolierten eine UDP-Glycosyltransferase (DOGT1) aus A. thaliana,
die in vitro und in vivo DON in DON-3-Glycosid umwandeln kann. FHB1 auf Chromosom
3BS konnte bereits feinkartiert werden, und die Klonierung von FHB1 wird zurzeit durch einen
Map based Cloning-Ansatz umgesetzt (Liu et al. 2006). Eine UDP-Glycosyltransferase ist bei
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den zu testenden Kandidatengenen im nicht mehr rekombinanten Bereich jedoch nicht
enthalten, so dass es sich bei dem den QTL zu Grunde liegenden Gen nicht um eine

Glycosyltransferase handeln kann (J. Anderson, personliche Mitteilung).

In der vorliegenden Arbeit konnten durch die cDNA-AFLP-Analysen von SVVP72107 nach der
Inokulation mit F. graminearum zwei UDP-Glycosyltransferasen (TDF_040 und TDF_048) als
hochreguliert identifiziert werden. TDF_048 besitzt auf seiner Lange von 430 bp eine hohe
Sequenzhomologie (E-value: e-130) mit der UDP-Glycosyltransferase TaUGT3, die nach
DON-Behandlung in der resistenten Sommerweizensorte Wangshuibai hochreguliert wird und
bereits Kkloniert und sequenziert wurde (Lulin et al. 2009). TaUGT3 besitzt eine hohe
Ubereinstimmung auf Aminoséureebene mit DOGT1 aus A. thaliana, die in der Lage ist, DON
zu DON 3-Glycosid zu konjugieren (Poppenberger et al. 2003, Lulin et al. 2009). Die
Transformation von A. thaliana mit TaUGT3 flhrt zu einer erhéhten Toleranz einiger
transgener Linien gegenliber DON. Von TaUGT3 gibt es im Weizen drei orthologe Kopien auf
den Chromosom 3AS, 3BS und 3DS (Lulin et al. 2009). Die Familie der Glycosyltransferasen
ist eine der groRten Genfamilien der Pflanzen (Bowles et al. 2005), innerhalb derer groRe
Bereiche konserviert sind. Daher kann leider nicht bewiesen werden, dass es sich bei TDF_048
tatsachlich um ein Protein mit d&hnlichen Eigenschaften wie TaUGT3 handelt. Da
Glycosyltransferasen an allen Prozessen in der Pflanzenzelle beteiligt sind, bei denen eine
Glycosylgruppe Ubertragen wird, wie z.B. der Glycosylierung von Flavonoiden,
Phenylpropanoiden, Cumarinen sowie der Phytohormone Indolessigsaure und Salicylsaure und
der Synthese von Zellwandmaterial (Bowles et al. 2005), ist die genaue Bestimmung der
Funktion einer einzelnen Glycosyltransferase sehr schwierig. Fir eine Testung ihrer
Substratspezifitat misste zuerst das gesamte Gen kloniert und in Hefe Gberexprimiert werden,
um eine eventuelle in vitro Konjugation von DON messen zu kdnnen. Falls dies nachgewiesen
werden sollte, konnte die Wirkung der Glycosyltransferase auf die Ahrenfusarioseresistenz

durch Uberexpression in einer anfilligen Weizensorte getestet werden.

Die Verifikation der Ergebnisse der Expressionsanalyse mit cDNA-AFLP durch quantitative
Real-time PCR zeigte, dass TDF_048 sowohl in SVP72017 als auch in Capo 72 hai und 96 hai
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle hochreguliert wird. In SVP72017 ist die
Hochregulierung jedoch zum Zeitpunkt 96 hai stérker. In infizierten Pflanzenzellen kann DON
frihestens nach 48 hai nachgewiesen werden und seine Konzentration nimmt im weiteren
Verlauf der Infektion zu (Kang und Buchenauer 1999). In SVP72017 und Capo wird die

Expression der Glycosyltransferase also zu Zeitpunkten verstarkt, in denen bereits DON im
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Gewebe vorhanden ist. Da TDF_048 in beiden Genotypen hochreguliert wird, handelt es sich
nicht um eine genotypspezifische Abwehrrektion. Die Sequenzierung des genomischen PCR-
Produkts ergab keine DNA-Sequenz-Unterschiede zwischen den Genotypen (SVP72017,
Capo, Sngh3559, Inspiration, History, Rubens), so dass eine Kartierung der

Glycosyltransferasen bis jetzt noch nicht durchgefihrt werden konnte.

Neben der DON-Entgiftung konnten auch Verénderungen in den Angriffszielen von DON

innerhalb der Weizenzellen zu erhéhter DON-Toleranz fihren.

Packa et al. (1991) zeigten, dass die Mitose von Weizenwurzelzellen durch die Applikation
von DON gehemmt wird. In DON-behandelten Zellen kam es vermehrt zu Stérungen der
Ausrichtung der Chromosomen in der Aquatorialebene und daher zur Bildung von
Tochterzellen mit unterschiedlichen Chromosomenzahlen und zum Verlust von genetischem
Material wahrend der Zellteilung. Die Autoren nehmen daher an, dass DON den Aufbau des
Spindelapparates stark beeintrachtigt. TDF_001, das Sequenzhomologien zu einem Spindel-
und Kinetochor-assoziierten Protein aufweist, ist in cONA-AFLP-Profilen von Dream bereits
acht Stunden nach der Inokulation mit F. graminearum hochreguliert. Kinetochore sind
Proteinsysteme, die den Kontakt der Mikrotubuli des Spindelapparats mit dem Zentromer der
Chromosomen herstellen und regeln und somit eine zentrale Rolle bei der Zellteilung spielen
(Santaguida and Mussaccio 2009). Es wdére denkbar, dass die erhdhte Expression eines
Kinetochor-assoziierten Proteins der toxischen Wirkung von DON auf die Zellteilung

entgegenwirken konnte

Die toxische Wirkung von DON st zu groflen Teilen auf seine Hemmung der
Proteinbiosynthese zuriickzufihren (Rocha et al. 2005). In F. culmorum-infiziertem Weizen
lasst sich DON besonders an den Ribosomen im Endoplasmatischem Retikulum nachweisen
(Kang und Buchenauer 1999), an denen die Proteinbiosynthese ablauft. Es wird angenommen,
dass das Angriffsziel von DON in Weizen, dhnlich wie in Hefe, das ribosomale Protein L3
(RPL3) ist. Nach Klonierung und Sequenzierung aller RPL3 Gene in Weizensorten mit
unterschiedlicher Ahrenfusarioseresistenz konnten jedoch keine unterschiedlichen Allele
gefunden werden (Lucyshyn et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurden in SVP72017 und
in G16-92 TDFs mit jeweils starker Sequenzhomologie mit einem ribosomalen Protein 117
und dem 40S ribosomalen Protein S9 nach der Inokulation mit F. graminearum hochreguliert.
Diese ribosomalen Proteine wurden bis jetzt jedoch noch nicht im Zusammenhang mit DON-

Toxizitat erwahnt, daher handelt es sich hier um neue Ergebnisse.
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Cytochrom P450

TDF_102 besitzt eine Sequenzéhnlichkeit mit dem Cytochrom P450 Protein CYP709H1 aus
Mais. Es wird in Capo zu allen untersuchten Zeitpunkten nach der Inokulation mit F.
graminearum hochreguliert und in SVP72017 ab 24 Stunden nach der Inokulation herunter
reguliert. Die Genotypen zeigen somit eine deutlich gegensétzliche Regulation von TDF_102
nach der Inokulation mit F. graminearum. Das Genfragment Kkartiert in der Population
History/Rubens in das Intervall eines QTL fur Fusariumresistenz auf Chromosom 2BS, das von
History vererbt wird, jedoch nur eine geringe Verbesserung der Resistenz bewirkt (Holzapfel
2009). Cytochrom P450 Proteine stellen die groRte Genfamilie in Pflanzen dar. A. thaliana
besitzt mindestens 286 verschiedene Cytochrom P450 Proteine, die an den verschiedensten
biochemischen Prozessen beteiligt sind, wie an der Synthese von Phytohormonen und an der
Oxidierung von Fettsauren sowie an allen Synthesewegen des Sekundarmetabolismus, aus dem
Lignin, Pigmente und zahlreiche Abwehrstoffe hervorgehen (Werck-Reichhart und Feyereisen
2000). Wegen der groflen Bandbreite der von Cytochrom P450 Proteinen Kkatalysierten
Reaktionen ist es unmdoglich, auf die konkrete Funktion von TDF 102 zu schliefen,
insbesondere deshalb, weil zwischen den Mitgliedern von Unterfamilien nur eine geringe
Ubereinstimmung in der Aminosaureabfolge besteht. Cytochrom P450 Proteine wurden in
zahlreichen Expressionsstudien in Weizen nach der Inokulation mit F. graminearum als
differentiell exprimiert beschrieben (Bernardo et al. 2006, Hill-Ambroz et al. 2006, Kong et al.
2007, Steiner et al. 2009).

4.3.4. TDFs mit unbekannter Funktion

Die Halfte der in der vorliegenden Arbeit nach der Inokulation mit F. graminearum
differentiell exprimierten TDFs haben keine Ahnlichkeit zu Genen mit bekannter Funktion.
Von diesen konnten TDF_032 und TDF_103 in bestehende QTL-Karten riickkartiert werden.
TDF_103 ist ein repetitives Element, das aus einem 11 Mal wiederholten, 48 Bp langen
Abschnitt besteht. In den cDNA-AFLPs von SVP72017 erscheint die Bande 72 und 96
Stunden nach der Inokulation mit F. graminearum. Zu diesen Zeitpunkten sollte der Pilz
bereits in das Spelzengewebe eingedrungen sein und es, auch durch Einsatz von DON, bereits
stark schadigen (Kang und Buchenauer 1999). Unter normalen Bedingungen sind repetitive
Elemente meist methyliert (Yan et al. 2008) und werden daher nicht transkribiert. Jedoch
wurde die Demethylierung von repetitiven Elementen innerhalb von Stressreaktionen
wiederholt gezeigt (Lish 2009). In den Populationen Solitar/Travix (Holzapfel et al. 2008) und
Sngh3559/SVP72017 (Groth et al. nicht publiziert) konnte TDF_103 auf Chromosom 4BS
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kartiert werden, wo in keiner der beiden Populationen ein QTL fir Ahrenfusarioseresistenz

nachgewisen werden konnte.

TDF_032 ist in SVP72017 zu den frihen Zeitpunkten nach der Inokulation mit F.
graminearum stark hochreguliert. Es konnte sich daher bei diesem TDF um ein Fragment eines
Gens handeln, das eine Rolle in der frihen Abwehr von SVP72017 gegenuber F. graminearum
spielt. TDF_032 konnte in der genetischen Karte der Population History/Rubens (Holzapfel et
al. 2008) auf Chromosom 5A Kartiert werden. Dort kartiert es 11 cM unterhalb des
Mikrosatelliten xgwm639. In dieser Position fanden Gervais et al. (2003) einen QTL flr die
Resistenz gegenuber F. culmorum, der je nach Umwelt zwischen 14% und 19,2% der
phanotypischen Varianz erklart. In den vorldaufigen QTL-Analysen der Populationen
Inspiration/SVP72017 und Sngh3559/SVP72017 konnten jedoch an derselben Stelle auf dem

Chromosom keine entsprechenden QTL auf Chromosom 5A gefunden werden.

4.4. Ausblick

Durch den in der vorliegenden Arbeit gewahlten Ansatz der Expressionsanalyse konnten 78
Gene identifiziert werden, die nach der Inokulation mit F. graminearum in Winterweizen
differentiell ~reguliert werden. Von diesen colokalisieren vier mit QTL fir
Ahrenfusarioseresistenz: zwei WIR1-Gene mit einem QTL auf 7BS, ein NPR1-dhnliches Gen
auf Chromosom 2AL und ein Cytochrom P450 auf Chromosom 2BS. Ihre Colokalisierung mit
QTL fir Ahrenfusarioseresistenz und die Unterschiede in der Expression im Ahrengewebe des
Weizens nach der Inokulation mit F. graminearum machen diese Gene zu Kandidatengenen fur

Fusariumresistenz.

Die Colokalisierung eines Gens mit einem QTL ist noch kein Beweis dafir, dass diese auch
wirklich mit der Auspragung eines Merkmals in Verbindung stehen, da diese Regionen

mehrere tausend Gene umfassen konnen.

Um die spezifische Wirkung dieser Kandidatengene auf die Resistenz von Weizen gegenuber
F. graminearum testen zu kdnnen, kdnnen gentechnische Verfahren eingesetzt werden. Dazu
bieten sich beim Weizen die Methoden an, welche die Genexpression bestimmter Gene oder
Genfamilien durch den Einsatz von ,,small interfering RNA“ (siRNA) hemmen. Dabei nutzt
man die Anti-Virus-Abwehr der pflanzlichen Zellen aus, die doppelstrangige RNA als fremd
erkennt, diese kurze Stlcke zerschneidet und alle RNAs mit ahnlicher Sequenz abbaut, und
somit auch eigene mRNA, wenn sie Sequenzhomologie zu den kurzen RNA-Fragmenten
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besitzt (Sidamed und Wilkie 2010). Auf diese Weise lasst sich die Expression einzelner Gene
oder auch ganzer Genfamilien bis zu 90% vermindern. Im hexaploiden Weizen kann auf diese
Weise die Expression der Kopien eines Gens auf den homologen Chromosomen gehemmt
werden. Eine Methode zur Anwendung von siRNA ist die stabile Transformation von Weizen
mit einem Kkurzen Fragment des zu untersuchenden Kandidatengens in Form von
doppelstrangiger RNA. Stabil transformierte Pflanzen kénnen die verminderte Genexpression
an weitere Generationen weitervererben. Daher wirde sich diese Methode fiir die Hemmung
der Expression der NPR1-Gene anbieten, da die transgenen Linien nicht nur auf ihre Resistenz
gegeniiber Ahrenfusariosen, sondern auch gegeniiber anderen Pathogenen des Weizens getestet
werden konnen. Auf diese Weise konnte der Einfluss der SAR in der Interaktion von Weizen
mit seinen wichtigsten Pathogenen geklart werden. Eine Methode zur transienten
Transformation von Pflanzen ist das Virus-Induced Gene Silencing (VIGS), bei der ein kurzes
Fragment des Kandidatengens als doppelstrangige RNA mit einem Virus als Vektor in die
Pflanzenzelle eingeschleust wird. VIGS ist schneller und kostengiinstiger in der Durchfiihrung
als eine stabile Transformation (Pakuyastha und Dasgupata 2009). Mit dieser Methode kdnnte
beispielsweise die Wirkung einer Expressionshemmung der WIR1-Genfamilie auf die

Anrenfusarioseresistenz von Weizen getestet werden.

Ein anderer gentechnischer Ansatz zur Erforschung der Funktion eines Kandidatengens in der
Anrenfusarioseresistenz ist deren Uberexpression in anfalligen Weizenpflanzen. Dabei werden
die Pflanzen mit einem Konstrukt aus dem vollstdndigen Kandidatengen und einem speziellen
Promotor stabil transformiert. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die Wirkung eines
bestimmten Allels dieses Gens, z.B. des Allels von Dream eines der WIR1-Gene auf
Chromosom 7BS, getestet werden konnte. Fur diese Methode muss jedoch zuvor die
vollstdndige Sequenz des Kandidatengens gewonnen werden. Von Markandar et al. (2006)
wurde bereits eine positive Wirkung der NPR1-induzierten SAR auf die Resistenz der

Weizensorte Bobwhite durch die Uberexpression von AtNPR1 aus A. thaliana gezeigt.

Ein anderer Ansatz zur Erforschung von Genfunktionen ist die Untersuchung von Mutanten.
Durch eine Behandlung der Winterweizensorte Dream mit der mutagenen Chemikalie
Ethylmethan-Sulfonat wurde an der TU-Minchen eine TILLING (Targeting Induced Local
Lesions IN Genomes)-Population erstellt (Schmolke, 2006). Diese Population konnte auf
Mutationen in Kandidatengenen aus der vorliegenden Arbeit, insbesondere der WIR1-Gene auf

7BS, untersucht werden. Falls sich die Ahrenfusarioseresistenz von Genotypen mit mutierten
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Kandidatengenen von der des Wildtyps unterscheidet, wére dies ein starkes Indiz fur die

Beteiligung des Gens an der Resistenz.

Die markergestitzte Selektion bietet Zlchtern die Moglichkeit gezielt erwinschte Merkmale,
wie z.B. Pathogenresistenzen, in ihr Zuchtmaterial zu Ubertragen. Zur Entwicklung von
Marken flr quantitative Merkmale werden QTL-Analysen zur Identifizierung von
Genomabschnitten durchgefiihrt, die an der Auspragung der Resistenz beteiligt sind. Meist
werden zur Selektion der Genotypen, die den gewinschten Genomabschnitt besitzen,
gekoppelte anonyme Marker wie z.B. Microsatelliten verwendet. Der Nachteil von
gekoppelten Markern besteht darin, dass es bei ungenugender Kopplung zu Rekombinationen
zwischen Marker und Zielmerkmal kommen kann und somit nicht mehr auf das Merkmal
selektiert wird (Collard und Mackill 2008). Um eng gekoppelte Marker zu identifizieren, wird
daher oft eine Feinkartierung des QTL durch die Analyse einer goRen Nachkommenpopulation,
in der entsprechend viele Rekombinationen vorkommen, durchgefiihrt. Die Probleme mit
ungentigender Kopplung kénnen mit der Anwendung von ,,perfekten” Markern vollstandig
umgangen werden. Dabei liegt der Marker direkt im Zielgen und wurde von einem
funktionalen Polymorphismus innerhalb dieses Gens abgeleitet, so dass er immer mit dem
gewilnschten Merkmal verbunden ist. In der vorliegenden Arbeit wurden Genfragmente
identifiziert, die innerhalb von zuvor Kartierten QTL-Intervallen fir Ahrenfusarioseresistenz
liegen. Um aus ihnen einen ,,perfekten” Marker ableiten zu koénnen, muss zuvor durch
funktionelle Analysen gezeigt werden, dass es sich bei ihnen tatsachlich um die Gene handelt,
die an der Resistenzauspragung grundlegend beteiligt sind. Auch sollte das Gen, idealerweise
vollstandig und inklusive des Promotorbereichs, in einer groReren Anzahl von Sorten
resequenziert werden, um verschiedene Allele des Gens zu kennen und so den
Polymorphismus zu finden, durch den das Resistenzallel sicher von allen anderen
unterschieden werden kann. Ein idealer Marker sollte nicht nur perfekt gekoppelt, sondern
auch diagnostisch sein, d.h., dass durch ihn das Resistenzallel sicher von allen anderen Allelen
in allen Sorten unterschieden werden kann. Da es fir die WIR1-Gene, die auf das Chromosom
7BS Kartieren, keinen Beweis gibt, dass es sich bei ihnen um die dem QTL zugrunde liegenden
Gene handelt, ist die Anwendung von flankierenden Microsatellitenmarkern weiterhin die
beste Methode, um auf diesen QTL zu selektieren. Eine mdgliche Verwendung des QTL auf
Chromosom 7BS fur die markergestiutzte Selektion wurde bereits von Schmolke et al. (2005)
und Haberele et al. (2007) ausgiebig diskutiert. Dieser QTL besitzt mit 21 % Verbesserung der

phinotypischen Variation einen vergleichbar groRen Effekt auf die Ahrenfusarioseresistenz
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(Schmolke et al. 2005). Auch wurde seine Wirkung im genetischen Hintergrund der
hochanfalligen Sorte Lynx bestatigt (Haeberle et al. 2007). Damit ist der QTL auf Chromosom
7BS der am besten validierte QTL fur Ahrenfusarioseresistenz im europdischen
Winterweizenmaterial und einer von den QTL, auf die eine markergestitzte Selektion am

Erfolg versprechendsten ist. Dies wirde fiir die Gene gelten, die diesem QTL zugrunde liegen.

Der QTL fir Ahrenfusarioseresistenz auf Chromosom 2AL in  Population
Sngh3559/SVP72017 hat einen Einfluss von 2% bis 14% auf die phanotypische Varianz der
Anrenfusarioseresistenz. (J. Groth, nicht publiziert). Das mit diesem QTL colokalisierende
NPR1-&hnliche Gen Kartiert direkt am Peak der LOD-Kurve und ist somit, bis jetzt, der mit
dem QTL am engsten koppelnde Marker.

Der QTL fir Ahrenfusarioseresistenz auf Chromosom 2BS, in dessen Intervall das Cytochrom
P450 TDF 102 Kartiert, erklart lediglich 2,1% und 8% der phanotypischen Variation
(Holzapfel 2008). Aufgrund seines geringen Einflusses auf die Ahrenfusarioseresistenz ist er
fir die markergestutzte Selektion wenig geignet. Aus dem gleichen Grund waren funktionelle
Analysen zur Wirkung von TDF_102 schwierig durchzufuhren.

Die bisher beschriecbenen QTL fiir Ahrenfusarioseresistenz aus den europaischen
Winterweizenpopulationen haben meist nur einen mittleren bis kleinen EinfluR auf die
Resistenz. Zudem ist der Einfluss eines QTL auf die Ahrenfusarioseresistenz je nach
genetischem Hintergrund variabel (Burstmayr et al. 2009, Holzapfel et al. 2009). Es wird daher
diskutiert, ob die markergestutzte Selektion auf diese einzelnen QTL lohnend fir die Ziichtung
ist, da es sich um eine teure Technik handelt. Sehr giinstig fir die Resistenzziichtung ware es
hingegen, wenn Marker fir Gene identifiziert werden, die Resistenz gegenuber einem gréReren
Spektrum an Pathogenen verbessert und somit zu einer allgemein robusteren Pflanze flhrt. Vor
kurzem ist das Gen Lr34 (ein ABC-Transporter) aus Weizen kloniert worden, das eine
quantitative Resistenz gegentber drei verschiedenen Pathogenen vermittelt (Krattinger et al.
2009). Ein solches Resistenzgen ist fiir den Einsatz in der markergestiitzen Selektion sehr gut
geeignet. Hinweise darauf, ob QTL fir Ahrenfusarioseresistenz mit QTL fiir andere
Krankheiten des Weizens Uberlappen, kdnnten Metaanalysen verschiedener QTL-Studien

liefern.

Gute Kandidaten fur Gene, die eine Resistenz gegeniiber mehreren Pathogenen vermitteln,
konnten beispielsweise die WIR1-Gene und NPR1 sein. In der vorliegenden Arbeit konnten

jeweils zwei WIR1-Gene in Bereiche von Chromosom 5DS und 7BS Kartiert werden, in denen
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auch QTL fur die Resistenz gegenuber Septoria nodorum gefunden wurden, einem Pathogen,
welches ebenfalls die Ahren des Weizens befallt und einen nekrotrophen Lebensstil besitzt
(Schnurbusch et al. 2003). Zudem scheinen die WIR1-Gene an einer basalen Abwehr beteiligt
zu sein, die gegenlber einer Vielzahl von Pathogenen ablduft. Auch in der Region von
Chromosom 2AL, wo das NPR1-&hnliche TDF_076 kartiert, wurde ein QTL fiir die Resistenz
gegenuber Septoria nodorum identifiziert (Schnurbusch et al. 2003). Funktionelle Studien, die
die Wirkung dieser Gene auf die Resistenz gegenuber F. graminearum und Septoria nodorum
untersuchen, wiirden Aufschluss tber die Wirkung dieser Gene geben. Studien mit A. thaliana
zeigten, dass NPR1 die Resistenz gegeniber einer Vielzahl von Pathogenen beeinflusst (Piertse
und Van Loon 2004). Jedoch ist die Verwendung von Schlusselregulator-Genen, wie NPR1 in
der Pflanzenziichtung kritisch zu sehen. In A. thaliana wurden zahlreiche Versuche mit
Knockout-Mutanten von Schlusselregulatorgenen der verschiedenen Signaltransduktionswege
durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dass die Mutanten, die eine verbesserte Resistenz gegenuber
nekrotrophen Pathogenen besalen, haufig eine verringerte Resistenz gegeniiber biotrophen
Pathogenen zeigten und umgekehrt, da die Signaltransduktionswege zum Teil antagonistisch
wirken (Glazebrook 2005). Fir eine gute Gesundheit der Weizenpflanzen auf dem Feld ist
jedoch eine intakte Abwehr gegeniiber biotrophen und nekrotrophen Pathogenen, sowie gegen
Insekten und abiotischen Stressfaktoren nétig. Eine Verschiebung der Abwehr zugunsten der
Resistenz gegeniliber Pathogenen mit einem bestimmten Lebensstil ist daher nicht sinnvoll. Vor
der Verwendung verschiedener NPR1-Allele in der Weizenziichtung musste die Wirkung auf
die Resistenz gegentiber anderen Pathogenen gepriift werden, z.B. durch die Genotypisierung
und Phénotypisierung eines groen Weizensortiments.
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5. Zusammenfassung

Die Resistenz des Weizens gegeniiber den Erregern der Ahrenfusariose, F. graminearum und
F. culmorum, ist weltweit ein wichtiges Zuchtziel. In vorangegangenen Studien konnten in
europaischen Winterweizen bereits QTL fiir die Ahrenfusarioseresistenz kartiert werden. Uber
die Reaktion von anfélligen und resistenten Winterweizensorten auf die Infektion mit Erregern
der Ahrenfusariose auf Genexpressionsebene war jedoch noch nichts bekannt. In der
vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der ersten Expressionsstudie vorgestellt, die mit

europdischem Winterweizen nach der Infektion mit F. graminearum durchgefiihrt wurde.

Die Expressionsanalysen wurden mit den Eltern von drei fir das Merkmal
Ahrenfusarioseresistenz spaltenden Kartierungspopulationen (Dream/Lynx, G16-92/Hussar
und SVP72017/Capo) durchgefiihrt. Ahren dieser sechs Genotypen wurden mit Hilfe einer
Einzelbllteninokulationsmethode mit Makrokonidien von F. graminearum infiziert und zu
insgesamt sieben Zeitpunkten innerhalb der ersten vier Tage nach der Inokulation untersucht.
Unter Anwendung der cDNA-AFLP-Technik konnten 72 unterschiedliche cDNA-Fragmente
(TDFs) identifiziert werden, die nach der Infektion mit F. graminearum im Vergleich zu
wasserbehandelten Kontrollen ein unterschiedliches Expressionsmuster zeigten. Diese cDNA-
Fragmente  wurden, falls  Segenzpolymorphismen  zwischen den  Eltern  der
Kartierungspopulationen gefunden werden konnten, in die genetischen Karten integriert, um zu

priifen, ob eine Colokalisation mit Resistenz-QTL auftrat.

Eine Gruppe von vier Wheat Induced Resistance (WIR1)-Genen, die mit der Stabilisierung der
Plasmamembran assoziiert werden, sind nach der Infektion mit F. graminearum in den
resistenten Genotypen wesentlich stérker induziert als in den jeweils anfélligen Eltern der
Kartierungspopulationen. Zwei der WIR1-Gene konnten aufgrund von
Sequenzpolymorphismen in ein QTL-Intervall auf Chromosom 7BS rlckkartiert werden.
Aufgrund ihrer differentiellen Expression und Lage im QTL-Bereich sind diese Gene
interessante Kandidaten flr weitere, funktionelle Analysen. Ein Genfragment mit einer hohen
Sequenzahnlichkeit zu NPR1-Genen von Reis und Gerste wird nach der Inokulation mit F.
graminearum differentiell exprimiert. NPR1 ist ein Schliisselregulator der ,,Systemic Aquired
Resistance* (SAR) und beeinflusst zudem die Jasmonat-vermittelte Abwehrreaktion. Aufgrund
von Insertions-Deletions-Polymorphismen konnte dieses NPR1-&hnliches Gen in der
Population Sngh3559/SVP72017 auf Chromosom 2AL Kartiert werden. In dieser Region wurde
durch vorlaufige QTL-Analysen ein QTL fiir Ahrenfusarioseresistenz, der von SVP72017



Zusammenfassung 98

vererbt wird, identifiziert. Fir die Bestatigung der Ergebnisse missen jedoch noch weitere
phanotypische Daten des Ahrenfusariosebefalls miteinbezogen werden.

Weitere interessante Gene, die nach der Infektion mit F. graminearum hochreguliert wurden,
sind eine UDP-Glycosyltransferase, die eine Rolle bei der Entgiftung von Fusariumtoxinen
spielen konnte, sowie ein putatives Lipid Transfer Protein (LTP), das in den resistenten
Genotypen hochreguliert und in den hochanféalligen Genotypen nicht exprimiert wurde.
Vertretern der LTP-Genfamililie wurde bereits in anderen Studien eine direkte antifungale

Wirkung gegenuber F. graminearum nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, Kandidatengene fir die Ahrenfusarioseresistenz aus
europdischem Winterweizen zu gewinnen, die nach der Inokulation mit F. graminearum
differentiell reguliert werden, und die eine Funktion in moglichen Abwehrmechanismen

besitzen konnten und zum Teil mit QTL fiir Ahrenfusarioseresistenz colokalisieren.
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6. Summary

The breeding of wheat genotypes with a good resistance against Fusarium Head Blight (FHB)
Is @ main goal worldwide. In previous studies QTL for FHB resistance have been identified in
European winter wheat genotypes. The aim of this project was to get new and extended
information about genes which are involved in the defense of European winter wheat
genotypes against F.graminearum, the main pathogen causing FHB. Therefore gene expression
studies on the basis of the parents of the European winter wheat populations Dream/Lynx,
G16-92/Hussar and SVP72107/Capo were carried out. Ears of the six genotypes were
inoculated with macrocionidia suspension of F. graminearum and sampled seven times during
the first four days after inoculation. By conducting cDNA-AFLP analysis 72 transcript derived
fragments (TDFs) were identified as differentially expressed in Fusarium inoculated samples
compared to water treated control samples. These cDNA fragments were screened for
polymorphisms between the parents of the mapping populations. When polymorphisms were

found, the TDFs were integrated into genetic maps.

Four Wheat Induced Resistance (WIR1) genes, which are associated with the stabilization of
the plama membrane during pathogen attack, were induced to a greater extend in resistant
compared to susceptible genotypes after F. graminearum inoculation. Two of these WIR1
genes map into the interval of a QTL for FHB resistance on chromosome 7BS in the
Dream/Lynx population. A TDF with high sequence similarity to NPR1 genes of rice and
barley was differentially expressed in wheat spikes after inoculation with F. graminearum.
NPR1 is the key regulator of the Systemic Aquired Resistance and influences jasmonate
mediated signal transduction. The NPR1-like gene could be mapped in the interval of a QTL
for FHB resistance on chromosome 2AL. The donor of this QTL is SVP72017.

Further interesting genes that are differentially expressed after inoculation with F.
graminearum are a UDP-Glycosyltransferase, which might play a role in DON detoxification
and a putative Lipid Transfer Protein (LTP). In other studies, members of the LTP gene family

were shown to have a direct antifungal effect on the growth of F. graminearum.

In this study we were able identify candidate genes for FHB resistance in European winter
wheat which are differentially expressed after inoculation with F. graminearum, have a

putative function in defense pathways and colocalize with QTL for FHB resistance.
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8. Anhang

8.1. Chemikalienverzeichnis

Enzyme

EcoRl

Hot Start Tag-Polymerase
Msel

Proteinase K

RNAse

Sse8387

Taql

Tag-Polymerase

T4-DNA Ligase

Chemikalien
Acrylamid/Bisacrylamid (19:1)
Agar

Agarose

Ammoniumacetat
Ampicillin

Annealing Puffer

APS

ATP

Binding Puffer

Borsaure

Bromphenolblau

BSA
Chloroform-Isoamylalkohol
DEPC

dNTPs

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid
Formaldehyd

New England Biolabs, USA
Thermo-Fisher, GroRbritannien
New England Biolabs, USA
Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Thermo-Fisher, GroRbritannien
New England Biolabs, USA

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Biotage, Schweden
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Biotage, Schweden

MP Biomedicals, USA
Pharmaia Biotech, Freiburg
Amersham, Braunschweig
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Niederlande
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
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Formamid

Glycerin

Harnstoff

Hefeextrakt

High Performance Buffer
IPTG

Isopropanol

MgCl,

MOPS

PCR-Puffer

NaCl

Natriumbisulfit
Natriumacetat-Trihydrat
NaOH

NaAc

NEB2 Puffer

NEB4 Puffer

NEB Puffer

Pepton

SDS

Soc-Medium
Streptavidin-Sepharose
TRIS

TEMED

Xylencyanol FF

X-Gal

8.2. Basislésungen

DEPC-H,0
0,1% DEPC
H20 witiig

Inkubation Uber Nacht bei Raumtempearatur, anschlieBend 2x autoklavieren

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
ICN Biomedicals, Ohio
Sigma-Aldrich, Seelze

Thermo-Fisher, GroRRbritannien

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Thermo-Fisher, Grof3britannien

Sigma-Aldrich, Seelze

Thermo-Fisher, Grol3britannien

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Niederlande
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden
Amersham, Freiburg

ICN Biomedicals, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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TE-Puffer

10 mM TRIS, pH 8
1 mM EDTA, pH 8
TE;-Puffer

10 mM TRIS, pH 8
0,1 mM EDTA, pH 8

10 x TBE-Puffer
0,89 M TRIS, pH8
0,89 M Borsaure
0,5M EDTA, pH 8

Lésungen fur einzelne Arbeitsgange

DNA-Isolation

Extraktionspuffer (Anderson et al. 1992)

100 mM TRIS
50 mM EDTA

500 mM Natriumchlorid

10% SDS

20 mM Natriumbisulfit (frisch zugegeben)

Woaschl6sung 1
76% Ethanol

0,2 M Natriumacetat-Trihydrat

Waschl6sung 2
76% Ethanol

10 mM Ammoniumacetat

SNP-Analysen

Denaturierungsldsungen

0,2 M Natriumhydroxid

Waschpuffer pH 7.6
10 mM TRIS
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Formaldehyd Gelelektrophorese

1,5 % Gel zur Bestimmung der RNA-Qualitét (denaturierend)
1,35 g Agarose

55 ml DEPC-H,0

18 ml 5 x RNA-Elektrophoresepuffer

17 ml Formaldehyd

5x RNA-Elektrophoresepuffer (alle Lésungen mit DEPC-H,0 angesetzt)
200 ml 0,5 M MOPS pH 7

8,3 ml 3 M Natriumacetat pH 5,2

5ml0,5MEDTAPpH 8

287 ml DEPC-H,0

RNA-Beladungsfarbstoff
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF

30% Glycerin in DEPC-H,0

RNA-Beladungspuffer

2 ul 5x Elektrophoresepuffer

3,5 ul Formaldehyd

10pl Formamid

0,1 ul Ethidiumbromid (Konzentration: 1/10 000)
0,5 ul RNA-Beladungsfarbstoff

Agarose-Gelelektrophorese
0,8% Agarosegel (100 ml-Ansatz)
0,8 g Agarose

100 ml 1x TBE-Puffer

5ul Ethidiumbromid

2% Aqgarosegel (100ml-Ansatz)
2 g Agarose
100 ml 1x TBE-Puffer
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5ul Ethidiumbromid

10x DNA Beladungsfarbstoff
30 ml Glycerin

50 ml 10x TBE

1 Spatelspitze Bromphenolblau

PAA-Gelelektophorese

5% Polyacrylamidgel

85 ml 8,8 M Harnstofflosung

12,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (19:1), 40%ig
60l TEMED

2601 10%ig APS

2,5 ml H2Owminig

Beladungsfarbstoff fir PAA-Gelelektophorese
500 ml Formamid

150 mg Bromphenolblau
150 mg Xylencyanol
10 ml 0,5 M EDTA

Klonierung
LBamp-Agarplatten

10 g/l Pepton

10 g/l Hefeextrakt

100 g/l Ampicillin-Stammlésung
15 g/ Agar

0,05 mM IPTG-Stammlésung
80 mg/l X-GAL Stammldsung

8.3. Abkulrzungen

A Adenosin
ABA Abscissinsaure
AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism
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APS
ATP
BLAST
bp

C
CAPS
CCD
cDNA
cDNA-AFLP
cM
DEPC
DNA
DNAse
dNTP
DEPC
E. coli
EDTA
EST
ET

G

GA
gDNA
hai
INDEL
IPTG
JA
LB-Medium
MRNA
MOPS
NCBI
NPR1
PAA
PCR
PR
QTL

Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat

Basic Local Alignment Search Tool
Basenpaare

Cytosin

Cleaved Amplified Polymorphic Sequence
Charged-coupled device

Copy-DNA

Copy-DNA-Amplified Fragment Length Polymorphism
centi Morgan

Diethylpyrocarbonat

Desoxyribonucleic Acid
Desoxyribonuclease

Desoxynucleotide (= Desoxynnucleosid 5'-Triphosphosphat)
Diethylpyrocarbonat

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure

Expressed Sequence Tag

Ethylen

Guanin

Gibberellinsaure

genomische DNA

hours after inoculation
Insertion/Deletion
Isopropyl-3-D-1-thiogalactopyranosid
Jasmonsdure

Luria-Bertani Medium

messenger Ribonucleic Acid
2-(N-Morpholiono)-Propansulfonséure
National Centre for Biology Information
Non Expressor of PR1

Polyacrylamid

Polymerase Chain Reaction
pathogenesis related

Quantitative Trait Loci
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RNA Ribonuceic Acid

RNase Ribunuclease

ROS Reactive Oxygen Species

SA Salicylsaure

SAR Systemic Aquired Resistance

SNP Single Nucleotide Polymorphism

SSR Simple Sequence Repeat

T Thymin

Taq Thermus Aquaticus

TDF Transcript Derived Fragment

TE Tris-EDTA

TEMED Tetramethyl-Ethyldiamin

TIGR The Institute for Genomic Research (Craig Ventre Institute)
m Schmelztemperatur

Tris Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan

WIR Wheat Induced Resistance

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactopyranosid

8.4. Liste der TDF-Sequenzen
>TDF_001

ctgcaggaggagctcgacgecatccccaaggecaagaaactagtggagaagtccttgaagcaacagcagaagttgcageatatgettgcaaacatgecacctggg

atgcgtgaggatatcgttgctactcctctggaacaaagcttgtacatgagggggaggctaacattggagaaggtta
>TDF_003

ctgcaggatgtcgatgatgcccaggtagagcaccacgtcatacacctcgtagaacgacttgctgtcatcctecttggggatetgeteegecctegecggcatgttcace
cccagctggatctgaaccetagetgtgccaggaagcaggagatccacttccccaaatccageagecgacgaccgeaateggetteeecttatgtgaggeccaacga

ccacactgttctcgtcgtttgctctttgaaccagaaccaatccttctgggtggttaa
>TDF_005

ctgcaggtaatagcagatcaatcttccgtcactttgaggctcatattctgttceattacacgtatgagatggtggtagtgtggaattgcttttacatcatgtectatcactgtga
aggcatgcacttttgcatattcctcgctttggtgttcaagtgccattacaaacaagggceatgtttgcttttctacttcgaaattgaatgctaactttttattggtaataaatatgtg
ttagaataggaggttagagcaaaagcctatcagtaaatcaatcgatctttctctatggttgtatacttgaagggetgcaatttaaaccgttattccttctctacaatggacgg
gcgcaacaatgtgegcecttgtttgectetggatggtgctttgctaattataattcaaagtggtcttteectcttgtctggtgctttgetaattataattcgaagtggtcttteecte
ttgtctgatctgattttctggtgaaaacagtagtggattttgaccetgggtgtetgtggetttgcagacgaatgttttactacacatggtgttaa

>TDF_006



Anhang 121

ctgcaggaggagcegtgcaaaggcetagacagtgtgatgtggattccgggactactgaaaatcgcaggctaaggatacaaatggeggagaggceagecgggeatgga
ggcggcctgaaatttcageggttgectecegecatttitaggggaaggtttatggggggagacttgtatgagatctcacattaggaaggaacaggtacageggttcata
gagtgccaggttaa

>TDF_008

ctgcaggaggtgggtgcacaggagggcaagtctgattgactetetettggtgaagcgacgaccatcagcetcaccgaaagecgeactctgagettgatgaagttggttg
tccagttcttcaacagtttcattatgctgcttagcagcaccgtattattattctcegtcattaggaggtcctagatcaactttcatcagtgtggtggaaatggtecgtatttatca
ctggtggaactcaaaactgactcctatgtatcattggcgaaatcacattattattctgagatatctgtattgctccaccaggttaa

>TDF_009

ctgcaggagagacccaacaacagttgacttgcttcctggtgcgectaacggeatgcaggttggaaattgttgcaaaggaggagttettagttcatgggtgcaagatcca
gtcaatgcagtggceatcgtttcagatcactgttggccgatccggaacgagcaacaggacagtgaaagcaccgaaaaacttcacectcaaggecccaggtecagggt
atacctgtggagcagcccagaaagtaaaaccteccactaagttcatttcgectgatggaaggagaacaactcaagegeacgtgacttgggatgtgatatgeacatattc
acagtttgttgctcaaagaggtcctgcttgttgcgttgcactatcatcgttttacaatgaaacgatagttgaccgceccaaaatgttcatgtggcetgccaaaatgacataace

aaccctgggagcetgegtcgaggtta

>TDF_010

ctgcaggatgcactaggaccgacggcggagatgtccccttcagageacattatgatcaaacgecccttgcgagaaaggagetgctgaatcaccgacttetgettgetg
aagcacgagtcgcgtgttgcgatgacgatgatgggaagattttcatccaccagggctagtggeccgtgcttcatctcgecageaageatgecttcgetgtgeatcage

gcaacctcgtta
>TDF 011

ctgcaggagttactgctcattactatgaggatgaggctgctectacaggcacatgtgctgtatgtgttgttggtggcgaaaggteattgattgcaaacttatctgctgegaa
ctgctacaaatctgagcatctaaagaagccagagaactgggeactagttgagaaagcaaaatacatctacattgetggctttttccttacggtgtecectgaatctattca
gettgttgctgagceatgcetgctgecaataacaaggttttcttgatgaacctctecgeteectttatctgegagtttttcegtgatgcccaagagaaggttettcegtatgegg
actatatctttggaaatgaaactgaggcaaggatcttctctaaagtccgagggtgggagactgagaatgtcgaggagategcetttgaagatctcacaactgectetggcet
tctggaaaacagaagaggattgctgtgattactcagggtgctgatccagtagttgtggcecgaggatgggaaggttaa

>TDF_013

ctgcaggatcaaataccaccatttcctactcgtaaagcaatcaggaccatcgagtctgaactgggctctcgaatgtctgatctatttgctgatatcagcccagagcecaatt
gcagcagcatcactggggcaagtatacaaagctcatctacactctggagagcttgttgcaatcaaagttcagaggectggaatggeacccttgctgaccctagatgea
cttctattcaatatgattggaggacagctaaaacgatttgctaaggcccgcaaagatttattggtagcetgttaa

>TDF_015

ctgcaggatcggaggcegattgtgttccgtcccaattcatgatgettgtcggcacaggegaaacagtcgatacgggaggcgggggactegtttgegggcttgtttgege
aggaggctgttggtgtgtcggttcggtgacgacttcggggaggttatcgtcgttaa
>TDF_016

ctgcaggataatcaacctttgcatccaatacgatacgttttgccatgtccatgtcagctgatttatcaatataaacatggcagataccatcagcatgaccaagaacgggaa
tcttggtttgtgctttgatttgagaaacaagectcaaacttccgtegectaaacggegatagteectctaagaagetagetgcggagggatggeteegeatagctagttag
caggctgaggtctcgttcgttaa

>TDF_017
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ctgcaggattagaatttgcacaaagttgcatcagcagttgtgctatgggagtttgatataatctatggtttaccgcaggaatcatatctgtgagaagcetgaactgaagtattt
gtctctgtgctgaaattcatgatcgtcatacaattggeattgtccattgccagtactgctaatgcttcacctgeggtettettgagteectcactctcattagcageatcaaag
aagatgtccatcaagtcgttaa

>TDF_018

ctgcaggctgecgeggacttgatccagegeacaacgcatggtggacgtggacattagagetgtttgcaataagggatctccaggetcggeatcatcgaggacaaga
atctctgaaccaaaggaagatgactatgtaatactgattccccattcccacacctttgecctcatgcttcaagetctcaagttgecccctgcaacttgecatcacaagacat

gtccggaagacagegcetgetatcgcagecattaggtttatggaggatgeatgcggeaaggaaattagggattatcactactcccacgttaa
>TDF_019

ctgcaggcttgaacgggcaggcagcetgggactctctcgggectcctgtattcccatccaagcatgcgataaaccttgctgaggaggaggtcgaagaggtaggggag

cgcgttgacgaaggggatgaggaagagcegggatcaggeacgecacgeacaccatagettcgtcggggagggagggagggagggatcgggagegeggagga
agcagtcagtcgtctggattttgaccggatcggeccggtaagaccgggecttggagecaaaaggaggggacatgeccegcettccgacccacggaataagtaaaata

acgttaa
>TDF_020

ctgcagggtacgtgaacggtggctectcgatcgeatgcaacatatatatagtagtactgcatctgtatggctcgggaatggttgagaagtcccagtcgaaacacgtect
gcgtagecttccggeatcaattcgagttgeggttaa

>TDF_022

ctgcaggctctggtgctttcgaccctaaccgeectgetgteecgtcgacgggtggtgctggtaaaccetacaccggecgteggtgecteegtaagtacegetgctace
caccggctggtggecaaccctaagtaagatgcacccgeccgegecgagaccecgtcccccaaaaataatgcaaggatcgatcgatatatatgtaactgaacaacgg
cctagatgcatatactatatgcatgcatgcacgcatgcctccgacgtgtctatgcgagttattctattgccatgcatcaccttatactcctacacagtaatattgtttcctctac

tatttacactctgaataaaactggatatatatgttaa
>TDF 023

ctgcaggaccacctcaagcacgegegegactacgegetcgagggectctacgaactttceatgggatattgatgaageactcaggcggaggttggaaaagegtatct

atattccacttcatagttttgaaagcagaaagtcactcatcagcataaatcttaggacggttgaggtagctactgacgttaa
>TDF 024

ctgcagggcaaaaaactaaattcagaaggttctcataccacgaggtagccaggaaatacaacctgagacatacagcggacagaatcacaggtaccaataatttccat
gtgggcttattgcgagttaa

>TDF_027

ctgcaggctcttgccaagttgggacaattccatgcgaatcgeacagtggcatcattgcacggatgeagtcgagegeggagttgttgcatagtggaacgacaccctge
ggcaacctgaacacttcgggatgttgagggtcgtacttgaacagctcctggagcatcacgttaa

>TDF_029

ctgcagggccatcgagaagtcagcacatgatgctcactcctatggatggeggcecagataggttgtaccctcatcttacttgtgtacaacatttatggctttgttattcatcta
agcatggaaaaatagattatcaaatttcactgtatattcatgttgatctcttacgggtcttgttcaggagttaa

>TDF_030
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ctgcagggcgaggactcgeagattgcagaacceccctgcaatgacgtecagategtegtegataacaccggggtagaacgagegagacggtgactgggagagat
ccagctcgagaatgcccaggaagegtgetgecaggeggegeageatggacggaccggagttaa

>TDF_031

ctgcagggeecggaggttccgetggtageaagttccgaatatcgettggtetgtcggtggeagecactctcaactgegctaataacactggtgccgagaacctctacat
catttctgtgaaggtaatcaaggggcgcctgaacaggeteccttctgectgagttaa

>TDF_032

ctgcaggtcctccaacatcatcagcggctaaccetageegctegaactgttggtgtgcagegtegecatggacaccggegeggegectgeacctacgactgtttecte
cgactacttccgecttgectacgaggeatccacctectggatggactetttggcgatggagagctcaggattcatcaccccaactgaatccaccgtgctatcacagect

cagcttcgtgtttatggtgcggetgegtggaagecagtgacaagtacagecactctctactcacctctatatatgtatgggttaa
>TDF 033

ctgcaggtcccatatcttggcagtcatatcctcagageccgtaatcaaatattgctgattatcacgcatgaaaaaatctaggeagttcacttcgtccgaatgeccagaaag

agtacacatagatctggaagaatcaagactccaaacctttactgtgtgatctcttgaagcactagcaaaactgttggtgttccatgggtta
>TDF 034

ctgcaggtctcaccagectagcttccatggegacctgggatcggaacttggaagggegegegtecataccagatettetgtaataggttcegatgecgatcttgtteeg
cggcacgcctgtecttectgtectecttgtcatgetgegatttgcggaaccactecttagttcggggectttgggttaa

>TDF_035

ctgcaggtcgaccaccgeaagcegegtegeeggettectcgecaaggecggectagecaagacggagtgcatcaaggtccacggcettctaagecgacctecataga
gtttgtttatcgggtttgetgtitggtgatttgatttetgtgtgagtctggecataatggettgeggtegtegggttaa

>TDF 036
ctgcagggttactcaggactcatcaacgaatgcaaggcecatggtgttttgcaagatgecttccegegttcgacageactgggttactcaggactcatcaatt
>TDF_037

ctgcaggatgagatggcggatttgatggatgtgggtaatgagatccaggagagettggcgaggagttatgatattcctgatgatgttgaggaggacgagttggatget

gagcttgaggctttggggatggaggttgagatggagceatgagatgggeggtgeegtgecgggtttcttgcaagacgaagecgtgecagatttegtcgatgageege
cccagactgaggacaaggtgaagcaggttgctggttaa

>MDO038

ctgcaggatcaagacatgtgectcaccgtgaaaccgegeccgcagattacegteatcggeccagegacgcaagtgggeacgegcttegtetacgacctegecgec

agcagggtgtacttcgcccctgaaaactgcaatgccgacactggegtctaggattgatettetgttectgtagecggtcaacceaattcgatgtggttaa
>MD040

ctgcagggcaacgtgaccatcgeagecaaggctggagtcaagttggagatcccagacggagetgtgctggagaacaaggacatcgacggeccggaggatcetttg

agcgacgcccgecgecgttgecagttgcattcccagaaacctteeggtectecttegttgagttaa

>MD041



Anhang 124

ctgcaggacacaactctatccaagcacatggtacaaaacaaagtgatctcaaatccaaagttattgtgtattcaagataaaccaggagaggaagagatggtggagaag
cgtgatctctttcgggectggaggaagaagtagegtecaatctttccgataatatttcctcagactatgagtgtctatgatcaggtettetgttgtgettgectattectgcac
ataaggcgaacatgacaggctttgcatgaaagtaatctggatcgaggtgcaaagecactgacgeggctagtcacatagecgatgegacgttaa

>TDF042

ctgcaggctegactttttccgagtcgetaccecagattacaacaataattatgcaggaaccatcgtgtttgcagaagaggcetacggaggaggcecgtgeagttgagatge
cgacaaggagtagtgacgagtagcaactagcggttgagcatgcaacaccaattggaaggtgcatgtgcaagacgcattcggcgaaacgatccatgttaa

>TDF_043

ctgcaggttggatatgattggttatggcgacgagaaagatagatttcacgtatatattgtacgtccaatctggagtccagaaactctgcatatgactgatgtagtcactggt
ctatgtattgaaatcgctgctcttggeacttttcgaagaataaacaggagtcgagtatgtatctattgcaatagtttattcatccacggacatggcagtgggacattacgtgg
cctgecgttgegtecegtacgtaactaatatgtttggatttgtgtgtcacgegttaa

>TDF_044

ctgcaggcgagcaagggecaggggtgcgacgeggegaccegtgegeacgeacgtgcaaaacgcgegctctggecgtgeccagageacgcatgecaggtgttc
gacgaaacgccagcgegtgctagagagetagggtgatgetggtagttaa

>TDF_046
ctgcaggcggagaaggacctacagecctggattgetcgagatgacgaggaaggtcagaagatgtggagagtcaaccagcgaatagttaa
>TDF_047

ctgcagggtatggaggtgttcctgctgegtatgetggggcttatggeaatccaagtgttgetgcatctggttaccagggtggecctecaggegctaatagagggecctg
gggcagtcaagctecatctggttatggeactgtgggttatgctggcaatgcaggcetatggtgcatggaatagcetettctgetggtgggaatgcacccactagtcaggea
cctggtgcagetgeaggttatggaaaccagggcetatggttatggtggatatggaggagatgcatcatatggaaatccttctactggtgeagectetgggtatggtgetg

ctggatatggaagtgggaatggaaactctggatatccaaatgegtggactgatecttcacaaggeggaggatttggtggtgcagtcaatggagcttctgagggcecaat
caaattatggcagcggttatggtggtatgcagectagggttgctcagtagaagaggcecgttataatgttcatggtgtgaaccagtgeatttgggeageatatgtattattg

cagtattctggctttgctctcgtcttcctgaagaccatccattctgecggttaa

>TDF_048

ctgcaggatcatgagctgtggegeccaaccecttatgaccatgectctatttttgacacgetectcgaactegtetgcgagecattectegacttctggaagettagetect
gctttgatcacccaaataaacggtttcctggaggtttcaagtcccagtcccagctcaacaagctgttgaggtgtagtgcaagegaggctgcectaagcetgacaaagacca
ctgagcctggcttcattgaatcaagcecattgcaageactgtgcttcatccattgacgecttgtttectettgcggecatagtgttgttgtetcggtgacagaggceacattggt

ccgaccgeccagaccttcttctttgtegtetgetcaaaggattcaatgtacaatgtcetccagetectggaagctgttaa
>TDF_049

ctgcaggatttggagagcgagtggecggetggecgcetacaatgcetaccagatcacttegtggtcaagactaaagcaactecttectectgeccaagceatactacctect
aacctcattctcccaaatcatttttccacgaaattttacaaggacacagatgatgcagatatttgtatgtatagtttttctaaaactgtttgacatttggaaaattattattccacg
caggtgcacgtatgaatttgtcctatgcagcttgctagttttcttcaccacccaattacactaccactgaatcaggtaaaaaaaacaagctcactaaactgaatgtagtgtg

caccaacataataactcgttaa

>TDF_050
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ctgcaggatgctgcaaaagtcatcaaggecagaattgcgacgaaccctaactcgttgaacttcaacgtcatggtictttcaaaacagtgaatcggtgatgtaaggtgga
atggataggcttggtcttttccattctcatgggctggtgectgatagtcageatagecegtcggaaaaacagagacttgttgcctaaagtaaactgtgetctttgtgcaaaa
gttatgtctttgtcttctggcttttgtatcagaaataaaaaaggagtattagttgctggattgaaaaatgtgtactatacttttggtgctttttatcgttaa

>TDF_051

ctgcaggctgtatttattcgtacctgectcaagettgtggtgtgtgtgtgtgcgetcgaagtgegegttgtattgccaccaagaatcecacttgtattcagagatggeatgte
atctccctgttcgttgegtatectctgtgtaatcttctcagaacctaacgttaa

>TDF_064

ctgcaggaccacctcaagcacgegegegactacgegetcgagggectctacgacacatccatcatcttcttcgacggcegccatcgegcagatcaacaageatctag
ctaatttagatgacctgacaaatgtttgccgtgatgcttcgatgaatggtatgaggcgaaaattgttatggttctggcagctaccaactttccatgggatattgatgaageac
tcaggcggaggctggaaaagcegtatctacattccacttccaagttttgaaagcagaaaatcactcatcagcataaatcttagaacggtcgaggtagetactgacgttaa

TDF_066

ctgcaggctgecgeggacttgatccagegeacaacgcatggtggacgtggacattagagetgtttgcaataagggatctccaggetcggeatcatcgaggacaaga
atctctgaaccaaaggaagatgactatgtaatactgattccccattceeacatctttgecctcatgcettcaagetcetcaagttgeccectgcaacttaccatcacaagacat

gtccggaagacagegcetgetatcgcagecattaggtttatggaggatgcatgtggcaaggaaattagggattatcactactcecacgttaa
>TDF_075

ctgcaggctcgtagactgcgtacatgcagecgagcagatggacaccgacgaaccegatecttcctcggeataggtttattgttgatcgaageagtttttttatctgcaag
cttttgggtcttgtggcacgcacgattgcgagcaaggttatgtatgatgtgttggaactttgagacagttcggtagtgtatgtagetgtctgteectggacttggegttcetgg
ctttettggeggtgggtgatgcagatgeagggttatcttcagattttggtgectgatgteggeggtatetttgetgtagtttctatagecatcaagggtttgagecatgttaa

>TDF_076

ctgcaggtaagcggaagcagcagagceageatggeggageaagatgtggtagageaggtecaggggeagggegecgtggcetggtactgacaacgggagtagga
goattgcttgatcgeccgttgetatagattggtatggeattagtgegtaaacttactttcctectaacggatcaactgtgatacagaatttgaagecgtgacgatgtacttata
ctgcecgtaagttgectgtatgtgttcgtgetgetgecgectetegtecatgtaaaatttggaccaaaccatagttttatcagttcagtttgttgectttcttgggegtgctteg
gttaa

>TDF_085

ctgcaggggtgtcccaacttagcccatcacaagetcetcacagtcaacgaaggatattecttctagecgggaagecccgatcaggcettggaatcecggttacaagacate
ctcgacaatggtaaaacaagtccagcaagaccgeccgatgtgecgacatcttgatgggagetgeacatatctegttctcagggcaacaccggatgaacactacgtata

tctaaaaccatccctcaagtttcctcgaggtggegecgeaagtggctcetgtttcggaccaacacttagacaageactggeccggggagttactcaggactcatcaatt

>TDF_086

ctgcaggegtgtgtggcttggtegttggggtgttggtaggettgeggeggegggcagetgggateectgcactggagegegtegecggtgetgcacgagaagtceca
tggcaaggttgaagccgtcgatcaccgagatgtegtagtagtectgggtgctgecgecgecgatggtgtactcggecagegttgcetggtgteccgeccggagaggga
gcagaacagctggecgecgeagtegecggttcggeageteccgeteccgecatcgaaggageacceggtgegagecccatatectceeggetttggtgecegeg
ggctegttgatgetggacgtetggectgcgeccagetcgaageccecaccecaccgggatgeccgecggecatattgtggaaccgeagtagttctcgatgttgaaggt
ggccgegecggeaccggeageaaaatcagcgaggaggaggaagagetcecgegaaggtegteattgecggaagetetagttaa

>TDF_088
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ctgcagggcctecgecgaatggacttgtcagtgagaagtcgatgtgcttetcggattcaaccetcaccatgaacgacgggacattgacgatctgectgecaaccctga
tgtggcgttgcctgatcaagccacgggceatggtggatggattttgccatgecagecttgaagacaagagtctgaaggegecttgcaaggaagttctcagcagtcagg
gcaaggacgtaatcaagcttgtcctggecctcagcaaggagaccatageggttcatgcgacggagaagagecgegecctcaaagatacggeggggattcttcteat
ccagtgtgagcaagtgtcttgccgceattacggatcctgctcaatgcatactgaaccctecagagctcacgettgcacctcagtecatactcaccaaccagcetttagttctg
catcaagacgctccttctcataaggacgecttggtttcttgaatgtctaaccatagttgcggtagaagttgacgtgcaccatggcetggagetetetecteteteteteteeeg
ctgcegecgecgeegecgecgetetgtggtegagttaa

>TDF_089

ctgcagggctttggegtegetatcaagatgggtgccacaaaggecgactttgacagetgegttgecattcatcctaccagegcetgaagagattgtgacattgaaataga

gagaggatatagacatttacgaatacaagagttaa
>TDF_090

ctgcaggtcacggtctccttgagttgcaggtegegecctttacccatcagegtegtcaccegegecctagttcatattctacagetgaaatattattgtaacagtcttcttca

acccattgtttttatccaaaaggttcagagttctattgggttaa
>TDF_091

ctgcaggttccaccggtggtgatgagttctcecteggeaceectggttccagetttgaaagegecaagaatgacgatgtcatggacgacctettcaaggatgatgaacce
tgacaagtacgccagcaagaatgtctagggetccagtetgeatctcectectgcaagtecectaaatatgtaccttggataagtgtgaggtggatgatectccagaccaga
gactactttcttgatgactgtctagataccaaaataacttatgcaagtacctgcgttgaggtgacaatgagaatgcactttctgtttgcctgatttagcatttcttttctcttcaca
aattatccttcagcagttattattttttgggaatcatgtttggaaccattagtttcgtggtttcatcaaccgacctgaagctcatcgegttaa

>TDF_092

ctgcaggactaccggaccctcgaggatattacgeccttgagaaaagecgaccggetgeggceteatgattetatgtgecaccggggecagecgegtcatataagectt

agcacaaatttggaaaggcacgttaa
>TDF_093

ctgcaggatgtcgatgatgcccaggtagagcaccacgtegtacacctegtagaacgacttgetgtectectecttggggatctgetecgecctcgegggceatgttcacg
cccagctgaatctggaccctagetgtgccaggaageaggagatctacttcctcaaatccagcagcetgacgaccgcaateggetteeecttatatggggeccaacgac

cacactgttctcgtcgttaa
>TDF_095

ctgcagggcagcecaageggecatggtgcagetgacggecgtgtggaggetgtcagggeactgtccaactacatgatgtteetectggtggatcgeceegacatgct
accaggccttcctcagaactggcetgtacaagaaaacctgcaccaatctggacgacttgtgtaaagaacgcctagttggttctcgaggceaacatcttcaccgegetcaag

agattgttcggaccacgccatcaccgecgetgcttaa
>TDF_096

ctgcagggcttattcgtecttgtgaaggatccttcageggacgtcecggaaactggtttgetcggectgggttcagetegttgaagtgeggcecatccattttggagecaca
tttgaaaaatgttactgaattgatcctgcaagctaacaaagattcggatgatgaagttgetctggaggcettgtgaattctggtcagegtattgtgatgttagcatgeeecctg
aaggactgcgggagttcttgccacgcttaa

>TDF_097

ctgcagggcacaagataacttcagacacctaatctcagcgeaactagtaagatctaatagctccaaagcaggagagttggaaagaaggceactctaactcattccacgt

aatgctcacacagcacaggtacagcecttgtcaggcttctcaaggggcecaagttcaactgtgggatgaaggtcacaaaaacgaagtgaaaggtgcettaa



Anhang 127

>TDF_098

ctgcagggcctgctageegtgtgggaacatcaaaggtgacacctgtaatggecactggacaaggeatcgagggtgcetectegtettcaacggagecgtgctgtttca

agggatcttgtcagggactggaacttcgacgagatcgttattgggaactagagtagtagggtgccagceagttatccccaggetggacattggactattatctggcagga
gttgatgtacattttctagtatacatctggatatctatgtactatattagtatgcgctcaatcaaagagcaaattattcaagagtactggttactacctatagagaccgctectg

gcttgttatataatttgccaatttgtgtagttaa

>TDF_102

ctgcaggcttatcgggtagagagtagagacattcaagtaattaccatacagtgaggcccatttccggaagaagggttgcacggtggtgatgcagtegtgggagetegt
gtccagatccttgactctcccggegacgageatectttggcagtcgggeagggacccaaccaggaatttgtaaggeggacctctgatgeectgetgcetcgaaccacct
ggccacagcgtatggectccaaagcagataccatagegcetettgtgatcaccagcagtgtgaggacageggecagggcttgeactacgttaa

>TDF_103

ctgcaggacacctcttcttatccttgtctgaggcgatagaggacttctgcaatgcagagtcatttgcatcgatttctctaagecctgaggacttcttcaacgaagagtcattt
gcatcgatttctctaagccctgaggacttcttcaacgaagagtcatttgcatcgatttctctaaccctcaaggacttctgcaatgcagagteatttgcattgatttctctaatee

tcttcctagtggtttggtegcetetettctaagggaacaaccactgectctggtgggtcagetgeattcatgtecacgttaa
>TDF_104

ctgcaggatgtggtgcataacgagaagagggagggcegcecatggcgaagaaggagggaccttgeggecattgcggagtcacaagtgagctectectcttccatatac
ggctaaaatttceecteccctttgtttctccgegatcgegagetgtggeagttceecccttgggattetgcatctgggaggtggateeccaatetegcttcttetggatgetg
aatcccgeeggecgagtecceegtggatatggttaa

>TDF_105

ctgcaggatctcttctaccgctgctgttgatctggcttcecctgaaacaggactgctctecgctttttcagtttcgacagatatagegteacttgettgetctgetteeecatat
gcctccacgatgaaaatgectatctataacgcacttttcaaatgcaggaatctgggceaactgacggagcaacceagttcecagtcgacatggtattgctgaggtaatgttg

catatctagtcaatatccatgacagtggttaa
>TDF_107

ctgcaggatgctgcaaaagtcatcaaggecagaattgcgacgaaccctaactegttgaacttcaacgteatggttetttcaaaacagtgaaccggtgatgtaaggtgga
atggataggcttggtcttttccattctcatgggcetggtgecggagatcgacgegtgecggageatageecgtcggaaaagcagagacttgttgcctaaaagtaaactgt
gctctetgtgcagaagttatgtetttgtettctggcttttgtatcagaaataaaaaaggagtattagttgctggattgaaaaatgtctactatatacttttggtgecttttatcgtta

a
>TDF_108

ctgcaggatgaactccaacaccatgectccaacatggecgcettgatgaagcaggaggtgatggggtggagagggtggtgecgtggacgaccctcttccacgecca
cctetgectegaccacctegecaaccgeggecccgttcaacgecttcgectagaacatctggatettecttgaccgecgeggctttctggcgggaagaagatetggte
gcctecgeggaacgaccacggecacgectetcggeatggtgatgaatggaggacgaggaaaggeggatacgtgagaaggtgecteecctttttatagccaaacca
aggagatggagggttggctttgcgectctgaaaaaccctttcaaateetgetegttaa

>TDF_110

ctgcaggcgagcaagggecaggggtgcgacgeggegaccegtgegeacgeacgtgcaaaacgegegcetetggecegtgcccagageacgeatgecaggtgtte
gacgaaacgccagcgegtgctagagagcetagggtgatgceggtagttaa
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>TDF_111

ctgcaggctcgactttttccgagtcgetaccecagattacaacaataattatgcaggaaccatcgtgtttgcagaagaggcetacggaggaggecgtgcagttgagatge
cgacaaggagtagtgacgagtagcaactagcggttgagcatgcaacaccaattggaaggtgcatgtgcaagacgcattcggcgaaacgatccatgttaa

>TDF_112

ctgcaggctcggeageaagceacatgaagactcatgagcaagatgeactataactggaggcaaaagggaataacttttetttgatgtgcaatcagataacaaacccaat

gcaagctttggtagtgatgcttatttagcagggaccacttcagaccatactcggggctctctgttcatgtactagaaaaggatcgtgtcatgttaa
>TDF_113

ctgcagggcttattcgtccttgtgaaggatccttcageggacgtecggaaactggtttgctcggectgggttcagetegttgaagtgeggcecatccattttggagecaca
tttgaaaaatgttactgaattgatcctgcaagctaacaaagattcggatgatgaagttgetctggaggcettgtgaattctggtcagegtattgtgatgttagcatgeeecctg
aaggactgcgggagttcttgccacgcttaa

>TDF_114

ctgcagggcaccaaattgttgtagagctgattttaggatatctggggceataaccgtcgacggaagcaattectggettgtcaaacgatacgacatectctagcgaatagt
ttctggcggcatgaagcetggtttggcgeggagttaa

>TDF_117

cacctactagtcaggcacctggtgcagctgcaggttatgggaaccagggctatggttatggtggatatggaggagatgceatcatatggtaatcatggagggtatggtg
cttatggtggtcggggagatggtgctggaaatectgctactggtgcagectetgggtatggtgctgctggatatggaagtgggaatggaaactctggatatccaaatge
gtgggctgatccttcacaaggcggaggatttggtggtgcagtcaatggagettctgagggcecaatcaaattatggcageggttatggtggtatgcagectagggttget
cagtagaagaggctgttgtaatgttcatggtgtgaaccagtgcatttgggcagcatatgtattattgcagtattctggcetttgcetetegtcttectgaaggecatecattctge
cgottaa

>TDF_118

ctgcaggtaggegecgtagtagcatgccgagegggacctegtecctttectaagetegaacatctctteetccacgaggcetccagatcagegggggaaacaageggt
taa

>TDF_121

ctgcagggactttcaagccgatattgtcccccgaggagatggaggatcagetggageagttcaccteggtgatgcaggagaagttectgtcaggecaagactcgga
gcacatggactacctccagatcgacaacgacgagatgctggacgaccactggtccagggaggcecaactacgacgcggaggacaagtacttcaacgaagattagg
acggtccacaatgtagtcggctgctagttaa

>TDF_122

ctgcagggatctggecggagtcgaggagcttcagegacgaggggctaggaccagtgecceegeggtggaagggggegtgtcaaggagactccttcaatcggetg
cttgtgggtttattcaggtataatcagctcttggtagttaa

>TDF_123

ctgcaggctegtagactgcgtacatgcageaccagcetgcgaageccgeacctgctgagaaaccagcaccggeaactgcetgatgtagecaageagattccagetgg
cattccaggtagccgggcegaacaactactaccgtgcagatggecagaacacgggcaacttecttacggaccgtecttcaaccaaggttcatgetgetectggeggtg

gctccteectgggetacttgtttggeggaaagtgatgttaa

>TDF_124
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ctgcaggctcatcacagaaagaacgagagttcgccgtgacaatcaatagtcagecgttggtegetctggagaggtggtgaggeactgagggcttgacgaggtggeg
ctatgcgggggtgccgctgccagagcetcagecattcaggtttgtcggegttgcagggacggacccatgegcaagegtegtgecgtitgggageagetecatgagttg
gtgtcagttgagcgggcaactaggtcaageatgttaa

>TDF_126

ctgcaggttccaccectcatacttcgtctgecgecgecacgacgaccagaagaggtactacgagctcaaggagggegaccegecgtacgecgecaagttctacgac
tgcecgeggegecgaggacceecgecaccgeaggetgegecgecggattecacctetectacgacgaccecgagtgattagecaaccaactactagtacgcettgettg
ttcatctcctctgaagcaaacgceagtgttetgttactttgtacaatcagcagagcaaacaccctgttagtcatctggattgtgtgtataaatcagggttcagaatataatceg
accctgtagtatcagtgttcagaataaaatcgtcagaatgaattctggctgcgagceaataattcagataaggagegtttgegttaa

>TDF_132

ctgcaggtcagaggtgccgacataccgeccagtggggtegatgecatgetegtcacacaccacctcccagaacttggaaccaatctggtttccacactgeccacect
ggatgtgcaggatctcccgeatcttetetggetggegagetggetcgacgaagegeagtgggagtggggagtgtggeggegaggagagagtggtteeecgtetteg
ggotgtcgtggacttgttgettgtgtagtttgtctgtgtcgggttaa

>TDF_134

ctgcaggtgttccttgatgetacatatgtcagtttcttttggtaaacttgaaactgacatcaaaatcaattectctttagagtgegttgcttgtatctactagetggttetgttgett
acttcttgttgactctggttaa

>TDF_135

agtccatggcaaggttgaagccgtcgatcaccgagatgtegtagtagtectgggtgctgecgecgecgatggtgtactcggecagegttgetggtgtccgeccggag
agggagcagaacagctggecgecgeagtegecggttcggeageteeccgeteccgecatcgaaggageacceggtgcgagecccatatecteeeggetttggtge
ccgegggctegttgatgetggacgtetggectgegeccagetcgaageccecacccaccgggatgeccgecggecatattgtggaaccgeagtagttctegatgtty
aaggtggccgegecggeaccggcageaaaatcagcgaggaggaggaagagetccgegaaggtegteattgecggaagcetetagttaa

>TDF_136

ctgcaggegecggeggctgcgeaggagataccatgegaccagtgegggecgggatgegeccaggegtgcaatgegeagggeccctacttctgcaacagcttctgy
caacatctttcccaccctgtgcaactactgcttcctcatccaatceggettgtgcattcecgagtgegcaaacctctgcagetegecagecgctggatgegegttegtege
cgctcgaccacctetctgatgtggecggtagtgctgaagetatagtcgacgaatatatgttctatattggttctgttctcgtgaaaatgccageagcetgaaccagaaatgg
aagcgatcaagcagaattttagaacgccttcttgcaattggtgtttattggaaataagttccaatacgattccatgtaggggegtgagggecacgtcttcttttegttttatct
actagtagtaccagttacgtagctatgtggttcgtttgttaggggatcgatgtggccgaataattagttagttaa

>TDF_137

ctgcagggccaaatccgggaggegttcaagggaaaggeggtggtgactgaggacgacctgcagetcetgtecectctgatgggeacatgtacatagegtgcettacta
ctacatcatacgtacttgcaattttgctggagttaa

>TDF_138

ctgcagacgcgttacgtatcggatccagaattcgtgattgactgegtcatgcagggceaccaaattgttgtagagctgatttcaggatatctggggcataaccgtcgacg
gaagcaattcctggcttgtcgaacgatacgacatcctctagcgagtagettctggeggegtgaagetggtttggcacggagttaa

>TDF_165
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ctgcaggatgagatggcggatttgatggatgtgggtaatgagatccaggagagcttggegaggagttatgatattcctgatgatgttgaggaggacgagttggatget
gagcttgaggctttggggatggaggttgagatggageatgagatgggeggtgcegtgcegggtttcttgcaagacgaagtcgtgccagatttcgtcgatgageegec
ccagactgaggacaaggtgaagcaggttgctggttaa

>TDF_166

Ctgcaggaccatcttgttaccggegttaggggtgtaatgcgeggegceagtggttgagactaagaccgcaggggaaacccatactagecttgagactgtcaccetect
cgagtccagagtgtccagtgagagcacgaacaccatcctcaataccetcggegatcgaggtcaaggtetgtccgggcttgacgttettetgagtecatcggegeacct
gcgatgaatctcggcagectcgeggtaatcggcaaggaagtcgacgttaa

8.5. Alignment der WIR1 Sequenzen

Ta.97.2.51_x at CITGEAGCCACEECCETCCACGACGCORCCECCTCAGGCACCEETRCTCTCRACCCTAR 357
Ta.97.1.51_at TCTTGRARCC- ——GOCBTCOACGACGECECCACCTCAGECACCRETEOTCTCRACCCTAR 265
Ta.22732.1.51_at CGTCREAGCC-—-GOCGRCCACGACGOCGCT CTAGTAGECACT G- ——————— ACCCTRL 256
TDF_022_HusSsar =  =—=—==——————mm e CTGCAGECTCTRETECTTTCGACCCTAL 26
) B
Tz.13.1.51 at CGTCTECCT TEEAGCCGCCECCGECEACECCACTGCAGECTCTRETECTTTCGACCCTRAR 246
Ta.97.2.51_x at CRTCCCIGCTRT TCCRRCGCCEEEOGETECCRETCAACCCTACRCCEEC-—-CoTGRETE 414
Ta.97.1.51_at CGTCCCIGCTETTCCGRRACECCEGEECEETECCRETCAACCCTACACCEEC-——COTGRATE 322
Ta.22732.1.51_at CCACCCTECTTTCOCGTOROCEE————— CTGGTRRACCCTACACCGECEECCGTEEETE 310
TDF_022 Hussar CCBCCCTGCTGTCCCGTCRRCERGTGETGCTGETARACCCTACACCGGC-—-CaTCRGTE &5
TDF 022 GlE-92  —ommmmm e GC-——-CETCGGTE 10
Ta.13.1.51_at COBCCCTGCTRTCCCGTCRACEGETGETECTFETARACCCTACRCCEEC-—--CGTCRETE 303
- * & khkE kHhkkEk
Ta.97.2.51_x at CCGCRCAGTTTACGGATGT—————- AGRCCACCGECGGETGECCANNCCCTRAT ————— 462
Ta.97.1.51_at CCOGCRCAGTTTATGGATGT—————- AARCCACCGECGGETAGCCAGCCC-TAAT ————— 369
Ta.22732.1.51_at COGTACAATTTACGGATGTCCTGATFTACCACCEGCRGETBECCAGCCC-TART -~ ———- 363
TDF_022 Husszar CCTCCGTAAGTACCGCTRE-————- TACCCACCGGCTGETGECCARCCCTARGTARGR—— 137
TDF_022_G16-92 CCTCCCTAAGTACCGCTRE-————- TACCCACCGGECTGETRECCARCCCTARGTARGRAG A4
Ta.13.1.51_at CCTCCCTRAAGTACCGCTGE-————- TACCCACCGGCTGETGECCARCCCTARGTARGRAG 357

&k & & ki dhkkhkhdkdhd khkk EHhkdkd &k & &
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Ta.97.2.51_x_at
Ta.97.1.51_&t
Tz.22732.1.51_at
TDF_022_| Hussar

Te.97.2.51_x at
Ta.97.1.51_at
T2.22732.1.51_at
TDF_022_Hussar

TDF_022_Gl6-92
Tz.13.1.51_at

Ta.97.2.51_x_at
Ta.97.1.51_at
Tz.22732.1.51_at
TDF_022_Hussar

TDF_022_G16-92
Ta.13.1.51_at

Ta.97.2.51_x_&at
Ta.97.1.51_at
Tz.22732.1.51_at
TDF_022_Hussar

TDF_022_G16-92
Ta.13.1.51 at

Ta.97.2.51_x at
Ta.97.1.51_at
T2.22732.1.51_at
IDF_022_Hussar

TDF 022 G16-92
Tz.13.1.51_at

Ta.97.2.51_x at
I2.97.1.51_at
T2.22732.1.51_at
TDF_022_ Husaar

TDF 022 G16-92
Tz.13.1.51 at

Ta.97.2.51_x &t
Ia2.97.1.51_at
T2.22732.1.51_at
TDF_022_ Husaar
IDF_022_Gle-92
Ta.13.1.51_at

Ta.97.2.51_x &t
Ia.97.1.51_at
T2.22732.1.51_at
TDF_022_ Hussar
IDF_022_Gle-92
Iz.13.1.51 &t

Ta.97
Ta.a97.
Ta.22
TDF_022 Hussar
IDF 022 _Gl&-92
Ia.lS.l.Sl_at

Alignment  wurde

GTCCCTGCIGT ICCGACGOCGEECEETGCOGETCARCCCTACACCGEC——-CGTGEETG
CEICCCTGCTGTTCCEROECCEEECEETGCCEETCARCCCTACACCGEC - —~CETEEETE
CACCCTGCTTICCCGTCECCGE————- CTGETARACCCTACACCRROGECCGTRGETE
CCBCCCTGOTGTCCCRTCRACGRGTEETGCTGETARACCCTACACCGRC———CGTCGRTG
——————————————————————————————————————————————— BC-——CGTCEGTG
CCGCCCTGCTGTCCCGTORACGEGTGETGCTEETARACCCTACACCGEC———CGTCGETG
* & khkd kk kA
COGCACAGTTTACGGATGT —————- AGRCCACCGECEEETEECCANNCCCTAAT —————-
COGCACAGTTTATGGATGT —————— ARRCCACCGECEEETAGCCAGCCC-TRAAT——————
CCGTACAATTTACGGATGTCCTGATGTACCACCEACEEETGECCAGCCC-TART——————
CCTCCGTARGTACCGCIGE—————— TACCCACCGGCTGETGECCARCCCTRAAGTAAGRE —
CCTCCCTARGTACCGCIGE—————— TACCCACCGGCTGETGECCARCCCTARGTARGARG
CCICCCTARGTACCGCIGC-—————- TACCCACCEECIGETGECCARCCCTARGTARGARG
* & &k EE dhkEkEkhhdrhk Hhk FEkEhh &k * &

————— TACATCOGCGTGCANGCATGCCCCATCTCOCANGRCACARTGCATGOGRGEATHC

————— TACARTCOGCGOGCAGAC————-COCATCTCOCAG-ACACARTGCTTGOGRGGATCC

————— TACRCCGECGCACAGAC-———--CRATCTGTCARR R C A ——————ATGCARGEATCG

————— TECACCOECCCEOECCEAGACCCOGToCCCCRR N A T—————RARTECRRGERATCG

TARAGRATGCACCCOECOCCECECCGAGRCCCCOGTCCCCCARRRRAT ————— LATGECRRGERATCS

TARAGATGCACCCOGOCCGCGCCGAGRNCCOGTCCCCCARRR AT ———— LATGCRRGGEATCS
* kk ok ok * * k% k& kkk hhkkr

ATCGATATAT--GIARTTGETTAGCA-—-CRAGTTAATCTACT GT - CACGCRACCANCCTT
ATCGRATATAT-—-GTRARTTGETTAGCA———CRAGTTRARATCTACTGT-CACGCACCACC-TT
ATCGACATAT-—-GTAGCTERAACEECGACCTAGATGCATGTACTATATGCATGCATGCCTC
ATCGATATATATGT AR TR CR A CGGCCTAGATGCATATACTATATGCATG ———————
ATCGATATATATGTRA———————— - ———————— TATARCTATATGCATG———————
ATCGATATATATGIA—————————————————————— TATACTIATATGCATGC-———————
khkkhk khkhkh  kkk X kkkk & * *

ATGTACTCGGT-AATANCGTICTCGTGAT GTACTIGTACCTAC - ———-TTARACTCINARTA

ATGTACACGST-AATACCEICTICGIGAT GTACTIGTACCTAC———-TTAR RCHNNNNNNH

TTATACACGANCAATACCGTCTCGT GAT GTACNCGTACCTANGTACTTAGACTCGARTAR

——ATGCRCGCRA————— IGCCTC-CGACGTGTICTATGOGAG———— ITA-—-TTCTATIG

——ATGCRCGCRA————— FOCTC-CGRCGTGICTATGOGAG————— ITA-—-TICTATIG

—--ATGCRACGCA-——--—- GCCTC-CEACGTGICTATGOGANG—---TTA---TICTATTG
¥ ok ok A TT T T * & * ok

AATTTHNNNNNNHN NN HH N NN RN AN AN N RN N N R E RN
HHNTGEATTET TECATETCT G- ————————————m—————m—m——mmm e —
BACTEGATTATNGCGTCTGEAT TTNNNTGHNNNNNNNNNNNNT CHNNHNNNNNNNNNNTH
CCATGCATCACCTTATACTCCTACACAG-TAATATTGTTICCTCTACTATITACACTCTG
CCATGCATCACCTTATACT CMRARRC ————m—mmmmmmmm e e e e

uuATGCATCANCITATACTCCTACACANGTBATAITGTITCCTGTACNAITTACACICTG
*

HHH NN CHN NN G AT CHE CH G CH N C NN NN A TR NN
HHNNMNAN TN GHN CGGARCT TECAGECATSTATCGCT GEATAGTGAGTARATTARATT
AATAARACTGEATATATATGT TAR —————————————————

ARTRLRACTGENTATATATTGCTGCANARL AR AR D AR ANNNNNNGENNGNCGHACCARLT

RARRRRRRRRCTCGRACCICRE 7246

414
22
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