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Im Zuge der Intensivierung des Getreidebaus hat auch die wirtschaftliche Bedeutung der Pilzkrankheiten in den
letzten Jahrzehnten zugenommen. Eines der wichtigsten Pathogene der Gerste ist der perthotrophe Pilz
Rhynchosporium secalis, Erreger der gleichnamigen Blattfleckenkrankheit (Abb.1).

Die Kontrolle dieses Pathogens mit Hilfe resistenter Sorten gestaltet sich schwierig, da der Pilz auf Grund seiner
groBen pathogenen Variabilitat in der Lage ist, monogenische Resistenzen schnell zu Gberwinden. Eine mdgliche
Lésung hierfir bietet die Nutzung quantitativer Resistenzen, welche anhand einer QTL-Analyse oder mittels

Kandidatengen-Ansatz identifizert werden kdnnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, 13 Kandidatengene hinsichtlich ihrer Rolle im Pathosystem Hordeum vulgare
- Rhynchosporium secalis zu Uberprifen. Zu diesem Zweck wurde mit Hilfe der quantitativen Real Time-PCR eine
Expressionsanalyse durchgefiihrt, um die Kandidatengene auf eine differentielle Expression hinsichtlich der

Abb.1:
Rhynchosporium secalis-Blattfleckenkrankheit

Charakteristische  Symptome  der

Rhynchosporium-Resistenzreaktionen der verwendeten Genotypen untersuchen zu kénnen.

Material & Methoden:

Die Expressionsanalyse wurde vergleichend anhand einer
Infektionsvariante und einer Wasserkontrolle durchgefiihrt. Hierzu
wurden jeweils 5 Einzelpflanzen von 3 DH-Linien der Kreuzung ,Igri“ x
,Triton“ sowie der beiden Eltern im Gewdachshaus mit einer
Sporenlésung des R.secalis-Isolates 271 bzw. mit Wasser inokuliert. 96
Stunden nach der Infektion wurden von allen Pflanzen Proben
genommen und daraus Gesamt-RNA extrahiert. Aus den Einzelproben
wurden je Genotyp und Infektionsvariante Mischproben mit einem RNA-
Gehalt von 0,5 pg/ul hergestellt und cDNA synthetisiert. Mit dieser cDNA
wurde Uber quantitative Real Time-PCR (Abb.2) die Expression von 6
Referenzgenen sowie 13 Kandidatengenen untersucht.
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Abb.2: Aplifikationsplot und zugehérige Standard-
kurve einer Real Time-PCR

Abb.3: Expressionsveranderung der Referenzgene
normalisiert auf den Gesamt-RNA-Gehalt

Normalisierungsstrategie:

Zunéachst wurde die Expression der Referenzgene (Abb.3) normalisiert
auf den Gesamt-RNA-Gehalt untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
alle 6 Referenzgene hinsichtlich der Rhynchosporium-Reaktion der
Genotypen differentiell exprimiert sind und daher fir die Normalisierung
der Kandidatengene nicht in Frage kommen. Die Expressionsdaten der
Kandidatengene wurden daher ebenfalls auf den Gesamt-RNA-Gehalt
normalisiert.

Resistenzbeteiligung der Kandidatengene:

Die Thaumatin-dhnlichen Proteine (TLPs, Abb.4) wurden bereits in
verschiedenen Pathosystemen als resistenzassoziiert und
pathogeninduziert beschrieben, auch in der Interakiion Gerste - R.
secalis (Zareie et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte das
jedoch nicht bestatigt werden. Lediglich fir TLP1 wurde eine signifikante
Expressionsabnahme in den anfélligen Linien Igri und DH294 ermittelt.

LITERATUR:

Eine Resistenzbeteiligung der TLPs kann hier allerdings nicht generell
ausgeschlossen werden, da TLPs isolatspezifisch reagieren und in
dieser Arbeit nur ein R. secalis-1solat verwendet wurde.
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Abb.4: Expressionsveranderung der Thaumatin-
ahnlichen Proteine normalisiert auf den Gesamt-
RNA-Gehalt
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Abb.5: Expressionsveranderung der anfalligkeits-
assoziierten Kandidatengene normalisiert auf den
Gesamt-RNA-Gehalt

Zu den anfalligkeitsassoziierten Kandidatengenen (Abb.5) gehdrt zum
einen der Bax Inhibitor-1 (BI-1, Hickelhoven et al. 2003) und zum
anderen Gene aus der Gruppe der Rac/Rop-Proteine (Schultheiss et al.
2003). Alle diese Gene wurden alle in der Interaktion Gerste - Blumeria
graminis beschrieben und dort mit erhdéhter Anféalligkeit in Verbindung
gebracht. In der vorliegenden Arbeit dagegen konnte bis auf Rac1 fir
alle Gene dieser Gruppe eine resistenzassoziierte differenzielle
Expression festgestellt werden. Dies war zu erwarten, da es sich bei
dem Mehltaupilz B. graminis anders als bei R. secalis um ein biotrophes
Pathogen handelt.
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Abb.7: RNA-Akkumulation in der Epidermis (E) und
im Mesophyll (M) von resistenten (Atlas 46) und
anfélligen (Atlas) Gerstenpflanzen nach Infektion mit
R. secalis (nach STEINER-LANGE et al. 2003).

Abb.6: Expressionsveranderung der resistenz-

assozierten Kandidatengene normalisiert auf den
Gesamt-RNA-Gehalt

Die resistenzassoziierten Gene (Abb.6) wurden von Steiner-Lange et al.
(2003) in mit R.secalis infizierten Gerstenblattern identifiziert und
zeigten in einer Zeitreihe ein resistenzassoziiertes Expressionsmuster
(Abb.7). Diese Ergebnisse konnten in der dargestellten Arbeit trotz
Verwendung unterschiedlicher Gerstensorten und Pilzisolate bestatigt
werden, so dass von den drei Kandidatengenen eine
isolatunspezifische Resistenzbeteiligung angenommen werden kann.
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