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V. SUMMARY

Phytopathogenic fungi of the genus Pyricularia are associated with the plant family Poaceae.
While major crop plants like rice, barley or wheat can be infected by P. oryzae (morph Mag-
naporthe oryzae), these plants are protected against isolates of the species P.grisea (morph
Magnaporthe grisea) or P. penniseticola by nonhost resistance. Nonhost resistance is defined as
the capacity of an entire plant species to resist infection by all isolates of a given microbe spe-
cies. To successfully infect host plants, phytopathogens secrete effector molecules to circumvent
or manipulate the plant immune system. The repertoire of effectors therefore contributes to
host range of a pathogen. To analyze differences in effector repertoires of host and nonhost iso-
lates from barley, transcriptomes of the M. oryzae isolate TH6772 and of the P. penniseticola iso-
late CD180 were compared during their interaction with barley by microarray analysis. Based
on this approach, transcripts encoding small secreted effector proteins were identified that ac-
cumulate to a significantly higher extent during host interaction of barley with M. oryzae [desig-
nated M. oryzae Hypothetical Effector Genes (MoHEGs)] than during nonhost interaction with

P. penniseticola.

Analyses of transcript abundances during host interaction between M. oryzae and barley (0-96 h
p.i.) showed that MoHEGs are differentially expressed during biotrophic interaction. Further-
more they can be differentiated into two groups according to their maximum transcript abun-
dances (prior to or during penetration: EarlyMoHEGs or during colonization: LateMoHEGs). In
contrast to LateMoHEGs, early-induced MoHEGs with expression maximum at 0 and 6 h p.i. were
also transcribed during plant-independent in vitro germination of conidia. Functional analysis
disclosed a crucial function for EarlyMoHEG16 during barley infection as mesophyll cell collapse
was significantly reduced in barley host plants infected with three independent Amoheg16 mu-
tants compared to barley inoculated with the corresponding M. oryzae wild type isolate. Hence,
although MoHEG16 mutation does not cause complete loss of M. oryzae virulence on barley,
MoHEG16 constitutes a M. oryzae virulence factor. Additionally, LateMoHEG13 was found to
suppress M. oryzae-Nepl (Necrosis- and Ethylene-inducing Protein1)-Like Protein (MoNLP)-
derived cell death in N. benthamiana. For that reason MoHEG13 may play a role in coordination
of cell death induction by the fungus in general or possibly regulate other NLP-mediated re-

sponses during M. oryzae infection processes.

Furthermore, putative orthologs to MoHEGs were identified in M. grisea isolate BR29 (MgHEGs)
that showed a similar, MoHEG-like expression pattern during a compatible interaction. Although

direct evidence has yet to be provided, these data indicate that HEG effectors might be similarly
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deployed by both species for successful host infection, thereby being part of an evolutionary

conserved fungal infection strategy.

Apart from MoHEGs another putative pathogenicity factor of M. oryzae was analyzed for its func-
tion in the M. oryzae - barley interaction. The NUDIX hydrolase MoNUDIX was functionally char-
acterized by over-expression and silencing of the corresponding gene(s). Quantitative micro-
scopic analysis of the mutants revealed that over-expression accelerates infection process
whereas down-regulation of the gene seems to restrict pathogenic growth. MoNUDIX therefore

represents a so far unknown pathogenicity factor in M. oryzae.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Phytopathogene Pilze der Gattung Pyricularia sind mit Pflanzen aus der Familie der Siif3graser
assoziiert. Wahrend einige der weltweit bedeutendsten Nahrungsmittelpflanzen, wie Reis, Wei-
zen oder Gerste von Isolaten der Art P. oryzae (morph Magnaporthe oryzae) infiziert werden
konnen, sind dieselben Pflanzen vor Infektionen von Isolaten der Arten P. grisea (morph Mag-
naporthe grisea) oder P. penniseticola durch Nichtwirtresistenz geschiitzt. Nichtwirtresistenz ist
definiert als die Resistenz einer Pflanzenart gegeniiber allen Pathotypen einer Pathogenart. Um
Pflanzen erfolgreich infizieren zu kénnen, sekretieren Phytopathogene so genannte Effektoren
um die Immunabwehr des Wirtes zu umgehen oder zu manipulieren. Das Repertoire an Ef-
fektormolekiilen eines Pathogens dient demzufolge als eine Art Schliissel, der Zugang zu Wirt-
pflanzen vermittelt. Um das spezifische Effektorrepertoire verschiedener Arten der Gattung Py-
ricularia zu untersuchen, wurde in einer Microarray-Analyse das Transkriptom des M. oryzae
Isolats TH6772 mit dem des P. penniseticola Isolats CD180 wahrend Wirt- bzw. Nichtwirtinter-
aktion mit Gerste (Hordeum vulgare) vergleichend analysiert. Auf diese Weise konnten Effektor-
kandidatengene identifiziert werden, die differenziell in der Wirtinteraktion exprimiert werden
und fiir kleine, sekretierte Proteine kodieren, so genannte MoHEGs (M. oryzae Hypothetical Effec-

tor Genes).

Durch Transkriptabundanzanalysen wahrend des gesamten Interaktionsverlaufes (0-96 h p.i.)
zwischen M. oryzae und Gerste wurde deutlich, dass MoHEGs ausschliefdlich wahrend der bio-
trophen Phase des Lebenszyklus des Pathogens exprimiert werden. Innerhalb dieser kénnen sie
in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt werden, je nachdem, ob sie ein Expressionsmaximum
vor und wahrend der Penetration (Frithe MoHEGs) oder wahrend der Kolonisierung der Wirt-
pflanze (Spate MoHEGs) aufwiesen. Transkripte Frither MoHEGs konnen, im Gegensatz zu Spaten
MoHEGs, auch in in vitro gekeimten Konidien detektiert werden, d.h. Frithe MoHEGs sind auch
unabhéangig von der Pflanzeninteraktion induziert. Funktionale Analyse zeigte, dass dem Friihen
MoHEG16 eine wichtige Rolle wahrend der Wirtinteraktion zukommt. Mikroskopische Analyse
dreier unabhingiger Amoheg16 Mutanten zeigte signifikant weniger kollabiertes Mesophyllge-
webe in Gerste nach 72 h p.i. im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp. MoHEG16 stellt
folglich einen Virulenzeffektor dar, durch dessen Verlust die Virulenz des Pathogens deutlich
abgeschwacht wird. Desweiteren wurde untersucht, ob Spate MoHEGs den M. oryzae-Nepl (Ne-
crosis- and Ethylene-inducing Proteinl)-Like Protein (MoNLP) vermittelten Zelltod in
N. benthamiana unterdriicken kénnen. Dabei stellte sich heraus, dass MoHEG13 eine solche Zell-

tod supprimierende Eigenschaft besitzt und somit moglicherweise MoNLP vermittelte Funktio-



VI Zusammenfassung XI

nen, die in der M. oryzae - Gerste Interaktion von Bedeutung sind, beeinflussen kann oder tat-

sdchlich an einer generellen Koordination von Zelltodmechanismen beteiligt sein konnte.

Weiterhin wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Wirt- bzw. Nichtwirtinteraktion zwi-
schen D. sanguinalis und M. grisea bzw. M. oryzae cytologisch charakterisiert. Es wurden putative
Orthologe zu den MoHEGs in M. grisea identifiziert (MgHEGs) und deren Expression wahrend
einer kompatiblen Interaktion untersucht. Es stellte sich heraus, dass in fast allen Fallen ortho-
loge Effektorkandidaten beider Arten dhnlich reguliert sind, d.h. es kann spekuliert werden, dass
deren Expression einem innerhalb der Gattung Pyricularia konservierten Infektionsmechanis-

mus zu Grunde liegt.

Neben den MoHEGs wurde auch die Rolle von MoNUDIX als potenzieller Pathogenitatsfaktor
oder Effektor in M. oryzae wahrend Interaktion mit Gerste untersucht. Bei der funktionalen Ana-
lyse von MoNUDIX durch Uberexpression und ,Silencing” stellte sich durch quantitative mikro-
skopische Analyse heraus, dass eine Uberexpression des Gens den Infektionsverlauf im Ver-
gleich zum korrespondierenden Wildtyp beschleunigt bzw. konnten Hinweise erhalten werden,
dass die Reduktion der Transkriptmenge des Gens das pathogene Wachstum beeintrachtigt.

MoNUDIX kann somit, wie MOHEG16, als Virulenzeffektor bezeichnet werden.
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1 EINLEITUNG

Die durch Pyricularia oryzae (morph Magnaporthe oryzae) ausgeloste Pflanzenkrankheit ,rice
blast“ kommt in 85 verschiedenen Landern vor und verursacht jahrliche Verluste in der Reisern-
te von 10-35 % (Talbot, 2003; Fisher et al., 2012). Da Reis das Grundnahrungsmittel der Halfte
der Weltbevolkerung darstellt und damit als wichtigste Anbaupflanze weltweit gilt (Khush,
2005), wurde diese Pflanzenkrankheit 2012 in einem weltweiten Ranking als bedrohlichste pilz-
liche Krankheit eingestuft (Dean et al., 2012). Das Verstdndnis der molekularen Mechanismen,
die der Interaktion zwischen M. oryzae und seinen Wirtpflanzen zu Grunde liegen, kann helfen

den durch das Pathogen entstehenden Schaden zu verringern.

1.1 Pilze der Familie Pyriculariaceae

Pyricularia oryzae wird der Gattung Pyricularia, der Familie der Pyriculariaceae und der Ord-
nung Magnaporthales innerhalb der filamentdsen Ascomyceten zugeordnet und kommt unter
natiirlichen Bedingungen ausschlieflich in der anamorphen Lebensform vor (Ebbole, 2007;
Klaubauf et al., 2014), unter Laborbedingungen ist allerdings auch geschlechtliche Vermehrung
moglich. In der gegenwartigen Literatur ist der Name der sich sexuell vermehrenden Lebens-
form, Magnaporthe oryzae, allerdings gebrauchlicher, weswegen er auch in der vorliegenden
Arbeit verwendet wird. M. oryzae ist in der Lage samtliche oberirdische Teile der Wirtpflanze zu
befallen, darunter Blatter, Stangel und Rispen (Mentlak et al., 2011). Hier kénnen typische spin-
delférmige Blastsymptome mit hellem Zentrum und nekrotischem Rand ausgebildet werden.
Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch Wurzeln infiziert werden kénnen (Sesma and

Osbourn, 2004; Jansen et al., 2006).

Mit Reis (Oryza sativa) assoziierte M. oryzae Isolate befallen nur sehr wenige andere Pflanzenar-
ten, darunter Gerste (Hordeum vulgare) (Ou, 1985; Kato et al.,, 2000; Klaubauf et al., 2014). Al-
lerdings zahlen zur selben Art auch Isolate, die mit anderen Wirtpflanzen wie Weizen, Mais oder
anderen, nicht domestizierten Grasern wie beispielsweise Fingerhirse (Eleusine coracana) oder
Liebesgras (Eragrostis curvula) assoziiert sind. Eine zweite Art innerhalb der Pyriculariaceae,
Pyricularia grisea (morph Magnaporthe grisea), wurde bereits 2002 (Couch and Kohn) durch
genealogische Untersuchungen verschiedener Genloci und Kreuzungsexperimente von M. oryzae
separiert und umfasst Isolate, die u.a. pathogen auf Digitaria-Arten sind. Durch weitere Analysen

konnten 2014 (Klaubauf et al.) zusitzliche Arten innerhalb der Pyriculariaceae differenziert
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werden, darunter Pyricularia penniseticola, zu welcher hauptsiachlich die Wirtpflanze Penni-

setum (Lampenputzergras) infizierende Isolate gehoren.

Die Lebensweise von M. oryzae ist hemibiotroph, d.h. der Lebenszyklus kann in zwei verschie-
dene Phasen eingeteilt werden. Wahrend der Pilz in der biotrophen Lebensphase von der leben-
den Wirtzelle abhidngig ist, zehrt er in der nekrotrophen Lebensphase von totem Gewebe
(Abbildung 1). Eine Infektion beginnt mit einer Konidiospore, die mit einem Klebstoff aus Man-
nose und Glykoproteinen an der Blattoberfliche haftet (Abbildung 1 B) (Hamer et al., 1988;
Ebbole, 2007). Die Konidiospore keimt an einer oder zwei ihrer drei Zellen mit einem Keim-
schlauch aus, der in eine adhasive extrazelluldre Matrix eingebettet ist (Abbildung 1 C) (Xiao et
al, 1994). Am Ende des Keimschlauchs differenziert sich ein kuppelférmiges Appressorium aus,
dessen Zellwand reich an Chitin ist und eine diinne Schicht Melanin an der inneren Zellwandsei-
te besitzt (Abbildung 1 D) (Talbot, 2003). Der programmierte Zelltod (Autophagie) der Konidi-
enzellen ist dabei flir die Appressorienreifung von entscheidender Bedeutung (Kershaw and
Talbot, 2009). Im Inneren des Appressoriums wird schliefdlich durch Anreicherung osmotisch
wirksamer Substanzen ein hoher Druck von ungefahr 8,19 MPa aufgebaut (Loehrer et al., 2014)
und dadurch mittels eines Penetrationskeils die pflanzliche Kutikula und Zellwand durchstof3en
(Abbildung 1 E). Beim invasiven Wachstum bleibt der Pilz aufierhalb der pflanzlichen Plasma-
membran und wird von dem extra-haustoriellen Membran Kompartiment (EHIM) umgeben
(Kankanala et al., 2007; Mosquera et al., 2009). Die invasiven Hyphen sind blasig ausgeformt und
werden mit der Aufnahme von Nahrstoffen aus der Pflanzenzelle in Verbindung gebracht
(Ebbole, 2007; Wilson and Talbot, 2009). Sind die primar infizierten Wirtzellen komplett mit
invasiven Hyphen gefiillt, wachsen sie liber Plasmodesmata in Nachbarzellen (Kankanala et al.,
2007). Mit der Verbreitung in benachbarte Zellen wird die biotrophe Lebensphase des Pilzes
beendet, denn die in den Nachbarzellen differenzierten, diinnen, invasiven Hyphen besitzen ei-
nen nekrotrophen Charakter. Nach etwa 4-7 Tagen kommt es schliefdlich zu makroskopisch
sichtbaren Blastsymptomen. Die Konidienbildung geschieht an einfachen Konidiophoren inner-
halb der Symptome (Ebbole, 2007). An ihnen gebildete Konidiosporen werden durch Regen-
spritzer oder Wind weiterverbreitet, womit der Zyklus geschlossen wird (Abbildung 1 A)

(Talbot, 2003).

Pflanzliche Zellen besitzen verschieden Moglichkeiten dem Angriff eines Pathogens zu begegnen.
Zur Abwehr einer Penetration, kann eine angegriffene Zelle beispielsweise eine lokale Zell-
wandapposition an der Angriffsstelle ablagern (Zeyen et al., 2002; Luna et al., 2011). Sie wird
allgemein als Papille bezeichnet und stellt eine strukturelle Barriere fiir den Angreifer dar. Eine

Papille besteht dabei vorwiegend aus Callose und Lignin (Aist, 1976; Underwood, 2012). Gerste
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bildet Papillen wahrend der Interaktion mit sdmtlichen Isolaten der Gattung Pyricularia aus,
wobei sie wahrend der Interaktion mit nicht adaptierten Isolaten (s. 1.3) haufiger zu beobachten
sind (Zellerhoff et al., 2006; Delventhal et al., 2014). Gelingt es einem Pathogen trotz Papille die
Zelle zu penetrieren, kann diese durch eine so genannte Hypersensitive Reaktion absterben, d.h.
ein induziertes Zelltodprogramm durchlaufen (PCD, engl. Programmed Cell Death) (Green, 1998;
Bozhkov and Lam, 2011). Durch PCD kann biotrophen Pathogenen die Lebensgrundlage entzo-
gen werden, weswegen PCD als Abwehrreaktion zu bewerten ist (Heath, 2000b; Hiickelhoven,
2007). Da Pyricularia zu Beginn einer Wirtkolonisierung auf lebendes Zellgewebe angewiesen
ist, stellt der PCD auch gegen Pilze dieser Gattung eine Abwehrreaktion dar. Auch der PCD kann
sowohl in der Wirt- als auch in der Nichtwirtinteraktion von Pyricularia beobachtet werden,
jedoch tritt diese Abwehrreaktion gegen Nichtwirtisolate schneller und haufiger auf (Faivre-

Rampant et al., 2008; Delventhal et al., 2014).

Biotrophie C Keimsphlruch mit extrazellulaer Matrix
//» Melanisiertes
Koni(li‘ospore Appr‘essorium
Haftungssekret Autophagie ?
s @R o™ {8 ©
\ Nekrotrophie ;)

A

Sympodiale
Konidiosporen ;

e

-~ Penetra-

Plasmo- tionskeil

‘\_ desmata i

Invasive Hyphe mit
Membrankappe

Pflanzenzelle

Abbildung 1: Lebenszyklus der Pyriculariaceae. Die zwei unterschiedlichen Phasen des Lebenszyklus sind farblich
verschieden hervorgehoben (griin, biotrophe Lebensphase; rot, nekrotrophe Lebensphase). Fiir die detailierte Erlau-
terungen (A-E) s. Text, verdndert nach Ebbole (2007).

1.2 Das pflanzliche Immunsystem

Das Immunsystem von Vertebraten basiert auf einer angeborenen Immunabwehr fiir die ersten,
unspezifischen Abwehrantworten und einer adaptiven Immunabwehr fiir spezifischere Abwehr-
reaktionen und das immunologische Gedédchtnis. Der Organismus wird in letztem Fall mit Hilfe

spezialisierter Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems gegen mikrobielle Angriffe
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verteidigt. Im Gegensatz dazu griindet das pflanzliche Immunsystem auf dem angeborenen Im-

munsystem jeder einzelnen Zelle des Organismus (Niirnberger et al., 2004).

Das pflanzliche, angeborene Immunsystem ist zweischichtig und wird mit einem Zick-Zack-
Model beschrieben (Jones and Dangl, 2006). Dabei sind die verschiedenen Ebenen aufeinander
folgend, da ihre Existenz dem evolutiondren ,Wettriisten“ zwischen Pathogen und Wirt zu Grun-

de liegt.

Die erste Ebene des Zick-Zack-Models beschreibt die Erkennung konservierter struktureller
Komponenten eines Pathogens, welche als MAMPs (engl. Microbe-Associated Molecular Pat-
terns), oder frither gebrauchlicher als PAMPs (engl. Pathogen-Associated Molecular Patterns),
bezeichnet werden. Pilzliche Pathogene konnen verschiedene MAMPS wie Chitin, 3-1,3-Glukan
oder Ergosterol besitzen. Entsprechend wird die erste Stufe der pflanzlichen Immunantwort
MTI (engl. MAMP-Triggered Immunity) genannt. MAMPs werden auf dieser Ebene von so ge-
nannte PRRs (engl. Pattern Recognition Receptors) erkannt, wodurch eine basale Immunant-
wort ausgelost wird (Boller and Felix, 2009). PRRs sind transmembrane Rezeptor-dhnliche
Kinasen (RLKs, engl. Receptor-Like Kinases) oder Rezeptor-ahnliche Proteine (RLPs, engl. Re-
ceptor-Like Proteins), wobei das Vorhandensein von extrazellularen Bindedoménen die Erken-
nung der MAMPS im Apoplasten vermittelt (Zipfel and Felix, 2005). Zu den bekannten PRRs in
Reis gehoren beispielsweise das transmembrane Gykoprotein CEBiP (engl. Chitin Elicitor Bin-
ding Protein) und die Rezeptorkinase OsCERK1 (engl. Oryza sativa Chitin Elicitor Receptor
Kinase 1), welche beide fiir das Perzipieren des Chitins und auch fiir die Induktion von MTI in

Reis essenziell sind (Kaku et al., 2006; Shimizu et al., 2010).

Die zweite Ebene des pflanzlichen Immunsystems wird von pathogen-spezifischen Effektoren
vermittelt, durch die ein Pathogen die MTI iiberwinden oder manipulieren konnte. Diesen Fall
bezeichnet man als ETS (engl. Effector-Triggered Susceptibility). Kann ein solcher pathogen-
spezifischer Effektor innerhalb der Wirtzelle erkannt werden und eine spezifischere und effekti-
vere Immunantwort induzieren, wird diese Ebene wiederum als ETI (engl. Effector-Triggered
Immunity) bezeichnet. ETI fiihrt entsprechend zur Resistenz der Pflanze, d.h. zur Avirulenz
(AVR) des Pathogens. ETI induzierende Effektoren werden aus diesem Grund auch als AVR-
Effektoren bezeichnet. Vermittelt wird die Erkennung der Avirulenzeffektoren durch Resis-
tenz(R)-Proteine. Nach der Gen-fiir-Gen-Hypothese (Flor, 1971) existiert zu jedem AVR-Protein
ein korrespondierendes R-Protein, wobei die Erkennung des Avirulenzeffektors auch indirekt
erfolgen kann (Van Der Biezen and Jones, 1998; Dangl and Jones, 2001). Die meisten ETI-
Rezeptoren (R-Proteine) agieren intrazelluldar und werden der konservierten Familie der NB-

LRR-Proteine (engl. Nucleotide-Binding, Leucine-Rich-Repeats) zugeordnet (Van Der Biezen and
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Jones, 1998). Kann das R-Protein, z.B. durch eine Mutation des korrespondierenden AVR-
Effektors, diesen nicht (mehr) erkennen, ist das Pathogen wiederum virulent (VIR). Das Zick-
Zack-Modell kann sich entsprechend weiter fortsetzen, indem Pathogen- spezifische Effektoren
und Wirt-spezifische Proteine miteinander konkurrieren und der evolutiondre Verlauf fort-

schreitet.

Klassische AVR-Effektoren und korrespondierende R-Proteine sind aus der M. oryzae-Reis-
Interaktion bereits bekannt. Ein prominentes Beispiel ist AVR-Pita. Es kodiert fiir eine sekretier-
te Metalloprotrease und interagiert direkt mit dem korrespondierenden Reisprotein Pi-ta, wel-
ches den CC-NB-LRR Proteinen zugeordnet wird (Bryan et al., 2000; Jia et al., 2000). Durch diese
direkte Erkennung wird die Resistenz von R-Protein exprimierenden Reissorten gegen AVR-Pita
sekretierende M. oryzae Isolate vermittelt. Es kommt also hier zu einer so genannten Rassen-
Sorten-spezifischer Wirtresistenz, bei der eine bestimmte Reissorte gegen ein spezifisches

M. oryzae Isolat resistent ist.

1.3 Nichtwirt-Resistenz

Ist eine Pflanzen-Art gegeniiber allen genotypischen Variationen einer Pathogen-Art resistent,
bezeichnet man diese Resistenz als Nichtwirt-Resistenz (Heath, 2000a). Die Nichtwirt-Resistenz
ist die am weitesten verbreitete und stabilste Form der Resistenz und umfasst konstitutive Bar-
rieren und induzierbare Mechanismen (Heath, 2000a; Thordal-Christensen, 2003; Mysore and

Ryu, 2004).

Zu den konstitutiven Barrieren der Nichtwirt-Resistenz werden z.B. die Wachsschicht auf der
Blattoberflache, eine widerstandsfahige Zellwand oder die Anwesenheit antimikrobieller Enzy-
me oder Sekundarmetabolite gezahlt. Wird durch konstitutive Barrieren eine generelle Inkom-
patibilitidt zwischen dem Pathogen und dem putativen Wirt vermittelt, ist eine spezifische Akti-
vierung von Abwehrmechanismen nicht notwendig. Kann das Pathogen allerdings die konstitu-
tiven Barrieren liberwinden, muss es durch die putative Wirtzelle an der Plasmamembran als
Jhicht selbst” erkannt werden, denn nur so konnen Abwehrreaktionen induziert werden. Eine
solche Erkennung erfolgt iiber ,generelle Elicitoren“ bzw. MAMPS (s. 1.2) und ist damit Teil des
angeborenen Immunsystems (Niirnberger et al,, 2004). Die Abwehrmechanismen, die bei einer
Nichtwirtinteraktion induziert werden unterliegen komplexer genetischer Kontrolle und schei-
nen je nach co-evolutiondrer Interaktionszeit zwischen Pathogen und Wirt sowie Pathosystem

verschiedenartig zu sein (Heath, 2001; Heath, 2002).
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Eine Differenzierung zwischen Nichtwirt- und Rassen-Sorten-spezifischer Wirtresistenz ist al-
lerdings anhand einer spezifischen Abwehrreaktion allein nicht méglich, da Wirt- und Nicht-
wirtpathogene sich in vielen Fillen denselben induzierbaren Abwehrmechanismen gegeniiber
sehen (Thordal-Christensen, 2003; Tsuda and Katagiri, 2010). D.h., dass sowohl PRR- als auch
NB-LRR-spezifische Immunabwehr (MTI und ETI) an induzierbaren Nichtwirtresistenzmecha-
nismen beteiligt sein konnen. Postuliert ist, dass der Anteil an NB-LRR-vermittelter Immunant-
wort mit phylogenetischer Verwandtschaft zwischen Wirt- und Nichtwirtpflanze steigt (Schulze-

Lefert and Panstruga, 2011).

Durch die Etablierung von Virulenz-vermittelnden Effektoren durch einzelne Pathogen-Isolate
kann jedoch auch die Nichtwirt-Resistenz einer Pflanze iiberwunden werden und damit eine
neue, kompatible Pathogen-Wirt-Interaktion méglich machen. Das Pathogen erweitert in einem
solchen Fall entsprechend sein Wirtspektrum (engl. host range expansion), wobei alte und neue
Wirtpflanzenart haufig phylogenetisch nah verwandt sind (Schulze-Lefert and Panstruga, 2011).
Anschliefiend kann es innerhalb einer gewissen co-evolutiondren Phase erneut zu einer Spezia-
lisierung des Pathogens an den neuen Wirt kommen. Die Mdéglichkeit zur Etablierung auf einer
neuen Wirtpflanze und die damit verbundene Uberwindung der Nichtwirt-Resistenz durch ein-
zelne, dominante Gene ist allerdings auch moglich, wenn alte und neue Wirtpflanze phylogene-
tisch weiter entfernt verwandt sind (Schulze-Lefert and Panstruga, 2011). Hier ware entspre-
chend der Anteil der PRR-vermittelten Abwehr an der Nichtwirtresistenz hoher. Solche so ge-
nannten Wirtspriinge (engl. host jumps) wurden z.B. bei Rostpilzen nachgewiesen (Roy, 2001;

van der Merwe et al., 2008).

Bei Pilzen der Gattung Pyricularia ist die Wirtpflanzen-Spezifitit die Regel (Kato et al.,, 2000) und
wird von wenigen dominanten Genen bestimmt. So wird z.B. vermutet, dass ein einziges Gen fiir
die Pathogenitidt von M. oryzae gegeniiber Avena sativa (Hafer) (Oh et al., 2002) und drei Loci fiir
die Pathogenitat gegeniiber Triticum aestivum (Weizen) verantwortlich sind (Tosa et al., 2006).
Ein anderes Beispiel fiir die durch wenige dominante Gene vermittelte Wirtpflanzenspezifitat ist
der Effektor PWL2 (engl. Pathogenicity toward Weeping Lovegrass), welcher Resistenz von
M. oryzae gegenliber der Wirtpflanze Eragrostis curvula (engl. Weeping Lovegrass, schwachge-
kriimmtes oder afrikanisches Liebesgras) vermittelt (Sweigard et al., 1995). Es sind keine PWL
Homologe in anderen filamentdsen Ascomyceten bekannt, womit diese Proteinfamilie als Mag-
naporthe-spezifisch gilt (Kang et al., 1995). Der Einfluss dieser einzelnen Wirt-Spezifitats-Gene
dhnelt dem Wirken von spezifischen Effektoren auf der Ebene der NB-LRR-abhédngigen Immun-
antwort (ETI), die im Zuge der Spezialisierung zwischen Pathogen und Wirt zum Tragen kommt

(1.2). Die Vermittlung der Wirtpflanzen-Spezifitit auf Ebene der ETI konnte sogar eindeutig ge-
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zeigt werden, was ein weiteres Beispiel innerhalb der Gattung Pyricularia zeigt. So wird ange-
nommen, dass der Verlust des Gens AVR-CO39 eines mit Setaria italica (Fuchsschwanzhirse)
assoziierten Isolates, die Kolonisierung von Reis moglich machte, da das korrespondierende NB-
LRR-Gen (R-Gen) Pi-C039 in alten Reissorten verbreitet war (Couch and Kohn, 2002; Couch et al.,
2005). Auch dieser Lokus ist Magnaporthe-spezifisch und etablierte sich in der frithevolutiona-

ren Phase der Gattung (Tosa et al., 2005).

Flir das Wirtspektrum eines Pathogens sind Effektoren also von ausschlaggebender Bedeutung
(Schulze-Lefert and Panstruga, 2011). Sie spielen entsprechend sowohl eine Rolle in der Nicht-
wirtresistenz als auch in der Rassen-Sorten-spezifischen Wirtresistenz und stellen die , pathoge-

nen Waffen“ im evolutionar gesteuerten Wettriisten der Pathogen-Wirt-Interaktion dar.

1.4 Effektoren

Pathogene sekretieren zahllose kleine Molekiile, die Wirtzellen manipulieren um eine Infektion
zu erleichtern. Diese Effektoren konnen die Physiologie der Wirtzelle zu Gunsten des Pathogens
verdndern und/oder die Inmunabwehr der Zelle unterdriicken oder abschwachen (Virulenzef-
fektoren). Auf der anderen Seite konnen sie aber auch durch spezifische Proteine innerhalb des
Wirtes erkannt werden, Abwehrreaktionen induzieren und sogar die Wirtpflanzen-Spezifitat
bestimmen (Avirulenzeffektoren, s. auch 1.3). Damit nehmen sie eine Schliisselfunktion bei der
Etablierung einer kompatiblen Pathogen-Wirt-Interaktion ein. Allgemein handelt es sich ent-
sprechend um ,von mit Pflanzen assoziierten Organismen sekretierte Molekiile, die Wirtzell-

strukturen und -funktionen verandern“ (Hogenhout et al., 2009).

Phytopathogene gram-negative Bakterien besitzen ein so genanntes Typ III Sekretionssystem
(T3SS) um Effektoren mittels einer ,molekularen Spritze“ direkt in ihre Wirtzellen zu injizieren
(Galan et al., 2014). Sie werden im Folgenden als Typ III Effektoren (T3Es) bezeichnet. Eine
Klasse von bakteriellen T3Es sind die so genannten TAL- (Transcription Activator-Like) Ef-
fektoren (TALEs). Sie sind natiirlich vorkommende DNA bindende Proteine aus den phytopatho-
genen Xanthomonas spp. und Ralstonia solanacearum. TALEs besitzen eine DNA-bindende Do-
mane, bestehend aus einer variablen Anzahl von 34-Aminosdure-Modulen (zwischen 1,5 und
33,5 Modulen), ein C-terminales Zellkernlokalisierungsmotiv (NLS, engl. nuclear localization
signal) und eine typische Aktivierungsdomine, wie sie bei Transkriptionsfaktoren vorkommt
(Deslandes and Rivas, 2012). TALEs fungieren entsprechend als Transkriptionsfaktoren und

binden an Promotorregionen innerhalb des Wirtgenoms und manipulieren die Transkription.
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Dabei bindet jedes 34-Aminosdure-Modul eines TALEs an ein Basenpaar innerhalb der Ziel-
DNA-Sequenz (TAL-Box) (Boch et al.,, 2009; Moscou and Bogdanove, 2009). Auf Grund dieses
strikten Codes konnen auch kiinstlich generierte TALEs fiir Anwendungen im Bereich der Ge-

nomtechnik (engl. genome engineering) eingesetzt werden (Scholze and Boch, 2010).

Im Gegensatz zu Bakterien haben phytopathogene Oomyceten und Pilze kein direktes Injekti-
onssystem um Effektoren in die Wirtzelle zu translokalisieren. So miissen Effektoren entspre-
chend mindestens die pilzliche sowie die pflanzliche Plasmamembranen passieren. Im Vergleich
zu allen anderen Effektoren, besitzen solche aus Oomyceten ein charakteristisches Motiv aus
vier Aminosduren: RxLR (Arginin, eine beliebige Aminosdure, Leucin und Arginin), das die
Translokation des Effektors in die Wirtzelle vermittelt (Whisson et al., 2007a; Birch et al., 2008).
Viele dieser RXLR-Effektoren besitzen zusitzlich ein dEER-Motiv (doppelt Glutaminsaure und
Arginin) innerhalb der ersten 25 Aminosauren hinter dem RxLR (Whisson et al., 2007a). Unklar
ist aber weiterhin, ob die Translokation von Effektoren liber eine Pathogen- oder eine Wirtzel-
len-spezifische Transportmaschinerie abgewickelt wird. Allerdings sind mehrere Studien verof-
fentlicht, die einen Pathogen-unabhingigen Translokationsprozess, auch fiir Effektoren echter

Pilze, zeigen (Dou et al., 2008a; Kale et al., 2010; Rafiqi et al., 2010; Ribot et al., 2013).

Motive, die Effektorproteine hoherer Pilze charakterisieren oder gar deren Translokation ver-
mitteln sind kaum bekannt bzw. nicht bestitigt. Eine erste Orientierungshilfe bietet das
Y/F/WxC Motiv, das in echtem Mehltau (Bgh, Blumeria graminis f.sp. hordei) und Haustorien-
ausbildenden Rostpilzen (Pgt, Puccinia graminis f.sp. tritici; Pt, Puccinia triticina) identifiziert
wurde, die Poaceae (Siifdgraser) infizieren (Godfrey et al., 2010; Spanu et al,, 2010). Bei Analyse
des haustoriellen Transkriptoms von Bgh besafien 19 % aller vorhergesagten Proteine dieses
Motiv innerhalb der ersten 30 Aminosduren hinter dem Signalpeptid (Godfrey et al., 2010). Es
ist interessant, dass dieses Motiv sowohl in einem Ascomycet und als auch in einem Basidiomy-
cet identifiziert werden konnte. Aus diesem Grund wird spekuliert, dass das Motiv durch kon-
vergente Entwicklung der beiden Pathogene wahrend ihrer Interaktion mit Wirtpflanzen inner-
halb der Familie der Siifdgraser etabliert wurde (Godfrey et al., 2010). Auch wenn der Transloka-
tionsmechanismus bislang ungeklart ist; dass Effektoren hoherer Pilze sekretiert und translo-
ziert werden, konnte bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden (Kemen et al., 2005;

Khang et al., 2010; Rafiqi et al., 2010; Djamei et al., 2011).

In Colletotrichum higginsianum konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass eine Effektorsekre-
tion bereits vor der Penetration stattfindet, da bestimmte ChECs (engl. C. higginsianum Effector
Candidates) nur in Appressorien vor der Penetration detektiert werden konnten (Kleemann et

al,, 2012). Das zeigt, dass ein molekularer Austausch zwischen Pathogen und Pflanze auch schon
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in sehr frithen Stadien der Interaktion stattfindet und neben invasiven auch extrazellulare Struk-

turen fur die Sekretion von Effektormolekiilen verantwortlich sein konnen.

Die Funktionen, die Effektorproteine schliefdlich innerhalb und aufderhalb der Wirtzelle erfiillen
sind mannigfaltig. Ein Beispiel wie Effektoren die pflanzliche Abwehr manipulieren kénnen fin-
det sich bei Cladosporium fulvum. Der Erreger der Braunfaule auf Tomate sekretiert zwei ver-
schiedene Effektoren (Avr4 und Ecp6), die durch die Bindung von Chitin dessen Perzeption
durch die Wirtpflanze manipulieren (de Jonge et al., 2010). Beide Effektoren sind demnach Chi-
tin-bindend, allerdings bindet Avr4 langkettige und Ecp6 kurzkettige Chitin-Oligosaccharide. Ein
weiteres Beispiel flir Chitin-bindende Effektoren findet sich auch bei M. oryzae. Slp1 bindet
ebenfalls Chitin-Oligosaccharide iiber eine LysM-Doméane und unterdriickt so ebenfalls Chitin-
induzierte Immunabwehr, d.h. PTI, in Reis (Mentlak et al., 2012). Damit ist Slp1 einer der weni-

gen bekannten Virulenzeffektoren aus M. oryzae.

1.4.1 Redundante Funktionen verschiedener Effektoren innerhalb desselben Effektorre-
pertoires

Durch funktionale Analyse von Effektorgenen konnte festgestellt werden, dass nicht jeder ein-
zelne Effektor einen grofden Beitrag zu Virulenz oder Fitness eines Pathogens leistet. Da Deletio-
nen einzelner Effektoren oft einen zu geringen Effekt haben, um nachgewiesen werden zu kén-
nen, muss davon ausgegangen werden, dass mehrere Effektoren dhnliche, entsprechend redun-
dante, oder auch additive Funktionen innerhalb einer Wirtzelle besitzen (Stergiopoulos and de

Wit, 2009).

Ein prominentes Beispiel fiir die Redundanz von Effektoren ist innerhalb des P. syringae - Ara-
bidopsis thaliana Pathosystems zu finden. RIN4 (RPM1-Interacting Protein 4) ist ein in der Plas-
mamembran von A. thaliana verankertes Protein, das eine Schliisselfunktion in der pflanzlichen
Immunabwehr einnimmt, indem es als negativer Regulator basaler Immunabwehr (PTI) gilt
(Kim et al., 2005b). Aus diesem Grund stellt RIN4 das gemeinsame Zielprotein gleich dreier
P. syringae T3Es (AvrRpm1, AvrB und AvrRpt2) dar. Durch eine Hyperphosphorylierung durch
AvrRpm1 und AvrB wird der RIN4-Komplex in einem Stadium stabilisiert, das die PTI negativ
reguliert (Mackey et al,, 2002), AvrRpt2 dagegen kann den RIN4-Komplex eliminieren, wodurch
die entstehenden Spaltprodukte vermutlich die positive Regulierung der basalen Immunabwehr
induzieren (Kim et al.,, 2005a; Afzal et al., 2011). Ein anderes Beispiel aus dem gleichen Modell-
system zeigt, dass Effektoren aus dem gleichen Organismus auch an verschiedenen Stellen be-

stimmter mit Abwehr assoziierter Signalwege angreifen konnen. Die beiden P.syringae Ef-
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fektoren AvrPtoB und AvrPto interagieren beispielsweise mit der Kinasedoméne des Immunre-
zeptors FLS2, wodurch die Detektion des bakteriellen PAMPs flg22, d.h. PTI, reglementiert wird
(Gohre et al., 2008; Xiang et al., 2008). AvrHopF2 greift im gleichen Signalweg ein, indem es die
flg22 Perzeption durch Interaktion mit verschiedenen MAP-Kinase-Kinasen unterdriickt, die

nachfolgend der flg22 Perzeption fungieren (Wang et al.,, 2010; Wu et al,, 2011).

Redundanzen von Effektorfunktionen werden auch bei filamentdsen Pathogenen diskutiert. In-
nerhalb der Oomyceten existiert ebenfalls ein aufierordentliches Potenzial fiir funktionale Re-
dundanz (Birch et al., 2008). Innerhalb der Genome von P. sojae, P. ramorum, H. parasitica und
P. infestans konnten jeweils hunderte RxLR-Effektoren identifiziert werden, die Familien zuzu-
ordnen sind, die zahllose Paraloge aufweisen (Tyler et al., 2006; Whisson et al., 2007b; Win et al.,
2007). Ein konkretes Beispiel sind die Paraloge Avh6 und Avh32 aus P. sojae (Wang et al., 2011).
Der Vorteil dabei scheint zu sein, dass nach der Erkennung einzelner Effektoren durch R-
Proteine, auf diese ohne grofde Verluste an Pathogenitit verzichtet werden kann (Birch et al,,
2008; Stergiopoulos and de Wit, 2009). Auch bei M. oryzae werden Redundanzen im Effektorre-

pertoire vermutet (Mentlak et al., 2011).

Einen weiteren Hinweis darauf, dass die Etablierung verschiedener Effektoren mit dhnlichen
oder additiven Funktionen sinnvoll fiir ein Pathogen sind, lieferte die Generierung eines syste-
matischen Protein-Protein-Interaktions-Netzwerk von Effektorkandidaten des Ascomyceten
Golovinomyces orontii, des Oomyceten Hyaloperonospora arabidopsidis und des phytobathoge-
nen Bakteriums Pseudomonas syringae mit Wirtproteinen aus Arabidopsis thaliana (Mukhtar et
al, 2011; Wefiling et al., 2014). Hier konnte gezeigt werden, dass sowohl intra- als auch inter-
spezies-spezifische Uberschneidungen, und damit konvergente Entwicklung, bezogen auf An-
griffsziele von Effektoren existieren. Das lasst vermuten, dass die Interaktion von Effektoren mit
bestimmten Zielproteinen oder Signalwegen eines Wirtes von evolutiondrem Vorteil fiir ein Pa-
thogen sein kann. Um diese Vorteile abzusichern, wiaren Redundanzen innerhalb des Effektorre-

pertoires einer Pathogenart sinnvoll.

1.4.2 Effektoren und deren Translokation in Magnaporthe oryzae

Innerhalb des Magnaporthe-Reis-Pathosystems sind bereits einige Effektoren bekannt (Valent
and Khang, 2010). Genauer gesagt, sind so gut wie alle bekannten M. oryzae Effektoren AVR-
Effektoren. Die exakten Funktionen konnten allerdings nur von wenigen von ihnen enthiillt
werden. Die prominentesten Beispiele fiir AVR-Effektoren aus M. oryzae sind Avr-Pita, Avr-Pia,

Avr-Pik/km/kp, Avr-Piz-t und Avr-CO39 (Jia et al.,, 2000; Yoshida et al., 2009; Kanzaki et al.,
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2012; Césari et al,, 2013) und erst kiirzlich wurde ein weiterer AVR-Effektor, Avr-Pi9, identifi-
ziert (Wu et al, 2015). Durch die Identifizierung korrespondierender, Pflanzensorten-
spezifischer R-Proteine innerhalb von Wirtzellen, wird davon ausgegangen, dass auch diese
AVR-Effektoren in die Wirtzelle sekretiert werden, da nur so eine Interaktion von AVR-Effektor
und R-Protein moglich ist. Fiir andere M. oryzae Effektoren (BAS1, PWL1 und PWL2 [1.3]) wurde
die Translokation in die Wirtzelle durch Fusion mit fluoreszierenden Proteinen direkt gezeigt

(Khang et al., 2010).

Die Abgabe einer Art von Magnaporthe Effektoren geschieht iiber eine spezialisierte Struktur,
den so genannten BIC (engl. Biotrophic Interfacial Complex) (Mosquera et al., 2009). Der BIC
wird an der Spitze der ersten invasiven Penetrationshyphe gebildet und bleibt schliefdlich am
Rand der ersten blasigen Hyphenzelle bestehen, bis angrenzende Zellen kolonisiert werden
(Mosquera et al., 2009; Khang et al., 2010). Werden Nachbarzellen befallen, wird auch dort ein
BIC an der Spitze der ersten invasiven Hyphe etabliert, wobei der primare BIC inaktiv wird
(Mosquera et al., 2009). Der BIC stellt eine membranreiche Struktur dar, die interessanterweise
aus pflanzlichem Material abgeleitet werden kann (Giraldo et al., 2013). Das heifdt, dass Ef-
fektoren, die innerhalb des BIC beobachtet werden konnen, bereits durch den Pilz sekretiert
wurden. BIC-lokalisierte Effektoren, konnen schliefilich im Cytoplasma der Wirtzelle detektiert
werden, weswegen sie auch cytoplasmische Effektoren genannt werden (Khang et al, 2010;
Giraldo and Valent, 2013). Das Lokalisationssignal fiir die BIC-Lokalisation wird innerhalb der
Promotorsequenz der Effektorgene vermutet (Khang et al.,, 2010). Dariiber hinaus konnte ge-
zeigt werden, dass BIC-lokalisierte Effektoren durch ein anderes Sekretionssystem translokali-
siert werden, als solche die iiber die EIHM (engl. Extra Invasive Hyphae Membrane) sekretiert
werden und innerhalb des Kompartiments zwischen pilzlicher und pflanzlicher Plasmamembran
verbleiben (Giraldo et al., 2013). Letztere werden EIHM-Kompartiment-lokalisierte Effektoren
oder auch apoplastische Effektoren genannt und bilden damit eine zweite Art von Magnaporthe
Effektoren (Giraldo and Valent, 2013). Dartiiber hinaus wurde eine dritte Art von Magnaporthe
Effektoren beschrieben, fiir die gezeigt werden konnte, dass sie zundchst innerhalb des Kompar-
timents zwischen pilzlicher und pflanzlicher Plasmamembran akkumuliert und anschliefiend
trotzdem innerhalb der Wirtzelle nachgewiesen werden kann (Ribot et al, 2013). Folglich

scheint sich die Abgabe von Effektoren in M. oryzae iiber verschiedene Wege etabliert zu haben.
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1.5 Andere putative Pathogenitatsfaktoren

1.5.1 NLPs

NLPs (engl. Nepl [Necrosis- and Ethylene-inducing Protein]-Like Proteins) sind eine weit ver-
breitete Proteinfamilie. Sie sind sowohl in Gram-positiven wie Gram-negativen Bakterien, als
auch in Pilzen und Oomyceten vertreten, wobei die meisten NLP besitzenden Organismen Pflan-
zenpathogene darstellen (Gijzen and Niirnberger, 2006). Die besondere Eigenschaft dieser Pro-
teine ist die Zelltod induzierende Wirkung in zweikeimblattrige Pflanzen, die zunachst fiir das
Protein Nep1 (engl. Necrosis- and Ethylene-inducing Protein) aus Fusarium oxysporum, das auch
Namensgeber der Proteinfamilie ist, festgestellt wurde (Bailey, 1995). Neben der typischen Nek-
rose, induzieren NLPs auch die Produktion von Ethylen, einem Phytohormon, das die Auspra-
gung von Nekrosen verstiarken kann (Bailey et al., 1990). Die flir NLPs charakteristische Domane
wurde nach NPP1, einem NLP aus Phytophthora parasitica, benannt (PFAM Domiane PF05630)
(Fellbrich et al., 2002) und beinhaltet ein konserviertes Heptapeptid, GHRHDWE. Dartiiber hin-
aus besitzen die meisten NLPs ein Signalpeptid, weswegen ihr Wirkort aufierhalb der Zelle zu
vermuten ist (Qutob et al., 2002; Qutob et al., 2006). Generell konnen drei verschiedene Haupt-
typen von NLPs unterschieden werden: Typ 1, Typ 2 und Typ 3 (Oome and Van den Ackerveken,
2014). Typ 1- und Typ 2-NLPs koénnen cytotoxische Eigenschaften haben, unterscheiden sich
aber in der Anzahl konservierter Cysteinreste innerhalb der NPP1-Domaéane, wobei Typ 1-NLPs
zwei und Typ 2-NLPs vier Cysteinreste besitzen (Gijzen and Niirnberger, 2006). Typ 3 dagegen
kommt nur in Ascomyceten vor und besitzt keine cytotoxische Eigenschaft (Oome and Van den
Ackerveken, 2014). Interessanterweise besitzen Oomyceten nur Typ 1-NLPs (Subtyp 1a), darun-
ter viele nicht-cytotoxische NLPs (Cabral et al., 2012; Oome and Van den Ackerveken, 2014). Der
Mechanismus, wie NLPs Nekrosen induzieren, ist noch nicht genau verstanden, wobei entweder
eine Stimulation des pflanzlichen Immunsystems zu programmiertem Zelltod oder eine direkte
Zerstorung der Zellmembran vermutet wird (Gijzen and Niirnberger, 2006). Jedenfalls ist die
cytotoxische Wirkung lichtabhangig und erfordert einen intakten Wirtmetabolismus (Qutob et

al, 2006).

NLPs konnen fiir die Pathogenese eine wichtige Rolle spielen. Beispielsweise ist NLPp.. aus Er-
winia carotovora essenziell fiir die Virulenz auf Kartoffelknollen (Mattinen et al., 2004). Aller-
dings wird eine essenzielle Rolle von NLPs fiir die Virulenz von mehreren Pilzen ausgeschlossen,
da der Verlust einzelner NLP Gene oft keinen Einfluss auf diese hat (Cuesta Arenas et al., 2010;
Zhou et al., 2012; Santhanam et al., 2013). Jedoch ist hier auch funktionale Redundanz in Be-
tracht zu ziehen, da die Organismen aus diesen Studien mehrere NLP Gene besitzen. Es wurde

auch bereits ein NLP aus einem phytopathogenen Organismus beschrieben, der wie M. oryzae



1 Einleitung 13

einkeimblattrige Wirtpflanzen besitzt: MgNLP aus Mycospaerella graminicola (Motteram et al.,
2009). M. graminicola besitzt nur ein einziges NLP und die Deletion des Gens hatte ebenfalls
keinen Einfluss auf die Virulenz, allerdings wird das Gen wahrend der kompatiblen Interaktion

mit Weizen exprimiert (Motteram et al., 2009).

Innerhalb des Genoms von M. oryzae befinden sich vier fiir NLPs kodierende Gene, wobei alle
vier Gene ein Signalpeptid besitzen (Gijzen and Niirnberger, 2006). Es wurde bereits gezeigt,
dass Neplwm, bestimmte Abwehrreaktionen in N. benthamiana induziert (Zhang et al, 2012),
jedoch fehlt eine Charakterisierung der cytotoxischen Eigenschaften der M. oryzae NLPs (MoN-

LPs) bis zu diesem Zeitpunkt.

1.5.2 NUDIX Hydrolasen

NUDIX-Hydrolasen spielen bei fast allen Klassen der Organismen wichtige Rollen in der Hydro-
lyse von Nukleosidtriphosphaten, di-Nukleosidpolyphosphaten, Nukleotidzucker, RNA mit Cap-
Struktur und di-Nukleotid-Coenzymen (Bessman et al., 1996; Mildvan et al., 2005). NUDIX Hyd-
rolasen katalysieren dabei eine nukleophile Substitution am Phosphatrest, wobei die Anzahl
zweiwertiger Kationen variiert, die fiir die jeweilige Reaktion benotigt werden (Mildvan et al.,
2005). NUDIX-Hydrolasen gelten als so genannte ,housecleaning enzymes*, d.h. sie konnen toxi-
sche Metabolite eliminieren und die Bereitstellung von Intermediaten fiir bestimmte Signal- und
Stoffwechselwege kontrollieren (Bessman et al,, 1996). Entsprechend sind die Funktionen von
NUDIX-Hydrolasen mannigfaltig, sie regulieren beispielsweise posttranskriptionale Modifikatio-
nen, CaZ+*-lonenkandle, Aktivierung von Alkoholdehydrogenasen oder den ERK-Signalweg
(McLennan, 2006). Damit gehoren sie zu Enzymen, die in wichtige regulatorische Prozesse im

Zellmetabolismus katalysieren.

Die NUDIX Hydrolase aus Colletotrichum truncatum (CtNUDIX) besitzt ein Signalpeptid und wird
unmittelbar vor dem Wechsel von biotropher zu nekrotropher Phase (BNS, engl. biotrophy-
necrotrophy-switch) innerhalb des Lebenszyklus dieses Linsenpathogens exprimiert. Dariiber
hinaus verursacht die Uberexpression von CtNUDIX einen HR &hnlichen Zelltod in infizierten
Wirtzellen (Bhadauria et al., 2013). Aus diesem Grund wurde CtNUDIX mit dem Signal des BNS
in Verbindung gebracht, womit diese NUDIX Hydrolase eine wichtige Rolle in der Pathogenese
einnehmen wiirde. Weiterhin wurde postuliert, dass diese Klasse sekretierter NUDIX Hydrola-
sen hemibiotrophen, pilzlichen und pilz-dhnlichen Phytopathogenen vorbehalten sei und damit

eine neue Effektorklasse innerhalb dieser Gruppe bilden wiirde (Bhadauria et al., 2013).
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NUDIX Hydrolasen sind auch in der Modelpflanze Arabidopsis thaliana charakterisiert. Innerhalb
des Genoms konnten 29 putative Arabidopsis NUDIX Hydrolasen und einige ihrer Substrate iden-
tifiziert werden (Kraszewska, 2008). Interessanterweise ist die Induktion des fiir eine NUDIX-
Hydrolase (AtNUDT7) kodierenden Gens von den regulatorischen Pflanzenabwehr-Genen EDS1
(engl. Enhanced Disease Susceptibility 1) und PAD4 (engl. PhytoAlexin Deficient 4) abhingig
(Bartsch et al.,, 2006). Dies liefert einen weiteren Hinweis darauf, dass NUDIX-Hydrolasen in

Pathogen-Wirt- Interaktionen wichtige Aufgaben zukommen kénnen.

1.6 Ziele

In der vorliegenden Studie sollten molekulare Mechanismen, die Wirt- und Nichtwirtinteraktion
zwischen Pilzen der Gattung Pyricularia und Gerste zu Grunde liegen, analysiert werden. Dieser
molekularen Analyse ging ein Microarrayexperiment voraus, bei dem das Transkriptom aus dem
M. oryzae Isolat TH6772 und dem P. penniseticola Isolat CD180 wahrend der Interaktion mit
Gerste vergleichend analysiert wurde (Delventhal, Dissertation 2015). Hierbei konnten Ef-
fektorkandidatengene identifiziert werden, die differenziell in M. oryzae wiahrend der Wirtinter-
aktion mit Gerste exprimiert werden. Schwerpunkt der hier vorliegenden, daran anschliefSenden
Analyse sollte die Charaktersierung von ausgewdahlten Effektorkandidatengenen aus M. oryzae
(MoHEGs) durch invivo und invitro Transkriptabundanzanalysen mit quantitativer RT-PCR,
funktionale Analyse durch gezielten Gen-Deletion und schliefilich durch transiente Zelltodassays

sein.

Im Rahmen des transienten Zelltodassays in dem Modellorganismus N. benthamiana sollten die
vier in M. oryzae vorhandenen NLPs (MoNLPs) zundchst auf Zelltod induzierende Eigenschaften
in N. benthamiana untersucht werden, um anschlieflend ausgesuchte MoHEGs auf die Fahigkeit

untersuchen zu konnen diesen MoNLP vermittelten Zelltod zu unterdriicken.

In einem zweiten Teilprojekt sollte eine NUDIX Hydrolase aus M. oryzae (MoNUDIX) ebenfalls
auf ihre Rolle als Pathogenitatsfaktor oder Effektor wahrend der Wirtinteraktion mit Gerste un-
tersucht werden. Dabei sollten ebenfalls Transkriptabundanzanalysen und eine funktionale Ana-

lyse angewendet werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Ausfiihrliche Tabellen verwendeter Chemikalien, Gerite, Kits, Enzyme, Software sowie aller

sonstiger Labormaterialien befinden sich im Anhang.

2.1 Verwendete Oligonukleotide

Verwendete Oligonukleotide (Primer) fiir den Einsatz in die PCR wurden von der Firma Eurofins
MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) oder Biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland) syntheti-

siert.

Tabelle 1: Primer fiir die quantitative PCR

Gen Primername Sequenz
Moa-Tubulin Mo_aTub_forl ACCACATTGGAGCACTCTGAC
Mo_aTub_revl GTGATTGAGGAAACGACCTGA
MoElongatiosfaktorl Mo_EF1_for2 CAAGCTGAAGGGTATTGACCA
Mo_EF1_rev2 TTGTCAAGAACCCAGGCATAC
MoHEG1 (BAS3) Mo_BAS3_for AAGCGCTGCCTTCAGATAAAC
Mo_BAS3_rev AACCATTGGCCTTCTCATTICT
MoHEG2 (BAS4) Mo_BAS4_for CGACAACAACAGTGCAGAGAA
Mo_BAS4 _rev TCTCCCAGATAGTGCAGTCGT
MOoHEG3 Mo_02439_for AATCTCTGGCACCACATTTTC
Mo_02439 rev GCCAAGGACAAAGAAGCAATC
MOoHEG4 Mo_AMG08263gPCR_for CGCCATGTCTTGTGTAACTGA
Mo_AMG08263gPCR_rev CTCGCCATAATCAGACTCCTG
MOoHEG5 Mo_AMG11831.2qPCR_for =~ AAGGTCGTCGACTGCAAGA
Mo_AMG11831.2gPCR_rev ACAGAGGGAGGCTTGGAGA
MOoHEG6 Mo_HEG6_for GTTGGAGCTGGAAGTGGAGA
Mo_HEG6_rev GAAGTCCGACCGAAACGAC
MOoHEG7 Mo_HEG7_for GCAGCTTAACGCAAACAAGAA
Mo_HEG7_rev GAGCATGTTGCATGTGATGAG
MOoHEGS8 Mo_HEGS8_for BAGACCGTCAAGAGCCTCAAG
Mo_HEGS8_rev AAGACCGTCAAGAGCCTCAAG
MOoHEG9 Mo_HEG9_for GGTTGCAGTAGGACGATCAAG
Mo_HEGS9_rev CGTTGTTAACGCCCTTAGTCA
MoHEG10 Mo_HEG10_for TCCTCACCGTCTTGTTCCTT
Mo_HEG10_rev GTGGCACCTCTGGACAGC
MoHEG11 Mo_HEG11_for CGGGTTACTCAACAACCCTTT
Mo_HEG11_rev GTAAGTAACGTCCCGGGTGTC
MOoHEG12 Mo_HEG12_for GAACCCACACGATCAAGACC
Mo_HEG12_rev TGAACATCGCAAGTCTITTGTG
MoHEG13 Mo_HEG13_for CTCATCCCCTAGACAATGGTG
Mo_HEG13_rev TTGCACAAGGTGCATAGACTG
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MoHEG14 Mo_HEG14_for AGACTGGGGTCTGACTGACAA
Mo_HEG14_rev GAACCAAAAGTGCGGATGTAG
MoHEG15 Mo_HEG15_for GTCAGGGCGAGCAGTTCAC
Mo_HEG15_rev ACCGATGCCAGAGCAGATAC
MoHEG16 Mo_HEG16_for2 AGCTACGGGAGCAACATTGAC
Mo_HEG16_rev2 GATGTCAGTCAGGCCACAACT
MoHEG17 Mo_HEG17_for TGCGACAGGTTTCTATCCATC
Mo_HEG17_rev CGATGTTGCACTCGAAGTTG
MoHEG18 Mo_HEG18 for2 GATACGATCACGGTCAAGCTG
Mo_HEG18_rev2 CGTTTTTGGTAAGCTTTTGGA
MgHEG1 Mg_BR29HEG1_for CTCARATATGGGGGTCAGGAG
Mg_BR29HEG1_rev GTTGGCTAGCTCGGTATTCAG
MgHEG?2 Mg_BR29HEG2_for CTTGACCTTCGGGGTARATCC
Mg_BR29HEG2_rev ATCGTGTGGCCTCATTATGCT
MgHEG3 Mg_BR29HEG3_for AGCCTCGAGCTCAAAGATTGC
Mg_BR29HEG3_rev AACCCCTCCGGATCAATAAGG
MgHEG4 Mg_BR29HEG4_for GCCCACACCGGTAATCTACAA
Mg_BR29HEG4_rev CCGTGTTTCGCAAGATTGTTT
MgHEG5 Mg_BR29HEG5_for TGGCAAGACCTACACCATCAC
Mg_BR29HEG5_rev TCTTGCACTCAACAACCTTGG
MgHEG7 Mg_BR29HEG7_for CAGTCCGGTGTTGGTTATGGT
Mg_BR29HEG7_rev CTGGACCAGGTTGGACGTAAG
MgHEGS Mg_BR29HEG8_for CGAGAACCAGCTGTCAAAGGA
Mg_BR29HEGS8_rev GATTTTCGCGCTTTGAATTGG
MgHEG9 Mg_BR29HEGY_for CCGAGGCTTCTACGGATACGA
Mg_BR29HEG9_rev GTCGGCCAAAGTCATCCAAAC
MgHEG12 Mg_BR29HEG12_for GTTTTGTGACCAGCTGCAAGG
Mg_BR29HEG12_rev TTGAGCAACCACCTGACCTTC
MgHEG14 Mg_BR29HEG14_for AATGTTGGCGATGGTCCGTAT
Mg_BR29HEG14 rev GCTCCGAGGTTACGGATGGTA
MgHEG15 Mg_BR29HEG15_for ATCGCAGCTACCCTGGCTTT
Mg_BR29HEG15_rev TGGTGAACTGCTGGCCTTG
MgHEG16 Mg_BR29HEG16_for GTGGCATTTCCTTGGICICIG
Mg_BR29HEG16_rev CGGTGCAGACTTTGCTGATAG
MgHEG17 Mg_BR29HEG17_for TGCCCAACTTTGAGTGCAAC
Mg_BR29HEG17_rev CTCAGCCTGTATCCGGTGTTC
MgHEG18 Mg_BR29HEG18_for TGACAGTCCTTGTCCACCTTG
Mg_BR29HEG18_rev TTCCAGTGGTGGATACCTCCT
Mo_NUDIX Mo_NUDIX_F CCCGGAAAGCCTGGCTCA
Mo_NUDIX_R CCATCCAAACTTCACTCGTGC
BR29NUDIX1 BR29NDX1qgPCR_F TGTAACAACAAAAGGCGAACC
BR29NDX1qPCR_R ATCCCTTCCAAATGTTTCCTG
PWL2 Mo_PWL2_gPCR_for AGGAAGGGCTCGGAAGGCGA
Mo_PWL2_qgPCR_rev CATCCCGCGGATGTTGCCGT
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MoNLP1 MGG_08454-NLP1_F2 GTCATCAACCACGATGCTGT
MGG_08454-NLP1_R2 CAGCCGCTGAATACCTTGAG

MoNLP4 MGG_10532-NLP4_F CACCATGACTACCCTCACCAA
MGG_10532-NLP4_R2 AAAGTACTCGCACAGGACGTTG

Tabelle 2: Primer fiir die Herstellung von KO-Konstrukten

Gen Primername Sequenz

hph uni-hyg F1 TGTACGACTGTCAGTTGCACTGACCGGTGCCTGGATCTTC
uni-hyg R1 AAGCTAGTGAGACTCCAGACGGTCGGCATCTACTCTATTCC
HY GGATGCCTCCGCTCGAAGTA
YG CGTTGCAAGACCTGCCTGAA
HygSondeVal_F CGAAGAATCTCGTGCTTTCAG
HygSondeVal_R CGGCGAGTACTTCTACACAGC

MoHEG16 Mo_HEG16-5'UTR_forl TCCCTATGGTAGTGGCATTGA
Mo_HEG16-5'UTR_revl GTGCAACTGACAGTCGTACAGGTTGARACGCTTCCGAATA
Mo_HEG16-3'UTR_forl TCTGGAGTCTCACTAGCTTCGGACAATGCTGTTGTGTCTA
Mo_HEG16-3'UTR_revl AGCCTGTTGATATCCGTTGTG

MoHEG18 Mo_HEG18-5'UTR_for GCCTCTCATGAATATGGCAAG

Mo_HEG18-5'UTR_rev
Mo_HEG18-3"UTR_for
Mo_HEG18-3'UTR_rev

GTGCAACTGACAGTCGTACAAGATTGAGCGGGGTCTATGAT
TCTGGAGTCTCACTAGCTT TCTATTCGCGGTGGTTATTTG
TTTTCGATATTTGGCGTGGT

Tabelle 3: Primer fiir die transiente Genexpression in N. benthamiana oder N. tabacum. Konstrukte konnten mit
und ohne Adapterprimer (Tabellenabschnitt A und B) generiert werden (s. Generierung von Konstrukten fiir die Ga-
teway® Klonierung).

A mit Adapterprimern

Gen Primername Sequenz
AdapterattB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
AdapterattB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

MoNLP1 Mo-NLP1-attBl F  AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCTTCCCAAGTTCTTCA
Mo-NLP1-attB1_ R AGAAAGCTGGGTGTCATTGGAAAACCTTGGC

MoNLP2 Mo-NLP2-attB1_F  AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTCCCGAAGACCCAGAACA
Mo-NLP2-attB1_R  AGAARAGCTGGGTGCTACAACCTGCCACCGCTG

MoNLP3 Mo-NLP3-attBl_F  AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTTGGGCTTCAAATCCTT
Mo-NLP3-attB1_R  AGAAAGCTGGGTGTTAGCCTTGGCTCGTAGC

MoNLP4 Mo-NLP4-attBl_F  AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGAAGTCATTCGCCACCAT
Mo-NLP4-attBl R AGAAAGCTGGGTGCTATTGGGCGTTGTTGAGGT

MoHEG1 MoHEG1-attB1 F  AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCAGTTCTCCACCGTCTC
MoHEG1-attBl R AGAAAGCTGGGTGTTAGTGGGCACTGTTGGCAG

MoHEG2 MoHEG2-attB1_F ~ AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCAGCTCTCATTCTCAGC
MoHEG2-attBl_ R AGAAAGCTGGGTGAGCAGGGGGGATAGAC

MOoHEG5 MoHEG5-attB1_F ~ AARAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCAGTTCTCCGTCGCCG

MoHEG5-attB1_R

AGAAAGCTGGGTGTTACAGGAGGGCGGCGAAG
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MoHEG7 MoHEG7-attB1_F AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCAGTTCACCAACTCCTTC
MoHEG7-attB1_R AGAAAGCTGGGTGTTAGTAGCCCTGAAGACGGAG

MoHEG11 MoHEG11-attB1_F  AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCGGTCCCAAGCCCTC
MoHEG11-attB1_ R  AGAAAGCTGGGTGCTAAGTGCTTTTAACCTGGTCC

MoHEG13 MoHEG13-attB1_F AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCTTTCTCTCAAAACCCT
MoHEG13-attB1_R  AGAAAGCTGGGTGAGAACAACACGCTGGT

MoHEG16 MoHEG16-attB1_F  AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCAGCTCCTGTTTGCTCTC
MoHEG16-attB1 R  AGAAAGCTGGGTGTTAAACTATATTGACGGATAAGGC

MoHEG18 MoHEG18-attB1_F  AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCACTCTGCATCTTTC
MoHEG18-attB1_R  AGAAAGCTGGGTGTTAAAAAGTAATAAAGGGCTGG

MoNUDIX Mo_NUDIX-attB1_F AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGAAGTCCTCTTTGTTTTATCTCACC

Mo_NUDIX-attB1_R

AGAAAGCTGGGTGCTATCCTCGGGTGGCGG

B ohne Adapterprimer

Gen Primername Sequenz
MOoHEG3 MoHEG3-attB1_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAATTCTCCACCCTCG
MoHEG3-attBl_ R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCACGGATCGCAATTAACCT
MOoHEG4 MoHEG4-attB1_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAARAGCAGGCTTCATGAGGCCTTGCAGCTTT
MoHEG4-attBl R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCACCATTCGTCATCAGAAT
MOoHEG6 MoHEG6-attB1_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAGTTCTCCGTCGCCGC
MoHEG6-attBl_ R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTACAGGAGGGCGGCGAAGC
MOoHEG9 MoHEG9-attB1_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCGATTTTCAATTGCCT
MoHEGY9-attB1_R  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCTAAGGATGGACCGATTT
MoHEGI0  MoHEG10-attBl_F  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAACATCATTCTCCTACA
MoOHEG10-attB1_R  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTACCCATCATCGCAGC
MoHEG12  MoHEG12-attBl_F  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCGCACCACTTCGATCGT
MoHEG12-attB1_R  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCAGTCGTCGCCAAGGCAG
MoHEG14  MoHEG14-attBl_F  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCATATCGTCGCATTCATC
MoHEG14-attB1_R  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTATGGGGTCACCAAGTCG
MoHEG17  MoHEG17-attBl_F  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCTTTACAAACTCGCCGCCG

MoHEG17-attB1_R

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTATACTGGGGGGTAGGCCGT

Tabelle 4: Primer fiir die Herstellung von Sonden fiir den Southern Blot

Resistenz Primername Sequenz

Hygromycin  HygSondeVal_F CGAAGAATCTCGTGCTTTCAG
HygSondeVal_R CGGCGAGTACTTCTACACAGC

Geneticin Mo_Geneticin_qPCR2_for CAGGTTCTCCGGCCGCTTGG

KanKasTermfor

TCCAGATTCGTCAAGCTGTTT




2 Material und Methoden 19

2.2 Verwendete Plasmid-DNA

2.2.1 pTK144

Das Plasmid pTK144 wurde von Thomas Kroj (INRA, UMR BGPI, Montpellier, Frankreich) zur
Verfiigung gestellt (Ribot et al., 2013) und wurde in der vorliegenden Arbeit zur Uberexpression
von MoNUDIX in M. oryzae Isolat 70-15 verwendet (3.5.3). Es enthalt neben einer Hygromycin-
resistenz vermittelnden Expressionskassette fiir die Selektion in M. oryzae, den Magnaporthe-
spezifischen und konstitutiven Promotor RP27 (Ribosomales Protein 27). Downstream dieses
Promotors kann das Zielgen mit dem Restriktionsenzym Spel innerhalb des Leserahmens in den
Vektor kloniert werden. Zur Klonierung und Selektion in E. coli enthilt das Plasmid eine Ampicil-

linresistenzgen (B-Lactamase).

2.2.2 pSilentDuall

Scal
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Abbildung 2: Das Plasmid pSilentDuall. Das Plasmid enthalt zwei gegenldufige Promotoren aus Aspergillus nidulans
(gpd und TrpC) und eine Geneticinresistenz vermittelnden Expressionskassette (GeneticinR) fiir die Selektion in
M. oryzae.

Das Plasmid pSilentDuall (Abbildung 2) dient dem Silencing von Genen in M. oryzae (Nguyen et
al,, 2008) und wurde in der vorliegenden Arbeit zum Silencing von MoNUDIX in M. oryzae Isolat
70-15 verwendet (3.5.3). Es enthdlt neben einer Geneticinresistenz vermittelnden Expressions-
kassette (GeneticinR) fiir die Selektion in M. oryzae, zwei gegenldufige Promotoren aus Aspergil-
lus nidulans (gpd und TrpC). Zwischen den beiden Promotoren kann das Zielgen mit dem Rest-
riktionsenzym Spel in den Vektor kloniert werden. Zur Klonierung und Selektion in E. coli ent-

hélt das Plasmid eine Ampicillinresistenzgen (B-Lactamase).
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2.2.3 pB7WG2
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Abbildung 3: Das Plasmid pB7WG2. Das Plasmid enthilt eine 35S-Promotor (p35s) und -Terminator (T35s) zur
Expression in Tabak und eine Spectinomycin bzw. Streptomycin vermittelnden Expressionskassette (Sm/Sp-R) fiir die
Selektion in E. coli und A. tumefaciens. Da es sich um einen Gateway®-Vektor handelt, ist er mit einer CmR-ccdB-
Kassette zwischen den Att-Sites (attR1 und attR2) ausgestattet. Left und Right Border (LB und RB) begrenzen den
Bereich der von A. tumefaciens ins Wirtgenom iibertragen wird.

Zur transienten Genexpression in Tabak wurde das Plasmid pB7WG2 verwendet. Es wurde von
Jochen Kleemann (Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, Kéln) zur Verfiigung gestellt
(Kleemann et al., 2012) und in der vorliegenden Arbeit fiir die transiente Genexpression in Ta-
bak verwendet (3.3.2). Bei pB7WG2 handelt es sich um einen Gateway®-kompatiblen Destina-
tionvector (Endvektor, s. 2.12.6 unten), in dem die Expression des klonierten Gens unter der
Kontrolle eines 35S-Promotors und -Terminators steht (Abbildung 3, p35s, T35s). Vor der LR-
Reaktion (s. 2.12.6) liegt zwischen den att-sites die so genannte CmR-ccdB-Kassette vor, die in
der LR-Reaktion gegen das Zielgen ausgetauscht wird. Die CmR-ccdB-Kassette besteht aus einem
eine Chloramphenicol-Resistenz vermittelndem Gen (CmR) und einem Selbstmordgen (ccdB),
dessen Produkt auf zur Klonierung verwendete E. coli Zellen toxisch wirkt. Zusatzlich liegt auf
dem Vektor noch ein Streptomycin- bzw. Spectinomycinresistenz vermittelndes Gen (Sm/Sp-R)
vor. Dariiber hinaus besitzt pB7WGs die fiir eine Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Trans-
fektion von Tabak notwendige Right bzw. Left Border (RB bzw. LB). Der Abschnitt des Plasmids,
der zwischen diesen beiden Bereichen liegt wird entsprechend von A. tumefaciens in das Tabak-

genom Ubertragen (s. 2.15.1).
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2.3 Verwendete Pilze und Pflanzen

2.3.1 Pilze der Gattung der Pyricularia

Das M. oryzae Isolat TH6772 wurde vom Institute of Biochemistry, Faculty of Agriculture (Ta-
magawa University, Machida-shi, Japan) zur Verfiigung gestellt. Die verwendeten Pyricularia-
Isolate CD180 (P. penniseticola), BR29 (M. grisea) und US68 (70-15, M. oryzae) wurden vom
Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le dévelopement (CIRAD,

Montpellier, Frankreich) erhalten.

2.3.1.1 Kultivierung zur Sporulationsinduktion

Alle verwendeten Magnaporthe Isolate wurden generell auf Haferflocken-Starke-Agar (HSA)
oder Komplettmedium (CM) bei konstanten 23 °C im Dunkeln kultiviert. Zur Sporulationsinduk-
tion wurden je nach Isolat verschiedene Nahrmedien verwendet. Fiir das P. penniseticola Isolat
CD180 handelte es sich dabei um HSA, fiir das M. grisea Isolat BR29 wurde HSA oder Digitaria-
Agar (DA) verwendet. Die M. oryzae Isolate TH6772 und 70-15 wurden dagegen auf Reisblattag-
ar (RBA) zur Sporulation angeregt. Zur Sporulationsinduktion wurden unter sterilen Bedingun-
gen mit bereits bewachsenen Agarblockchen beimpfte Platten zunachst 24 Stunden im Dunkeln
bei 23 °C inkubiert um das Anwachsen des Pilzes zu verbessern und anschliefdend unter einer
Lichtbank mit Mischlicht aus Weiflicht und schwachem UV-Licht (Schwarzlicht, A = 310-
360 nm) bei 24 °C und einem 16 Stunden Licht-/8 Stunden Dunkel-Rhythmus gehalten. Nach 14

Tagen wurden die Sporen fiir eine Inokulation oder in vitro Keimung geerntet.

HSA (Haferflocken-Stédrke-Agar)

Hefeextrakt 2 g L
Starke 10 g L
Haferflocken 72 g L
Agar-Agar 20 g L
RBA (Reisblattagar)

Reisblatter 50 g L
Starke 10 g L
Bierhefetablette 2 g L
Agar-Agar 15 g L*
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DA (Digitaria-Agar)

Digitaria- Blatter 50 g L
Starke 10 g L*
Bierhefetablette 2 g L™*
Agar-Agar 15 g L
CM (Komplettmedium)

20x Nitratsalze 50 mL
Spurenelemente 1 mL
D-Glucose 10 g
Pepton 2 g
Hefeextrakt 1 g
Caseinhydrolysat 1 g
Vitaminldsung 1 mL
Agar-Agar 15 g 17t
20x Nitratsalze

NaNO; 120 g
KC1 10,4 g
MgS0, " 7H,0 10,4 g
KH,PO, 30,4 g
Autoklavieren, bei 5 °C lagern

1000x Spurenelemente

AQreinst 80 mL
ZznS0, " 7H,0 2,2 g
H3BO3 1,1 g
MnCl, " 4H,0 0,5 g
FeS0, " 7H,0 0,5 g
CoCl, 6H,0 0,17 g
CuSO0, " 5H,0 0,16 g
Na,Mo0O,  2H,0 0,15 g
NaEDTA 5 g
Komponenten in angegebener Reihenfolge zugeben, aufkochen, °C abkiih-

len, pH 6,5 einstellen

auf RT abkihlen,

auf 100 ml auffiillen
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Vitaminldsung

Biotin 0,01 g
Pyridoxin 0,01 g
Thiamin 0,01 g
Riboflavin 0,01 g
PABA (p-Aminobenzoesaure) 0,01 g
Nikotinsaure 0,01 g
AQreinst 100 mL

Dunkel und bei 4 °C lagern

2.3.1.2 Kultivierung in Fliissigkultur

Fiir das Anlegen einer Fliissigkultur von Pilzen der Gattung Pyricularia wurde zunichst ein ca.
2 cm? grofdes, mit dem entsprechenden Isolat bewachsenes Agarblockchen aus einer CM-Platte
ausgestochen und zusammen mit 50 mL CM-Fliissigmedium (CM ohne Agar-Agar, s. 2.3.1.1) in

einem Mixer (Waring® Blender) zerkleinert. Schliefdlich wurde die Kultur in einem 250 mL-

Erlenmeyerkolben auf 150 mL aufgefiillt und ca. 40 Stunden bei 25 °C und 125 rpm inkubiert.

2.3.1.3 Herstellung von Dauerkulturen

Zur langerfristigen Konservierung wurden von allen verwendeten Pyricularia Isolaten Trocken-
kulturen angelegt. Dazu wurde ca. 0,5 cm x 0,5 cm grofie, autoklavierte Nylonmembran (Boeh-
ringer Mannheim) auf HSA-Platten ausgelegt, welche mit entsprechenden Pyricularia Isolaten
bewachsenen Agarbléckchen beimpft wurden. Die Platten wurden schliefdlich bis zum vollstan-
digen Bewachsen im Dunkeln inkubiert und anschliefend die mit Mycel iiberwachsenen Nylon-
membranstiicke in einer sterilen Petrischale im Exsikkator getrocknet. Schlieflich konnten die
Nylonmembranstiicke bei -20 °C gelagert werden. Fiir die Rekultivierung der Trockenkulturen
wurde je ein Stlickchen Nylonmembran auf eine HSA-Platte ausgelegt und nach Auswachsen als

Stammkultur verwendet.
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2.3.2 Versuchspflanzen

2.3.2.1 Gerste (Hordeum vulgare)

Fiir Inokulationsexperimente wurden die Sommergerstesorten Vada oder Ingrid verwendet. Das
Saatgut wurde vom Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung (Kéln) zur Verfligung gestellt.

Von der Sorte Vada wurde eine eigene Nachzucht im Institut erzeugt.

Zur Anzucht wurden Gerstensamen auf feuchtem Filterpapier ausgelegt und {iber Nacht im ge-
schlossenen Unterschrank im Dunkeln bei Raumtemperatur vorgekeimt. Anschliefdend wurden
die Keimlinge in mit Erde des Typs ED73 (Balster Einheitserdewerk GmbH) gefiillte Plastiktopfe
(7x7x8 cm) ausgelegt und mit gesiebter ED73-Erde bedeckt. Die Tépfe wurden in mit Wasser
gefiillte Tabletts gestellt und die Pflanzen in einer Phytokammer mit einem 16 Stunden Licht-/ 8
Stunden Dunkel-Rhythmus bei 18 °C und 65 % relativer Luftfeuchte aufgezogen. Nach 7 Tagen

wurden die Primarblatter inokuliert.

2.3.2.2 Digitaria sanguinalis
Das Saatgut von Digitaria sanguinalis wurde von B&T World Seeds, Aigues-Vives, Frankreich

bezogen.

Zur Anzucht wurden die Samen zunachst auf feuchtem Filterpapier ca. 5 Tage im Lichtschrank
(Sanyo, 12 h Licht bei 24 °C und 12 h Dunkelheit bei 22 °C) in verschlossenen Petrischalen
vorgekeimt. Anschlieféend wurden jeweils 5 Keimlinge auf mit Erde des Typs ED73 (Balster
Einheitserdewerk GmbH) gefiillte Plastiktopfe (7x7x8 cm) ausgelegt. Die Topfe wurden in mit
Wasser gefiillte Tabletts gestellt und die Pflanzen in einer Phytokammer mit einem 16 Stunden
Licht-/ 8 Stunden Dunkel-Rhythmus bei 18 °C und 65 % relativer Luftfeuchte aufgezogen. Nach
ca. einer Woche wurden die jungen Pflanzen in weitere Topfe vereinzelt und nach zwei weiteren

Wochen inokuliert.

2.3.2.3 Nicotiana benthamiana und Nicotiana tabacum

Saatgut von N. benthamiana stammte urspriinglich vom Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsfor-
schung (Koln, Deutschland) und wurde aus eigener Nachzucht verwendet. Das entsprechende
Saatgut von N. tabacum Xanthi nc wurde aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Uwe Conrath erhal-

ten.

Die Samen wurden jeweils zur Anzucht auf mit VM Erde (Balster Einheitserdewerk GmbH) ge-

fiillte Plastiktopfe (7x7x8 cm) ausgestreut und Topfe in Tabletts unter Plastikhauben gehalten.
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Keimlinge wurden nach ca. 10 Tagen pikiert. Insgesamt 5 Wochen nach der Aussaat konnten
vollstandig entwickelte Blatter der Pflanzen infiltriert werden. Die Kultivierung erfolgte jeweils

im Thermokonstantraum bei 24 °C und einem 16 Stunden Licht-/8 Stunden Dunkel-Rhythmus.

2.3.2.4 Reis (Oryza sativa)
Fiir die makroskopischen Untersuchungen der Infektionsphanotypen von MoNUDIX-Mutanten

wurde die Reissorte Oryzae sativa ssp japonica cv. Nipponbare verwendet.

Zur Anzucht wurden jeweils 8-12 Reiskorner auf mit P-Erde (Balster Einheitserdewerk GmbH)
gefiillte Plastiktopfe (7x7x8,5 cm) gestreuselt und mit P-Erde bedeckt. Die Topfe wurden in mit
Wasser gefiillte Tabletts gestellt, welche mit einer Plastikhaube abgedeckt wurden. Die Pflanzen
wurden anschliefRend in einer Phytokammer mit einem 15 Stunden Licht-/ 9 Stunden Dunkel-
Rhythmus bei 24 °C bzw. 23 °C und 80 % relativer Luftfeuchte gehalten. Ca. 5 Tage nach der
Aussaat wurden die Pflanzen mit Eisendiinger (3,75 g/L Fe-EDTA) gegossen und nach 10-14

Tagen vor Ausbildung des vierten Blattes inokuliert.

2.4 Inokulation und makroskopische Analyse

Zur Inokulation wurden 14 Tage alte Kulturen (s. 2.3.1.1) mit vollentsalztem Wasser aus der
Hausanlage (VE-Aq.) aufgeschwemmt und mit einem Spatel abgeschabt. Das so gewonnene pilz-
liche Material wurde anschliefend zur Trennung von Mycel und Sporen iiber drei Lagen Ver-
bandsmull filtriert und ausgedriickt. Die Sporenkonzentration wurde mit Hilfe einer
Thomakammer bestimmt und durch Verdiinnen angepasst. Fiir eine gleichméafiige Benetzung
der Pflanzenoberfldche, wurde die Losung mit Gelatine-Tween-Losung 1:1 verdiinnt und somit
die Endkonzentration erreicht (750.000 mL-! fiir Transkriptionsanalysen und 150.000 mL-! fiir
makroskopische und mikroskopische Analysen). Tween20, ein nichtionisches Tensid, verringert
die Oberflaichenspannung der Losung und Gelatine verbessert die Haftung der Sporen auf der

Blattoberflache.

Das gebrauchsfertige Inokulum konnte mit Hilfe einer Druckluft betriebenen Spiihpistole
gleichméafiig auf die Pflanzen aufgebracht werden. Um optimale Infektionsbedingungen fiir den
Pilz zu schaffen, wurden die Pflanzen 24 Stunden im Dunkeln bei ca. 26 °C und 100 % Luftfeuch-
tigkeit inkubiert. AnschliefSend wurden die Pflanzen in der Phytokammer (16 Stunden Licht-/ 8
Stunden Dunkel-Rhythmus bei 18 °C und 65 % relativer Luftfeuchte) unter einem Zelt aus
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durchsichtiger Plastikfolie bis zur Ernte von Proben inkubiert. So konnte eine fiir die Infektion

giinstige hohe Luftfeuchtigkeit erhalten werden.

Fiir die makroskopische Analyse wurden Primarblatter bis zur Entwicklung von Blastsympto-

men inkubiert (ca. 4-7 Tage) und diese fotografisch dokumentiert.

Gelatine-Tween-L&sung

Gelatine 2 g L™*

TWEEN20 1 ml L7!

2.5 Invitro Keimung von Konidiosporen

Fiir die Keimung von Konidiosporen in vitro wurden Sporen wie fiir die Inokulation von ein oder
zwei Agarplatten geerntet (s.0.), wobei das gebrauchsfertige Inokulum anschlieffend mit kleinen
Spriihflaschchen aus Glas (50 mL) auf Glasplatten aufgespriiht wurde. Die so beimpften Glasplat-
ten wurden schliefilich in einer grofien Plastikbox mit Deckel, die mit feuchtem Kiichenkrepp
ausgekleidet war, bei konstanter Temperatur (23 °C) inkubiert. Nach ca. 4-6 Stunden wurde die
Keimung der Konidiosporen mikroskopisch kontrolliert. Hatten Konidiosporen bereits Keim-
schlauche ausgebildet, wurden die gesamten pilzlichen Strukturen von den Glasplatten mit einer

Rasierklinge abgeschabt und in einem Reaktionsgefaf aufgefangen.

2.6 Mikroskopische Analysen

Mikroskopische Analysen wurden mit Mikroskopen der Firma Leica (DMR, DMRBE, Leica Micro-
systems, Wetzlar, Deutschland) durchgefiihrt. Fiir die mikroskopische Analyse wurden Primar-
blatter von Gerstenpflanzen nach der Ernte in Entfiarbelosung gegeben, welche nach 1-2 Tagen
ausgetauscht wurde. Nach dem vollstindigen Entfarben der Blatter wurden diese in 20 % Glyce-
rin oder Reinstwasser (Aqreinst) Uiberfithrt und anschlieffend mikroskopisch ausgewertet. Zur
Auswertung wurden jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen zwischen Pathogen und Pflan-
zenzelle kategorisiert. Pilzliche Strukturen konnten vor der Mikroskopischen Auswertung durch

das Eintauchen in Tinte-Essigsaure (10 % Tinte in Essigsaure [25 %]) leichter sichtbar gemacht

werden.
Entfarbeldsung
Ethanol 86 % [v/V]

o

[v/v]

Essigsaure 14
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2.6.1 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Durch die Akkumulation phenolischer Substanzen im Bereich der Zellwédnde, kdnnen bestimmte
Abwehrreaktionen gegen pilzliche Pathogene in Gerstenzellen unter Auflichtfluoreszenz sicht-
bar gemacht werden. Diese phenolischen Komponenten geben durch Anregung im Bereich zwi-
schen 450 und 490 nm griinliche Fluoreszenz ab, welche mit spezifischen Filtern detektiert
werden kann. Fiir eine phinotypische Analyse der Magnaporthe Mutanten wahrend der Interak-
tion mit Gerste wurden inokulierte Gerstenprimarblatter wie oben beschrieben zu verschiede-
nen Zeitpunkten geerntet, prapariert und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (Exzitationsfil-
ter BP 450 - 490 nm, dichromatischer Spiegel 510 nm, Sperrfilter LP 515 nm). Dabei wurden pro
Primarblatt mindestens 100 Interaktionsstellen in verschiedene Interaktionstypen kategorisiert
(Abbildung 9, Abbildung 12und Abbildung 32). Es wurden pro Interaktion und Zeitpunkt die

Interaktionstypen dreier Primarblétter prozentual ausgewertet.

2.7 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Daten aus den mikroskopischen Analysen wurde das Pro-
gramm SigmaStat® (Version 3.5) verwendet. Es wurden jeweils die prozentualen Werte dreier
Primarblatter aus drei unabhidngigen Versuchen (insgesamt neun Blatter) gemittelt und die
Standardabweichung sowie der Standardfehler bestimmt. Die erhaltenen Werte der Wildtyp-
kontrolle wurden mit Hilfe eines paarweisen t-Tests mit den Daten der pilzlichen Transforman-
den verglichen. War ein t-Test auf Grund der Normalverteilung nicht méglich wurde ein Mann-
Whitney-Rangsummentest durchgefiihrt. Jeder Interaktionstyp wurde dabei getrennt ausgewer-
tet. Statistisch signifikante Unterschiede sind in der vorliegenden Arbeit mit einem Sternchen (t-

Test) oder einer Raute (Mann-Whitney-Rangsummentest) gekennzeichnet.

2.8 Praparation von RNA

2.8.1 Hot Phenol-Methode

Zur Analyse des Transkriptoms von M. oryzae wéhrend der Interaktion mit Gerste wurde eine
RNA-Isolationsmethode mit heiflem Phenol (engl. Hot Phenol) gewahlt (Dudler and Hertig,
1992), wobei in TE-Puffer dquilibriertes Roti-Phenol (Carl Roth / 0038.2) pH 7,5-8,0 verwendet
wurde. Von inokulierten Pflanzenproben wurde zunachst die Epidermis abgezogen. Diese Pro-
ben wurden in fliissigem Stickstoff gemorsert und aus dem Pulver durch Zugabe von 1000 pL

eines 85 °C heifden Phenol:NETS-Gemisches (1:1) und intensivem Mischen die RNA extrahiert.
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Nach 10 Inkubationszeit auf Eis wurden die Proben 5‘ bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert
(Centrifuge 5417R, Eppendorf) um phenolische und wassrige Phase zu trennen. Anschliefdend
wurde der wissrige Uberstand einem erneuten Extraktionsschritt mit einem Volumen Phenol
ohne NETS unterzogen und nach erneutem Mischen auf dem Vortex 10 auf Eis inkubiert. Durch
erneute 5‘ Zentrifugation bei 4 °C und 14.000 rpm wurden phenolische und wassrige Phase wie-
derum voneinander getrennt. Die RNA wurde anschlieRend aus dem wissrigen Uberstand mit
zwei Volumen Ethanol (100 %) und einem Zehntel Volumen Natriumacetat (3 M, pH 5,2) iiber
Nacht geféllt. Die RNA wurde daraufhin 30° bei 4 °C und 14.000 rpm pelletiert und das Pellet mit
70 % Ethanol gewaschen. Danach konnte das RNA-Pellet in mit DEPC behandeltem Reinstwasser

(AQreinstoepc) aufgenommen und die Konzentration photometrisch bestimmt werden.

2 x NETS

NaCl 0,2 M

EDTA 2 mM
TrisCl (pH 7,5) 0,02 mM

SDS 1 s (w/v)
Autoklavieren

2.8.2 Zitronensdauremethode

Sollte RNA aus frischen in vitro gekeimten Konidiosporen extrahiert werden, wurde eine Isolati-
onsmethode mit Zitronensdure angewendet. Dazu wurde das gesamte von Glasplatten geerntete
Konidienmaterial (s. 2.5) mit jeweils 5 Glaskiigelchen (Durchmesser ca. Imm) und 300 pL Zellly-
sepuffer zu dem von einer Glasplatte (ca. 10 x 20 cm) geernteten pilzlichen Material gegeben.
Anschliefiend wurde die Zellen in der Kugelmiihle (Precellys24 lysis & homogenization, Peqlab
Biotechnologie GmbH) mechanisch aufgeschlossen, wobei 3x 15 bei 5500 rpm geschiittelt wur-
de. Nach Zugabe von 100 pL Proteinprazipitationspuffer, wurde die Probe 5 auf Eis inkubiert
und schlieRlich bei 4 °C und 14.000 rpm 10‘ extrahiert. Der wissrige Uberstand wurde nochmals
zentrifugiert, der Uberstand erneut abgenommen und die RNA schlieflich durch Zugabe von
einem Volumen Isopropanol innerhalb von 20‘ gefillt. Die RNA wurde bei 4 °C und 14.000 rpm
20 pelletiert und nach Verwerfen des Uberstandes mit Ethanol (70 % in Agqreinst) gewaschen.

Nach dem Trocknen wurde das Pellet in 10-20 pl Aqreinstaufgenommen.
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Zelllysepuffer

SDS 2 %
(tri)-Na-Citrat 68 mM
Zitronensaure 132 mM
EDTA 10 mM
autoklavieren

Proteinprazipitationspuffer

NaCl 4 M
(tri)-Na-Citrat 17 mM
Zitronensaure 33 mM

2.9 cDNA Synthese

Um RNA in DNA (cDNA, engl. complementary DNA) umzuschreiben, verwendet man i.d.R. das
Enzym Reverse Transkriptase. Dieses Enzym besitzt eine RNA-abhiangige DNA-Polymerase Akti-
vitdt und stammt urspriinglich aus Viren. In dieser Arbeit wurde die Moloney Murine Leukemia
Virus (M-MuLV) Reverse Transkriptase verwendet, die zusatzlich RNase H-Funktion besitzt,

durch die der RNA-Matrizenstrang abgebaut wird.

Fiir die Reverse Transkription musste zunachst evtl. vorhandene DNA aus den Proben entfernt

werden. Dazu wurde jede Probe einem DNase [-Verdau unterzogen:

RNA 2-4  ug
DNase Puffer mit MgCl, (Thermo Fisher Scientific) 1 L
DNase I (Thermo Fisher Scientific) 1 uL
AdJreinstpEpC ad 10 pL

Die Ansatze wurden durch Klopfen gemischt und kurz abzentrifugiert. Der DNase I-Verdau er-
folgte bei 37 °C innerhalb von 30°. Anschlief}end wurde das Enzym bei 70 °C 15 inaktiviert und

die Ansatze auf Eis abgekiihlt.

Zur anschlieflenden Reversen Transkription wurden zunachst 2 pL Primer HindANCHOR-T
[10 pmol - pL-1] als Startpunkt fiir die Reverse Transkriptase zu jeder Probe gegeben. Die Se-
quenz dieses Primers (AAGCTTTTTTTTTTTTTTT (AGC)) ist komplementar zum Poly A-Schwanz

von mRNA. Nach der Zugabe des Primers wurden die Proben zur Denaturierung bei 70 °C inku-



2 Material und Methoden 30

biert. Fiir die eigentliche Reverse Transkription wurden die Ansitze um folgende Komponenten

erganzt:

RT-Puffer (Thermo Fisher Scientific) 4 uL
RevertAid™ M-MuLV-RT (Thermo Fisher Scientific) 1 pL
dNTPs [10mM] 2 uL
AqreinstDEPC 1 PL

Die Reaktion erfolgte bei 37 °C innerhalb von 60°. Anschliefdend wurde das Enzym innerhalb von
10‘ durch Inkubation bei 70 °C inaktiviert. Die cDNA-Proben wurden bei -20 °C oder -80 °C gela-

gert.

2.10 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) ist ein Verfahren mit
dem spezifische Genabschnitte vervielfaltigt werden kénnen. Diese Amplifikation wird i.d.R. von
einer hitzestabilen DNA-Polymerase aus dem thermophilen Mikroorganismus Thermus aquati-
cus (Taq) vermittelt. Als Synthesestartpunkt fiir das Enzym dienen zwei kurze Oligonukleotide
von ca. 20 Basenpaaren Lange (Primer, s. 2.1), die den zu vermehrenden DNA-Abschnitt begren-
zen. Da die Taq-Polymerase DNA in 5’2 3’-Richtung synthetisiert, hybridisiert jeder Primer an
einem der beiden Doppelstrange. Die Reaktion selbst wird in drei Teilschritte gegliedert. Im ers-
ten Teilschritt wird der Doppelstrang bei 90 °C denaturiert, um den zu synthetisierenden Ab-
schnitt (engl. Template) zuganglich zu machen (Denaturierung). Im nachsten Teilschritt hybridi-
sieren die Primer mit dem Template (engl. Annealing), wobei jeder Primer eine optimale Anne-
alingtemperatur besitzt, die von dessen Sequenz abhiangig ist. Schliefdlich wird im letzten Teil-
schritt das gewiinschte Genprodukt synthetisiert (engl. Elongation). Hierzu wahlt man die opti-
male Reaktionstemperatur fiir die Tag-Polymerase (i.d.R. 72 °C). Nach Abschluss des dritten
Teilschritts, beginnt die Reaktion von vorne, wobei nun auch die im ersten Zyklus synthetisier-
ten Abschnitte als Template dienen koénnen. Die Anzahl an synthetisiertem Template steigt ent-

sprechend mit jedem Reaktionszyklus exponentiell an.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Tag-Polymerasen waren die SilverStar Tag-
Polymerase (EuroGenTec) fiir das Screening putativer Transformanden (s. 2.14 und 2.15.1) und
die Phusion® Polymerase (Thermo Fisher Scientific) mit proof-reading Aktivitat fiir alle PCRs
zur Generierung der KO-Konstrukte (s. 2.13.1). Alle PCRs wurden entsprechend den Empfehlun-

gen des jeweiligen Herstellers durchgefiihrt.
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2.10.1 RT-qPCR

Bei einer PCR nimmt die Produktmenge wahrend optimaler Reaktionsbedingungen exponentiell
zu, dieser Tatsache bedient sich die quantitative Real Time PCR (RT-qPCR), da bei Einsatz inter-
kalierender Fluoreszenzfarbstoffe Fluoreszenz und Produktmenge korrelieren. Die Phase, in der
die Bedingungen optimal ablaufen, die exponentielle Phase, wird mit dem so genannten Cr-Wert
(engl. cycle threshold) eingelautet, bei dem die Fluoreszenz erstmals signifikant tiber der Hin-
tergrundfluoreszenz liegt. Bei GenTranskriptabundanzanalysen wird cDNA als Template in die
RT-qPCR eingesetzt, wodurch das gesamte Transkriptom zu einem bestimmten Zeitpunkt repra-
sentiert ist. Um zu analysieren, ob ein Gen stark, nur gering oder gar nicht transkribiert wird,
kann der Cr-Wert des zu untersuchenden Gens mit dem eines konstitutiv exprimierten Gens
verglichen werden dessen Expression unter gegebenen Versuchsbedinungen konstant bleibt. So
wird die relative Transkriptakkumulation in Relation zum konstitutiven Gen erhalten. Als Farb-
stoff kann zum Beispiel, wie im Rahmen dieser Arbeit, der Cyanin Farbstoff SYBR Green I ver-
wendet werden, der in Verbindung mit doppelstrangiger DNA griin fluoresziert. Als Kontrolle
wurden, den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten RT-qPCRs, eine Schmelzpunktanalyse
angeschlossen. Hierbei wird der spezifische, sequenzabhangige Schmelzpunkt des entstehenden
Produktes bestimmt. Die Spezifitit des Produkts kann anschliefdend, wie in der vorliegenden

Arbeit, mit einer Sequenzierung des entstandenen Produktes iiberpriift werden.

Von cDNA-Proben, in denen die Expression eines bestimmten Gens nachgewiesen werden sollte,
wurden 1:20-Verdiinnungen als Template verwendet. Generell wurden jeweils drei technische
Replikate jedes Ansatzes eingesetzt. Die Proben wurden in MicroAMP™ Optical 96-Well Reac-
tion Plates (Applied Biosystems®) pipettiert, die mit MicroAMP™ Optical Adhesive Film (Ap-
plied Biosystems®) verschlossen wurden. Jeder Ansatz setzte sich aus den folgenden Kompo-

nenten zusammen:

5 pL Platinum® SYBR® Green RT-gPCR SuperMix-UDG with Rox
(Invitrogen)

0,5 pL Primer forward [10pmol/uL]

0,5 uL Primer reverse [10pmol/uL]

2 pL AQreinst

2 nL cDNA

Der Platinum® SYBR® Green RT-qPCR SuperMix-UDG with Rox enthielt die Platinum® Tagq-
Polymerase, MgCl,, Puffer, Stabilisatoren und Desoxy-Nukleotide, dariiber hinaus waren eine

hitzelabile Uracil-DNA-Glycosylase (UDG) zum Abbau von dUTP-haltigen Verunreinigungen der
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cDNA und der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green I enthalten. Als Referenzfarbstoff enthielt der

Mix Rox, um das Fluoreszenzsignal zu normalisieren.

Es wurde folgendes Programm im ABI Prism® 7300 Sequence Detection System (Applied Bio-

systems) durchlaufen:

50 °C 2 min
95 °C 10 min
95 °C 15 s (Denaturierung)
40x
60 °C 1 min (Annealing, Elongation)

Zur Darstellung der Ergebnisse wurde die ABI Prism 7300 SDS Software Version 1.4 von Applied
Biosystems genutzt. Die Auswertung der relativen Transkriptakkumulation erfolgte mit der
2-84C(M-Methode (Livak and Schmittgen, 2001). Als konstitutives Referenzgen wurde M.o.-a-

Tubulin oder Elongationsfaktor1 verwendet.

2.11 Gelelektrophorese

Durch Nukleinsdure-Gelelektrophorese kdnnen Gemische von Nukleinsdurefragmenten unter-
schiedlicher Grofde aufgetrennt werden. Das Verfahren beruht darauf, dass Nukleinsduren durch
die enthaltenen Phosphatgruppen negativ geladen sind und deswegen in einem elektrischen
Feld zur positiven Anode wandern. Die Geschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zur

Grofde des Nukleinsaurefragments. Als Matrix dient, wie in dieser Arbeit, i.d.R. Agarose.

2.11.1 Nicht-denaturierende Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde eine nicht-denaturierende Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurden 1 % Agarosegele (w/v) mit 1x TBE Puffer herge-
stellt. Die Gele wurden dabei mit 1 pL Ethidiumbromid (10 pg-puL!) pro 10 mL 1x TBE versetzt.
DNA-Proben wurden mit 5x Ladepuffer versetzt und als Laufpuffer wurde entsprechend 1x TBE
verwendet. Da Ethidiumbromid in Nukleinsduren interkaliert und durch Anregung mit UV-Licht
fluoresziert, konnten DNA-Fragmente im Gel sichtbar gemacht werden. Die Ergebnisse wurden
mit dem Geldokumentations-System UV Transilluminator (WealTec) dokumentiert. Zum Gro-
f3en- und Konzentrationsabgleich der Proben wurden jeweils 6 pL. GeneRuler™ DNA Ladder Mix
oder GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) auf jedes Gel geladen. Die Elekt-

rophorese wurde bei ca. 90 V durchgefiihrt.
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10 x TBE (TRIS-Borat-EDTA-Puffer)

Tris 0,9 M
Borsaure 0,9 M
EDTA (Na-Salz) 25 mM

pH-Wert 8,3, autoklavieren

5 x DNA-Probenpuffer

Bromphenolblau 2,5 g L

Saccharose 200 g L?

das Gemisch in 5x TBE 1l6sen

2.11.2 Denaturierende Gelelektrophorese

RNA-Proben konnten nach der RNA-Extraktion elektrophoretisch aufgetrennt werden, um deren
Qualitat zu liberpriifen. Da RNA einzelstrangig ist und komplementare Sequenzabschnitte mitei-
nander hybridisieren kénnen, wurden RNA-Proben in einer denaturierenden Gelelektrophorese
aufgetrennt. Dazu wurden in 1x MOPS hergestellte 1,5 % Agarosegele (w/v) verwendet. Dem
noch fliissigen Gel wurden 5 % Formaldehyd zugegeben, das fiir die Denaturierung der RNA
sorgte. Zusatzlich wurden die, auf 10 pL mit Probenpuffer aufgefiillten und 1 pg der zu analysie-
renden RNA enthaltenden, Proben fiir 5‘ bei 98 °C im Heizblock denaturiert. Die Elektrophorese
wurde anschliefRend bei 80 V durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Gelelektrophorese wurden mit

dem Geldokumentations-System UV Transilluminator (WealTec) dokumentiert.

RNA-Probenpuffer

Far 1,5ml:

Formamid 720 nL
Ethidiumbromid [10 pg-pl™t] 100 puL
Formaldehyd (37%) 260 nL
10x MOPS 160 nL
Bromphenolblau (gesattigt) 80 nL
Glycerin (steril) 80 nL
AQreinst 100 pL

Lagerung bei -20 °C
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10x MOPS (3-(N-Morpholino)propane sulfonic acid)

MOPS 200 mM
Natriumacetat 50 mM
EDTA (Na-Salz) 10 mM

pH-Wert 7,0, autoklavieren

2.12 Klonierungsarbeiten mit E. coli

2.12.1 Kultivierung und Transformation

Ubernachtkulturen von E. coli wurden in Kulturréhrchen aus Glas in 4 mL LB-Medium mit ent-
sprechenden Antibiotika tiber Nacht im 37 °C-Schiittler (Gallenkamp) bei 210 rpm angezogen.
Zur langerfristigen Lagerung von E. coli wurden Glycerolstocks angelegt. Hierzu wurden 750 mL
Ubernachtkultur und 150 uL steriles Glycerin in fliissigem Stickstoff eingefroren, Glycerolstocks

wurden bei -80 °C gelagert.

Fiir alle Klonierungsarbeiten wurden chemisch kompetente Escherichia coli des Stammes DH5«a
verwendet. Zur Transformation wurden die in Aliquots von 50 pL bei -80 °C gelagerten Zellen
mit 1-2 pL Plasmidlésung (s. 2.12.2) oder 5-10 pL Ligationsansatz (s. 2.12.5) 30‘ auf Eis inku-
biert. Dadurch sollte sich die DNA an die Zelloberflache anlagern. Schliefdlich wurden die Zellen
fiir exakt 30 bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt, wodurch die DNA aufgenommen wurde.
Zur Regeneration der Zellen wurde 500 uL. LB-Medium hinzugefiigt und bei 37 °C mind. eine
Stunde geschiittelt. Die regenerierten Zellen wurden je nach Resistenzgen auf entsprechende
Antibiotika enthaltende LB-Platten ausplattiert. Von Kolonien wurde eine Ubernachtkultur ange-

legt und Plasmid-DNA isoliert.

LB-Medium

Trypton 1,0 & (w/v)
Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 1,0 & (w/v)

Fir die Herstellung von LB-Agar hinzufiigen:

Agar-Agar 15 g L™*

Autoklavieren
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2.12.2 Isolation von Plasmid-DNA

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli im kleinen Maf3stab (Minipraparation) wurde ein
Verfahren angewendet, bei dem bakterielle Zellen durch alkalische Lyse aufgeschlossen werden.
Es wurden zunichst 2 mL einer Ubernachtkultur bei Raumtemperatur und 10.000 rpm 5‘ zentri-
fugiert (Centrifuge 5415D, Eppendorf) um Zellen von Medium zu trennen. Das Pellet wurde
schliefdlich durch Vortexen vollstandig in 200 uL Solution I resuspendiert, wobei das enthaltene
EDTA den Zellwdanden Kationen entzog und sie so fiir alle weiteren Behandlungen zugénglich
machte. Nach Zugabe von 400 pL Solution II wurden die Proben vorsichtig geschwenkt, so dass
die gesamte Gefifwand benetzt war. Solution II enthielt SDS (Natriumdodecylsulfat), das Prote-
ine denaturiert. Zusatzlich war NaOH enthalten, das doppelstrangige DNA denaturiert. Nach der
Zugabe von 300 pL Solution III renaturierte die Plasmid-DNA wieder, da der pH-Wert wieder
abgesenkt wurde. Lineare DNA und Proteine fielen nun als weifder Feststoff aus, der durch Zent-
rifugation bei 14.000 rpm und 4 °C pelletiert wurde. Die Plasmid-DNA wurde schliefdlich aus
dem Uberstand durch Zugabe von einem Volumen Isopropanol gefillt. Die anschlieRend pelle-
tierte Plasmid-DNA wurde mit eiskaltem Ethanol (70 %) gewaschen und das Pellet in 50 pL TE-
Puffer oder AQreinst aufgenommen. Schliefdlich wurde ein RNase Verdau durchgefiihrt. Die Lage-

rung der Plasmid-DNA erfolgte bei 4 °C oder -20 °C.

Solution I

Glucose 50 mM
TrisCl (pH 8,0) 25 mM
EDTA (pH 8,0) 10 mM

Solution II
Natriumhydroxid (NaOH) 0,2 M
Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 g L™

Lagerung bei Raumtemperatur

Solution IIT

5 M Kalium-Acetatldsung 60 mL
Eisessig 11,5 mL
Aqreinst 28/ 5 mL
TE-Puffer

TrisCl (pH 8,0) 10 mM

EDTA (pH 8,0) 1 mM
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2.12.3 Restriktionsanalyse

Restriktionsenzyme erkennen bestimmte Sequenzabschnitte doppelstrangiger DNA und schnei-
den diese an definierter Position. Dabei entsteht ein individuelles Schnittmuster. DNA-
Fragmente, die mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten wurden, haben an der
Schnittstelle das gleiche Schnittmuster und kénnen so neu angeordnet und zusammengefiigt
(Ligation) werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden das Uberexpressions- und Silencingkon-
strukt von MoNUDIX auf diese Art und Weise in die Plasmide pTK144 bzw. pSILENTDual (s. 2.2.1
bzw. 2.2.2) Kkloniert. Mittels elektrophoretischer Auftrennung (s. 2.11.1) des Restriktionsansat-
zes konnten die Grofden der entstandenen DNA-Fragmente tiberpriift werden, was als Kontrolle
der Klonierung diente. Fiir die Restriktionsanalysen in der vorliegenden Arbeit wurden Fast
Digest® Restriktionsenzyme der Firma Thermo Fisher Scientific nach Herstellerangaben ver-

wendet.

2.12.4 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Sollten nach einer PCR oder einem Restriktionsverdau entstandene einzelne DNA-Fragmente fiir
eine Klonierung weiterverwendet werden, wurden Banden entsprechend der Grofe des Zielfra-
gments mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit
der Firma Qiagen wurden die Fragmente nach Herstellerangaben aus dem Gel eluiert und in 35-
50 pL AQreinst aufgenommen. Anschlieflend wurde die Konzentration der DNA-Fragmente im
erhaltenen Eluat bestimmt. Dazu wurde 1 pL des Eluats auf ein weiteres Gel aufgetragen und mit
den Banden des Grofdenmarkers GeneRuler™ DNA Ladder Mix von Thermo Fisher Scientific ver-

glichen, welcher DNA-Fragmente definierter Gréf3e und Konzentration enthalt.

2.12.5 Ligation

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten werden kompatible Enden miteinander verkntipft. Solche
kompatiblen Enden entstehen durch Restriktionsenzyme oder definierte Uberhinge an PCR-
Primern. Die Ligation wird durch das Enzym Ligase vermittelt, das die Phosphodiesterbindung
zwischen 5’-Phophatrest und 3’-Hydroxygruppe katalysiert. In der vorliegenden Arbeit wurde
die Ligation in der Regel in einem 10 pL-Ansatz angesetzt, wobei 1 pL Ligase (T4 DNA Ligase der
Firma Thermo Fisher Scientific) eingesetzt wurde. Die Mengen des DNA-Fragments und des Vek-

tors wurden nach folgender Formel (Miilhardt, 2009) bestimmt:

MasseFragment[ng] = 5x Masse\/ektor[ng] . LéngeFraqment [bp] / Lénge\/ektor[bp]
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2.12.6 Gateway® Klonierung

Neben den bisher beschriebenen klassischen Klonierungstechniken sind andere kommerzielle
Klonierungssysteme erhaltlich, die eine héhere Klonierungseffizienz versprechen. Eine dieser
Klonierungstechniken ist die Gateway®-Klonierung (Invitrogen). Sie beruht auf dem sequenz-
spezifischen Rekombinationssystem des Phagen A, wobei die spezifischen Sequenzen einerseits
in den Gateway kompatiblen Plasmiden vorhanden sind, andererseits an die zu integrierenden
DNA-Fragmente durch Primeriiberhdnge (engl. att-sites) anghiangt werden miissen. Der Integra-
tionsschritt des Fragments in diesen Vektor wird BP-Reaktion genannt, nach der sich das zu
klonierende Fragment in einem Zwischenvektor befindet (in dieser Arbeit pDONR207, Entry-
Clone, von Invitrogen). Von diesem Vektor ausgehend kann das DNA-Fragment schliefilich in
jede Art von Endvektor durch die so genannte LR-Reaktion transferiert werden (Destination-
Clone). Beide Reaktionen (BP und LR) werden durch spezifische Enzymmixe katalysiert, die von
der Firma Invitrogen bezogen werden miissen. Die Gateway®-Klonierung wurde nach Herstel-
lerangaben, jedoch in einem halben Ansatz von 10 pL, durchgefiihrt und fiir alle Klonierungs-
schritte, die die transiente Expression in Tabak betreffen, angewendet. Hierfiir wurde der Gate-

way® kompatible Vektor pPB7WG2 (s.2.2.3) verwendet.

2.12.6.1 Generierung von Konstrukten fiir die Gateway® Klonierung

Zur Generierung zu klonierender spezifischer Genfragmente mit Gateway®-kompatiblen Uber-
hangen, wurden spezifische Primer designt (attB-Primer). Diese Primer enthielten neben der
genspezifischen Basensequenz (17-24 bp) entweder eine verkiirzte Version der gesamten ,attB-
site” (http://www.med.upenn.edu/lamitinalab/documents/Gatewaycloneprimerdesign.pdf)
oder nur einen ersten Teil der kompletten ,attB-site“. Im letzteren Fall wurde nach dem Proto-
koll ,Primer Design for GATEWAY attB primers® von Won Do Heo vorgegangen
(http://web.stanford.edu/~teruell/Protocols/pdf/Primer%z20design%20for%20the%20gatew
ay%?20system.pdf). Hierbei folgt nach einer ersten PCR, in der das zu Klonierende Fragment mit
genspezifischen Primern und einem Teil der benétigten ,attB-site” amplifiziert wird, eine zweite
PCR, die die ,attB-site“ durch Verwendung so genannter Adapterprimer vervollstindigt. Diese
Adapterprimer enthielten entsprechend den zweiten Teil der kompletten attB-site und konnten
entsprechend fiir jedes Konstrukt verwendet werden. Auf diese Art konnten kiirzere, genspezifi-
sche Primer in die erste Synthese-PCR eingesetzt werden, die kostengiinstiger in der Synthese
waren und die PCR vereinfachten. Fiir alle attB-PCRs wurde eine Polymerase mit ,proof-
reading” Aktivitdt (Phusion®, Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerempfehlungen einge-

setzt.
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2.13 Transformation von M. oryzae

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Protokolle fiir die Protoplastierung und die Trans-
formationsreaktion zur Generierung von Deletions- oder Uberexpressionstransformanden von
M. oryzae wurde aus dem Labor von Nicholas Talbot (Exeter University, UK) erhalten und wah-
rend eines dreitdgigen Aufenthaltes dort mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Lauren Ryder

erlernt.

2.13.1 DJ-PCR und geteilte Resistenzmarkierung zur Generierung von KO-Konstrukten

Zur Generierung der zur Transformation verwendeten Deletions- oder Knock-out (KO)-
Konstrukte wurde die so genannte Double Joint (D])-PCR (Yu et al., 2004) angewendet. Ein aus-
fiihrliches und optimiertes Protokoll wurde dabei freundlicherweise von Ralf Horbach (Martin
Luther Universitat, Halle-Wittenberg) zur Verfiigung gestellt. Dabei wurden die zuvor separat
amplifizierten 5 bzw. 3‘ untranslatierten Regionen (UTRs) des Zielgens mit einer Hygromycin-
resistenz vermittelnden Expressionskassette (HygR) fusioniert. Dies wurde durch komplementa-
re Uberhinge gewahrleistet, die durch die verwendeten Primer vermittelt wurden. Das so gene-
rierte aus 5’'UTR, HygR und 3'UTR bestehende KO-Konstrukt wurde allerdings nicht vollstindig
in die Transformationsreaktion eingesetzt. Bei dieser geteilten Resistenzmarkierung wurde
die Anzahl von falsch-positiven Transformanden reduziert (Catlett et al, 2003), da eine voll-
stindige Deletion des Gens nur dann gewdahrleistet werden konnte, wenn beide Teile des KO-
Konstruktes am Zielort integrierten. Es wurden entsprechend zwei zuséatzliche PCRs durchge-
fiihrt, bei denen zwei in der Mitte iiberlappende ,Halften“ des Konstrukts erhalten wurden. Da-
bei wurde jeweils die Primerkombinationen ,5‘-Flanke_F und YG“ bzw. ,3‘-Flanke_R und HY“
verwendet (s. Tabelle 2). Da HY und YG jeweils innerhalb von HygR hybridisierten, konnten sie
entsprechend fiir die Generierung jedes Konstrukts verwendet werden. Beide ,Halften“ des zu
transformierenden Konstrukts wurden anschliefdend in die Transformationsreaktion eingesetzt.
Alle durchgefiihrten PCRs wurden mit einer proof-reading Polymerase (Phusion®, Thermo Fis-
her Scientific) durchgefiihrt. Fiir eine ausfiihrliche grafische Darstellung der Vorgehensweise s.

Abbildung 7 und die Erlduterungen im Text (3.2.1).

2.13.2 Protoplastierung
Vor der Transformation musste zuniachst Mycel von M. oryzae protoplastiert werden. Dazu wur-

de eine Fliissigkultur von M. oryzae (s. 2.3.1.2) durch drei Lagen sterilen Mull vom Medium ge-
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trennt, mit 200 mL autoklaviertem Aquest gewaschen und in 40 mL OM/Glucanex aufgenommen.
Bei Glucanex handelt es sich um ein Chitinasen und Zellulasen enthaltendes Pulver, dass bei in-
dustrieller Fermentation als Nebenprodukt gewonnen werden kann. Bei dem anschliefienden
dreistiindigen Verdau des Mycels bei 30 °C und 75 rpm wurden pilzliche Zellwande verdaut, so
dass ausschliefdlich der Protoplast erhalten blieb. Die entstandenen Protoplasten wurden nach
Uberschichten des Ansatzes mit ST-Puffer und anschlieRende Dichtegradientenzentrifugation in
einem Spin-out Rotor (Sorvall HB6, 3920 g, 15, 4 °C) aus der Interphase gewonnen. Anschlie-
end wurden die Protoplasten zweimal durch Pelletieren (1410 g, 10, 4 °C) und Resuspendie-
ren in STC-Puffer gewaschen. Das nach dem zweiten Waschschritt erhaltene Pellet wurde in dem
je nach Anzahl der Transformationsansitze benétigten Volumen STC resuspendiert und die Pro-

toplasten frisch verwendet.

OM/Glucanex

MgSO,4-7H,0 1,2 M

NaPO, buffer (pH 5,8) 10 mM
Glucanex 1,8 g

pH 5,6 (mit 1 M Na,HPO, einstellen), filtersterilisieren

ST Puffer

Sorbitol 0,6 M
Tris-HC1l pH 7,0 0,1 M
Autoklavieren

STC Puffer

Sorbitol 1,2 M

Tris-HCl pH 7,5 10 mM
CaCl, 10 mM
Autoklavieren

2.13.3 Transformationsreaktion

In die Transformationsreaktion wurden jeweils 150 uL frische Protoplastenlosung eingesetzt.
Sie wurden mit 5 pg KO-Konstrukt kombiniert und bei Raumtemperatur fiir 30‘ inkubiert. Bei
diesem Schritt sollte sich die DNA an die Membran der Protoplasten anlagern. Schliefdlich wur-
den vorsichtig 5 x 200 pL des PEG enthaltenden PTC Puffer hinzugefiigt, wobei das Reaktionsge-
faf3 leicht gedreht wurde. Exakt 15 nach Zugabe der ersten 200 pL. PTC wurden 3 mL TB3 Medi-
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um zugegeben und die Protoplasten iiber Nacht bei 25 °C und 125 rpm regeneriert. Am nichsten
Tag wurde jeder Ansatz Protoplasten in 150 mL handwarmen OCM Agar (CM Agar mit
273,84 g/L Sucrose, pH 6,5, s. 2.3.1.1) gegossen und die Mischung in sechs Petrischalen verteilt.
Nach Erhdrten des Agars wurde eine diinne Schicht Hygromycin enthaltener CM Agar
(600 pg/mL) dariiber gegossen (10-15 mL). Als Kontrolle wurde immer auch ein Ansatz mitge-
fiihrt, der ohne DNA, aber mit einem entsprechenden Volumen Aqreinst, inkubiert wurde. Von
diesem Ansatz wurden jeweils drei Platten mit CM Agar ohne Hygromycin und jeweils drei Plat-
ten mit CM Agar mit Hygromycin Uberschichtet. So wurde einerseits kontrolliert, dass die Pro-
toplasten lebensfihig waren und andererseits, dass die Selektionsschicht funktionstiichtig war.
Alle Platten wurden anschliefiend bis zum Auswachsen putativer Hygromycin resistenter Trans-
formanden inkubiert (7-14 Tage). Auswachsende Kolonien wurden schliefdlich mit dem Skalpell
ausgestochen und auf neue CM Platten mit Hygromycin (200 pg/mL) iiberimpft. Zeigten sie wei-
terhin Wachstum, wurden sie auf CM Platten mit Cellophan tberimpft, um genomische DNA

(gDNA) zu isolieren (s. 2.14.1).

PTC Puffer

PEGu4000 60 %
Tris-HCl pH 7,5 10 mM
CaCl, 10 mM

Unter Rihren und leichtem Erwdrmen ldsen, autoklavieren

TB3

Sukrose 20 s [w/v]
Hefeextrakt 0,3 s [w/v]
Autoklavieren

2.14 Screening der M. oryzae Transformanden

Um nach einer Transformation den Genotyp putativer M. oryzae Transformanden zu liberpriifen,
musste zunachst die genomische DNA (gDNA) isoliert werden. Anschlief?end wurde die erhalte-
ne gDNA in eine PCR eingesetzt, um bei Deletionsmutanten, die Abwesenheit des spezifischen
ORFs (engl. Open Reading Frame) direkt am Wildtyplokus zu iiberpriifen. Bei Uberexpressions-
oder Silencingmutanten wurde ebenfalls zunachst eine PCR durchgefiihrt um die Anwesenheit
des Uberexpressionskonstrukts nachzuweisen. Allerdings war in diesem Féllen der Integration-

sort des transformieren Konstrukts nicht gerichtet. Die gDNA der erhaltenen Transformanden
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wurden aus diesem Grund zusétzlich auf eine Nylonmembran geblottet (Southern Blot) und an-
schliefdend durch Immunodetektion die Anzahl der Insertionen und die Unabhingigkeit ver-

schiedener Klone ermittelt.

2.14.1 Praparation von gDNA

Zur gDNA-Isolation wurde ein Protokoll aus der Arbeitsgruppe von Alexandra Worden (MBAR],
CA, USA) auf der Basis von CTAB (Hexa-decyl-tri-methyl-Ammoniumbromid) verwendet, wel-
ches eine sehr saubere gDNA ohne den Einsatz von Phenol liefert. Das pilzliche Mycel wurde von
CM-Platten gewonnen, das auf dort ausgelegtem Cellulosehydrat (Zellglas) gewachsen war. Das
Zellglas konnte einfach abgezogen, in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und anschlieféend zu-
sammen mit dem Mycel zu feinem Pulver gemorsert werden. Fiir die gDNA Extraktion wurde
ungefahr eine Spatelspitze des Pulvers in 800 pL und 60 °C warmem CTAB Puffer bei 60 °C fiir 1
Stunde inkubiert. So wurden die Zellen aufgeschlossen. Das enthaltene 3-Mercaptoethanol und
Proteinase K denaturierten dabei vorhandene Proteine. Die anschlieffende Extraktion der DNA
wurde mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) und die darauf folgende Zentrifugation bei 4 °C
(109) durchgefiihrt. Zur wassrigen Phase wurde schliefdlich 1 pL. RNase A (Thermo Fisher Scien-
tific) zugegeben und ein 30miniitiger RNase Verdau bei 37 °C vorgenommen. Schlieflich wurde
die gDNA mit Hilfe von Isopropanol fiir 2 Stunden gefillt, wobei zwei Drittel des vorhandenen
Volumens verwendet wurden. Die bei 4 °C pelletierte DNA wurde anschliefdend mit Ethanol

(70 %) gewaschen und in Aqyeinst aufgenommen.

2.14.2 Southern Blot

Nach der Erzeugung von Uberexpressions- und Silencing Mutanten von MoNUDIX in M. oryzae
Isolat 70-15 (s. 3.5.3), mussten putative Transformanden auf die Insertion der entsprechenden
Genkonstrukte kontrolliert werden. Da die verwendeten Uberexpressions- und Silencing Kon-
strukte ungerichtet und damit willkiirlich im Wildtypgenom integrieren konnten, musste die
Geninsertion mit Hilfe eines Southern Blots analysiert werden (Southern, 1975). Zusatzlich
konnte durch den Southern Blot gezeigt werden, wie oft das Konstrukt integriert wurde. Bei den
verwendeten Konstrukten handelte es sich im Fall der Uberexpression um den Vektor pTK144,
der den kompletten Leserahmen des MoNUDIX Gens unter der Kontrolle des konstitutiven
M. oryzae Promotors RP27 enthielt. Sollte MoNUDIX herunterreguliert werden wurde der Silen-

cingvektor pSILENTDual verwendet.
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2.14.2.1 Restriktionsverdau der gDNA

Fiir den Southern Blot musste nach Transformation und gDNA Extraktion die genomische DNA
zunichst verdaut und die Fragmente in einem Gel aufgetrennt werden. Fiir den Restriktionsver-
dau wurde jeweils ein Restriktionsenzym ausgewdhlt, das keine Schnittstelle innerhalb des
transformierten Konstrukts besafl. Im Fall der Uberexpression handelte es sich dabei um das
Restriktionsenzym Xhol und im Fall des Silencings um BglIl. Der Restriktionsansatz wurde tiber

Nacht, jedoch weniger als 16 h, angesetzt und setzte sich folgendermafien zusammen:

Fast Digest® Restriktionsenzym 2 nL
Fast Digest® Green Puffer [10x] 2 nL
gDNA 5 ng
AQreinst ad 20 pL

Vor dem Transfer auf Nylonmembran, wurde die gDNA in einem 0,8 % Agarosegel bei 60 V ca
2 h aufgetrennt. Nach der Gelelektrophorese wurde die gDNA in 250 mM HCI depuriniert,
wodurch der pH-Wert im Gel entsprechend abgesenkt wurde. Dies geschah durch 20 miniitiges
Schwenken in einer Glaspetrischale. Danach wurde die noch doppelstrangigie gDNA im Gel
30 Minuten in Denaturierungspuffer denaturiert. Durch die anschliefiende Inkubation in Neutra-
lisierungspuffer, wurde der pH-Wert im Gel schliefdlich wieder angehoben, was durch pH-Papier
nach 2 x 15 Inkubation kontrolliert wurde. Lag der pH-Wert unter 8,5, musste erneut 15‘ inku-
biert werden. Schliefilich konnte die gDNA durch einen aufwartsgerichteten Kapillartransfer auf

eine Nylonmembran geblottet werden.

Denaturierungspuffer

NaCl 1,5 M

NaOH 0,5 M

Depurinierungspuffer

HC1 250 mM

Neutralisierungspuffer

Tris-HCl, pH 7,2 0,5 M
NaCl 1,5 M

EDTA 1 mM
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2.14.2.2 Aufwartsgerichteter Kapillartransfer

Der aufwartsgerichtete Kapillartransfer geschah durch die Riickseite des Gels, weswegen das Gel
entsprechend mit der ,,Bauchseite” auf einen ca. 30 cm langen, von der Breite an das Gel ange-
passten Streifen feuchtem Whatman®-Papier (Schleicher und Schuell) gelegt wurde (Docht).
Der Whatman®-Papier-Streifen war auf einer Tragerplatte positioniert und tauchte mit beiden
langen Seiten in Blotting Puffer (20 x SSC) ein, der in einer Plastikschale ca. 1,5 cm hoch stand.
Ein von der Grofie an das Gel angepasstes Stiick positiv geladene Roti® Nylon plus Membran
(Carl Roth) wurde zunéachst kurz in Aqreinst Und anschlieféend 15 in 20 x SSC aquilibriert, bevor
es blasenfrei auf der Riickseite des Gels positioniert wurde. Auf die Membran wurden zwei La-
gen angefeuchtetes und drei Lagen trockenes Whatman®-Papier gelegt. Abschlieféend wurde
ein ca. 10 cm hoher Stapel Papierhandtiicher auf dem Whatman®-Papier positioniert und das
Ganze mit einer Glasplatte und einem Gewicht fixiert. Der Transfer geschah tiber Nacht. Nach
dem Blotting wurde die Membran im Ultraviolet Crosslinker (Amersham Life Sciences) UV-Licht
exponiert (1200 pJ/cm2) um die gDNA irreversibel auf der Membran zu fixieren. Die Membran

konnte anschlief3end bei Bedarf in handelstiblicher Klarsichtfolie bei -20 °C gelagert werden.

Blottingpuffer (20 x SSC)

NaCl 3 M
NaCitrat 0,3 M

pH mit HC1 auf 7,0 einstellen

2.14.2.3 Sondenherstellung

Zum Nachweis des transformierten Konstrukts innerhalb des Transformandengenoms, wurden
Sonden verwendet, die jeweils innerhalb der Antibiotikaresistenz vermittelnden Expressions-
kassette innerhalb des verwendeten Konstruktes hybridisieren konnten. Im Fall der Uberex-
pression, bei welcher der Vektor pTK144 verwendet wurde, handelte es sich dabei um eine Hyg-
romycinresistenz vermittelnde Expressionskassette. Wurde der Silencingvektor pSILENTDual
verwendet, war eine Genticinresistenz vermittelnde Expressionskassette nachzuweisen. Die hier
verwendeten Sonden wurden durch PCR unter Verwendung eines DIG markierten dNTP-Mixes
(10 uM DIG-11-dUTP [Roche], 190 pM dTTP und jeweils 200 uM dATP, dGTP und dCTP [jeweils
von Thermo Scientific]) mit Hilfe der SilverStar Tag-Polymerase (EuroGenTec) unter den stan-
dardméafdig angewendeten PCR-Bedingungen hergestellt (s. 2.10). Es wurden die in Tabelle 4
angegebenen Primer zur Sondenherstellung verwendet. Zur Kontrolle der DIG-Markierung wur-
de parallel zu der Sonden-PCR eine PCR mit dNTP-Mix ohne DIG-Markierung durchgefiihrt. An-

schliefRend wurden die PCR-Produkte beider Reaktionen auf einem Agarosegel (s. 2.11.1) vergli-
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chen. Das markierte Produkt wies dabei ein durch das DIG verursachtes hoheres Molekularge-
wicht auf, was zu einer etwas kiirzeren Laufstrecke des DNA-Fragments im Gel fiihrte. Konnte

eine erfolgreiche Markierung festgestellt werden, wurde die PCR mit 100 puL Aqreinst verdiinnt.

2.14.2.4 Prahybridisierung und Sondenhybridisierung

Die Hybridisierungsreaktion zur Anlagerung der Sonde an die auf der Nylonmembran fixierte
gDNA, wurde in einem Hybridisierungsofen bei 65 C durchgefiihrt. Vor der eigentlichen Hybri-
disierung wurde eine Prahybridisierung zur Absittigung der Membran durchgefiihrt. Die
Prahybridisierung erfolgte in vortemperiertem Hybridisierungspuffer 5 mL DIG Easy Hyb (Ro-
che Diagnostic GmbH) in einer kleinen Hybridisierungsrohre (Schott) fiir 30‘. Anschliefsend
wurde die denaturierte Sonde zugegeben (1 uL pro mL DIG Easy Hyb). Die Denaturierung der
Sonde erfolgte in 50 pL. DIG Easy Hyb 5 bei 94 °C im Heizblock und anschliefRender Inkubation

auf Eis. Die Hybridisierungsreaktion wurde iiber Nacht durchgefiihrt.

2.14.2.5 Immunodetektion

Zur Sichtbarmachung des nun mit der DIG-Sonde hybridisierten, transformierten Konstruktes
wurde ein Anti-DIG-Antikérper (Roche Diagnostic GmbH) verwendet. Nach der Hybridisierung
musste die Membran zunachst gewaschen werden um unspezifisch gebundene Sondenmolekiile
von der Membran zu entfernen. Dies erfolgte zunachst in 2 x SSC/0,1 % SDS 5 Minuten bei RT,
anschliefsend jeweils 15 Minuten in 0,5 x SSC/0,1 % SDS bzw. 0,2 x SSC/0,1 % SDS im Wasser-
bad bei 65 °C bei konstantem, leichtem, vertikalem Schwenken. So wurde schrittweise die Strin-
genz des Waschens erhoht, so dass nur spezifisch gebundene Sondenmolekiile am nachzuwei-
senden Konstrukt an der Membran verbleiben konnten. Um die Membran nun auf die Immuno-
detektion vorzubereiten, wurde diese zundchst kurz in 1x Waschpuffer (ohne Tween) ge-
schwenkt. Anschlieflend wurde die Membran 30 in 1 x Blockingreagenz (Roche Diagnostic
GmbH) geblockt, wobei unspezifische Proteinbindestellen auf der Membran blockiert wurden.
Schliefdlich wurde das 1 x Blockingreagenz ausgetauscht, der Anti-DIG-Antikérper zugegeben
(1:10.000 im Verhaltnis zu Blockingreagenz) und eine weitere Stunde geschwenkt. Anschlie-
Rend wurde unspezifisch gebundener Antikérper durch Waschen der Membran 3 x 15 in 1 x
Waschpuffer (mit 0,3 % Tween20) entfernt. Nach Aquilibrieren der Membran 2‘ in 1 x Substrat-
puffer, konnte diese auf Klarsichtfolie aufgelegt, die CSPD Losung (CDP-Star, Roche Diagnostic
GmbH) aufgetropft und die Membran vollstindig eingeschweif3t werden. CSPD diente als Sub-

strat fiir die an den Anti-DIG-Antikorper gebundene Alkalische Phophatase. Bei Umsetzung des
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Substrats kommt es zur Freisetzung von Chemilumineszenz, die anschliefdend zur Schwarzung
eines Rontgenfilm (Biomax MS, Kodak) fiihrt, der auf die eingeschweifite Membran aufgelegt
wurde. Die Starke der Schwarzung korreliert dabei direkt mit der Menge an vorhandenen Nukle-
insdurekopien. Die Exposition des Rontgenfilms erfolgte in einer Kassette bei 37 °C fiir 5-60°. Die
anschliefSende Entwicklung des Rontgenfilms erfolgte mit Hilfe von Fixierer und Entwickler der

Firma Kodak.

10 x Waschpuffer

Maleinsaure 1 M
NaCl 1,5 M
NaOH

10 x Substratpuffer

Tris 0,1 M
NaCl 0,15 M

pH auf 9,5 einstellen

2.15 Transiente Genexpression in N. benthamiana und N. tabacum

2.15.1 Kultivierung und Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die transiente Transformation von N. benthamiana und N. tabacum wurde von A. tumefaciens
vermittelt. Dieses Bakterium stellt einen natiirlichen Transformationsvektor fiir Pflanzen dar,
indem es DNA innerhalb der auf einem Plasmid befindlichen so genannten TDNA-Region, in die
Pflanzenzelle einschleusen kann. Dort integriert dieses DNA-Fragment in das Genom und kann
transkribiert werden. Fiir transiente Transformation von N. benthamiana und N. tabacum wur-
den chemisch kompetente A. tumefaciens des Stammes C58C1 verwendet. Dieser Stamm enthélt
das Plasmid pGV2260, das Rifampicin- und Carbenicillinresistenz vermittelt. Konstrukte fiir die
transiente Genexpression in Tabak wurden in pB7WG2 kloniert und anschlieféend in C58C1

transformiert.

Zur Transformation von A. tumefaciens wurden die in Aliquots von 20 pL bei -80 °C gelagerten
chemisch kompetenten Zellen mit 0,5-1 pg Plasmid versetzt. Anschlieffend wurden die Zellen fiir
5‘bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, wobei der Ansatz nach der Haélfte der Zeit durch Schnipsen
gegen das Gefafl durchmischt wurde. Zur Regeneration der Zellen wurde 500 pL. YEB-Medium
hinzugefiigt und bei 28 °C mind. zwei Stunden geschiittelt. Die regenerierten Zellen wurden

schliefilich auf Rifampicin, Carbenicillin, Streptomycin und Spectinomycin (alle 50 pg/mL) ent-
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haltende YEB-Platten ausplattiert. Von Kolonien, die 2-3 Tagen nach der Transformation sicht-
bar waren, wurde auf neue Platten liberimpft und mit Kolonie-PCR auf Vorhandensein des Plas-

mids tiberpriift.

Die Kolonie-PCR wurde mit der Silverstar Tag-Polymerase (EuroGenTec) in einem 20 pL-Ansatz
durchgefiihrt, wobei als Template direkt die zu testenden Kolonie eingesetzt wurde, indem mit

einer Pipettenspitze erst in die Kolonie gepickt und anschliefRend durch den fertigen PCR-Ansatz

geriihrt wurde:
Silverstar Tag-Polymerase 0,2 nL
Silverstar Puffer 2 nL
dNTPs [2 mM] 2 pL
MgCl, [50 mM] 0,6 nL
Primer pAMPAT-check F [10 pmol/mL] 1 nL
Primer pB7WG2 F [10 pmol/mL] 1 nL
Adyeinst 13,2 uL

Es wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

95 °C 3N

98 °C oW (Denaturierung)

60 °C 30 (Annealing) 30x%
72 °C 15''/kb (Elongation)

72 °C 5

10 °C oo

Kulturen von A. tumefaciens wurden in Rohrchen aus Glas in 2 mL YEB-Medium mit entspre-
chenden Antibiotika ca. 20 Stunden im 28 °C-Schiittler (Gallenkamp) bei 210 rpm angezogen.
Zur langerfristigen Lagerung wurden Glycerolstocks angelegt. Hierzu wurden 900 pL Uber-
nachtkultur und 100 pL steriles Glycerin in fliissigem Stickstoff eingefroren, Glycerolstocks wur-

den bei -80 °C gelagert.

YEB-Medium

Beef Extract 5 g L
Yeast Extract 1 gL?
Peptone 140 5 g L*

Sucrose 5 g L
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2.15.2 Tabakinfiltration

Die Tabakinfiltration wurde nach einem Protokoll von Jochen Kleemann (Max-Planck-Institut
fiir Ziichtungsforschung, Kéln) durchgefiihrt (Kleemann et al., 2012). Alle Klonierungsschritte
zur Generierung von Konstrukten zur transienten Expression in Tabak wurden mit Hilfe der
Gateway®-Klonierung hergestellt (s. 2.12.6). Der Entry-Clone zu den Genen ChEC3 und ChNLP1
aus C. higginsianum, sowie YFP, wurde jeweils freundlicherweise von J. Kleemann zur Verfiigung

gestellt.

Zur transienten Expression in Tabak wurden Kulturen von A. tumefaciens mit entsprechenden
Konstrukten ca. 20 Stunden in Fliissigkultur angezogen und nach dieser Zeit die Bakterienzellen
in Infiltrationspuffer aufgenommen (ODgoo = 1). Der Infiltrationspuffer enthielt dabei Acetosy-
ringon, welches als natiirlicher Botenstoff bei pflanzlichen Verwundungen ausgeschiittet wird
und die Transformationsfahigkeit der Bakterien positiv stimuliert. Die Bakterienzellen wurden
2-3 Stunden unter Schiitteln (ca. 100 rpm) in Infiltrationspuffer inkubiert und die nach Ablauf
der Inkubationszeit fertige Bakteriensuspension in die Unterseite Tabakblattern, welche zuvor
mindestens eine Stunde unter feuchten Plastikhauben platziert wurden, infiltriert. Die Infiltrati-
on geschah mit Hilfe von Plastikspritzen ohne Nadel (Omnifix-F, B. Braun Melsungen AG). Infilt-

rationsstellen besafden einen Durchmesser von ca. 2 cm.

10 x Infiltrationspuffer

MES 100 mM
MgCl, 100 mM
Acetosyringon 200 M

pH mit NaOH auf 5,6 einstellen
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3 ERGEBNISSE

3.1 Die Identifizierung von Kandidatengenen fiir Effektoren von M. oryzae

Effektoren und AVR-Proteine von M. oryzae wurden bislang hauptsachlich in der Interaktion mit
Reis beschrieben (Mosquera et al., 2009; Saitoh et al,, 2012; Chen et al,, 2013b). Im Gegensatz
dazu wurden in unserer Arbeitsgruppe, im Rahmen der Dissertation von Rhoda Delventhal
(2015), meiner Diplomarbeit (2010) und der vorliegenden Dissertation, Effektorproteine, die
wahrend der M. oryzae- Gerste-Interaktion eine Rolle spielen, untersucht. Diese so genannten
MoHEGs (engl. Magnaporthe oryzae Hypothetical Effector Genes) wurden im Rahmen dieser Ar-

beit genauer analysiert.

3.1.1 Microarray Studie zur Identifizierung putativer Effektorkandidaten

Es wird allgemein angenommen, dass pathogene Effektorproteine Wirtzellen manipulieren, um
eine kompatible Pathogen-Wirt-Interaktion (Wirtinteraktion) zu ermdglichen. Daraus folgt die
Annahme, dass entsprechende Effektoren in der Nichtwirtinteraktion fehlen oder verspatet ex-
primiert werden. Aus diesem Grund wurde in einer 2009 durchgefiihrten, vergleichenden
Microarray Studie das Transkriptom der Wirtinteraktion mit dem der Nichtwirtinteraktion zwi-
schen Gerste und verschiedenen Arten der Gattung Pyricularia, verglichen (Rhoda Delventhal,
Dissertation, 2015). Als Wirtisolat wurde dabei das M. oryzae Isolat TH6772, als Nichtwirtisolat

das P. penniseticola Isolat CD180 verwendet.

Da M. oryzae bei einer Inokulation der Blatter zundchst liber die Epidermis in die Wirtpflanze
eindringt, wurde die fiir das Microarray Experiment verwendete RNA zu 24 h p.i. aus Epider-
misproben inokulierter Gerste extrahiert, um, im Vergleich zu Ganzblattproben, pilzliche RNA
gegeniiber pflanzlicher RNA anzureichern (Rhoda Delventhal, 2009). Es wurde dariiber hinaus
eine hohe Inokulationsdichte von 750.000 Sporen pro mL eingesetzt, so dass schliefdlich 10 %
pilzliche RNA, im Vergleich zu pflanzlicher RNA, in den fiir den Microarray verwendeten Proben
vorhanden war (Rhoda Delventhal, Dissertation, 2015). Das Experiment wurde mit vier unab-
hangigen biologischen Replikaten durchgefiihrt. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Eckhard Thines am IBWF Kaiserslautern wurde das Microarray Experiment mit einem Chip
der Firma Agilent (Magnaporthe (V2) Gene Expression Microarray 4 x 44K slide [Design ID
15060]) und einer Two-Color-Analyse (Quick Amp Labeling) durchgefiihrt und ausgewertet. Auf
dem Chip waren 15170 Oligonukleotide, die fiir M. oryzae- Gene charakteristisch sind, gespottet.

Da Gene gefunden werden sollte, die in der Nichtwirtinteraktion im Vergleich zur Wirtinterakti-
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on nicht oder verspatet exprimiert werden, wurde zunachst die Signalstarke zwischen Wirt- und
Nichtwirtinteraktion bei jedem gespotteten Oligonukleotid verglichen und auf Signifikanz ge-
prift (Karsten Andresen, IBWF Kaiserslautern, 2009). Anschliefsend wurden bestimmte Krite-
rien auf die Auswahl der Effektorkandidatengene angewendet (Rhoda Delventhal, 2009). Da
Effektorgene gesucht wurden, die fiir die Wirtinteraktion von M. oryzae essentiell sind, wurden
nur die Gene weiter betrachtet, die mit einem p-Wert < 0,05 signifikant und mindestens zwei-
fach hoher im Wirtisolat exprimiert waren als im Nichtwirtisolat (Fold change > 2). Dabei han-
delte es sich um 1528 Gene. Es wurde weiterhin davon ausgegangen, dass die gesuchten Ef-
fektoren sekretiert werden, um in der Wirtzelle zu wirken. Daher wurden, nach einer Analyse
durch SignalP (Petersen et al., 2011) und WoLF PSORT (Horton et al., 2007), nur die Gene weiter
betrachtet, die ein Signalpeptid besafden (358 Gene). Dariiber hinaus wurden Gene ausgesucht,
die fiir relativ kleine Proteine kodieren (< 250 Aminosiduren), da angenommen wird, dass Ef-
fektoren kleinen Proteinen oder gar Peptiden entsprechen (Hogenhout et al., 2009; Giraldo and
Valent, 2013). So wurden schlief8lich 157 Effektorkandidaten erhalten. Eine vollstindige Liste

dieser Kandidaten befindet sich im Anhang der Dissertation von Rhoda Delventhal (2015).

Eine Analyse, bei der die Positionen einzelner Gene auf den einzelnen Chromosomen des
M. oryzae Genoms grafisch darstellt werden (ensemble.org), wurde von allen 157 putative Ef-
fektorgenen durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass die MoHEGs bis auf Einzelfille nicht benach-

bart oder in bestimmten Regionen im Genom lokalisiert sind (engl. cluster, nicht gezeigt).

Im Rahmen einer Microarray Studie aus dem Jahr 2009, wurden 58 Kandidaten fiir Effektorpro-
teine aus infizierten Reisblattscheiden veroffentlicht, die ausschliefdlich wahrend Pathogen-
Wirt-Interaktion exprimiert werden (Mosquera et al., 2009). Interessanterweise befanden sich
unter den hier ermittelten 157 putativen Effektorkandidaten, 29 Sequenzen, die in dieser Studie
ebenfalls als differenziell reguliert im Vergleich zu Mycel, gefunden wurden. Die aus dieser Stu-
die bekannten BAS (engl. biotrophy-associated-secreted) Gene BAS1, BAS3 und BAS4 (Mosquera
et al, 2009) wurden ebenfalls unter den 157 Kandidatengenen gefunden. Dariiber hinaus wur-
den das bekannte M. oryzae Effektorgen PWLZ2 (Sweigard et al., 1995) und das Gen fiir MoNLP1
(M. oryzae Nepl-like proteinl), das Zelltod in N. benthamiana induziert (s. 3.3) detektiert. Auch
das fiir eine sekretierte NUDIX Hydrolase kodierende Gen MoNUDIX wurde unter diesen 157

Kandidatengenen gefunden (s. 3.5).
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3.1.2 Auswahl von MoHEGs (Magnaporthe oryzae Hypothetical Effector Genes)

Die Anzahl von 157 putativen Effektorgenen wurde zur ndheren Analyse auf 18 MoHEGs
(Magnaporthe oryzae Hypothetical Effector Genes) reduziert. Da alle 157 putativen Effektorgene
unseren Kriterien eines Effektorkandidaten entsprachen, geschah die Auswahl der 18 MoHEGs
grofdtenteils willkirlich, beriicksichtigte jedoch teilweise hohe Fold Change oder Anzahl der
Cysteinreste des korrespondierenden Proteins (s.u.). Alle 18 MoHEGs sind in Tabelle 5

aufgelistet.

Tabelle 5 enthilt, neben der Arrayidentifikationsnummer (AMG Nummer), die dieser zugeord-
neten Gennummer (MGG Nummer) aus dem 6. Assembly des veroffentlichten M. oryzae Genoms
(Datenbank des Broad Institute (Dean et al., 2005)). Dariiber hinaus sind die Anzahl der Amino-
sduren (AS) des korrespondierenden Proteins und die darin enthaltenen Cysteinreste angege-
ben, da einige MoHEGs auf Grund des hohen Cysteingehaltes des korrespondierenden Proteins in
die Liste der 18 MoHEGs aufgenommen wurden (MoHEG3, MoHEG13 und MoHEG15). Der in Spal-
te fiinf angegebene Lokus des jeweiligen MoHEGs im M. oryzae Genom wurde mit Hilfe der MGOS
Datenbank (engl. Magnaporthe grisea |/ Oryza sativa interaction database) ermittelt
(www.mgosdb.org). Nach dieser Analyse wurde deutlich dass MoHEG11 in Nachbarschaft zu
MoHEG13 auf Chromosom IV liegt. Die in der sechsten Spalte angegebene Fold Change be-
schreibt, um wie viel das Gen wihrend der Wirtinteraktion zwischen TH6772 und Gerste starker
exprimiert war, als wahrend der Nichtwirtinteraktion zwischen CD180 und Gerste. Sie stellte
das wichtigste Kriterium fiir die weitere Auswahl der MoHEGs dar, da Effektorproteine gesucht
wurden, die in der Wirtinteraktion im Vergleich zur Nichtwirtinteraktion hochreguliert sind.

Besonders hoch erschien die Fold Change z.B. bei MoHEG4, MoHEG5 oder MoHEG6.

Bei Literaturrecherchen wurde zu Beginn und im Verlauf dieser Dissertation deutlich, dass eini-
ge MoHEGs auch in Zusammenhang mit anderen Studien, welche die Magnaporthe-Reis-
Interaktion betreffen, detektiert werden konnten (Tabelle 5, Spalte 7). Diese Uberschneidungen
werden in Kapitel 4.1 ausfiihrlich diskutiert. Zu diesen anderen Studien, in denen ebenfalls
MoHEGs detektiert werden konnten, gehorte entsprechend die bereits 0.g. Microarray Studie von
inokulierten Reisblattscheiden (Mosquera et al., 2009). Weiterhin wurde eine Microarray Studie,
in der das Transkriptom wdhrend Wachstum in planta und unter Stressbedingungen in vitro
verglichen wurde, durchgefiihrt (Mathioni et al., 2011). In zwei weiteren, aufeinander folgenden
Studien, wurden zunichst sekretierte Proteine, die durch bestimmte angewendete Kriterien als
Effektorkandidaten in Frage kamen, innerhalb des veroffentlichten M. oryzae-Genom bestimmt
(Yoshida et al, 2009). Anschlieffend wurde deren Expression wdahrend M. oryzae-Reis-

Interaktion untersucht und Kandidatengene im grofden Stil durch KO-Mutanten funktional ana-
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lysiert (Saitoh et al., 2012). Dariiber hinaus wurden in einer MPSS (engl. Massively Parallel Sig-
nature Sequencing) Studie das Transkriptom in Mycel und wahrend Appressorienbildung vergli-
chen (Gowda et al., 2006). Schliefdlich wurde MoHEG10 erst kiirzlich als Avirulenzeffektor Avr-
Pi9 identifiziert (Wu et al.,, 2015).

In der vorletzten Spalte der Tabelle sind schliefdlich die Annotation und Kommentare der MGOS
Datenbank angegeben. Wahrend MoHEG1, MoHEGZ, MoHEG8, MoHEG11 und MoHEG12 hier
bereits als BAS Proteine annotiert sind (Mosquera et al., 2009), sind alle anderen MoHEGs, mit
Ausnahme von MoHEG10, vorhergesagte oder hypothetische Proteine ohne bekannte funktiona-
le Domanen. Dartiber hinaus wurden KO-Mutanten von MoHEG13 bereits analysiert (Saitoh et
al, 2012). Hierbei konnten in Bezug auf Keimung, Konidien- und Appressorienbildung, sowie
Penetration, invasives Wachstum und Pathogenitit keine Unterschiede zum Wildtyp festgestellt

werden (http://www.mgosdb.org/perl/community/annotation.cgi?uniquename=MC_09378).

In der letzten Spalte sind schliefdlich sonstige Merkmale der MoHEGs zusammengefasst. Dazu
gehoren beispielsweise Proteindomanen oder -motive. So wurden MoHEG16, MoHEG17 und
MoHEG18 fiir die ndhere Analyse ausgewahlt, da sie das Motiv Y/F/WxC innerhalb der ersten 30
Aminosduren des reifen Proteins, d.h. hinter dem Signalpeptid, enthalten (s. Abbildung 6, S. 56).
Dieses Motiv kommt in sekretierten putativen Effektorproteinen des Echten Gerstenmehltaus
vor (Godfrey et al., 2010; Spanu et al,, 2010), dariiber hinaus wurde es ebenfalls innerhalb des
Sekretoms von Haustorien bildenden Rostpilzen, d.h. dem Weizenschwarzrost und dem Wei-
zenbraunrost, gefunden (Godfrey et al., 2010). MoHEG16 enthalt auflerdem eine CFEM (engl.
Common in several Fungal Extracellular Membrane proteins) Domiane (PFAM Domaine
PF05730). Diese konservierte, Pilz-spezifische und membrandurchspannende Doméane enthalt
acht Cysteinreste. Proteine, die eine solche CFEM Domadne enthalten, werden mit einer Rolle in

pilzlicher Pathogenese in Verbindung gebracht (Kulkarni et al., 2003).



52

UH3YJapUOSag J9PUE ‘AlJOW- JSPO SUBWOPUIRI0Id,

Juequaleg SOD 48p uoiielouuy,

1S! UBPUYY NZ S||BJUSYD O] USD PUBYISIASIUD UBUIP U ‘UBIPNIS BYDI|IUBHQIDA,

9PJNM 1IB1WIIAXD JDXJEIS UOIPEIDIUILIMIYDIN JNZ YII9|SI3/ W UOIP|BIDIUIMIAN J9P pudiyem 1dinjsuel] sep usp wn ‘(a8ueyd pjoy ‘|3ua) Jopjed,
91S24U191SAD UBUIIBYIUD JBP SAISN]UI SUISI0Id USPUSISIPUOASIII0Y SIP USINESOUIWY J3P |Yezuy,

(Alqwiassy "9 “uequaleq peoug) swouan aynodudeln sap qleysauul uonesijexoq,

(Alqwiassy *9) yuequaileq peo.g J3p JSWWNUSUOIIEYJIIUSPIUSD S32UPJI033NnZ SPUOSPIIO3PINUOSIIQO 43P 3P,

(uoissaudx3 auan [gA] ayodoubopyy 1us|18y) SAesie0UdIIA SOP (SpUospliospnuosiio) JawwnusuoneyiRuap|,

SDIHOW SIP JAWWNN SPUS4NE|1IOY,

3 Ergebnisse

|eanaylodAy

IXM/A/A panJasuod €6C (¢) szt YLT'66EY N 7870T 99N 0ZLYIONWY 8T
IXM/4/A
‘1| ulwejoad weyd |eanaylodAy 95y (8) zot €90°SPS I TI7L0 99N 8/9V0ONV LT
IDXM/4/A ‘INTHD tweyd |eanayrodAy €T°0T (8) 8¥T T6T°69€ (N 6v¥TT0 99N TZ9ZTIONY 9T
|eannaylodAy
uluoly | -BwWeD weyd panJasuod 789 (9) ToT 672’6519 I 696/0 DO T'CE890DNY ST
|eanaylodAy TTOT “|e 13 luolyieN
LETE4NA ‘Weyd PaAIasUOD ‘600C “|e 19 eU3NbSON €99 (@1t PPT'S9Z'T Il 6£220 DO ST6TOONY VI
710T “|e 32 youes
|eanaylodAy ‘600C “|e 19 e1aNbSON  S¥'9 (£)ee TET'0LSE NI 8/€60 9O T9T¥80ONY €T
Svg pspipasd 600¢ “|e 13 BJBNbSON 059 (v) vet L8T'TES'Y A ¥2290 99N 658809V  CT
Svg paipasd 600C “|e 1@ elanbsolN  /£S/ (v) T2t 60G°£95°E Al 6/£60 DO T/TLTY80ONY 1T
wodaJ” uoqqu-uz
‘LIH-§Z :weyd ‘6ldInY paipaud ST0Z “|e1I@ N €T0T (s) 60T S06'6TL T 1A SS9ZT 99N 9T6EIONY 0T
paipasd 600C “|e 12 eJANbsON  TETT (s) teT E€TLOTS'V :IA €000 9O YZ6TIONY 6
Svg papipaid 600C “|e 12 esanbsolN  88TT (0)6TT T60°SESE I £8€60 DO TEVSOONY 8
900¢ “|e 18 epMOD
|eanaylodAy  ‘usieq SSAIN ‘Yasiyizads-ddy  TZCT (v) 90z 97S‘8TOT :IIA SS060 99N TYTIETONY £
papipaud L6'6T (4R 7A PYE9Y8 A 90580 99N 69TLODNY 9
€} UINJ00|4 :Weyd |eanayiodAy €9°C¢ (s) ost €SL°€S8T :IN LEL00 9O TTIESTIONY S
(9¥LVET H1IA)
TLEST 99N 1y11dnQ Svg pa1ipaid 600 “|e 12 BJBNbSON  ST'vT (s) soz 899°€60V ‘Al S96%T DO €9T809NY ¥
HNAD ‘weyd paipasd 600T “|e 12 esanbsolN  ZEYT (8) 8zt 869'6£9°L :I 66€80 DO 6EVCOONY €
vSve 600 “|e 12 eJanbsolN  9€’€T (8) zot 869°9€T :IN ¥T60T 99N 086STONY ¢
TTOT “[e 13 luolyien
uluoly| -ewwen wejd €sve ‘600C “|e 19 BJBNbSON  00°6 (o) €T 889'VSH'E (N 0T9TT 99N 09STIONVY T
yuonjejouuy sUOIYRIUISIY a(sA))
1se8nsuog SOOI sne juueyaq Jdopey Sy pSYO] > U39 adl AeL1y e9THOW

‘(spTHOW) Sauay 103237 [pI122Yy10dAY aDZA.10 " ISP IISIT S J[[9qe.L



3 Ergebnisse 53

3.1.3 Transkriptabundanzanalysen der MoHEGs durch RT-qPCR

Nach der Auswahl von 18 MoHEGs, wurde deren Induktion wahrend der Wirtinteraktion durch
RT-qPCR validiert. So sollten die Ergebnisse des Microarray Experiments beziiglich der Genex-
pression liberpriift werden. Dariiber hinaus sollten die Expressionsprofile die MoHEGs im zeitli-
chen Verlauf der kompatiblen Interaktion erfasst werden. Entsprechend wurde in drei unabhan-
gigen biologischen Replikaten die Gerstensorte Ingrid mit dem Wirtisolat TH6772 inokuliert und
Epidermisproben zu 6, 12, 24 und 48 h p.i. geerntet. Nach RNA-Extraktion und cDNA-Synthese
wurde jeweils eine RT-qPCR Analyse durchgefiihrt (erstes Experiment im Rahmen meiner Dip-
lomarbeit, 2010). SchliefRlich wurde eine vierte und fiinfte Zeitreihe, die ausschliefdlich bzw. zu-
satzlich spatere Zeitpunkte des Lebenszyklus von M. oryzae miteinschlossen, geerntet. Das be-
deutet, dass fiir die letzte komplette Zeitreihe, die entsprechend biotrophe und nekrotrophe
Lebensphase von M. oryzae umfasste, zu 7 verschiedenen Zeitpunkten (0, 6, 12, 24, 48, 72 und
96 h p.i.) Epidermisproben geerntet und durch RT-qPCR analysiert wurden (s. Abbildung 4). In
allen biologischen Replikaten wurde jeweils fiir jedes MoHEG ein dhnliches Expressionsprofil

erhalten.

Als konstitutive Referenzgene dienten a-Tubulin und EF1a (Elongationsfaktorla). Die Auswahl
der Referenzgene wurde mit Hilfe der Software geNorm getroffen (Version 3.5, Diplomarbeit,
2010) und genspezifische Primer durch Erstellen von Standardkurven validiert, wobei durch
eine Verdlinnungsreihe ermittelt wurde, ob das Verhaltnis zwischen Produktakkumulation und
Zykluszahl der PCR linear war. Dabei konnten fiir MoHEG10 und MoHEG15 keine geeigneten
Primerpaare gefunden werden, weswegen fiir MoHEG10 und MoHEG15 keine Expressionsprofile

erstellt werden konnten (vgl. Diplomarbeit, 2010).

Alle untersuchten MoHEGs besaflen die maximale Transkriptabundanz in der biotrophen Ent-
wicklunsphase des Pilzes, wurden aber innerhalb dieser in zwei Gruppen differenziert, je nach-
dem ob die maximalen Transkriptabundanz in der pra-Penetrationsphase bzw. Penetrations-
phase oder in der post-Penetrationsphase bzw. Kolonisierungsphase detektiert werden konnte
(s. Abbildung 4). So wurden als Frithe MoHEGs die Kandidaten bezeichnet, deren maximale
Transkriptabundanz zu 0, 6 oder 12 h p.i. detektiert wurde. Zu diesen Zeitpunkten befindet sich
Magnaporthe auf der Blattoberfliche des Wirtes und beginnt diese zu penetrieren. Als Spate
MoHEGs wurden dagegen solche bezeichnet, deren maximale Transkriptabundanz zu 24 oder
48 h p.i. detektiert wurde. Zu diesen Zeitpunkten wird oder ist die Pathogen-Wirt-Interaktion
etabliert und der Wirt wird kolonisiert. Entsprechend wurden MoHEG5, MoHEG7, MoHEG16,
MoHEG17 und MoHEG18 als Frithe MoHEGs (in Abbildung 4 mit weifien Balken dargestellt), alle
anderen dagegen als Spate MoHEGs bezeichnet (in Abbildung 4 mit schwarzen Balken darge-
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stellt). Frithen MoHEGs konnte entsprechend eine Rolle wahrend der Konidienkeimung, Appres-

sorienbildung oder der Penetration zufallen. Spate MoHEGs dagegen konnten bei der Etablierung

und Aufrechterhaltung der Interaktion oder Infektion eine Aufgabe erfiillen.
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Abbildung 4: Expressionsprofilen der MoHEGs. Gerstenpflanzen der Sorte Ingrid wurden mit dem M. oryzae Wir-
tisolat TH6772 inokuliert (750.000 Sporen/mL) und die Epidermis von ca. 10-20 Primarblattern nach 0, 6, 12, 24, 48,
72 und 96 h p.i. geerntet. Die Pilzentwicklung ist im zeitlichen Verlauf durch einen Zeitstrahl angedeutet. Nach Extrak-
tion der RNA und anschlief;ender cDNA-Synthese, wurden durch RT-qPCR-Analyse die Transkriptabundanzen der
MoHEGs und PWL2 relativ zu dem konstitutiven exprimierten Gen EFI1a mit Hilfe gen-spezifischer Primer bestimmt.
Weifde Saulen heben Frithe MoHEGs hervor, schwarze Sdulen stellen Spate MoHEGs dar. Fehlerbalken reprasentieren
die Standardabweichung zweier technischer Replikate. Dieser Versuch wurde mehrmals durchgefiihrt (siehe Text).
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Zusatzlich wurde ein Expressionsprofil des bekannten Magnaporthe AVR Effektors PWL2 mit
den fiir die RT-qPCR Analysen verwendeten Proben erstellt (Sweigard et al.,, 1995). Dabei fillt
auf, dass PWLZ in den hier verwendeten Proben ein Expressionsprofil mit spatem Expressions-

maximum (entspricht dem eines Spaten MoHEGs) besafi.

3.1.3.1 Expressionsanalyse in in vitro gekeimten Konidien

In einer weiteren RT-qPCR-Analyse sollte gekldrt werden, ob die MoHEGs auch unabhangig von
der Gegenwart der Wirtpflanze, also auch in vitro, exprimiert werden. Dazu wurden Konidien
des Wirtisolates TH6772 in einer feuchten Kammer auf Glasplatten zum Keimen angeregt. Nach
5h wurden die mit Keimschlauchen ausgekeimten Konidien geerntet. Bei der anschliefRenden
Transkriptabundanzanalyse stellte sich heraus, dass zu 5 h ausschliefRlich Transkripte der Frii-
hen MoHEGs, mit Ausnahme von MoHEG17, detektierbar waren (Abbildung 5). Spate MoHEGs
wurden entweder nicht detektiert (n.d.) oder mit einem geringen basalen Level. Eine Ausnahme
stellt dabei die Expression von MoHEG17 dar. Diese Ergebnisse konnten in einem unabhangigen

Experiment bestatigt werden.

0,4 - in vitro gekeimte Sporen (5h)
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0,3 -
g 0,25
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Abbildung 5: Relative Transkriptakkumulation der MoHEGs in invitro gekeimten Sporen. Konidien des
M. oryzae Isolat TH6772 wurden auf Glasplatten aufgespriiht und in einer Kammer mit 100 % Luftfeuchtigkeit 5 h
keimen gelassen. Nach Extraktion der RNA und anschliefender cDNA-Synthese, wurden mit Hilfe von RT-qPCR die
Transkriptabundanzen der MoHEGs relativ zu dem konstitutiven exprimierten Gen EF1a mit Hilfe Gen-spezifischer
Primer bestimmt. Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung zweier technischer Replikate. Von diesem
Versuch wurde ein unabhéngiges biologisches Replikat mit dhnlichem Ergebnis durchgefiihrt. RTA: relative Tran-
skriptabundanz.
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3.2 Funktionale Analyse von MoHEGs durch Gen-Deletion

Durch das gezielte Ausschalten oder Uberexprimieren individueller Gene kann die Auspriagung
eines verdanderten Phanotyps gegebenenfalls ein direkter Riickschluss auf die Funktion des kor-
respondierenden Proteins gezogen werden. Die funktionale Analyse wird im Fall des gezielten
Ausschaltens eines Gens in filamentdsen Ascomyceten durch Homologe Rekombination erreicht.
Obwohl Protokolle zur Transformation bzw. Transfektion von M. oryzae veroéffentlicht sind,

musste diese Methode zunachst im Labor etabliert werden.

Besonders interessant schien zundchst die funktionale Analyse der Frithen MoHEGs, da {iber friih
regulierte Effektoren in Magnaporthe bislang noch nicht viel bekannt ist. Die Friithen MoHEGs
MoHEG16, MoHEG17 und MoHEG18 schienen dabei besonders interessant, da sie das Motiv
Y/F/WxC innerhalb der ersten 30 Aminosduren des reifen Proteins, d.h. hinter dem Signalpep-
tid, enthalten (Abbildung 6). MoHEG16 gehort dariiber hinaus zur CFEM Superfamilie (engl.
common in several fungal extracellular membrane proteins). Proteine dieser Familie enthalten

eine charakteristische Domdne mit 8 Cysteinreste (s. 3.1.2).

>MoHEG16

MOLLFALLMAAVLVAAQSGSYGSNIDGLISQVPQCA AEAAESSSCGLTDIRCMCGRISLVSGTSSTCLSKA

CSADQLATLSSTISKVCADVGAPDPAAAKTATSNDTVPAASAVPTPSQTAVATRLKLOMATVAMFAALSVYNIV*
>MoHEG17

MLYKLAAVVLASSFVSTASAAF GVNATG FYPSCCRGITGQVGVDCFSAHLIGGLPNFECNIGPPNNQRG
CCQSINYTNPNTGYRLSLCTDTTAYPPV*

>MoHEG18

MHSASFLATAVIAGMASPVLAVALPADPAPAPAPVR PVRIVISIVTFDKDSTSINSGDLIPTFN PGQVDFK
DGSDTITVKLDKNCQPVGNIKHRKEVQFNALQKLTKNGGPFTDPDQPFITF*

Abbildung 6: MoHEGs mit Y/F/WxC Motiv. Die Proteine MoHEG16, MoHEG17 und MoHEG18 enthalten innerhalb
der ersten 30 Aminosauren hinter dem Signalpeptid (graue Schrift) ein Y/F/WxC Motiv (schwarzer Kasten).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch Homologe Rekombination MoHEG16 und MoHEG18 de-
letiert und die so erhaltenen Mutanten nach Inokulation wahrend der Interaktion mit der Gers-
tensorte Vada im Vergleich zum Wildtyp mikroskopisch analysiert. Die Gerstensorte Vada war
fiir eine solche Analyse besonders gut geeignet, da invasive Hyphen licht- und fluoreszenzmikro-
skopisch besonders gut zu erkennen waren, wie in einem Vorversuch mit verschiedenen Gers-

tensorten ermittelt wurde (nicht gezeigt).
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3.2.1 Generierung von Deletionsmutanten in M. oryzae

Fiir die stabile Transformation von M. oryzae sind zwei grundsatzlich zu unterscheidende Me-
thoden bekannt, die A. tumefaciens vermittelte Transformation und die PEG vermittelte Trans-
formation. Da durch erstere Methode keine Transformanden erhalten werden konnten, wurde
letztere Methode nach dem Protokoll des Labors von Prof. Nicholas ]. Talbot (Exeter University,
UK) etabliert.

Bier) (5 Flanke] [Zielgen ORF (MoHEG)] "R (3Flanke]

PCR‘ [5fFCV]-Tai| lPCR [3%0\.’]

[5Flanke] + [3‘Flanke]
[HygF]
DJ-PCR !

(37811 [5Flanke] YOS [Hyg" [3Flanke]
I T

pcry ¥ prcr
Geteilte [5'Flanke+HY]
Resistenzmarkierung X
[YG+3‘Flanke]

Homologe X ! X
Rekombination [5‘Flanke] [Zielgen ORF (MoHEG)] [3'Flanke]

4

[5‘Flanke] [Hyg"] [3‘Flanke]

Abbildung 7: Vorgehensweise zur Erzeugung von Deletionsmutanten in M. oryzae. Zum gezielten Ausschalten
von MoHEGs wurde hier schematisch dargestellte Vorgehensweise gewahlt: Zundchst wurden 5 und 3’Flanke des
jeweiligen auszuschaltenden MoHEGs mit spezifischen Primern amplifiziert, dabei besafen die inneren Primer (5'rev
und 3’for) jeweils einen spezifischen Uberhang. In einer separaten PCR wurde die Hygromycinresistenz vermittelnde
Expressionskassette (HygR) amplifiziert, wobei Primer spezifische zu 5 bzw. 3'Flanke komplementire Uberhinge
generierten. In der anschlief}enden Double Joint PCR (DJ-PCR) wurden 5’Flanke, HygR und 3’Flanke fusioniert. Das so
entstandene KO-Konstrukt wurde in zwei PCRs amplifiziert, so dass zwei ,Halften“ des KO-Konstrukts erhalten wur-
den (,5’Flanke+HY" und ,YG+3’Flanke“, Geteilte Resistenzmarkierung). Beide ,Halften“ wiesen dabei einen iiberlap-
penden Bereich in der Mitte auf und wurden fiir die Homologe Rekombination eingesetzt. Nur bei Integration beider
,Halften“ am Ziellokus konnte entsprechend eine intakte HygR erhalten werden.

Das Ersetzen von Genen mit Resistenzkassetten an gezielten Genorten (Loci) durch doppelten
crossover (engl. Uberschneidung) erfordert relativ lange homologe Bereiche der das Gen flan-
kierenden Region von ca. 1000 bp (Flanken). Diese Bereiche miissen mit einer Resistenz vermit-
telnden Genkassette zu einem so genannten KO (Ausschalten, engl. knock-out)-Konstrukt fusio-
niert werden. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der Double-joint PCR (Yu et al,,

2004) durchgefiihrt. Um die Generierung von falsch positiven Mutanten gering zu halten wurde
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anschlieféend zuséatzlich die Split Marker Methode (engl. geteilte Resistenzmarkierung) ange-
wendet (Catlett et al,, 2003). Hierbei wird das KO-Konstrukt in zwei Halften amplifiziert und in
die Transformationsreaktion eingesetzt, so dass beide Halften am Ziellocus inserieren miissen
um die funktionale Resistenzkassette zu erhalten. Transformiert wurden in der vorliegenden
Arbeit protoplastierte M. oryzae Zellen und die Tranformationsreaktion wurde durch PEG (Po-
lyethylenglycol) vermittelt. Eine Ubersicht iiber die Vorgehensweise zur Erzeugung von KO-

Mutanten ist in Abbildung 7 dargestellt.

Als M. oryzae Isolat fiir die funktionale Analyse wurde das sequenzierte Isolat 70-15 ausgesucht,
da das Transformationsprotokoll auf dieses Isolat zugeschnitten war und es in unseren Handen
zuverlassig Rice-Blast-Symptome auf allen getesteten Gerstensorten verursachte. Sequenzen der
ein Gen flankierenden Regionen sind aufderdem nur bei diesem Isolat 6ffentlich zugdnglich und

konnen sich bei anderen M. oryzae Isolaten unterscheiden.

3.2.2 Funktionale Analyse von MoHEG16

Nach positiver Selektion mit entsprechenden Antibiotika, wurde die DNA putativer Transfor-
manden isoliert und eine spezifische PCR zur Verifizierung des Genotyps durchgefiihrt. Dazu
wurden spezifische Primer so gewahlt, dass ausschliefdlich dann PCR-Produkte generiert wer-
den konnten, wenn die Integration des KO-Konstruktes am Ziellocus erfolgreich war. Die so ge-
notypisch verifizierten Mutanten wurden in einem Pathogenititsassay vergleichend mit dem
entsprechenden Wildtyp (M. oryzae Isolat 70-15) makroskopisch und mikroskopisch auf einen

veranderten Phanotyp analysiert.

3.2.2.1 Genotypische Analyse der Amoheg16 KO-Mutanten

Die spezifischen Primer zur Verifizierung des Genotyps putativer Amoheg16 KO-Mutanten wur-
den so gewahlt, dass einer der beiden Primer innerhalb der kodierenden Sequenz und der ande-
re Primer innerhalb der ersten 1000 bp der das Gen flankierenden Sequenz hybridisieren konn-
te. War nun das Wildtypallel durch Homologe Rekombination ersetzt worden, konnte kein Pro-
dukt generiert werden. Nur wenn Wildtypgen und daran anschliefRende flankierende Sequenz
noch vorhanden waren, wurde entsprechend ein Produkt erhalten. Als Kontrolle wurde eine
zusatzliche PCR auf ein anderes Wildtypgen, PMK1, durchgefiihrt um die generelle Eignung der
extrahierten DNA als PCR-Template zu iiberprifen. Die Ergebnisse beider PCRs sind in Abbil-
dung 8 dargestellt, dabei zeigt Teilabbildung A die Kontroll-PCR, Teilabbildung B die PCR auf das
Wildtypgen MoHEG16. Von allen DNA-Proben der 29 putativen getesteten Transformanden
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konnte ein Produkt des Gens PMK1 amplifiziert werden. Dies zeigt, dass die extrahierte DNA in
allen Fallen als PCR Template geeignet war. Desweiteren konnte bei 7 Klonen ebenfalls ein Pro-
dukt des Wildtypallels von MoHEG16 generiert werden. Die anderen 22 Klone, bei denen kein
Produkt erhalten wurde, wurden als Amoheg16 KO-Mutanten angesehen. Als Positiv- bzw. Nega-
tivkontrollen (P+N) wurde bei den PCRs jeweils DNA des 70-15 Wildtyps oder ein das KO-
Konstrukt enthaltenes Plasmid (pJETKOHEG16) verwendet.

Nach Verifizierung des Genotyps wurde eine phanotypische Analyse von jeweils drei unabhan-
gige Klonen (Klone 12, 13 und 15, im Folgenden als Amoheg16-1, Amoheg16-2 und Amoheg16-3
bezeichnet) in drei unabhdngigen biologischen Replikaten durchgefiihrt und mit dem M. oryzae

Isolat 70-15 (Wildtyp) verglichen.
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Abbildung 8: PCR zur genotypischen Verifizierung der Amoheg16-Mutanten. Nach DNA-Extraktion von 29 puta-
tiven Transformanden, wurde jeweils eine PCR auf die M. oryzae Isolat 70-15 Wildtypgene PMK1 (A) und MoHEG16
(B) durchgefiihrt. Die erste PCR diente dabei als Kontroll-PCR (Produkt besaf eine Gréfie von 337 bp), die zweite PCR
der Uberpriifung des Genotyps (Produkt besaf3 eine Gréfie von 1159 bp). Als Positiv- bzw. Negativkontrolle (P bzw. N)
wurde jeweils DNA des Wildtypsisolats (70-15) bzw. ein das KO-Konstrukt enthaltenes Plasmid (pJETKOHEG16) als
Template verwendet. Als Gréfdenmarker wurde der LadderMix der Firma Thermo Scientific verwendet.

3.2.2.2 Phanotypische Analyse der Amoheg16 KO-Mutanten

Zur Analyse des Phanotyps der genotypisch verifizierten Transformanden, wurden Pflanzen der
Gerstensorte Vada jeweils mit Sporen der Transformanden bzw. des korrespondierenden Wild-
typs 70-15 mit jeweils 150.000 Sporen/mL inokuliert und der Verlauf der Pathogenese mikro-

skopisch bzw. die Entwicklung von Rice-Blast-Symptomen makroskopisch ausgewertet.

Der mikroskopische Phanotyp der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp wurde in einem ersten
Pathogenitidtsassay im kompletten Verlauf der Pathogenese (6, 24 und 72 h p.i.) erfasst. Bei die-
ser ersten Analyse stellte sich heraus, dass sich die drei getesteten Klone nur zu 72 h p.i. signifi-

kant abweichend zum Wildtyp verhielten (s.u.). Aus diesem Grund wurde in darauf folgenden



3 Ergebnisse

60

Replikaten der mikroskopischen Analyse ausschliefilich dieser spate Zeitpunkt der Interaktion

ausgewertet.

Fiir die licht- bzw. fluoreszenzmikroskopischen Auswertung des 72 h p.i.-Zeitpunktes wurden

jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen zwischen Pathogen und Wirtzelle in folgende ver-

schiedene Kategorien eingeteilt:

1.

App (Appressorium): Ein Appressorium hatte sich ausdifferenziert. Fluoreszenz war in
dieser Kategorie nicht zu beobachten.

Pap (Papille): Ein Appressorium hatte sich ausdifferenziert, unter dem eine Zellwand-
verstarkung (Papille) zu erkennen war. Diese konnte als Penetrationsbarriere fiir den
Pilz dienen und war je nach Auspragung auch lichtmikroskopisch erkennbar. Unter Auf-
lichtfluoreszenz fluoreszieren Papillen durch die Einlagerung phenolischer Verbindun-
gen und sind dadurch leichter zu erkennen.

Fluo (Fluoreszierende Epidermiszelle): Die sich unter einem Appressorium befindliche
Epidermiszelle fluoreszierte, was einen Indikator fiir das Einleiten eines programmier-
ten Zelltod darstellt. Da der Pilz in der frithen Phase des Lebenszyklus auf lebendes Ge-
webe angewiesen ist, sorgt eine solche so genannte Hypersensitive Reaktion (HR) fiir
das Absterben des Pathogens und wird somit als Abwehrreaktion bewertet.

[H (Invasive Hyphen): Die sich unter einem Appressorium befindliche Epidermiszelle
fluoreszierte, was einen Indikator fiir das Einleiten eines programmierten Zelltod dar-
stellt. Da innerhalb der fluoreszierenden Epidermiszelle allerdings invasive Hyphen be-
obachtet werden konnten, handelt es sich bei dieser Reaktion um einen Zelltod, der
durch das Pathogen verursacht wurde.

Col (Kollabierte Mesophyllzellen): Die sich unter einem Appressorium befindlichen Me-
sophyllzellen fluoreszierten und hatten dabei ihre natiirliche runde Form verloren, d.h.
sie waren kollabiert. Der Pilz konnte demnach das Mesophyll des Blattes kolonisieren,
wodurch die Struktur der Zellen nur noch in Form von fluoreszierenden Strichen er-

kennbar war. Auch in dieser Kategorie waren invasive Hyphen zu erkennen.

Reprasentative Bilder der einzelnen Kategorien sind in Abbildung 9 gezeigt.
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Abbildung 9: Kategorien zur mikroskopischen Auswertung der Interaktion zwischen M. oryzae (Isolat 70-15
Wildtyp bzw. Amoheg16) und der Gerstensorte Vada. Wahrend der Interaktion zwischen M. oryzae und der Gers-
tensorte Vada waren Interaktionsstellen zu 72 h p.i. in typische Kategorien einzuteilen. Dargestellt sind jeweils das
licht- und das fluoreszenzmikroskopische Bild (linke Seite [Tinte-Essigsdure gefarbt] bzw. rechte Seite). Unterschie-
den wurde zwischen einem Appressorium (App), an dem teilweise noch Konidiospore (Ko) und Keimschlauch (Ks)
vorhanden waren, unter dem aber keinerlei Fluoreszenz zu beobachten war (A+B); einem Appressorium, unter dem
eine punktuelle Fluoreszenz (Papille, Pap) zu beobachten war (C+D); einem Appressorium, unter dem die gesamte
Epidermiszelle fluoreszierte (Fluo), in der jedoch keine invasiven Hyphen (IH) erkennbar waren (E+F); einem Ap-
pressorium, unter dem die gesamte Epidermiszelle fluoreszierte und in der invasiven Hyphen zu beobachten waren
(G+H); und schliefilich einem Appressorium, unter dem invasiven Hyphen zu erkennen waren, die sich bereits in die
benachbarten Epidermiszellen ausgebreitet hatten (nIH, nekrotrophe invasive Hyphen), unter denen das Mesophyll
kollabiert erschien (Col), d.h. keine typische, runde Form mehr aufwies, und fluoreszierte (I+]). Skalierungsbalken
reprasentieren jeweils 50 pm.
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Der makroskopische Phénotyp wurde ca. 5-6 Tage nach Inokulation fotografisch dokumentiert
(Abbildung 10A). Hierbei wurde keine Abweichung im Infektionsbild zwischen Wildtyp und KO-
Mutanten festgestellt. Jeder Genotyp war entsprechend in der Lage typische Symptome zu ver-

ursachen.
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Abbildung 10: Makroskopische und mikroskopische Analyse des Phinotyps von Amoheg16 wihrend der In-
teraktion mit der Gerstensorte Vada. Gerstenpflanzen der Sorte Vada wurden mit Sporen des M. oryzae Isolat 70-
15 (Wildtyp) bzw. mit Sporen dreier unabhangiger Amoheg16-Mutanten (250.000 Sporen/mL) inokuliert. Nach 96 h
p.i. wurde der Infektionsphdnotyp makroskopisch bestimmt (A). Fiir die mikroskopische Analyse wurden zu 72 h p.i.
jeweils Primarblatter geerntet und entfarbt. Dieser Versuch wurde dreimal unabhangig durchgefiihrt. Pro Versuch
wurden je 3 Blatter licht- bzw. fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Dabei wurden jeweils mindestens 100 Interak-
tionsstellen kategorisiert und die Ergebnisse der Einzelversuche zusammengefasst. Angezeigt sind Mittelwerte und
Standardfehler (B). Statistisch signifikante Unterschiede sind mit * (t-Test, 95 % Vertrauensbereich) oder # (Mann-
Whitney-Rangsummentest, 95 % Vertrauensbereich) dargestellt.

Durch die mikroskopische Analyse der Interaktionen von Amoheg16-Mutanten mit der Gers-
tensorte Vada (graue Balken) bzw. von dem korrespondierenden Wildtyp mit der Gerstensorte
Vada (weif3e Balken) stellte sich heraus, dass teilweise signifikante Unterschiede zwischen bei-
den Interaktionen zu bobachten waren. Dies dufierte sich, indem Interaktionsstellen zwischen
den Transformanden und Vada haufiger den Kategorien ,Appressorium“ und ,Papil-
le“zuzuordnen waren, als Interaktionsstellen zwischen dem Wildtyp und Vada. Das bedeutet
weiterhin, dass die Transformanden weniger haufig in die Wirtzellen eindringen konnten, da sie
entsprechend haufiger nicht penetrieren konnten oder durch eine Papille gestoppt wurden. Im
Fall der Klone 1 und 3 war hier in der Kategorie ,Appressorium“ sogar ein signifikanter Unter-
schied zum Wildtyp zu verzeichnen. In den Kategorien ,Fluoreszierende Epidermiszelle” und
sInvasive Hyphen“ konnten keine Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den Transformanden
beobachtet werden. In der Kategorie ,Kollabiertes Mesophyll“ dagegen unterschieden sich alle
drei untersuchten Transformanden signifikant vom Wildtyp indem zu dem untersuchten Zeit-
punkt in der Interaktion zwischen dem Wildtyp und Vada signifikant mehr kollabiertes Meso-
phyll zu beobachten war als in der Interaktion zwischen den drei KO-Mutanten und Vada. D.h.

der Wildtyp konnte das Mesophyll der Wirtpflanze schneller kolonisieren als die Mutanten. So
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scheint es eine Einschrankung fiir M. oryzae zu sein, wenn der MoHEG16 Lokus und damit
MoHEG16 fehlt, da KO-Mutanten weniger haufig in die Epidermiszellen oder Mesophyllzellen

des Wirtes eindringen konnten.

Fir die statistische Auswertung wurden die Ergebnisse aller drei unabhédngigen Versuche zu
72 h p.i. zusammengenommen und alle drei Klone im Vergleich zu M. oryzae Isolat 70-15 (Wild-
typ) mittels t-Test oder Mann-Whitney-Rangsummentest (p>0,05, 95 % Vertrauensbereich)

ausgewertet.

3.2.3 Funktionale Analyse von MoHEG18

Bei der funktionalen Analyse von MoHEG18 wurde analog zu der Analyse von MoHEG16 verfah-
ren (s. 3.2.2). Nach der genotypischen Verifizierung wurden drei unabhdngige Klone ausgesucht
und in drei unabhangigen biologischen Replikaten der makroskopische und der mikroskopische
Phédnotyp ermittelt und jeweils mit dem des korrespondierenden Wildtyps (M. oryzae Isolat 70-

15) verglichen.

3.2.3.1 Genotypische Analyse der Amoheg18 KO-Mutanten

Die Ergebnisse beider PCRs zur Verifizierung des Amoheg18 Genotyps sind in Abbildung 8 dar-
gestellt (vgl. 3.2.2.1). Von allen 32 getesteten putativen Transformanden konnte das Produkt der
Kontroll-PCR, also mit fiir das Wildtypgen von PMK1 spezifischen Primern, amplifiziert werden
(Abbildung 11A). Weiterhin konnte das Produkt fiir das MoHEG18 Wildtypgen bei vielen geteste-
ten putativen Transformanden generiert werden, nicht jedoch bei fiinf Klonen, die daraufhin als
positive Transformanden angesehen wurden (Abbildung 11B). Als Positiv- bzw. Negativkontrol-
len (P+N) wurde bei den PCRs jeweils DNA des 70-15 Wildtyps oder ein das KO-Konstrukt ent-
haltenes Plasmid (pGem-TeasyKOHEG18) verwendet. Von den fiinf putativen Transformanden
wurden drei in einer phanotypischen Analyse mit drei unabhdngigen biologischen Replikaten
untersucht (Klone 12, 21 und 23, im Folgenden als Amoheg18-1, Amoheg18-2 und Amoheg18-3
bezeichnet, s. 3.2.3.2).
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Abbildung 11: PCR zur Verifizierung der Amoheg18 KO-Mutanten. Nach DNA-Extraktion von 30 putativen Trans-
formanden, wurde jeweils eine PCR auf die Wildtypgene des M. oryzae Isolats 70-15 PMK1 (A) und MoHEG18 (B)
durchgefiihrt. Die erste PCR diente dabei als Kontroll-PCR (Produkt besaf eine Gréfie von 337 bp), die zweite PCR der
Uberpriifung des Genotyps (Produkt besafi eine Gréfie von 1470 bp). Als Positiv- bzw. Negativkontrolle (P bzw. N)
wurde jeweils DNA des Wildtypisolats (70-15) bzw. ein das KO-Konstrukt enthaltenes Plasmid (pGem-
TeasyKOHEG18) als Template verwendet. Als Grofienmarker wurde der LadderMix der Firma Thermo Scientific ver-
wendet.

3.2.3.2 Phanotypische Analyse der Amoheg18 KO-Mutanten

Analog zu der Vorgehensweise bei den Amoheg16 Mutanten wurde zunachst die Gerstensorte
Vada mit allen drei unabhangigen 4moheg18 Mutanten bzw. dem korrespondierenden Wildtyp
inokuliert und die Interaktion in einer ersten Zeitreihe zu mehreren Zeitpunkten nach der In-
okulation (6, 24 und 72 h p.i.) licht- bzw. fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dabei stellte sich
heraus, dass zu 6 h p.i. zwei von drei KO-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp am Ende ihrer
Keimschlauche weniger Appressorien ausbildeten (nicht gezeigt). Zu den analysierten, spateren
Zeitpunkten, 24 und 72 h p.i. waren wiederum keine signifikanten Unterschiede mehr zu be-
obachten. Aus diesem Grund wurden bei der Analyse der Amoheg18 Mutanten in den folgenden
beiden unabhangigen biologischen Replikaten die frithe Interaktionsphase (4-6 h p.i.) bertck-
sichtigt.

Bei der ausschliefilich lichtmikroskopischen Auswertung dieser Zeitpunkte wurden die Interak-
tionsstellen zwischen Pathogen und Wirtzelle in folgende verschiedene Kategorien eingeteilt

(Abbildung 12):

1. oKS (ohne Keimschlauch): Spore war nicht ausgekeimt.

2. KS (Keimschlauch): Spore war mit Keimschlauch ausgekeimt.

3. imApp (unreifes Appressorium): Ein Appressorium begann sich am Ende des Keim-
schlauches auszudifferenzieren, es war noch nicht melanisiert.

4. App (Appressorium): Ein melanisiertes Appressorium hatte sich ausdifferenziert.
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Abbildung 12: Kategorien zur lichtmikroskopischen Auswertung der Interaktion zwischen M. oryzae (Isolat
70-15 Wildtyp bzw. Amoheg18) und der Gerstensorte Vada. Wahrend der Interaktion zwischen M. oryzae und der
Gerstensorte Vada waren zu 4-6 h p.i. Interaktionsstellen in typische Kategorien einzuteilen. Unterschieden wurde
zwischen einer noch nicht ausgekeimten Konidiospore (Ko)(A), einer Konidiospore mit Keimschlauch (Ks)(B), einer
Konidiospore mit Keimschlauch und noch unreifem, nicht melanisiertem Appressorium (imApp) (C) und einer Ko-
nidiospore mit Keimschlauch und reifem, melanisiertem Appressorium (App) (D). Skalierungsbalken reprédsentieren
jeweils 50 pm.

Auf makroskopischer Ebene liefd sich, dhnlich dem makroskopischen Eindruck der Amoheg16
Mutanten (3.2.2.2), keine Abweichung zwischen dem von Mutanten oder korrespondierendem

Wildtyp (M. oryzae Isolat 70-15) verursachten Infektionsbild bemerken (s. Abbildung 13A).

Nach insgesamt drei mikroskopischen Analysen der frithen Interaktionsphase (4-6 h p.i.) zwi-
schen Amoheg18 Mutanten bzw. korrespondierendem Wildtyp der Gerstensorte Vada, konnte
lediglich die Tendenz eines Phanotyps der Amoheg18 Mutanten mit verspateter Appressorien-
bildung im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden. Wurden die Ergebnisse aller drei Repli-
kate zusammengefasst und prozentuale Anteile der Interaktionsstellen zwischen den KO-
Mutanten und Vada mit denen zwischen Wildtyp und Vada verglichen (s. Abbildung 13B), zeigte
sich keine signifikante Verdnderung des Phanotyps mittels t-Test oder Mann-Whitney-
Rangsummentest (p>0,05, 95 % Vertrauensbereich). Der zu beobachtende Phinotyp zweier
Amoheg18 Mutanten im ersten Replikat schien demnach durch andere, moglicherweise experi-
mentell bedingte, Faktoren begiinstigt. Die Kausalitdt zwischen Genotyp und Phanotyp der
Amoheg18 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp kann hier demnach nicht durch eine statistische
Signifikanz gestarkt werden. Es konnte lediglich eine Tendenz beobachtet werden, deren Effekt
durch zeitlich bedingte Entwicklung des Pilzes ausgeglichen werden konnte, da auch im ersten
Replikat zu den analysierten spateren Zeitpunkten eine signifikanten Unterschiede zwischen

Amoheg18 Mutanten und korrespondierendem Wildtyp beobachtet werden konnten.
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Abbildung 13: Makroskopische und mikroskopische Analyse des Phinotyps von Amoheg18 wihrend der In-
teraktion mit der Gerstensorte Vada. Gerstenpflanzen der Sorte Vada wurden mit Sporen des M. oryzae Isolat 70-
15 (Wildtyp) bzw. mit Sporen dreier unabhangiger Amoheg18-Mutanten (250.000 Sporen/mL) inokuliert. Nach 96 h
p.i. wurde der Infektionsphdnotyp makroskopisch bestimmt (A). Fiir die mikroskopische Analyse wurden zu 4-6 h p.i.
jeweils Primarblatter geerntet und entfarbt. Dieser Versuch wurde dreimal unabhéangig durchgefiihrt. Pro Versuch
wurden je 3 Blatter licht- bzw. fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Dabei wurden jeweils mindestens 100 Interak-
tionsstellen kategorisiert und die Ergebnisse der Einzelversuche zusammengefasst. Angezeigt sind Mittelwerte und
Standardfehler (B). Statistisch signifikante Unterschiede waren durch t-Test (95 % Vertrauensbereich) oder Mann-
Whitney-Rangsummentest (95 % Vertrauensbereich) nicht zu ermitteln (s.Text).



3 Ergebnisse 67

3.3 Der Einfluss von MoHEGs auf MoNLP vermittelten Zelltod

Die direkte funktionale Analyse von Effektorgenen bei filamentdsen Pilzen stellt immer noch
eine besondere Herausforderung dar. Dies ist insbesondere der Fall, wenn Funktionen verschie-
dener Effektoren innerhalb eines Effektorrepertoires redundant sind (s. 1.4.1) und die oftmals

hohe Anzahl an Kandidatengenen die genaue funktionale Analyse sehr zeitaufwandig macht.

Hinweise auf Funktionen von Effektorkandidaten konnen so genannte Zelltodassays geben
(Wang et al, 2011; Kleemann et al, 2012). Diese werden transient in den Modellpflanzen
N. benthamiana oder A. thaliana durchgefiihrt. Hierbei wird durch transiente Uberexpression
des zu untersuchenden Effektorgens in N. benthamiana bestimmt, ob der Effektor selbst eine
Nekrose induzierende Wirkung besitzt. Entsprechend wurde eine putative Zelltod induzierende
Wirkung fiir die Spaten MoHEGs untersucht. Eine solche Funktion eines MoHEGs konnte fiir die
Einleitung oder Aufrechterhaltung der nekrotrophen Phase des Lebenszyklus von M. oryzae

wichtig sein.

Zusatzlich kann durch Co-Uberexpression eines zu analysierende Effektorgens und eines be-
kannten Zelltodinduktorgens, der Einfluss des Effektors auf das durch den Zelltodinduktor indu-
zierte Zelltodprogramm untersucht werden. Dadurch wird der Frage nachgegangen, ob der Ef-
fektor eine supprimierende Wirkung auf das spezifisch induzierte Zelltodprogramm besitzt. In
der vorliegenden Arbeit wurde entsprechend der Einfluss der MoHEGs auf den durch Mag-
naporthe-spezifische Zelltodinduktoren verursachten Zelltod in N. benthamiana analysiert. Eine
solche Funktion eines MoHEGs konnte der Aufrechterhaltung der biotrophen Interaktionsphase

im Lebenszyklus von M. oryzae dienen.

Fiir die Etablierung eines solchen Zelltodassays, mussten zunachst Magnaporthe-spezifische

Zelltodinduktoren identifiziert, d.h. ihre Funktion als solche, untersucht werden.

3.3.1 Untersuchung von Magnaporthe-spezifischen Zelltodinduktoren

NLPs (engl. Nep1 [Necrosis- and Ethylene-inducing Protein1]-Like Proteins) induzieren einen
spezifischen Zelltod in zweikeimblattrigen Pflanzen (Bailey, 1995). In einer Studie von
Kleemann et al. (2012) wurden NLPs bereits erfolgreich in einem Zelltodassay genutzt und ein
Effektor mit Zelltod supprimierender Wirkung aus C. higginsianum identifiziert (ChEC3, Ef-
fektorkandidat 3 aus C. higginsianum, engl. C. higginsianum effector candidate 3). Auch M. oryzae
besitzt vier NLP Gene (Gijzen and Niirnberger, 2006). Aus diesem Grund schien auch die Ver-

wendung der MoNLPs in einem entsprechenden Zelltodassay fiir MoHEGs interessant. Ob MoN-
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LPs eine cytotoxische Wirkung in N. benthamiana zeigen, war noch nicht bekannt und musste

vor der Etablierung des Zelltodassays untersucht werden.

MoNLP1 AR GA I MBSWRHMPLIEMS P - - SPGMG -IREAYAINY | ITWLDDV - - - - - - NSANA
MoNLP2 NEWCV F LED YRAF EL@IV A LP Y LP QVGLEIRGEIANWMIH VAV FVEGG - - - - - = - - - - D
MoONLP3 REEWCAY IMA YRAFPLEIV G - - - - - GGLRIRLEIAAIH VAVWTKAGK INGDGSYGDE
MoNLP4 QK L C IMESWRIMPIEMQO PR - SDT IIGAQIRGEAYAIN | VVCTD - - - - - = - - - PTMT
ChNLP1 NEAYA IMEES YRIMPLEMS P - -ATG UG -RITREAMAIN | VVWLS -A - - - - - - ASESA

Abbildung 14: Proteinsequenzen der MoNLPs und ChNLP. Dargestellt ist ein Alignment der Proteinsequenzen der
MoNLPs und ChNLP1 im Bereich des fiir NLPs charakteristischen Heptapeptidmotiv. Allen Sequenzen gemeinsame
Aminosduren sind schwarz hinterlegt. Angewendet wurde ein ClustalW Alignment mit dem Programm BioEdit.

In Abbildung 14 sind die Sequenzen der vier verschiedenen M. oryzae NLPs (MoNLPs) im Be-
reich des in NLPs stark konservierten Heptapeptidmotivs GHRHDWE dargestellt. Das Heptapep-
tid ist Teil der NPP1 (engl. Necrosis-inducing Phytophthora Protein 1) Doméane (Pfam PF05630)
(Fellbrich et al,, 2002), welche Mitglieder der NLP Familie kennzeichnet und fiir die biolog. Akti-
vitat von NLPs erforderlich ist (Ottmann et al., 2009). MoNLP1 wurde hier dem Magnaporthe
Gen MGG_08454 zugeordnet, MoNLP4 entsprechend MGG_10532, MoNLP2 entsprechend
MGG_00401 und MoNLP3 entsprechend MGG_02332. MoNLP1 und MoNLP4 werden den so ge-
nannten Typl NLPs zugeordnet, MONLP2 und MoNLP3 dagegen den Typ2 NLPs (Gijzen and
Niirnberger, 2006). Typ1 und Typ2 NLPs unterscheiden sich in der Anzahl an Cysteinresten in-
nerhalb der NPP1 Domaéne. Zusétzlich ist das ChNLPlaus Colletotrichum higginsianum aufge-
fiihrt, das bereits im Zusammenhang mit einem dhnlichen Zelltodassay beschrieben wurde
(Kleemann et al., 2012). Aus diesem Grund wurde es fiir die Ermittlung der Zelltod induzieren-
den Wirkung der MoNLPs als Positivkontrolle fiir Zelltodinduktion verwendet (siehe 3.3.1.1).
Alle aufgefiihrten NLPs besitzen zudem ein Signalpeptid, was auf eine extrazellulare Funktion

hindeutet (nicht gezeigt).

3.3.1.1 Untersuchung der Zelltod induzierenden Wirkung der MoNLPs

Zur Ermittlung der Zelltod induzierenden Wirkung der MoNLPs wurde ein transientes Expressi-
onssystem in N. benthamiana verwendet. Genauer gesagt handelte es sich hierbei um Agrobakte-
rium tumefaciens vermittelte transiente Transformation (ATMT, engl. Agrobakterium Tumefa-
ciens-Mediated transient Transformation), bei der die A. tumefaciens (A.t.) Losung in die Unter-
seite der N. benthamiana Blatter infiltriert wurde. Als Kontrollen wurde Konstrukte, die fiir
ChNLP1 oder YFP (engl. Yellow Fluorescent Protein) kodierten, verwendet. Da ChNLP1 Zelltod
in N. benthamiana induziert, diente es hier als Positivkontrollen fiir Zelltodinduktion und da fiir

YFP keine Zelltod induzierende Wirkung bekannt ist, diente es hier als Negativkontrolle fiir Zell-
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todinduktion. Zellen von A. tumefaciens, welche Konstrukte fiir die Expression der Kontrollpro-
teine enthielten, wurden jeweils in die eine Blatthilfte, entsprechende Zellen mit Konstrukten

fiir das zu untersuchende MoNLP, in die andere Blatthélfte infiltriert (siehe Abbildung 15A).
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Abbildung 15: Analyse der Zelltod induzierenden Wirkung der MoNLPs durch Agrobacterium tumefaciens
(A.t.) vermittelte transiente Transformation. A.t. Hauptkulturen wurden mit einer OD von 0,5 in die Blattunterseite
5-6 Wochen alter N. benthamiana Pflanzen infiltriert und die Nekroseninduktion nach 6 Tagen ausgewertet. A.t. Kul-
turen trugen jeweils ein Konstrukt, das fiir ein MoNLP, ein Kontrollprotein oder ChEC3 kodierte. Als Kontrollproteine
fungierten YFP (Protein ohne Zelltod induzierende Wirkung, Negativkontrolle) oder ChNLP1 (NLP mit Zelltod indu-
zierender Wirkung aus C. higginsianum, Positivkontrolle). Das Effektorprotein ChEC3 supprimiert ChNLP vermittelten
Zelltod, weshalb eine Co-Infiltration der A.t. Kulturen mit Konstrukten fiir ChNLP oder ChEC3, eine Kontrolle fiir Zell-
todunterdriickung (Positivkontrolle) darstellte. A.t. Kulturen, die Konstrukte fiir MoNLP oder ein Kontrollprotein
trugen wurden jeweils einzeln (A) oder zu gleichen Teilen mit der A.t. Kultur, die das Konstrukt fiir ChEC3 trug, ge-
mischt (B). Ein positives Ergebnis des Tests (Zelltodinduktion oder Zelltodunterdriickung) ist mit weifder Schrift, ein
negatives Ergebnis (keine Zelltodinduktion oder keine Zelltodunterdriickung) mit schwarzer Schrift gekennzeichnet.

Die Bildung von Nekrosen wurde nach 6 Tagen ausgewertet und aufderte sich durch braunes,

trocken und briichig gewordenes Blattmaterial. Eine Zelltod induzierende Wirkung konnte fiir
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MoNLP1, MoNLP4 und MoNLP2 ermittelt werden, fiir MoNLP3 im Gegensatz dazu keine. In der
Abbildung wird die Induktion einer Nekrose durch weifde Schrift, keine Nekroseinduktion mit

schwarzer Schrift hervorgehoben.

Nachdem drei Zelltod induzierende MoNLPs ermittelt werden konnten, wurde im nachsten
Schritt untersucht, ob dieser Zelltod sich durch ChEC3 (C. higginsianum effector candidate 3)
unterdriicken lief3. Bei ChEC3 handelt es sich um einen Effektor aus C. higginsianum , einem
ebenfalls hemibiotrophen Ascomyceten, der in der Lage ist NLP vermittelten Zelltod zu suppri-
mieren (Kleemann et al.,, 2012). Hier sollte entsprechend ermittelt werden, ob das induzierte
Zelltodprogramm der MoNLPs dhnlich dem des ChNLP1 einzuschdtzen war. A. t. Kulturen mit
Konstrukten fiir jeweils ChNLP1 und ChEC3 wurden in die eine Blatthalfte und A. t. Kulturen mit
Konstrukten fiir jeweils MoNLP und ChEC3 in die andere Blatthalfte co-infiltriert (s. Abbildung
15B). Die Co-Infiltration von ChNLP1und ChEC3 diente dabei als Positivkontrolle fiir Unterdrii-
ckung von NLP vermitteltem Zelltod. Das Ergebnis des Experiments zeigte, dass die Wirkung
aller in N. benthamiana Nekrose induzierenden NLPs durch ChEC3 supprimiert werden konnte.
Beim Effekt der Zelltodunterdriickung wurde dies in der Abbildung mit weif3er Schrift hervor-

gehoben.

3.3.1.2 Expression von MoNLPs wahrend der Wirtinteraktion mit Gerste

Um der Frage nachzugehen, ob MoNLPs in die Pathogenese von M. oryzae funktional involviert
sein konnten, wurde ihre Expression wahrend der Pathogen-Wirt-Interaktion mit Gerste unter-
sucht. Da MoNLP1 unter den 157 Effektorkandidaten (Rhoda Delventhal, Dissertation, 2015)
gefunden werden konnte (s. 3.1.1), gab es bereits Hinweise auf die Induktion dieses MoNLPs

wahrend der Wirtinteraktion.

Fiir die Expressionsanalyse wurde eine RT-qPCR Analyse mit cDNA aus mit M. oryzae inokulier-
ten Epidermisproben durchgefiihrt (Abbildung 16). Die Expressionsanalyse ist relativ zu dem
konstitutiv exprimierten Magnaporthe aTubulin dargestellt. Es wurde ermittelt, dass ausschlief3-
lich die Typl NLPs (MoNLP1 und MoNLP4) wahrend der M. oryzae-Gerste-Interaktion expri-
miert werden. Dabei ist ein Expressionsmaximum zu 48 h p.i. zu beobachten, wenn der Pilz sich
von der primdr infizierten Zelle ausgehend weiter ausbreitet und die erste kolonisierte Zelle
abstirbt. Ein zweiter Expressionspeak ist zu 96 h p.i. zu beobachten. Zu diesem Zeitpunkt ist die
nekrotrophe Phase des M. oryzae Lebenszyklus eingeleitet, d.h. das Pathogen totet die Wirtzellen

ab und es bilden sich Symptome mit neuen Konidien aus.
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Abbildung 16: Expressionsprofile von MoNLP1 und MoNLP4. Gerstenpflanzen der Sorte Ingrid wurden mit dem
M. oryzae Wirtisolat TH6772 inokuliert (750.000 Sporen/mL) und die Epidermis von ca. 10-20 Primérbléttern nach 0,
6,12, 24,48, 72 und 96 h p.i. geerntet. Die Pilzentwicklung ist im zeitlichen Verlauf durch einen Zeitstrahl angedeutet.
Nach Extraktion der RNA und anschliefSender cDNA-Synthese, wurden die Transkriptabundanzen von MoNLP1 und
MoNLP4 relativ zu dem konstitutiven exprimierten Gen aTubulin mit Hilfe gen-spezifischer Primer durch RT-qPCR
bestimmt. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung zweier technischer Replikate. Transkripta-
bundanzanalysen zu den MoNLPs wurden in einem unabhangigen biologischen Replikat mit einer kiirzeren Zeitreihe
(6-48 h p.i.) mit dhnlichem Ergebnis durchgefiihrt.

3.3.2 Zelltodassay mit MoHEGs

Nachdem eine Zelltod induzierende Wirkung fiir MoNLP1, MoNLP2Z und MoNLP4 in
N. benthamiana ermittelt wurde und somit Magnaporthe-spezifische Zelltodinduktoren identifi-
ziert werden konnten, sollten MoHEGs in einem Zelltodassay in N. benthamiana auf eine diesen
Zelltod supprimierende Wirkung untersucht werden. Dies wiirde auf einen dhnlichen Wirkme-

chanismus wie den von ChEC3 hindeuten.

Dartiber hinaus sollte eine Zelltod induzierende Wirkung der Spaten MoHEGs untersucht wer-
den. Die Studien zu einer putativen Zelltod induzierenden oder unterdriickenden Wirkung von
Spaten MoHEGs wurden im Rahmen einer von mir betreuten Bachelorarbeit (Philipp M. Ber-

tram, 2014) durchgefiihrt.

3.3.2.1 Zelltod unterdriickende Wirkung von Friihen MoHEGs

Auf Grund ihres Expressionsmaximums in der frithen Phase des Lebenszyklus von M. oryzae,
wurde eine putative Rolle der Frithen MoHEGs in Zusammenhang mit der Etablierung oder Auf-
rechterhaltung dieser biotrophen Phase untersucht. Da das Pathogen in dieser Phase auf leben-
des Wirtgewebe angewiesen ist, wurden die Frithen MoHEGs im ersten Teil des Zelltodassays

auf die Fahigkeit hin untersucht Zelltod, hier den MoNLP1 vermittelten Zelltod, zu supprimieren.
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Eine potenzielle Zelltod induzierende Wirkung wurde fiir die Frithen MoHEGs entsprechend

nicht untersucht.

Fiir die Untersuchung einer Zelltod unterdriickenden Wirkung der Frithen MoNLPs wurden
A. tumefaciens (A.t) Kulturen mit Konstrukten fiir MoNLP1 und jeweils MoHEG5, MoHEG?7,
MoHEG16 oder MoHEG18 zu gleichen Teilen gemischt und in eine Blatthalfte co-infiltriert. Zu-
satzlich wurden jeweils Kulturen mit Konstrukten fiir eine Negativ- oder eine Positivkontrolle,
d.h. MoNLP1 + YFP fiir keine Zelltodunterdriickung oder MoNLP1 + ChEC3 fiir Zelltodunterdrti-
ckung (s. 3.3.1.1), in die andere Blatthilfte co-infiltriert. Durch diese gleichzeitige Expression
von einer Kontrolle und einer Probe, sollten physiologische Unterschiede zwischen einzelnen
Blattern beriicksichtigt werden. Beispielhaft sind hier die Ergebnisse flir MOHEGS und MoHEG7
gezeigt (Abbildung 17). Fiir die anderen Frithen MoHEGs wurden dhnliche Ergebnisse erhalten
(nicht gezeigt). Es konnte in keinem Fall eine Zelltod unterdriickende Wirkung, dhnlich ChEC3,

fiir die untersuchten Frithen MoHEGs festgestellt werden.
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Abbildung 17: Zelltod unterdriickende Wirkung Frither MoHEGs. A.t. Hauptkulturen wurden auf eine OD von 0,5
eingestellt und in die Blattunterseite 5-6 Wochen alter N. benthamiana Pflanzen infiltriert. A.t. Kulturen, die das Kon-
strukt fiir MoNLP1 trugen, wurden dabei zu gleichen Teilen mit A.t. Kulturen, die das Konstrukt fiir ChEC3, YFP oder
ein Frithes MoHEG trugen, gemischt. Als Kontrollen fungierten hier entsprechend die Co-Infiltration von MoNLP1 und
ChEC3 (Zelltodunterdriickung, Positivkontrolle) oder die Co-Infiltration von MoNLP1 und YFP (keine Zelltodunter-
driickung, Negativkontrolle). (A) zeigt das Infiltrationsschema. (B) zeigt die Auswertung von MoHEG5 und MoHEG7
(exemplarisch dargestellt) nach 6 Tagen.

3.3.2.2 Zelltod induzierende Wirkung von Spaten MoHEGs

Zusatzlich zu den Frithen MoHEGs wurden 13 Spate MoHEGs in dem gleichen transienten Zell-
todassay auf ihre Fahigkeit hin untersucht den MoNLP vermittelten Zelltods in N. benthamiana
zu unterdriicken (Bertram, Bachelorarbeit, 2014). Zusatzlich sollte eine Zelltod induzierende

Wirkung der Spaten MoHEGs ihrerseits ermittelt werden, da auf Grund des Expressionsmaxi-
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mums in der spiteren biotrophen Interaktionsphase, unmittelbar vor dem Ubergang zur nek-

rotrophen Phase, eine Rolle in Zusammenhang mit Zelltodinduktion in Betracht gezogen wurde.

Fiir die Untersuchung einer putativen Zelltod induzierende Wirkung der Spaten MoHEGs wur-
den A.t Kulturen mit Konstrukten, die fiir MoHEGs kodieren, in die Unterseite von
N. benthamiana Blattern infiltriert. Um physiologische Unterschiede zwischen einzelnen Blattern
zu berticksichtigen, wurden jeweils Kulturen mit Konstrukten fiir eine Positiv- und eine Nega-
tivkontrolle fiir Zelltodinduktion in die eine Blatthélfte und Kulturen mit Konstrukten fiir die
MoHEGs in die andere Blatthélfte infiltriert (s. Abbildung 18A). Als Positivkontrolle fiir Zellto-
dinduktion wurde die transiente Expression von MoNLP1 verwendet, als Negativkontrolle die
entsprechende von YFP. Es wurden ausschlieflich Blatter ausgewertet, auf denen sowohl Posi-

tiv- als auch Negativkontrolle das erwartete Ergebnis erzielten (s. Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Zelltod induzierende Wirkung Spater MoHEGs. A.t. Hauptkulturen wurden auf eine OD von 0,5
eingestellt und in die Blattunterseite 5-6 Wochen alter N. benthamiana Pflanzen infiltriert. A.t. Kulturen trugen jeweils
ein Konstrukt fiir MoNLP1, YFP oder ein Spates MoHEG, wobei YFP als Negativkontrolle (Protein ohne Zelltod indu-
zierende Wirkung) und MoNLP1 als Positivkontrolle (NLP mit Zelltod induzierender Wirkung) fungierten. A.t. Kultu-
ren wurden jeweils einzeln infiltriert (A) und die Nekroseinduktion nach 6 Tagen ausgewertet (B). Infiltrationsstellen
wurden makroskopisch, als schwarz-weifd Fotografie und UV-Licht ausgewertet (C), wobei bei Letzterem Nekrosein-
duktion und YFP-Expression sichtbar wurden. Ergebnisse von MoHEG1, MoHEG2, MoHEG11, MoHEG13 und
MoHEG12 sind exemplarisch dargestellt. Daten und Fotos stammen aus der Bachelorarbeit von P.M. Bertram (2014).

Die Infiltrationsstellen wurden, zusatzlich zur Auswertung mit blofem Auge, unter UV-Licht
begutachtet, da nekrotische Lasionen Autofluoreszenz zeigen. Dies stellte eine zusatzliche und
sensible Kontrolle fiir Zelltodinduktion bei der Auswertung dar. Dariiber hinaus war auch die
Fluoreszenz von YFP zu erkennen, was darauf hindeutete, dass das transiente Expressionssys-
tem funktionierte (s. Abbildung 18C). Unter Beriicksichtigung beider Auswertungsmethoden
stellte sich heraus, dass keines der untersuchten MoHEGs eine Zelltod induzierende Wirkung

besafi.
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3.3.2.3 Zelltodunterdriickende Wirkung von Spiten MoHEGs

Nachdem keine Zelltod induzierende Wirkung fiir die Spaten MoHEGs selbst festgestellt werden
konnte, wurde im zweiten Teil des Zelltodassays die Fahigkeit der MoHEGs untersucht, MoNLP
vermittelten Zelltod zu supprimieren (Bertram, Bachelorarbeit, 2014). Dabei wurde wurden A. t.
Kulturen mit Konstrukten fiir jeweils MoNLP1 und den MoHEGs zu gleichen Teilen gemischt und
co-infiltriert. Auch hier wurden Positiv- und Negativkontrollen zusétzlich in jedes Blatt infiltriert
und nur solche Blatter ausgewertet, bei denen die Kontrollen das erwartete Ergebnis zeigten
(Abbildung 19A). Beispielhaft sind hier die Ergebnisse fiir MOHEGZ und MoHEG14 gezeigt. Auch
hier dienten als Positivkontrolle fiir erfolgreiche Zelltodunterdriickung die Co-Infiltration von
A. t. Kulturen mit Konstrukten fiir MoNLP1 und ChEC3 (s. 3.3.1.1). Als Negativkontrolle fiir keine
Zelltodunterdriickung diente die transiente Co-Expression von MoNLP1 und YFP, da fiir YFP

keine Zelltod unterdriickende Wirkung bekannt ist.

Bei der Auswertung des Assays stellte sich heraus, dass Infiltrationsstellen nicht in allen Fallen
eindeutig als Nekroseinduktion oder -unterdriickung gewertet werden konnten. Aus diesem
Grund wurde hier eine quantitative Auswertung gewahlt, bei der die Zuordnung der Infiltrati-
onsstellen zu beiden Kategorien (Nekroseinduktion oder -unterdriickung) berticksichtigt wur-
de. Diese Verteilung wurde schliefdlich prozentual aufgetragen (Abbildung 19B). Dabei wurden
ausschliefilich Blatter ausgewertet, bei denen Positiv- sowie Negativkontrolle eindeutig das er-
wartete Ergebnis aufwiesen. Die absolute Anzahl ausgewerteter Infiltrationsstellen unterschied
sich zwischen den einzelnen MoHEGs (Abbildung 19B, Zahlen innerhalb der Balken), da diese
entsprechend von einem eindeutigen Ergebnis von Positiv- und Negativkontrolle innerhalb ei-
nes Versuchsansatzes abhiangig waren. War der Anteil an auswertbaren Infiltrationsstellen in-
nerhalb eines Versuchsansatzes niedrig, wurden zusatzliche Replikate durchgefiihrt, um die
absolute Anzahl der Infiltrationsstellen zu erhéhen und so das Ergebnis zu festigen. Schwankun-
gen im Anteil nicht auswertbarer Blatter, also solcher, bei denen die Kontrollen nicht passend
ausgewertet werden konnten, wurden neben physiologischen Unterschieden, auch auf Unter-

schiede im transienten Expressionslevel zwischen den Versuchspflanzen zuriickgefiihrt.
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Abbildung 19: Zelltod unterdriickende Wirkung Spater MoHEGs. A.t. Hauptkulturen wurden auf eine OD von 0,5
eingestellt und in die Blattunterseite 5-6 Wochen alter N. benthamiana Pflanzen infiltriert. A.t. Kulturen, die das Kon-
strukt fiir MoNLP1 trugen, wurden dabei zu gleichen Teilen mit A.t. Kulturen, die das Konstrukt fiir ChEC3, YFP oder
ein Spates MoHEG trugen, gemischt. Als Kontrollen fungierten hier entsprechend die Co-Infiltration von MoNLP1 und
ChEC3 (Zelltodunterdriickung, Positivkontrolle) oder die Co-Infiltration von MoNLP1 und YFP (keine Zelltodunter-
driickung, Negativkontrolle). Die Nekroseinduktion wurde nach 6 Tagen ausgewertet. (A) Ergebnisse von MoHEG2
und MoHEG14 sind hier exemplarisch dargestellt. (B) Quantifizierung aller Infiltrationsstellen [%] der Zelltodunter-
driickung bzw. der Zelltodinduktion aller getesteten Spaten MoHEGs, wobei die Anzahl der ausgewerteten Infiltrati-
onsstellen jeweils angegeben ist. Weifie Sdule zeigt den Anteil an Zelltodunterdriickung (cd sup), graue Saule den
Anteil an Zelltodinduktion an (cd). (C) Das den MoNLP1 vermittelten Zelltod unterdriickende MoHEG13 wurde zu-
satzlich auf seine Fahigkeit hin untersucht den MoNLP2 und den MoNLP4 vermittelten Zelltod zu unterdriicken (In-
filtrationsschema wie unter (A) angegeben). Daten und Fotos stammen aus der Bachelorarbeit von P.M. Bertram
(2014).

Es stellte sich schliefdlich heraus, dass MoHEG13 als einziges Spates MoHEG in iiber 90 % der
Falle in der Lage war, MoNLP1 vermittelten Zelltod zu unterdriicken (Abbildung 19B). Aus die-
sem Grund wurde MoHEG13 zusatzlich zur transienten Co-Expression mit MoNLP1, mit MoNLP2
und MoNLP4 zusammen infiltriert. So konnte gezeigt werden, dass MoHEG13, zusétzlich zu dem
MoNLP1 vermittelten Zelltod, auch den MoNLP2 und MoNLP4 vermittelten Zelltod unterdriickte
(Abbildung 19C).
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3.4 Untersuchung von MoHEG-Orthologen in M. grisea

Orthologe Gene, die fiir putative Effektoren kodieren, konnen sich zwischen einzelnen Arten
unterscheiden. Dies konnte innerhalb unterschiedlichster phytopathogener Gattungen wie z. B
Fusarium oder Phytophthora gezeigt werden (Ma et al., 2010; Raffaele et al., 2010). Ahnliches
wurde fiir verschiedene Arten aus derselben Familie, wie der der Echten Mehltaupilze (Erysi-
phaceae) beobachtet (Spanu et al., 2010). Im Fall der Art M. oryzae wurden auch beim Vergleich
der Genome verschiedener Isolate deutlich, dass sich diese ebenfalls im Effektorrepertoire un-
terscheiden (Yoshida et al., 2009; Xue et al., 2012; Chen et al,, 2013a). Da die verglichenen Arten
oder Isolate jeweils mit verschiedenen Wirtpflanzen assoziiert sind, kann angenommen werden,
dass das Effektorrepertoire Pathogenitat und Wirtspektrum bestimmt, woraus folgt, dass Ver-
dnderungen in Effektorgenen die Anpassung an verschiedene Wirtpflanzen méglich machen

(Schulze-Lefert and Panstruga, 2011).

Um der Frage nachzugehen, ob Gene, die fiir die Effektorkandidaten (MoHEGs) kodieren in
M. grisea ebenfalls vorhanden oder verandert vorhanden sind, wurden die orthologen Gene
(MgHEGs), mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Thomas Kroj (INRA, Montpellier), identifi-
ziert. Da Isolate der Art Magnaporthe grisea mit der Wirtpflanze Digitaria assoziiert sind (Couch
and Kohn, 2002), konnen sie Wirtpflanzen von M. oryzae, wie Reis oder Gerste, nicht kolonisie-
ren (Zellerhoff et al, 2006). Aus diesem Grund wurden Transkriptabundanzanalysen der
MgHEGs in Infektionszeitreihen der immunsupprimierten Gerstensorte Nigrate durchgefiihrt
und deren Regulierung mit der der MoHEGs verglichen. Um Interaktion zwischen M. grisea und
Nigrate cytologisch zu tliberpriifen, wurde zunachst die Interaktion zwischen M. grisea und Digi-
taria sanguinalis mikroskopisch charakterisiert (Samantha Langer, Bachelorarbeit, 2012). Dar-
tiber hinaus war es moglich die orthologen MgNLPs, analog zu den MoNLPs, auf die Fahigkeit der

Nekroseinduktion in N. benthamiana zu untersuchen.

3.4.1 Cytologische Untersuchungen der Interaktion zwischen Magnaporthe und der Fin-
gerhirse (D. sanguinalis)

Zur ndheren Analyse von Wirt- und Nichtwirtinteraktion zwischen Digitaria und M. grisea (Iso-
lat BR29) bzw. M. oryzae (Isolat TH6772), wurde der Infektionsphanotyp dieser Interaktionen
nach Inokulation, in einer von mir betreuten Bachelorarbeit, zunichst makroskopisch bestimmt
(Abbildung 20A+B) und anschlieflend in einer Kinetik von 24, 48 und 72 h p.i. vergleichend mik-
roskopisch analysiert (Abbildung 20C) (S. Langer, Bachelorarbeit, 2012). Entsprechende Pflan-

zen wurden dazu mit Sporensuspension des jeweiligen Isolates (250.000 Sporen pro mL) inoku-
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liert und die Auspragung von Symptomen nach 4-5 Tagen dokumentiert. BR29 verursachte da-
bei bereits 72 h nach der Inokulation heftige Symptome auf Digitaria (Abbildung 20A), wobei
Blatter, die mit TH6772 inokuliert waren, auch noch 96 h nach Inokulation symptomfrei blieben

(Abbildung 20B).

Nach der makroskopischen Analyse wurde die Interaktion zwischen dem Wirtisolat BR29 bzw.
dem Nichtwirtisolat TH6772 und Digitaria mikroskopisch ausgewertet. Dazu wurden 24, 48 und
72 h nach Inokulation Blatter geerntet, entfarbt und durch Licht- bzw. Fluoreszenzmikroskopie
ausgewertet. Pro Blatt wurden mindestens 100 Interaktionsstellen ausgezahlt und kategorisiert.
Durch die Anwendung der Fluoreszenzmikroskopie wird Autofluoreszenz in Zellwandappositio-
nen oder der ganzen Zellwand sichtbar gemacht, dies deutet, wie schon in verschiedenen Verof-
fentlichungen angewendet, im ersten Fall auf die Bildung einer Papille oder im zweiten Fall auf
die Einleitung von programmiertem Zelltod hin (Koga, 1994; Jarosch et al, 1999; Faivre-
Rampant et al.,, 2008). Zur Auswertung wurden die folgenden sieben Kategorien gewahlt, welche

im Wesentlichen denen unter Abschnitt 3.2.2 entsprachen:

1. KS (Keimschlauch): Eine Spore war mit Keimschlauch ausgekeimt. Fluoreszenz war in
dieser Kategorie nicht zu beobachten.

2. App (Appressorium): Ein Appressorium hatte sich ausdifferenziert. Fluoreszenz war
auch in dieser Kategorie nicht zu beobachten.

3. Pap (Papille): Ein Appressorium hatte sich ausdifferenziert, unter dem eine Zellwand-
verstarkung (Papille) zu erkennen war. Diese konnte als Penetrationsbarriere fiir den
Pilz dienen und war je nach Auspragung auch lichtmikroskopisch erkennbar. Unter Auf-
lichtfluoreszenz fluoreszieren Papillen durch die Einlagerung phenolischer Verbindun-
gen und sind dadurch leichter zu erkennen.

4. HR (Hypersensitive Reaktion): Die sich unter einem Appressorium befindliche Epider-
miszelle fluoreszierte, was einen Indikator fiir das Einleiten eines programmierten Zell-
tod darstellt. Da der Pilz in der frithen Phase des Lebenszyklus auf lebendes Gewebe an-
gewiesen ist, sorgte eine solche so genannte Hypersensitive Reaktion fiir das Absterben
des Pathogens und wird somit als Abwehrreaktion bewertet.

5. PHR (Papille und Hypersensitive Reaktion): Ein Appressorium hatte sich ausdifferen-
ziert, unter dem eine fluoreszierende Zellwandverstarkung (Papille) zu erkennen war.
Zusatzlich fluoreszierte die, sich unter dem Appressorium befindliche, Epidermiszelle.
Dies deutete darauf hin, dass zusatzlich zu der gebildeten Papille eine hypersensitive Re-

aktion eingeleitet wurde.
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6. Glob (Globuldre Mesophyllzellen): Die sich unter einem Appressorium befindlichen Me-
sophyllzellen schienen rund und fluoreszierten. Der Pilz konnte das Mesopyhll des Blat-
tes erreichen, der resultierende Zelltod wurde durch Autofluoreszenz sichtbar, wobei die
Struktur der Zellen erhalten blieb. Auch diese Hypersensitive Reaktion wird hier als Ab-
wehrreaktion der Pflanzenzelle bewertet.

7. Col (Kollabierte Mesophyllzellen): Die sich unter einem Appressorium befindlichen Me-
sophyllzellen fluoreszierten und hatten dabei ihre natiirliche runde Form verloren, d.h.
sie waren kollabiert. Der Pilz konnte demnach das Mesophyll des Blattes kolonisieren,
wodurch die Struktur der Zellen nur noch in Form von fluoreszierenden Strichen er-

kennbar war.

Reprasentative Bilder der einzelnen Kategorien konnen in der Bachelorarbeit von S. Langer ein-
gesehen werden (2012). Bei der mikroskopischen Analyse wurde deutlich, dass nach 24 h p.i,, in
rund 70 % der Interaktionsstellen in der Wirt- und in ca. 60 % der Interaktionsstellen der
Nichtwirtinteraktion, Appressorien ausgepragt waren (Abbildung 20C). Das bedeutet, dass die
Entwicklung beider Isolate in Bezug auf Keimung und Appressorienbildung zunachst dhnlich
verlief. In der Wirtinteraktion stiegen schliefdlich zu 48 h p.i. die Anteile in den Kategorien an, die
Reaktionen innerhalb der Gewebsschichten (Epidermis und Mesophyll) betrafen. Die Anzahl an
Interaktionsstellen, die der Kategorie ,,Appressorium” zugeordnet werden konnten, verringerte
sich Uber den zeitlichen Verlauf, was darauf hindeutet, dass sich der Pilz iiber die Keimung und
Appressoriendifferenzierung hinaus entwickeln konnte. Im Gegensatz dazu ist zu erkennen, dass
sich der Anteil an Interaktionsstellen in der Nichtwirtinteraktion iiber die verschiedenen Zeit-
punkte kaum verdnderte. Das Nichtwirtisolat verblieb in der frithen Entwicklungsphase und
konnte kaum in die Epidermiszellen eindringen (ca. 2 % iiber alle Zeitpunkte). Kategorien, die
Reaktionen im Mesophyll betreffen, konnten entsprechend wahrend der Nichtwirtinteraktion
tiberhaupt nicht beobachtet werden. Die Kategorie ,,Appressorium” ist daher auch die am starks-

ten vertretene Kategorie in der Nichtwirtinteraktion zu allen Zeitpunkten.

Wahrend Gerstenpflanzen der Sorte Ingrid sowohl in Wirt- als auch in der Nichtwirtinteraktion
mit Magnaporthe einen relativ hohen Anteil von tiber 60 % Papillen ausbilden (Jarosch et al,,
1999; Zellerhoff et al., 2006), ist der Anteil an Papillen, den Digitaria ausbildet, mit rund 10-
20 % sehr viel geringer. Jedoch blieb der Anteil an Papillen, der wahrend beiden Interaktionsty-
pen ausgebildet wurde, liber alle Zeitpunkte relativ unverandert. Das deutet darauf hin, dass
Papillen, die gebildet wurden, den Pilz effektiv eingrenzten. Eine Ausnahme dazu ist der Anstieg
des Anteils der Kategorie ,Papille” zu 72 h p.i. in der Nichtwirtinteraktion. Hier schien der Pilz

nach langer Penetrationsphase doch noch die Papillenbildung zu induzieren. Ahnlich verhielt es
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sich mit der Kategorie ,Hypersensitive Reaktion®“. Auch hier dnderte sich der Anteil an Interakti-
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Abbildung 20: Makroskopische und mikroskopische Analyse der Interaktion zwischen Digitaria sanguinalis
und dem M. oryzae Isolat TH6772 bzw. dem M. grisea Isolat BR29. D. sanguinalis Pflanzen wurden mit Sporen des
M. oryzae Isolat TH6772 bzw. Sporen des M. grisea Isolat BR29 (250.000 Sporen/mL) inokuliert. Nach 72 h p.. fir
BR29 (A) und nach 96 h p.i. fiir TH6772 (B) wurde der Infektionsphanotyp von D. sanguinalis bestimmt. Fiir die mik-
roskopische Analyse wurden zu 24, 48 und 72 h p.i. jeweils Blatter geerntet und entfarbt. Pro Interaktion und Zeit-
punkt wurden je 3 Blatter licht- bzw. fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Dabei wurden jeweils mindestens 100
Interaktionsstellen kategorisiert (C). Angezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen, statistisch signifikante
Unterschiede sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (t-Test, p<0,05, 95 % Vertrauensbereich). Dieser
Versuch wurde in drei unabhéngigen biologischen Replikaten mit dhnlichem Ergebnis durchgefiihrt. Daten stammen
aus der Bachelorarbeit von S. Langer (2012).
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3.4.2 Analyse von Effektorkandidaten aus M. grisea Isolat BR29

Durch die Resequenzierung verschiedener Magnaporthe Isolate am INRA (Montpellier, unverof-
fentlicht), war es mdglich, orthologe Sequenzen zu den MoHEGs innerhalb des Genoms des
M. grisea Isolates BR29 zu bestimmen. Dabei stellte sich heraus, dass zu 14 der 18 MoHEGs or-
thologe MgHEGs existieren. Innerhalb der erhaltenen Sequenzen wurde zunichst der offene Le-
serahmen jedes MgHEGs identifiziert. Dies wurde mit Hilfe der Genvorhersage-Software von
©SoftBerry, Inc. (FGENESH) durchgefiihrt (Solovyev et al., 2006). Die Software bestimmte neben
Start- und Stoppcodon auch die potenziellen Introns und Exons
(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gfind).
Flir alle MgHEGs, aufier MgHEGS5 und MgHEG18, konnte eine mit Startcodon beginnende kodie-

rende Sequenz determiniert werden.

Anschliefend wurde eine Vorhersage iiber das Vorhandensein eines Signalpeptids durchgefiihrt.
Dies wurde mit der Software SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011) und WoLF PSORT (Horton et al.,
2007) bestimmt. Da fiir MgHEGS5 und MgHEG18 keine komplette mit Startcodon beginnende
Nukleotidsequenz identifiziert werden konnte, war es nicht verwunderlich, dass ebenfalls kein
Signalpeptid gefunden werden konnte. Fiir alle anderen MgHEGs konnte ein Signalpeptid be-
stimmt werden und bei der Analyse durch WoLF PSORT, wurden alle MgHEGs als ,extrazellular”
bestimmt. Die Sequenzen der Transkripte aller MgHEGs befinden sich im Anhang (s. Tabelle 7, S.
132).

Der Vergleich zwischen MgHEGs und korrespondierenden MoHEGs ist in Tabelle 6 dargestellt.
Die Tabelle enthilt neben der Anzahl an Aminosduren und Cysteinresten, die prozentuale Ahn-
lichkeit zu den MoHEGs. Diese ist bezogen auf Nukleotidsequenz, Aminosauresequenz und Ami-
nosauresequenz ohne Signalpeptide (reifes Protein) und wurde durch ein Global-Ref Alignment
der orthologen Gene bzw. Proteine mit der Software von Clone Manager (Version 8) durchge-
fithrt. Es wird deutlich, dass die Ahnlichkeit auf Nukleotidebene mit durchschnittlich 75,8 % am
grofdten ist. Vergleicht man die Zahlen zwischen dem Alignment auf Proteinebene mit und ohne

Signalpeptid, fallt auf, dass sie sich nur um einige wenige Prozent unterscheiden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Ahnlichkeiten auf der Ebene des reifen Proteins, zwischen
den orthologen HEGs stark variieren, sie belaufen sich zwischen 35 % bei HEG9 (sogar 15 %
beim Alignment der unvollstindigen Sequenz von HEG18) und 95 % bei HEG15. Im Gegensatz
dazu schwanken die Unterschiede zwischen den HEGs auf Nukleotidebene in einer kleineren
Spanne zwischen ca. 60-80 % (Ausnahme HEG18, jedoch handelt es sich hier um ein Alignment

mit unvollstandiger Sequenz).
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Tabelle 6: MgHEGs im Vergleich zum entsprechenden Ortholog aus M. oryzae (MoHEG).

MgHEG  AS (Cys)® Ahnlichkeit zu Ahnlichkeit zu Ahnlichkeit zu
a MoHEGs (Proteinle- = MoHEGs (Proteinle- MoHEGs (Nukleo-
vel) [%]¢ vel) ohne SP [%]¢ tidlevel) [%]e
1 102 (10) 54 56 65
2 102 (8) 70 67 77
3 119 (7) 53 48 72
4 220 (5) 69 69 78
5 [179 (5)]* - [66] [75]
7 209 (4) 79 81 83
8 204 (1) 61 59 72
9 135 (3) 42 35 59
12 147 (4) 46 38 57
14 171 (2) 90 90 88
15 101 (6) 95 95 92
16 149 (8) 77 77 85
17 100 (8) 79 81 82
18 [108 (5)]* - [15] [40]
©67,9 ©66,3 a75,8

*fortlaufende Nummer des MgHEGs

®Anzahl der Aminosauren des korrespondierenden Proteins inklusive der enthaltenen Cysteinreste

“Ahnlichkeit des MgHEGSs zu dem entsprechenden MoHEG [%)] auf Proteinebene

Ahnlichkeit des MQgHEGs zu dem entsprechenden MoHEG [%)] auf Ebene des reifen Proteins (Protein ohne Signalpeptid)
*Ahnlichkeit des MgHEGs zu dem entsprechenden MoHEG [%] auf Nukleotidebene

*Sequenzen von MoHEG5 und MoHEG18 waren im Bereich des N-Terminus unvollstdndig, weswegen die Werte in eckigen
Klammern dargestellt sind (weitere Erlauterung siehe Text).

Da, wie oben genannt, die Sequenzen von MgHEGS5 und MgHEG18 nicht vollstindig vorhanden
waren, wurde das Alignment auf Nukleotidebene entsprechend mit den unvollstidndigen Se-
quenzen durchgefiihrt. Aus diesem Grund sind die Ahnlichkeiten zwischen der Sequenz von
MgHEG5 und MgHEG18 und dem orthologen MoHEG in eckigen Klammern dargestellt. Auf Pro-
teinebene wurden nur die reifen MgHEGs, MgHEG5 und MgHEG18, mit den entsprechenden
MoHEG Sequenzen verglichen, da Sequenzinformation am N-Terminus der Proteine, und damit

das jeweilige Signalpeptid, fehlte.

3.4.2.1 Die Interaktion zwischen M. grisea Isolat BR29 und der Gerstensorte Nigrate

Im weiteren Verlauf des Projekts sollten Transkriptabundanzanalysen zu den MgHEGs wahrend
der Wirtinteraktion durchgefiihrt werden, um deren Regulierung mit der der MoHEGs zu ver-
gleichen. Die natiirliche Wirtpflanze des M. grisea Isolates BR29 ist D. sanguinalis, doch konnten
trotz der Moglichkeit die Epidermis separat von den darunter liegenden Gewebsschichten zu

ernten, Transkripte der MgHEGs in diesem Gewebe nur mit grofien Unregelmafiigkeiten detek-
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tiert werden (vgl. S. Langer, Bachelorarbeit, 2012). Aus diesem Grund wurde die Expression der
MgHEGs in BR29 wahrend der Interaktion mit einem japanischen, immunsupprimierten Gers-
tenkultivar (Nigrate) analysiert. Dazu wurden zunichst eine makroskopische sowie mikroskopi-
sche Untersuchungen durchgefiihrt, um die Kompatibilitat zwischen M. grisea Isolat und Gers-

tensorte zu Uberpriifen.
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Abbildung 21: Makroskopische und mikroskopische Analyse der Interaktion zwischen dem M. grisea Isolat
BR29 und der Gerstensorte Nigrate. Pflanzen der Gerstensorten Ingrid und Nigrate wurden mit Sporen des
M. grisea Isolat BR29 (250.000 Sporen/mL) inokuliert. Nach ca. 6 Tagen wurde der Infektionsphdnotyp von Ingrid (A)
und Nigrate (B) bestimmt. Fiir die mikroskopische Analyse der Interaktion zwischen M. grisea Isolat BR29 und Nigra-
te wurden zu 48 h p.i. jeweils 3 Priméarblatter geerntet und entfarbt. Pro Interaktion und Zeitpunkt wurden je 3 Blat-
ter licht- bzw. fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Dabei wurden jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen
kategorisiert (C). Dabei wurden die Kategorien ,Appressorium* (App), ,Papille” (Pap), ,Fluoreszierende Epidermiszel-
le (Fluo), ,Invasive Hyphen“ (IH) und ,Kollabiertes Mesophyll“ (Col) unterschieden. Angezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen. Der Versuch wurde einmal durchgefiihrt.

In Abbildung 21 A und B ist die makroskopische Analyse des Infektionsphdnotyps der Gerstens-
orten Ingrid und Nigrate nach Inokulation mit BR29 gezeigt. Wahrend auch nach einer Woche
auf der Gerstensorte Ingrid keine Blastsymptome vorhanden waren (A), konnte BR29 sich auf
der Sorte Nigrate etablieren und bereits nach 5 Tagen deutliche Symptome auspriagen (B). Es

handelt sich also bei der BR29-Nigrate-Interaktion um eine kompatible Interaktion.

Um diese Kompatibilitdt auch mikroskopisch zu zeigen, wurde die Interaktion zwischen BR29
und Nigrate zu 48 h p.i. quantitativ ausgewertet (C). Da invasive Hyphen (IH) in der Gerstensorte
Nigrate besonders deutlich zu erkennen sind, wurde innerhalb der zur quantitaiven Auswertung
verwendeten Kategorien unterschieden, ob invasive Hyphen vorhanden waren (mit IH) oder
nicht (ohne IH). Es wurden dhnlich zu der bereits beschriebenen mikroskopischen Auswertung,
die Kategorien ,Appressorium®, ,Papille”, ,Fluoreszierende Epidermiszelle“, ,Invasive Hyphen*
und ,Kollabiertes Mesophyll“ unterschieden (s. 3.2.2). Der sehr hohe Anteil invasiver Hyphen
von 90 % innerhalb der Kategorie ,Fluoreszierende Epidermiszelle“ lief? darauf schliefden, dass
Epidermisfluoreszenz in dieser Interaktion nicht als Kategorien zur Eingrenzung des Pathogens

(HR, vgl. 3.4.1, 4.) zu bewerten war, weshalb die Bezeichnung , Fluoreszierende Epidermiszelle”
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anstelle ,Hypersensitive Reaktion“ gewahlt wurde. Der Zelltod, der hier durch die Fluoreszenz
der Zellwand zu erkennen war, konnte den Pilz nicht eindiammen, sondern schien hier durch

diesen verursacht zu sein.

Auffallig in der Interaktion zwischen BR29 und Nigrate war der hohe Anteil an Papillen, welcher
fiir die Interaktion zwischen Gerste und Magnaporthe typisch zu sein scheint (s. Erlauterungen
in 3.4.1). Zum untersuchten Zeitpunkt 48 h p.i. war der Pilz dariiber hinaus bereits in das Gewe-
be hineingewachsen, was daran zu erkennen ist, dass sich bereits ein Anteil von jeweils {iber
20 % der Interaktionsstellen in Epidermis und Mesophyll befand. Es ist also auch auf mikrosko-
pischer Ebene festzustellen, dass es sich bei der Interaktion zwischen BR29 und Nigrate um eine
kompatible Interaktion handelt. Eine umfassendere cytologische Analyse der Interaktion zwi-
schen Nigrate und verschiedenen Magnaporthe Isolaten, wurde im Rahmen der Dissertation von

Rhoda Delventhal (2015) durchgefiihrt.

3.4.2.2 Transkriptabundanzanalysen der MgHEGs durch RT-qPCR

Die Transkriptabundanzanalysen der MgHEGs wurden wahrend der Interaktion zwischen BR29
und dem immunsupprimierten Gerstenkultivar Nigrate durchgefiihrt (s. 3.4.2.1). Da es moglich
war, die Epidermis der Gerstensorte Nigrate separat von den darunter liegenden Zellschichten
zu ernten, konnten die Transkriptabundanzanalysen der MgHEGs, analog zu denen der MoHEGs,
in epidermalem Gewebe durchgefiihrt werden. Es wurden auf der Basis der vorhergesagten

Gensequenzen (s. 3.4.2) RT-qPCR Primer designt.

Bei ndherer Betrachtung der Expressionsprofile der MgHEGs fiel auf, dass auch hier, analog zu
den MoHEGs, die maximalen Transkriptabundanzen in der biotrophen Phase des Lebenszyklus
zu detektieren waren. Entsprechend liefd sich auch hier zwischen Frithen und Spaten MgHEGs
(vor und wahrend der Penetration bzw. wihrend der Kolonisierung der Wirtpflanze) unter-
scheiden (s. Abbildung 22, weifde und schwarze Balken). MgHEGS, MgHEG7, MgHEG16, MgHEG17
und MgHEG18 kénnen zu den Frithen MgHEGs, alle anderen zu den Spaten MgHEGs gezahlt wer-
den. Interessanterweise entsprach dies genau den entsprechenden Frithen bzw. Spaten MoHEGs
und spricht dafiir, dass die Regulation der orthologen Gene in beiden Magnaporthe Arten dhnlich

ist (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 22: Erstellen von Expressionsprofilen der MgHEGs durch RT-qPCR. Gerstenpflanzen der Sorte Nigrate
wurden mit dem M. grisea Wirtisolat BR29 inokuliert (750.000 Sporen/mL) und die Epidermis von ca. 10-20 Primaér-
blattern nach 0, 6, 12, 24, 48 und 72 h p.i. geerntet. Die Pilzentwicklung ist im zeitlichen Verlauf durch einen Zeitstrahl
angedeutet. Nach Extraktion der RNA und anschlieflender cDNA-Synthese, wurden die Transkriptabundanzen der
MgHEGs relativ zu dem konstitutiven exprimierten Gen EF1la mit Hilfe gen-spezifischer Primer bestimmt. Weifde Sau-
len heben Frithe MgHEGs hervor, schwarze Sdulen stellen Spate MgHEGs dar. Fehlerbalken reprasentieren die Stan-
dardabweichung zweier technischer Replikate. Transkriptabundanzanalysen zu den MgHEGs wurden in einem unab-
hangigen biologischen Replikat mit einer kiirzeren Zeitreihe (6-48 h p.i.) mit dhnlichem Ergebnis durchgefiihrt.

Grundsatzlich ist allerdings zu bemerken, dass der Zeitpunkt der maximalen Transkripta-
bundanz, im Vergleich zu dem der MoHEGs, um einen Zeitpunkt nach vorn verschoben ist (vgl.
Abbildung 4). So haben die Frithen MgHEGs ihr Expressionsmaximum bereits unmittelbar nach
der Inokulation bzw. vor der Keimung erreicht (Ausnahmen MgHEG17) und die Spaten MgHEGs
ihr Transkriptionsmaximum nach 24 h, statt wie die MoHEGs nach 48 h p.i. erreicht. Eine Erkla-

rung hierfiir ist zum einen, dass es sich bei einer Pathogen-Wirt-Interaktion um ein biologisches
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System handelt, welches den natiirlichen Schwankungen der Pathogenese unterliegen kann.
Zum anderen jedoch zeigte das wiederholte Arbeiten mit M. grisea Isolat BR29, dass die Ent-
wicklung dieses Isolats in einer kompatiblen Interaktion schneller verlief als die Entwicklung
von M. oryzae Isolat TH6772 in einer kompatiblen Interaktion. So waren Blastsymptomen bei
BR29 generell 1-2 Tage frither zu beobachten als bei M. oryzae. Dies stellt auch den Grund dar,
warum die Kinetik der Expression der MgHEGs bereits nach 72 h p.i. statt nach 96 h p.i. endete.
Nach 72 h waren die Blatter bereits vollstindig kollabiert und damit die nekrotrophe Phase des
Lebenszyklus erreicht. Es ist entsprechend festzuhalten, dass diese Verschiebung in der Kinetik

beim direkten Vergleich der beiden Spezies den realen Entwicklungsbedingungen entsprach.

Beim Vergleich der Expressionsprofile der MgHEGs und der MoHEGs zeigten sich grof3e Ahnlich-
keiten. Ausnahme bilden hier nur MgHEG4 und MgHEG14. Diese beiden Gene sind in der Interak-
tion zwischen BR29 und Nigrate sehr spat hochreguliert. In der Interaktion zwischen TH6775
und Ingrid dagegen sind die entsprechenden MoHEGs MoHEG4 und MoHEG14 deutlich friiher
reguliert (vgl. Abbildung 4). Dies stellt den entsprechend umgekehrten Fall zur oben beschrie-

benen zeitlichen Verschiebung dar.
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Abbildung 23: Relative Transkriptakkumulation der MgHEGs in in vitro gekeimten Sporen. Konidien des
M. grisea Isolat BR29 wurden auf Glasplatten aufgespriiht und in einer Kammer mit 100 % Luftfeuchtigkeit 4 h kei-
men gelassen. Nach Extraktion der RNA und anschliefiender cDNA-Synthese, wurden mit Hilfe von RT-qPCR die Tran-
skriptabundanzen der MgHEGs relativ zu dem konstitutiven exprimierten Gen EF1a mit Hilfe Gen-spezifischer Primer
bestimmt. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung zweier technischer Replikate. RTA: relative Tran-
skriptabundanz. Daten stammen aus der Bachelorarbeit von S. Langer (2012). Von diesem Versuch wurden zwei
unabhéngige biologische Replikate mit dhnlichem Ergebnis durchgefiihrt.

Zusatzlich zu den Transkriptabundanzanalysen der MgHEGs wdahrend der Pathogen-Wirt-
Interaktion, wurde ihre Expression, analog zu 3.1.3.1, in invitro gekeimten Konidiosporen
durchgefiihrt. Auch hier sollte geklart werden, ob MgHEGs, besonders diejenigen mit frithem

Expressionsmaximum wahrend der Konidienkeimung, unabhdngig von der Gegenwart einer
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Wirtpflanze reguliert sind. Dazu wurden Konidien des Isolates BR29 in einer feuchten Kammer
auf Glasplatten gekeimt und 4 h vor Appressorienbildung geerntet. Bei der anschlief3enden Gen-
expressionsanalyse stellte sich heraus, dass auch hier ausschlieflich Transkripte der Frithen
MgHEGs, mit Ausnahme von MgHEG17 und MgHEG18, detektierbar waren (Abbildung 23). Spate

MgHEGs wurden entweder nicht detektiert (n.d.) oder mit geringem basalem Level.

Bei der in vitro Expressionsanalyse der MoHEGs (vgl. Abbildung 5) waren am meisten Transkrip-
te von MoHEG16 detektierbar. Im Fall der MgHEGs war MgHEG16 am geringsten exprimiert.
Dariiber hinaus waren in M. oryzae Isolat TH6772 wahrend der Keimung Transkripte von
MoHEG18 detektierbar. Transkripte von MgHEG18 waren dagegen bei der Keimung von BR29
nicht messbar. Das Expressionsmuster der orthologen HEGs unterscheidet sich entsprechend bei
der Keimung zwischen M. oryzae und M. grisea, jedoch kénnen Transkripte Spater HEGs in kei-
nem Fall detektiert werden. Ihre Expression der HEGs scheint entsprechend abhédngig von einem
spateren Entwicklungsstadium des Pilzes. Im Fall von HEG17 konnten sowohl bei M. oryzae als
auch bei M. grisea keine Transkripte wahrend in vitro Keimung detektiert werden. Dieses Friihe
HEG besitzt allerdings sein Expressionsmaximum sowohl in TH6772 als auch in BR29 jeweils bei

12 h p.i., was ein spateres Maximum als das der anderen Frithen HEGs darstellt.

3.4.3 Untersuchung der Zelltod induzierenden Wirkung von MgNLPs

Der Zugang zu Sequenzdaten des M. grisea Isolates BR29 mit freundlicher Unterstiitzung von Dr.
Thomas Kroj (INRA Montpellier), erlaubte der Frage nachzugehen, ob auch in dieser Mag-
naporthe-Art Orthologe zu den Genen der MoNLPs im Genom vorhanden waren und ob diese
dhnlich der MoNLPs eine Zelltod induzierende Eigenschaft besafden (vgl. 3.3.1.1). Zusatzlich
wurde analog zur Untersuchung der MoNLPs ebenfalls untersucht, ob ChEC3 den MgNLP vermit-
telten Zelltod supprimieren kann. Dies sollte ein Anhaltspunkt darauf sein, ob der Wirkmecha-
nismus der MgNLPs dem der bislang getesteten NLPs entsprach. Es konnte zu jedem MoNLP ein

orthologes Gen in M. grisea ermittelt werden.

Zur Ermittlung der Zelltod induzierenden Wirkung der MgNLPs wurde, analog zu den MoNLPs,
ein Agrobakterium tumefaciens vermitteltes, transientes Expressionssystem in N. benthamiana
verwendet (vgl. 3.3.1.1). Auch hier wurde als Kontrolle fiir Zelltodinduktion (Positivkontrolle)
das NLP aus C. higginsianum verwendet, das in diesem Testsystem eine starke Nekrose indu-
ziert. Als Kontrollprotein, das keine Nekrose induziert, diente wiederum ebenfalls YFP (Negativ-
kontrolle). Wiederum wurden A. tumefaciens, welche Konstrukte fiir Positiv- oder Negativkon-
trolle enthielten in die eine, A. tumefaciens, welche Konstrukte fiir das zu untersuchende MgNLP
enthielten, in die andere Blatthalfte infiltriert. Infiltrationsstellen wurden wiederum nach 6 Ta-

gen ausgewertet (s. Abbildung 24A).
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Abbildung 24: Analyse der Zelltod induzierenden Wirkung der MgNLPs durch Agrobacterium tumefaciens
(A.t.) vermittelte transiente Transformation. A.t. Hauptkulturen wurden mit einer OD von 0,5 in die Blattunterseite
5-6 Wochen alter N. benthamiana Pflanzen infiltriert und die Nekroseninduktion nach 6 Tagen ausgewertet. A.t. Kul-
turen trugen jeweils ein Konstrukt, das fiir ein MgNLP, ein Kontrollprotein oder ChEC3 kodierte. Als Kontrollproteine
fungierten YFP (Protein ohne Zelltod induzierende Wirkung, Negativkontrolle) oder ChNLP1 (NLP mit Zelltod indu-
zierender Wirkung aus C. higginsianum, Positivkontrolle). Das Effektorprotein ChEC3 supprimiert ChNLP vermittelten
Zelltod, weshalb eine Co-Infiltration der A.t. Kulturen, die jeweils ein Konstrukt, das fiir ChNLP oder ChEC3 kodierte,
enthielten, eine Kontrolle fiir Zelltodunterdriickung (Positivkontrolle) darstellte.

A.t. Kulturen, die Konstrukte fiir MoNLP oder ein Kontrollprotein trugen wurden jeweils einzeln (A) oder zu gleichen
Teilen mit der A.t. Kultur, die das Konstrukt fiir ChEC3 trug, gemischt (B). Ein positives Ergebnis des Tests (Zelltodin-
duktion oder Zelltodunterdriickung) ist mit weifSer Schrift, ein negatives Ergebnis (keine Zelltodinduktion oder keine
Zelltodunterdriickung) mit schwarzer Schrift gekennzeichnet. Der Versuch wurde einmal durchgefiihrt.

Es stellte sich heraus, dass die transiente Expression von MgNLP1 und MgNLP4 einen starken
lokalen Zelltod innerhalb des infiltrierten Bereichs induzierten. Durch Expression von MgNLP3
wurde ebenfalls eine Nekrose ausgelost, jedoch erschien diese schwécher bzw. ungleichmafiiger

und unregelméifdiger. MgNLP2 16ste im Gegensatz dazu in keinem Fall eine Nekrose aus. In der
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Abbildung 24 wird die Induktion einer Nekrose durch weifse Schrift, keine Nekroseinduktion mit

schwarzer Schrift hervorgehoben.

Im nachsten Schritt wurde die Wirkung von ChEC3 auf den MgNLP-vermittelten Zelltod unter-
sucht (Abbildung 24B). Dazu wurden, analog zum Vorgehen bei den MoNLPs, A. tumefaciens,
welche Konstrukte flir das zu untersuchende MgNLP trugen mit A. tumefaciens, welche Kon-
strukte fiir ChEC3 trugen co-infiltriert. Nach 6 Tagen wurde ausgewertet, ob sich eine Nekrose
ausbilden konnte oder nicht. Es stellte sich heraus, dass Nekrosen, die durch MgNLP1 oder
MgNLP4 induziert wurden nicht durch eine gleichzeitige Expression von ChEC3 unterdriickt
werden konnte. Im Gegensatz dazu wurde die Nekrose, dir durch MgNLP3 verursacht wurde,
durch ChEC3 supprimiert. Der Effekt der Zelltodunterdriickung wurde in der Abbildung mit

weifder Schrift hervorgehoben.

Beim Vergleich der Wirkung der MgNLPs mit der der MoNLPs, fillt auf, dass MoNLP2, im Gegen-
satz zu MgNLP2, Zelltod induziert. Umgekehrt jedoch 16st MoNLP3 keine Nekrose aus, MgNLP3
dagegen schon. Die Wirkung der Orthologen ist also entsprechend umgekehrt. Ein weiterer Un-
terschied zwischen dem MoNLP vermitteltem Zelltod und dem MgNLP vermitteltem Zelltod war,
dass sich der MoNLP vermittelte ausnahmslos von ChEC3 unterdriicken lasst. Die durch MgNLP1

und MgNLP4 induzierte Nekrose lief3 sich in keinem Fall von ChEC3 unterdriicken.
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3.5 MoNUDIX als potenzieller Pathogenitatsfaktor

NUDIX Hydrolasen katalysieren die Hydrolyse von organischen Pyrophosphaten, wie Nukleo-
siddiphosphat oder Nucleosidtriphosphat (McLennan, 2006). Ein charakteristisches Merkmal
aller NUDIX Hydrolasen ist die so genannte NUDIX Box (GxsExs[UA]xREx;EExGU), ein Bereich in
der Proteinsequenz, der mafdgeblich daran beteiligt ist essentielle zweiwertige Kationen zu bin-

den.

M. oryzae besitzt ein Homolog von CtNUDIX, ein fiir eine NUDIX Hydrolase kodierendes Gen aus
Colletotrichum truncatum, das unmittelbar vor dem Wechsel von biotropher zu nekrotropher
Phase exprimiert wird (Bhadauria et al., 2013). MoNUDIX entspricht dem Gen MGG_14156 des
Isolates 70-15 (Broad Institute, 6. Assembly) und liegt auf Chromosom VI an Position 4,644,433.
Desweiteren existiert in 70-15 ein Paralog (Genduplikat), MGG_14344, welches sich an nicht
bekannter Stelle innerhalb des M. oryzae Genoms befindet. Beide Gene besitzen kein Intron. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte der Frage nachgegangen werden, ob MoNUDIX analoge Funktionen
zu CtNUDIX besitzt und somit zu einer neu postulierten Effektorklasse hemibiotropher, pilzli-
cher und pilz-dhnlicher Phytopathogene zu zadhlen ist (Bhadauria et al.,, 2013). Interessanter-
weise wurde MoNUDIX unter den 157 Effektorkandidaten, als differenziell reguliert wahrend
der Interaktion zwischen dem M. oryzae Isolat TH6772 und Gerste, gefunden (Dissertation R.

Delventhal, 2015; siehe auch 3.1.1).

3.5.1 NUDIX Hydrolasen innerhalb der Gattung Magnaporthe

Auf Grund der Resequenzierung verschiedener Magnaporthe Isolate am INRA, Montpellier, war
es moglich, mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Thomas Kroj, Sequenzinformationen der
NUDIX Hydrolasen innerhalb der Gattung zu erhalten. Zu den resequenzierten Isolaten gehdrten
die Reisisolate FR13, Guy11, TH12, TH16 und PH14, welche der Art M. oryzae zugeordnet wer-
den, das mit der Gattung Setaria (Borstenhirse) assoziierte Pilzisolat US71, ein mit Eleusine (Fin-
gerhirse, engl. finger-millet) assoziiertes Isolat, CD156, weiterhin das mit Weizen assoziierte
Isolat BR32 und schliellich das mit Digitaria (Fingerhirse, engl. finger-grass oder crabgrass)

assoziierte Isolat BR29.

Interessanterweise stellte sich heraus, dass die Reisisolate, im Gegensatz zu 70-15, jeweils nur
ein NUDIX Gen ohne Duplikation besafien, dagegen konnten in den Isolaten, die mit Setaria oder
Eleusine assoziiert sind, jeweils zwei verschiedene NUDIX Gene gefunden werden. Das mit Wei-
zen assoziierte Isolat besafd keine NUDIX Hydrolase, das Isolat von Digitaria dagegen 2-4 NUDIX

Gene. Von diesen 2-4 Genen konnten allerdings nur zwei eindeutig den sekretierten NUDIX Hyd-
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rolasen zugeordnet werden BR2Z9NUDIX1 und BR29NUDIX2. Bei BR29NUDIX3 handelt es sich
moglicherweise um eine falsch annotierte oder nicht sekretierte NUDIX Hydrolase, was sich aus
dem Blast-P Alignment mit der Datenbank ergab. Das Gen BR2Z9NUDIX4 wurde durch den eben-
falls durchgefiihrten T-Blast-N identifiziert und besitzt eine homologe Region zu MoNUDIX, die-

ses Gen konnte aber nicht annotiert werden (Informationen T. Kroj).
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Abbildung 25: NUDIX Hydrolasen innerhalb der Gattung Pyricularia. Sequenzen der Pyricularia NUDIX Hydrola-
sen der Reisisolate 70-15, Guy11, TH12, FR13, TH16 und PH14, dem Setaria Isolat US71, dem Eleusine Isolat CD156
und dem Digitaria Isolat BR29, sowie die Colletotrichum NUDIX Hydrolasen aus C. truncatum und C. graminicola wur-
den mit ClustalW miteinander verglichen (A) und in eine Maximum-Likelihood-Analyse eingesetzt (B). An den Kno-
tenpunkten des phylogenetischen Stammbaumes sind jeweils die ,bootstrap support“-Ziffern angegeben, welche auf
jeweils 1000 Wiederholungen basieren. Der angegeben Mafdstab reprasentiert 10 % Sequenzabweichung (Divergenz).

Abbildung 25A zeigt die Sequenzen der NUDIX Hydrolasen aller o.g. resequenzierter Isolate im
Bereich der NUDIX Box. MGG_14344 ist dabei nicht zusatzlich zu MGG_14156 aufgefiihrt, da bei-
de Sequenzen identisch sind. Zusatzlich sind die NUDIX Hydrolasen aus C. truncatum (CtNUDIX)
und C. graminicula (CgNUDIX) gezeigt. Die verwandtschaftlichen Verhéltnisse der NUDIX Hydro-
lasen innerhalb der Gattung Pyricularia sind in Abbildung 25B dargestellt. Es wurde eine phylo-
genetischer Stammbaum mit der Maximum-Likelihood-Methode (von engl. maximale Wahr-
scheinlichkeit) durchgefiihrt. Dabei wurde die Bootstrap Methode mit 1000 Wiederholungen

angewendet. Der so entstandene Stammbaum zeigte ein nahes Verwandtschaftsverhaltnis aller
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NUDIX Hydrolasen innerhalb der Reisisolate durch Bildung eines eigenen Zweiges. Dariiber hin-
aus wurde jeweils eine NUDIX Hydrolase aus den jeweils zwei Gene enthaltenen Isolaten, US71
und CD156 der Wirtpflanzen Setaria bzw. Eleusine, ebenfalls diesem Zweig zugeordnet
(US71NUDIX1und CD156NUDIX1). Die andere NUDIX Hydrolase dieser beiden Isolate wurde
jeweils einem zweiten Zweig zugeordnet, zu dem auch ein NUDIX Gen aus BR29, assoziiert mit
der Wirtpflanze Digitaria, gehort. Das zweite Gen aus BR29 kann einem entfernten Ast zugeord-
net werden, der beide NUDIX Hydrolasen aus den Colletotrichum Arten C.truncatum und
C. graminicula (CgNUDIX), enthdlt. Die dritte, ggf. falsch annotierte NUDIX Hydrolase aus BR29

bildet einen eigenen Zweig.

3.5.2 Expression von MoNUDIX wahrend Pathogen-Wirt-Interaktion

Zunichst sollte der Frage nachgegangen werden, welches Expressionsprofil NUDIX Hydrolasen
innerhalb der Gattung Pyricularia wahrend der Pathogen-Wirt-Interaktion besitzen und wann
die maximale Transkriptabundanz messbar ist. Die NUDIX Hydrolase aus C. truncatum besitzt
ein Expressionsmaximum unmittelbar vor dem BNS (Bhadauria et al., 2013). Ob sich ein ahnli-
ches Bild fiir Pyricularia NUDIX Hydrolasen bietet, wurde durch eine RT-qPCR-Analyse ermittelt.
Es wurde die Expression von MoNUDIX (gleichermafden Transkripte von MGG_14156 und
MGG_14344) wahrend der M. oryzae TH6772-Gerste-Interaktion und die Expression der NUDIX
Hydrolasen aus BR29 wahrend der Interaktion mit der immunsupprimierten Gerstensorte Nig-
rate (s. 3.4.2.1) untersucht. Dabei konnten in der BR29-Nigrate-Interaktion ausschliefdlich Tran-
skripte von BRZ9NUDIX1 detektiert werden.

Wahrend Transkripte von MoNUDIX zu 0, 6 und 12 h p.i. noch nicht zu detektieren waren, stieg
die Transkriptabundanz zu 48 h p.i. stark an (Abbildung 26A). Nach diesem starken Anstieg folg-
te ein fast ebenso steiler Abfall zu 96 h p.i. Magnaporthe kolonisiert zu 48 h p.i. wihrend der
Interaktion mit Gerste Wirtzellen mit biotrophen, invasiven Hyphen. Zu 72 h p.i. expandieren
bereits diinne nekrotrophe Hyphen in Nachbarzellen (vgl. auch Abbildung 9, S.61), womit die
nekrotrophe Phase des Lebenszyklus eingeleitet wird. Das Expressionsprofil von MoNUDIX deu-
tet darauf hin, dass MoNUDIX unmittelbar vor dem BNS (zu 48 h p.i.) seine maximale Transkrip-
takkumulation erreichen konnte. Fiir BRZ9NUDIX1 ergab sich ein dhnliches Expressionsprofil
(Abbildung 26B). Auch hier wurde das Expressionsmaximum kurz vor dem BNS erreicht. Da
BR29 allerdings einen etwas schnelleren Entwicklungszyklus besitzt als TH6772 (vgl. 3.4.2),
sind bereits zu 24 h p.i. Transkripte akkumuliert und der starke Riickgang der relativen Tran-

skriptmenge ist bereits zwischen 48 und 72 h p.i. zu beobachten. Zusammenfassend lasst sich
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festhalten, dass NUDIX Hydrolasen in Magnaporthe, die zu CtNUDIX homolog sind, ebenfalls vor

dem BNS maximal exprimiert werden.
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Abbildung 26: Expressionsprofile von MoNUDIX und BR29NUDIX1 wihrend Pathogen-Wirt-Interaktion. Gers-
tenpflanzen der Sorte Ingrid (A) bzw. Nigrate (B) wurden mit dem M. oryzae Wirtisolat TH6772 (A) bzw. dem
M. grisea Isolat BR29 (B) inokuliert (750.000 Sporen/mL) und die Epidermis von ca. 10-20 Priméarbléttern nach 0, 6,
12, 24, 48 und 72 h p.i. (A+B) bzw. zusatzlich zu 96 h p.i. (A) geerntet. Die Pilzentwicklung ist im zeitlichen Verlauf
durch einen Zeitstrahl angedeutet. Nach Extraktion der RNA und anschlief}ender cDNA-Synthese, wurden die Tran-
skriptabundanzen von MoNUDIX (A) bzw. BR29NUDIX1 (B) relativ zu dem konstitutiven exprimierten Gen EF1a mit
Hilfe gen-spezifischer Primer bestimmt (n.d.: nicht detektierbar). Fehlerbalken reprasentieren die Standardabwei-
chung zweier technischer Replikate. Die Expressionsanalysen wurden einmal durchgefiihrt.

3.5.3 Funktionale Analyse von MoNUDIX
Die funktionale Analyse von MoNUDIX wurde einerseits durch Uberexpressionsanalyse und an-

dererseits durch Silencing-Ansatz (engl. herunterregulieren) durchgefiihrt.

Der Mechanismus des Gene-Silencings oder Herunterregulierens von Genen durch RNAi in Mag-
naporthe konnte bereits gezeigt werden (Kadotani et al., 2003, 2004). Hierbei kommt es durch
die Anwesenheit doppelstrangiger mRNA zum Knock-down der Transkriptmenge. Zum Silencing
von MoNUDIX wurde ein Ansatz gewahlt, bei dem das stillzulegende Gen zwischen zwei gegen-
ldufige Uberexpressionspromotoren aus Aspergillus kloniert wird (Nguyen et al., 2008). Durch
die Transkription des Gens in beide Leserichtungen, kommt es zur Bildung der erforderlichen,
doppelstrangigen mRNA. Die Entscheidung fiir einen Silencing Ansatz anstelle einer vollstandi-
gen Deletion, ergab sich aus der Tatsache, dass das zur Transformation verwendete Isolat 70-15
zwei identische Genkopien von MoNUDIX besitzt. Da zum Zeitpunkt der Transformation Infor-
mationen iiber die Anzahl der Gene in anderen M. oryzae Isolaten fehlte und fiir eine vollstandi-
ge Deletion von MGG_14156 und MGG_14344 in 70-15 entsprechend die Generierung einer

Doppelmutante notig gewesen ware, wurde der Silencing Ansatz gewahlt.
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Fiir die Uberexpression von MoNUDIX wurde ein konstitutiver, Magnaporthe-spezifischer Pro-

motor, RP27 (Ribosomales Protein 27), verwendet (Bruno et al., 2004).

3.5.3.1 Verifizierung der Transformanden

Zum Erzeugen von MoNUDIX Transformanden wurde eine PEG vermittelte Protoplastentrans-
formation durchgefiihrt (vgl. auch 3.2.1). Bei dem fiir die Transformationen (Uberexpression
und Silencing) verwendeten Konstrukt handelte es sich immer um das gesamte Gen (Start bis
Stopp). Nach Kultivierung der putativen Mutanten auf Selektionsmedium konnte nach DNA Ex-
traktion durch PCR das Vorhandensein des Konstrukts in ca. 30 putativen Mutanten ermittelt
werden (Vortest, nicht gezeigt). Zur niheren Analyse wurden anschliefRend drei putative Uber-
expressionsklone verwendet (OENUDIX-1, OENUDIX-2 und OENUDIX-3). Da das Gen MoNUDIX
zum Silencing zwischen zwei gegenliufige Uberexpressionspromotoren kloniert wurde, waren
hier zweierlei Orientierungen der Gens moglich (engl. forward und reverse, vorwarts und riick-
warts). Es wurden daher zur ndheren Analyse jeweils zwei Mutanten mit Konstrukten der jewei-
ligen Orientierung ausgesucht (siNUDIX-1.1 und siNUDIX-1.2 in reverser Orientierung; siNUDIX-
2.1 und siNUDIX-2.2 in forward Orientierung).
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Abbildung 27: Southern Blot Analyse der MoNUDIX Mutanten. Genetischer Southern Blot der MoNUDIX Uberex-
pressionsmutanten OENUDIX-1, OENUDIX-2 und OENUDIX-3 (A), sowie der MoNUDIX Silencingmutanten siNUDIX-
1.1, siNUDIX-1.2, siNUDIX-2.1 und siNUDIX-2.2 (B) mit entsprechender Wildtyp Kontrolle (wt). Genomische DNA
wurde mit Xhol (A) bzw. Bglll (B) verdaut. Eingesetzte Sonden waren jeweils spezifisch fiir die Antibiotikaresistenz
vermittelnde Kassette, Hygromycin (A) bzw. Geneticin (B).

Da keine KO-Mutanten generiert wurden, sondern Uberexpressionskassetten transformiert
wurden, war der Integrationsort innerhalb des Genoms zuféllig. Dartiber hinaus waren durch die
ungerichtete Transformation Mehrfachintegrationen moéglich. Entsprechend war die Charakteri-
sierung der putativen Transformanden nur durch einen Southern Blot moglich (Abbildung

27A+B). Es wurde eine jeweils spezifisch auf die Antibiotikaresistenz vermittelnde Expressions-
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kassette hybridisierende Sonde verwendet. Im Fall der Uberexpressionsmutanten entsprach
dies Hygromycin, im Fall der Silencingmutanten entsprach dies Geneticin. Teilabbildung (A)
zeigt dabei das Ergebnis der Southernblotanalyse der Uberexpressionsmutanten, (B) den der
Silencingmutanten. Im Fall der Uberexpressionsmutanten wurde die genomische DNA mit dem
Restriktionsenzym Xhol, im Fall der Silencingmutanten mit Bglll geschnitten. Es wird deutlich,
dass im Wildtyp, im Gegensatz zu den analysierten Mutanten, kein Konstrukt nachweisbar war.
Dies bedeutet, dass es bei allem analysierten putativen Transformanden um positive Transfor-
manden handelte. Im Fall der Transformanden siNUDIX-2.1 und siNUDIX-2.2 lief3 sich nicht mit
Bestimmheit davon ausgehen, dass es sich um eine einzelne Integration handelte, da auf dem

Rontgenfilm moglicherweise eine Doppelbande erkennbar ist.

Zuséatzlich zu den durchgefiihrten Southern Blots, wurde eine Expressionskontrolle der Tran-
skripte von MoNUDIX in den Transformanden durch RT-qPCR durchgefiihrt, da das blofRe Vor-
handensein einer Expressionskassette deren Expression nicht garantiert. Hierzu wurde einer-
seits RNA aus vegetativem Mycel fiir die Analyse der Uberexpression verwendet, andererseits
wurde fiir die Kontrolle der Effizienz des Silencings, RNA aus mit den entsprechenden Mutanten

infizierter Gerstenepidermis verwendet.
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Abbildung 28: Transkriptabundanz von MoNUDIX in Wildtyp und MoNUDIX Mutanten. (A) Vegetatives Mycel
des M. oryzae Wirtisolat 70-15 und der MoNUDIX Uberexpressionsmutanten OENUDIX-1, OENUDIX-2 und OENUDIX-3
wurde nach ca. 14 Tagen Wachstum auf CM-Agarplatten geerntet. Nach Extraktion der RNA und anschlief3ender
cDNA-Synthese, wurden die Transkriptabundanzen von MoNUDIX relativ zu dem konstitutiven exprimierten Gen
EF1a mit Hilfe gen-spezifischer Primer bestimmt. (B) Gerstenpflanzen der Sorte Ingrid wurden mit dem M. oryzae
Wirtisolat 70-15 und den MoNUDIX Silencingmutanten siNUDIX-1.1, siNUDIX-1.2, siNUDIX2.1 und siNUDIX-2.2 inoku-
liert und die Epidermis von ca. 10-20 Priméarbléttern nach 48 h p.i. geerntet. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich Patho-
gen und Wirtpflanze in der spaten biotrophen Interaktionsphase. Nach Extraktion der RNA und anschliefdender cDNA-
Synthese, wurden die Transkriptabundanzen von MoNUDIX relativ zu dem Kkonstitutiven exprimierten Gen EF1a mit
Hilfe gen-spezifischer Primer bestimmt (n.d.: nicht detektierbar). Fehlerbalken reprasentieren die Standardabwei-
chung zweier technischer Replikate.
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Abbildung 28A zeigt die relative Transkriptakkumulation von MoNUDIX im Wildtyp und unter
dem konstitutiven Promotor RP27 (Bruno et al., 2004) in den Uberexpressionsmutanten in ve-
getativem Mycel. Hierbei wird deutlich, dass die hier verwendeten Transformanden jeweils eine
hohere Expression als der Wildtyp besitzen. Abbildung 28B zeigt die Transkriptabundanz von
MoNUDIX im Wildtyp und den putativen Silencing-Mutanten in infizierter Gerstenepidermis zu
48 h p.i, wenn das Gen maximal reguliert ware (s. 3.5.2). Es wird deutlich, dass ein effektives
Silencing nur in siNUDIX-1.1 messbar ist, da hier im Vergleich zu den anderen untersuchten
Silencing-Mutanten keine Transkripte von MoNUDIX detektierbar waren. Transkripte des kon-
stitutiv exprimierten Referenzgens EF1a (M. oryzae Elongationsfaktorla) dagegen konnten auch
in siNUDIX-1.1 nachgewiesen werden. Das zeigt, dass generell eine RT-qPCR-Analyse moglich

war.

3.5.3.2 Makroskopische Analyse der MoNUDIX Transformanden

Fiir die makroskopische Analyse der verifizierten MoNUDIX Transformanden wurde eine phano-
typische Analyse durchgefiihrt. Diese umfasste einerseits das vegetative Wachstum auf ver-
schiedenen Nihrmedien und anderseits den Infektionsphanotyp auf den Wirtpflanzen Gerste
und Reis. Hier sollten jeweils Abweichungen zwischen Wildtyp und den Mutanten untersucht

werden.
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Abbildung 29: Wachstum der MoNUDIX Transformanden auf verschiedenen Nahrmedien. M. oryzae Isolat 70-15
wt und MoNUDIX Uberexpressions- (A) und Silencing-Transformanden (B) wurden in einer definierten Menge auf
verschiedene Nahrmedien ausgebracht (CM, Komplettmedium; PDA, Kartoffelstdrkeagar; MM, Minimalmedium; Agar,
1,5 % Wasseragar) und der Koloniedurchmesser [cm] nach 12 Tagen bestimmt. Dargestellt sind jeweils der Mittel-
wert zweier Replikate und die Standardabweichung; keine Standardabweichung, wenn entsprechend kein Unter-
schied zwischen Replikaten.
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Abbildung 29 zeigt den Koloniedurchmesser als Maf? fiir das vegetative Wachstum von M. oryzae
Isolat 70-15, Wildtyp, und den MoNUDIX Uberexpressionsmutanten (A) bzw. den MoNUDIX
Silencingmutanten (B) auf verschiedene Ndhrmedien. Verwendet wurden dabei Komplettmedi-
um (CM), Kartoffelstarkeagar (PDA), Minimalmedium (MM) und 1,5 % Wasseragar (Agar). Nach
12 Tagen wurde der Durchmesser der gewachsenen Kolonie [cm] bestimmt. Es wird deutlich,
dass keine hier auf diese Art analysierte Mutante einen abweichenden Phéanotyp in Bezug auf

Wachstumsgeschwindigkeit zum Wildtyp besafs.

Im nachsten Schritt wurde eine phanotypische Analyse des M. oryzae Isolats 70-15, Wildtyp, und
den MoNUDIX Uberexpressionsmutanten bzw. den MoNUDIX Silencingmutanten (Abbildung 30
bzw. Abbildung 31) auf den Gerstensorten Vada (A) und Ingrid (B) und der Reissorte Nipponba-
re durchgefiihrt. Auf Reis wurden jeweils eine Spriih- (C) und eine Tropfeninokulation (D) vor-
genommen. Im Fall der Uberexpressionsmutanten zeigten sich in keinem Fall phdnotypische
Abweichungen zum Wildtyp (Abbildung 30), wobei durch Mutante OENUDIX-3 induzierte Blasts
bei der Tropfeninokulation kleiner erschienen bzw. kein klar abgegrenztes, helles Zentrum ent-
hielten. Im Fall der Silencingmutanten dagegen zeigte sich im Fall der Mutante siNUDIX-1.1 ein
klar veranderter Phanotyp im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 31). Hier konnten keinerlei
Krankheitssymptome auf Gerste oder Reis ausgepragt werden. Bei der Tropfeninokulation nach
Verwundung zeigten sich lediglich kleine Nekrosen, welche durch die vor der Tropfenapplikati-

on durchgefiihrte Perforierung des Blattes entstanden waren.
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Abbildung 30: Infektionsphinotyp von M. oryzae 70-15 wt und MoNUDIX Uberexpressionsmutanten auf Gers-
te und Reis. Gerstenpflanzen der Sorten Vada (A) und Ingrid (B) und Reispflanzen der Sorte Nipponbare (C) wurden
mit dem M. oryzae Isolat 70-15 und den MoNUDIX Uberexpressionsmutanten OENUDIX-1, OENUDIX-2 und OENUDIX-
3 inokuliert (150.000 Sporen/mL) und der Infektionsphanotyp nach 5-7 Tagen ausgewertet. (D) Tertidrblatter der
Reissorte Nipponbare wurden mit einer speziellen Zange perforiert und anschlieffend ein Tropfen Sporenlésung
(4 pL, 60.000 Sporen/mL) auf die perforierte Stelle appliziert. Der Infektionsphanotyp nach 7 Tagen ausgewertet.

SiNUDIX-1.1 siNUDIX-1.2 SiNUDIX-2.1 siNUDIX-2.2

Abbildung 31: Infektionsphinotyp von M. oryzae 70-15 wt und MoNUDIX Silencingmutanten auf Gerste und
Reis. Gerstenpflanzen der Sorten Vada (A) und Ingrid (B) bzw. Reispflanzen der Sorte Nipponbare (C) wurden mit
dem M. oryzae Isolat 70-15 und den MoNUDIX Silencingmutanten siNUDIX-1.1, siNUDIX-1.2, siNUDIX-2.1 und siNU-
DIX-2.2 inokuliert (150.000 Sporen/mL) und der Infektionsphanotyp nach 5-7 Tagen ausgewertet. (D) Tertidrblatter
der Reissorte Nipponbare wurden mit einer speziellen Zange perforiert und anschliefiend ein Tropfen Sporenldsung
(4 pL, 60.000 Sporen/mL) auf die perforierte Stelle appliziert. Der Infektionsphanotyp nach 7 Tagen ausgewertet.
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3.5.3.3 Mikroskopische Analyse der MoNUDIX Mutanten

Nach der phéanotypischen Analyse auf makroskopischer Ebene, schloss sich die phanotypische
Analyse auf mikroskopischer Ebene an. Hierbei wurde ein verdandertes Infektionsverhalten der
MoNUDIX Mutanten im Vergleich zu M. oryzae 70-15, Wildtyp, auf zelluldrer Ebene untersucht.
Nur durch quantitative Auswertung einzelner Interaktionsstellen kénnen auch minimale Abwei-

chungen zwischen den einzelnen Genotypen detektiert werden.

Bei der Analyse der NUDIX Hydrolase aus C. truncatum wurde ein Zusammenhang zwischen der
Expression des Gens (CtNUDIX) und dem BNS vermutet. C. truncatum und M oryzae Uberexpres-
sionsmutanten von CtNUDIX waren nicht in der Lage durch die Bildung von sekundaren, nek-
rotrophen Hyphen von der primér infizierten Zelle in Nachbarzellen einzudringen (Bhadauria et
al,, 2013). Um eine evtl. dhnliche Funktion von MoNUDIX zu untersuchen, wurden Gerstenpflan-
zen der Sorte Vada in zwei unabhangigen Versuchen mit M. oryzae 70-15, wt, und den MoNUDIX
Mutanten inokuliert. Nach 48 bzw. 72 h p.i. wurden jeweils drei Primarblatter geerntet und ent-
farbt. Pro Blatt wurden anschliefdend jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen in folgende

Kategorien Interaktionsstellen (Interaktionstypen) eingeteilt:

1. oHY (ohne invasives Hyphenwachstum): Ein Appressorium hatte sich ausdifferenziert,
dabei waren keine invasiven Hyphen erkennbar. In einigen Fallen waren Konidiospore
und Keimschlauch noch vorhanden.

2. HY (invasives Hyphenwachstum in der primar infizierten Epidermiszelle): Ein Appresso-
rium hatte sich ausdifferenziert, dabei waren biotrophe, blasige, invasive Hyphen er-
kennbar, die sich in der primadr infizierten Epidermiszelle befanden.

3. nHY (invasives Hyphenwachstum in der primar infizierten Epidermiszelle und in sekun-
dar infizierten Nachbarzellen): Ein Appressorium hatte sich ausdifferenziert, dabei wa-
ren biotrophe, blasige, invasive Hyphen in der primar infizierten Epidermiszelle erkenn-
bar. Zusatzlich waren nekrotrophe, diinne, invasive Hyphen in sekundar infizierten

Nachbarzellen zu beobachten.

Lichtmikroskopische Aufnahmen der einzelnen Interaktionstypen sind der Abbildung 32A-C zu
entnehmen. Fiir die statistische Auswertung wurden die Ergebnisse beider unabhangiger Versu-
che zu 48 bzw. 72 h p.i. (Uberexpressions- bzw. Silencingmutanten) zusammengenommen und
alle drei Klone im Vergleich zum Wildtyp mittels t-Test (Uberexpressionsmutanten) oder Mann-
Whitney-Rangsummentest (Silencingmutanten) (p>0,05, 95 % Vertrauensbereich) ausgewertet

(Abbildung 33).
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Abbildung 32: Kategorien der lichtmikroskopischen Auswertung der Interaktion zwischen M. oryzae Isolat
70-15, wt bzw. den MoNUDIX Mutanten und der Gerstensorte Vada. Wihrend der Interaktion zwischen M. oryzae
und der Gerstensorte Vada waren Interaktionsstellen zu 48 oder 72 h p.i. in typische Kategorien einzuteilen. (A) Ko-
nidiospore (Ko) war ausgekeimt und ein melanisiertes Appressorium (App) sichtbar. (B) Unterhalb des Appressori-
ums waren in der infizierten Epidermiszelle blasige, invasive Hyphen (IH) erkennbar. (C) In der primar infizierten
Epidermiszelle waren blasige, invasive Hyphen zu beobachten, zusatzlich waren nekrotrophe Hyphen (nIH) in sekun-
dar infizierten Epidermiszellen vorhanden. Skalierungsbalken reprasentieren jeweils 50 pm.

Im Fall des mikroskopischen Vergleichs zwischen M. oryzae 70-15, wt und den MoNUDIX Uber-
expressionsmutanten wahrend der Interaktion mit Gerste, konnten innerhalb der Kategorien
»ohne invasives Hyphenwachstum“ und ,invasives Hyphenwachstum in der primar infizierten
Epidermiszelle” statistisch signifikante Unterschiede detektiert werden (Abbildung 33A). Diese
aufderten sich darin, dass bereits nach 48 h p.i. weniger Interaktionsstellen keine invasiven Hy-
phen bzw. mehr Interaktionsstellen biotrophe, invasive Hyphen aufwiesen. Ausnahme bildete
dabei die Mutante OENUDIX-2, bei der der verringerte Anteil des ersten Interaktionstyps zwar
deutlich erkennbar war, jedoch keine statistische Signifikanz erreichte. Diese Auspragung dieses
veridnderten Phinotyps der Uberexpressionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp ist bei der Mu-
tante OENUDIX-1 am starksten ausgepragt. Innerhalb der dritten Kategorie ,invasives Hyphen-
wachstum in der primar infizierten Epidermiszelle und in sekundar infizierten Nachbarzellen”
waren dagegen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den
Uberexpressionsmutanten zu verzeichnen. Dies war auch nach 72 h p.i. nicht der Fall, Ausnahme
bildete hier Mutante OENUDIX-3 in einem der beiden unabhangigen Versuche (nicht gezeigt).
Dies konnte jedoch im zweiten unabhingigen Versuch und bei den anderen Uberexpressionsmu-
tanten nicht bestatigt werden. Es entstand daher der Eindruck, die zundchst schnellere Infektion
der Uberexpressionsmutanten, bezdge sich auf die Bildung biotropher, invasiver Hyphen, nicht

jedoch auf die Bildung nekrotropher, invasiver Hyphen. Ein anderer Erklarungsansatz ware,
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dass der Vorsprung der Uberexpressionsmutanten durch den Wildtyp aufgeholt werden konnte,

so dass sich der Infektionsverlauf nach 72 h p.i. wieder angleichen konnte.
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Abbildung 33: Lichtmikroskopische Analyse der Interaktion zwischen M. oryzae 70-15 bzw. den MoNUDIX
Uberexpressions- und Silencingmutanten. mit der Gerstensorte Vada. Gerstenpflanzen der Sorte Vada wurden
mit Sporen des M. oryzae Isolat 70-15 (Wildtyp) bzw. mit Sporen dreier unabhangiger MoNUDIX Uberexpressionsmu-
tanten (A) oder MoNUDIX Silencingmutanten (B) inokuliert. Fiir die mikroskopische Analyse wurden zu 48 (A) oder
72 h p.i. (B) in zwei unabhingigen Versuchen jeweils Primarblatter geerntet und entfarbt. Pro Versuch wurden je 3
Blatter ausgewertet. Dabei wurden jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen kategorisiert und die Ergebnisse von
drei Einzelversuchen zusammengefasst. Angezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler. Statistisch signifikante Un-
terschiede sind mit * (t-Test, 95 % Vertrauensbereich) oder # (Mann-Whitney-Rangsummentest, 95 % Vertrauensbe-
reich) gekennzeichnet.

Im Fall des mikroskopischen Vergleichs zwischen M. oryzae 70-15, wt und den MoNUDIX Silen-
cingmutanten war der Phanotyp des Genotyps siNUDIX-1.1 besonders auffallig (Abbildung 33B).
Interaktionsstellen zwischen siNUDIX-1.1 und Vada wurden zu fast 100 % dem ersten Interakti-
onstyp ,ohne invasives Hyphenwachstum“ zugeordnet. Die Mutante war entsprechend auch
nach 72 h p.i. kaum in der Lage invasive Hyphen auszupriagen bzw. Wirtzellen zu kolonisieren.
Dieses mikroskopische Bild erklarte die makroskopische Analyse (vgl. 3.5.3.2). Alle anderen

Silencingmutanten zeigten dagegen keine Abweichung des Phanotyps im Vergleich zum Wildtyp.

3.5.3.4 Zelltodassay in N. benthamiana und N. tabacum

Agrobacterium tumefaciens vermittelte transiente Expression von CtNUDIX in N. tabacum indu-
ziert einen spezifischen Zelltod (Bhadauria et al.,, 2013). Um der Frage nachzugehen, ob MoNU-
DIX ebenfalls einen solchen Zelltod induzieren kann, wurde das Gen in das gleiche Testsystem
eingesetzt wie ihrerseits die MoNLPs (s. 3.3.1.1). Dazu wurden wiederum Konstrukte, die fiir
ChNLP1 oder YFP kodierten, als Kontrollen verwendet. Dabei stellte ChNLP, das Zelltod in
N. benthamiana induziert, wiederum die Positivkontrollen fiur Zelltodinduktion dar und YFP, fur
das keine Zelltod induzierende Wirkung bekannt ist, die Negativkontrolle fiir Zelltodinduktion.

Zellen von A. tumefaciens, welche Konstrukte fiir die Expression der Kontrollproteine enthielten,
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wurden jeweils in die eine Blatthélfte, entsprechende Zellen mit Konstrukten fiir das zu untersu-
chende MoNUDIX, in die andere Blatthilfte infiltriert (Abbildung 34A). Die Bildung von Nekro-
sen wurde nach 6 Tagen ausgewertet und dufderte sich durch braun, trocken und briichig ge-
wordenes Blattmaterial. Eine Zelltod induzierende Wirkung konnte fiir MoNUDIX weder in

N. tabacum (B) noch in N. benthamiana (C) in keinem Fall ermittelt werden.

Abbildung 34: Transiente Expression von MoNUDIX in N. tabacum und N. benthamiana. A.t. Hauptkulturen wur-
den mit einer OD von 0,5 in die Blattunterseite 5-6 Wochen alter N. tabacum (B) oder N. benthamiana Pflanzen (C)
infiltriert und die Nekroseninduktion nach 6 Tagen ausgewertet. Dabei wurden A.t. Kulturen mit jeweils einem Kon-
strukt, das fiir ein Kontrollproteine kodierte in die eine Blatthalfte und A.t. Kulturen mit einem Konstrukt, das fiir
MoNUDIX kodierte, in die andere Blatthalfte infiltriert (A). Als Kontrollproteine fungierten dabei YFP (Protein ohne
Zelltod induzierende Wirkung, Negativkontrolle) und ChNLP1 (NLP mit Zelltod induzierender Wirkung aus
C. higginsianum, Positivkontrolle).
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4 DISKUSSION

Phytopathogene Mikroorganismen sekretieren Effektormolekiile, die die pflanzliche Immunab-
wehr beeinflussen konnen. Durch die Sekretion von Effektoren kdnnen Pathogene einerseits die
Immunabwehr der Wirtzelle umgehen oder schwachen, um sich damit erfolgreich zu etablieren
(VIR-Effektoren). Andererseits konnen sekretierte Effektoren auch von Resistenzproteinen der
Wirtzelle erkannt werden und somit spezifische Abwehrreaktionen induzieren. In solchen Fillen
wirkt der Effektor als Avirulenz(AVR)-Effektor und das Pathogen kann sich nicht in der Wirtzel-
le etablieren. Effektoren haben somit einen entscheidenden Einfluss auf das Wirtspektrum eines

Pathogens (Schulze-Lefert and Panstruga, 2011).

4.1 Identifizierung von Effektorkandidaten in Magnaporthe oryzae

Das Wirtspektrum von Pilzen der Gattung Pyricularia ist innerhalb der Pflanzenfamilie der
Sifdgraser anzusiedeln, wobei liber 50 verschiedene Arten befallen werden konnen (Fisher et al,,
2012). Das Wirtspektrum von Isolaten der Art M. oryzae ist in der Regel begrenzt, wobei einige
der weltweit am haufigsten vorkommenden Anbaupflanzen, wie Reis, Weizen und Gerste, infi-
ziert werden. Andere Pyricularia Arten sind mit Ziergrasern oder anderen, nicht domestizierten
Grasern wie Fingerhirsen (Eleusine coracana oder Digitaria sanguinalis), Fuchsschwanzhirse
(Setaria italica) oder Lampenputzergras (Pennisetum setaceum) assoziiert (Couch and Kohn,

2002; Zellerhoff et al., 2006; Hyon et al.,, 2012).

Da das Effektorrepertoire einen entscheidenden Einfluss auf die Wirtspezifitit eines Pathogens
hat (Schulze-Lefert and Panstruga, 2011), wurde im Vorfeld dieser Arbeit eine vergleichende
Transkriptomstudie zwischen Wirt- und Nichtwirtinteraktion, d.h. zwischen einem Isolat der Art
P. oryzae und einem Isolat der Art P. penniseticola (beide Arten gehdren zu der Gattung Pyricula-
ria) mit Gerste durchgefiihrt, um Effektorgene zu identifizieren, die fiir die Etablierung einer
Wirtinteraktion von essenzieller Bedeutung sind (Delventhal, Dissertation, 2015). So konnten
Kandidatengene identifiziert werden, die wahrend der Wirtinteraktion zwischen dem M. oryzae
Isolat TH6772 und Gerste signifikant hoher exprimiert sind als wahrend der Nichtwirtinterakti-

on zwischen dem P. penniseticola Isolat CD180 und Gerste.

Bislang ist die Identifizierung von Effektoren, die die Virulenz eines Pathogens begiinstigen in
pilzlichen Phytopathogenen eine grofde Herausforderung, da konservierte Sequenzmotive feh-

len. Ein solches Motiv ist beispielsweise aus Oomyceten bekannt und vermittelt die Translokati-
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on in die Wirtzelle (Whisson et al., 2007a). In einer der bislang veroffentlichten Studien zur
Identifizierung von Effektoren aus M. oryzae, wurde das Transkriptom wahrend vegetativem
und in planta Wachstum in Reisblattscheiden verglichen (Mosquera et al., 2009). Hier wurden
262 M. oryzae Gene identifiziert, die in invasiven Hyphen im Vergleich zu in vegetativem Mycel
induzierten Genen 10fach induziert waren. Interessanterweise sind einige Uberschneidungen
zwischen den so identifizierten BAS (Biotrophy-Associated Secreted) Genen und den in dieser
Arbeit analysierten Spaten MoHEGs zu verzeichnen (Tabelle 5). BAS3 und BAS4 wurden sogar
ganz bewusst in die Auswahl der MoHEGs einbezogen, um deren Rolle wiahrend der M. oryzae-
Gerste-Interaktion zu untersuchen. In der Liste der gesamten 157 putativen Effektorkandidaten
befanden sich insgesamt sogar 29 Sequenzen, die auch in der Interaktion mit Reis differenziell
reguliert waren (Delventhal, Dissertation, 2015). Dies deutet daraufhin, dass einige Effektoren
aus M. oryzae in mehreren Wirtpflanzen, also Gerste und Reis, induziert sind. Dies wird auch
beim Vergleich mit einer anderen Transkriptomanalyse deutlich. In dieser Studie wurden durch
Microarrayexperimente das Transkriptom der in planta Kolonisierung von Reis bzw. Gerste mit
dem Transkriptom von unter in vitro-Stress wachsendem Mycel verglichen (Mathioni et al.,
2011). In diesem Rahmen wurden auch die in planta Transkriptome des verwendeten M. oryzae
Isolats in Reis und Gerste nach 72 h p.i. miteinander verglichen. Dabei wurden 271 von 853 in-
duzierten und 110 von 376 reprimierten Genen in Reis auch in Gerste gefunden, wobei die BAS-
Proteine BAS1, BAS2 und BAS4 (Mosquera et al.,, 2009) unter diesen in Reis und Gerste regulier-
ten Genen gefunden werden konnten (Mathioni et al., 2011). Dies deutet erneut darauf hin, dass
in M. oryzae bei der Kolonisierung von Reis und Gerste teilweise dieselben Effektorgene expri-
miert werden und lasst vermuten, dass diese in verschiedenen Wirtpflanzen Zielproteine besit-
zen konnten. Es wire interessant zu untersuchen, ob diese Zielproteine in den Wirtpflanzen
gleich sind oder ob die gleichen Effektoren in verschieden Wirten verschieden Zielproteine be-

sitzen.

In derselben Studie wurden die Transkriptome in M. oryzae wahrend in vitro-Stress mit in planta
Kolonisierung von Reis bzw. Gerste verglichen (Mathioni et al., 2011). In vitro-Stress war hierbei
plotzlicher Temperaturanstieg, oxidativer Stress oder Anzucht in Minimalmedium, Kohlenstoff-
mangel- oder Stickstoffmangel-Minimalmedium. Als Referenz wurde jeweils das Transkriptom
einer vegetativ wachsenden Kultur in Komplettmedium verwendet. Interessanterweise wurde
das M. oryzae Gen MGG_02239 (MoHEG14) unter allen in planta und in vitro-Stress Situationen
induziert gefunden. Im Gegensatz dazu wurde MGG_11610 (MoHEG1 bzw. BAS3) unter allen
in planta und in vitro-Stress Situationen reprimiert gefunden. Dies macht deutlich, dass Uber-

schneidungen in der Genregulierung zwischen in planta Wachstum und in vitro Stresssituatio-



4 Diskussion 104

nen bestehen und die MoHEGs MoHEG14 und MoHEG1 auch in einer weiteren Studie als in planta

reguliert gefunden werden konnten.

In einer anderen Studie wurden durch das systematische Screening des 6ffentlich zuganglichen
M. oryzae Genoms des Isolats 70-15 (Dean et al., 2005) 1306 putativ sekretierte Proteine identi-
fiziert (Yoshida et al,, 2009). Diese Kandidaten wurden anschliefRend auf Induktion wahrend der
Reisinfektion untersucht und die auf dies zutreffenden 78 Gene systematisch deletiert (Saitoh et

al,, 2012). Unter diesen 78 Genen befand sich auch das in dieser Arbeit untersuchte MGG_09378
(MoHEG13). Jedoch konnte durch die makroskopische Untersuchung der Deletionsmutanten im

Rahmen der Studie keine verringerte Virulenz auf Reispflanzen der Sorte Shin No.2 festgestellt
werden, weswegen MGG_09378 nicht als Virulenzeffektor eingestuft wurde (Saitoh et al., 2012).
Jedoch konnte im Rahmen der vorliegenden Dissertation eine pragnante Funktion fiir dieses

Protein ermittelt werden (s. 4.2.1).

Dariiber hinaus wurde in einer im Jahr 2015 veroéffentlichten Studie der Avirulenzeffektor AvrPi
identifiziert (Wu et al.), der dem hier untersuchten Kandidatengen MoHEG10 entspricht. All die-
se Uberschneidungen der MoHEGs mit anderen verdffentlichten Studien zeigen deutlich, dass
der hier verwendete Ansatz zu Identifizierung von Effektoren aus M. oryzae einen leistungsfahi-

gen und zielfithrenden Ansatz darstellt.

Unter den fiir die ndhere Analyse ausgewdhlten MoHEGs befanden sich drei Kandidatengene,
deren korrespondierende Proteine ein so genanntes Y/F/WxC Motiv besitzen. Dieses Motiv
wurde in Echtem Mehltau (Bgh, Blumeria graminis f.sp. hordei) und Haustorien-ausbildenden
Rostpilzen (Pgt, Puccinia graminis f.sp. tritici; Pt, Puccinia triticina) entdeckt (Godfrey et al,,
2010). Beide Pathogene besitzen ihr Wirtspektrum innerhalb der Siifsgraser, weswegen speku-
liert wurde, dass die konvergente Entwicklung von Effektoren mit diesem Motiv in einem Asco-
myceten und einem Basidiomyceten durch die Wirtspezifitit bedingt wurde (Godfrey et al,,
2010). Da das Wirtspektrum von M. oryzae ebenfalls innerhalb der Gattung der Siifsgraser anzu-
siedeln ist, wurden unter den 157 putativen Effektorgenen auch solche fiir eine nihere Analyse
ausgewahlt, deren korrespondierende Proteine dieses Motiv innerhalb der ersten 30 Aminosau-
ren hinter dem Signalpeptid besitzen. So wurden MoHEG16, MoHEG17 und MoHEG18 in die
Auswahl der MoHEGs aufgenommen. Die jedoch relativ geringe Anzahl von drei von 157 putati-
ven Effektorgenen, die fiir Proteine mit diesem Motiv kodieren (ca. 2 %), scheint es jedoch zu-
nichst als wichtiges Effektorkriterium in M. oryzae auszuschliefien. Im Gegensatz dazu besafden
19 % der haustoriellen Effektorkandidaten aus Bgh ein solches Motiv (Godfrey et al., 2010).
Auch in einer anderen Studie besafien 80 % der Effektorkandidaten aus Bgh (CSEPs, engl. Candi-
dates for Secreted Effector Proteins) ein sehr dhnliches YxC-Motiv (Spanu et al., 2010).
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4.1.1 Nur Friihe MoHEGs werden in planta und in vitro exprimiert

Anhand der Expressionsprofile der MoHEGs wahrend der Wirtinteraktion zwischen dem
M. oryzae Isolat TH6772 und Gerste in Gerstenepidermis wurde deutlich, dass MoHEGs unter
Beriicksichtigung des Zeitpunktes der maximalen Transkriptabundanzen, in zwei unterschiedli-

che Gruppen eingeteilt werden konnen: Frithe MoHEGs und Spate MoHEGs (3.1.3).

Das Trankriptionsmaximum der Frithen MoHEGs liegt zwischen 0 und 12 h p.i. (s. Abbildung 4).
Zu diesen frithen Zeitpunkten der Entwicklung von M. oryzae befindet sich die Konidien auf der
Oberflache des Wirtes, keimen mit einem Keimschlauch aus und differenzieren am Ende dieses
Keimschlauches ein Appressorium aus (Talbot, 2003; Kershaw and Talbot, 2009). In der Wirtin-
teraktion zwischen M. oryzae und Gerste sind zu 12 h p.i. bereits erste invasive Hyphen in den
Epidermiszellen zu beobachten (Delventhal et al., 2014). Entsprechend kann fiir die Frihen
MoHEGs eine Rolle wihrend der frithen Pathogen-Wirt-Interaktion oder sogar in der Penetrati-
on und Etablierung invasiver Hyphen vermutet werden. Im Gegensatz dazu war die maximale
Trankriptabundanz Spater MoHEGs zu 24-48 h p.i. zu verzeichnen. Zu diesen Zeitpunkten befin-
den sich in der Wirtinteraktion die infektiésen Strukturen von M. oryzae bereits innerhalb der
Pflanzenzelle, d.h. invasive Hyphen sind bereits ausgebildet und der Pilz ernéhrt sich von pflanz-
lichem Gewebe. Fiir die Spaten MoHEGs kann daher eine Funktion in der Aufrechterhaltung der
biotrophen Interaktionsphase oder dem Ubergang von biotropher zu nekrotropher Phase des

Lebensyklus vermutet werden.

In der vorliegenden Studie wurde die Expression der MoHEGs auch in in vitro gekeimten Koni-
dien, also unabhingig von der Wirtpflanze, untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass nur Tran-
skripte der Frithen MoHEGs hier detektiert werden konnten (s. Abbildung 5). Eine Ausnahme
stellte dabei MoHEG17 dar, das allerdings als einziges Frithes MoHEG sein Transkriptionsmaxi-
mum zu 12 h p.i. besitzt, wahrend alle anderen Frithen MoHEGs maximal zwischen 0 und 6 h p.i.
transkribiert sind. Fiir MoHEG17 konnte entsprechend eine Funktion in der frithen biotrophen
Interaktionsphase zwischen Pathogen und Wirt angenommen werden. Die Expression der
MoHEGs scheint entsprechend vom Entwicklungsstadium des Pilzes abzuhdngen, wobei die frii-
hen Entwicklungsstadien, wie die Konidienkeimung, auch unabhéngig von Anwesenheit der
Wirtpflanze eine Expression der Frithen MoHEGs induziert. Dariiber hinaus kann dartiber speku-
liert werden, ob die Expression der Spaten MoHEGs zusatzlich von wirtspezifischen Signalen

stimuliert wird, die bei in vitro gekeimten Konidien nicht gegeben sind.

In einer 2006 (Gowda et al.) durchgefiihrten Studie wurden durch Microarrayexperimente, RL-
SAGE- (engl. Robust-Long Serial Analysis of Gene Expression) und MPSS- (engl. Massively Paral-

lel Signature Sequencing) Analysen die Transkriptome von in Fliissigkultur vegetativ wachsen-
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dem Mycel und in Petrischalen keimenden und Appressorien bildenden Konidien verglichen.
Diese beiden Situationen sind entsprechend, wie die hier durchgefiihrte in vitro Trankriptions-
studie, pflanzenunabhdngig. Durch Recherchen in der zu der MPSS Analyse erstellten Datenbank
(http://mpss.udel.edu/mg/) stellte sich heraus, dass auch die den Frithen MoHEGs zugeordne-
ten Gene MGG_00737 (MoHEGS5), MGG_09055 (MoHEG?7) und MGG_01149 (MoHEG16) in dieser
von Gowda et al. (2006) durchgefiihrten Studie exprimiert gefunden wurden. Spate MoHEGs
wurden, mit Ausnahme von MGG_02239 (MoHEG14), nicht detektiert. Dieses Gen scheint ent-
sprechend eine besondere Rolle innerhalb der Gruppe der Spaten MoHEGs einzunehmen (vgl.
auch 3.1.2). In dieser vorliegenden Arbeit konnte es zwar nicht in den in vitro Versuchen expri-
miert gefunden werden (Abbildung 5), jedoch wihrend der Interaktion mit Gerste konnten
Transkripte von MoHEG14 wahrend aller analysierten Zeitpunkte, auch der sehr friithen, nach-
gewiesen werden (Abbildung 4). Der Vergleich mit dieser MPSS-Analyse bestétigt entsprechend
einige auch in dieser Arbeit erhaltene Ergebnisse aus den in vitro-Expressionstudien, bei der die

Frithen MoHEGs induziert, die Spaten MoHEGs jedoch nicht induziert gefunden wurden.

In einer weiteren veroffentlichten Studie, in der Effektorkandidaten des hemibiotrophen Asco-
myceten Colletotrichum higginsianum identifiziert wurden, konnten ebenfalls friih, d.h. vor der
Penetration, regulierte Kandidatengene fiir Effektoren gefunden werden (Kleemann et al., 2012).
Diese, dort als Erste-Welle-Effektoren bezeichneten, Proteine werden allerdings nur bei Anwe-

senheit einer Wirtpflanze sekretiert, was sie deutlich von den Frithen MoHEGs unterscheidet.

4.1.2 MOoHEG16 ist ein Virulenzeffektor

Die in der vorliegenden Arbeit naher analysierten MoHEGs konnten unter Bertiicksichtigung des
Transkriptionsprofils wahrend der Infektion von Gerste in der biotrophen Interaktionsphase in
zwei verschiedene Gruppen eingeteilt werden: Frithe und Spate MoHEGs. Bei frithen Zeitpunkten
nach der Inokulation ist die Anzahl von Transkripten pilzlicher Gene in Ganzblattproben durch
die noch geringe pilzliche Biomasse im Verhaltnis zur Anzahl von Transkripten pflanzlicher Ge-
ne gering. Die Identifizierung der Frithen MoHEGs ist daher wahrscheinlich auf die Verwendung
von Epidermisproben fiir das im Vorfeld durchgefiihrte Microarrayexperiment, zuriickzufiihren,
in denen die Anzahl von Transkripten pflanzlicher Gene reduziert ist (siehe auch Delventhal,
Dissertation, 2015). Effektorfunktion wurde noch fiir keines der Frithen MoHEGs oder andere
frith exprimierte Effektoren in M. oryzae gezeigt, dagegen konnten einzelne Spate MoHEGs auch
in anderen Studien identifiziert werden, in denen Ganzblattproben oder Blattscheiden verwen-

det wurden (s. Tabelle 5 und 4.1). Aus diesem Grund wurden zwei Gene der Frithen MoHEGs fiir
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weitere Analysen ausgewahlt. Auf Grund des Vorhandenseins des Y/F/WxC Motivs erschienen

die Gene MoHEG16 und MoHEG18 besonders interessant.

Pilztransformanden, in denen das Gen MoHEG16, das neben der Y/F/WxC-Domane noch eine
konservierte CFEM Domane besitzt, nicht mehr funktional vorliegt, zeigten einen abgeschwach-
ten Infektionsverlauf nach 72 h p.i. im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp (s. 3.2.2.2, Abbil-
dung 10B). Diese Abschwachung dufierte sich durch signifikant weniger haufiges Eindringen der
Amoheg16 Mutanten in die Wirtzellen und langsamere Kolonisierung des Mesophylls. Entspre-
chend ist der Verlust des Gens MoHEG16 bei der Kolonisierung der Gerstensorte Vada ein Nach-
teil fiir M. oryzae. Der Verlust von MoHEG16 verhindert jedoch die Kolonisierung des Wirtes
nicht ganzlich. Das Pathogen ist auch nach Verlust des Gens noch in der Lage Blastsymptome
auszubilden (s. Abbildung 10A). Das hier dargestellte Phdnomen stellt ein Beispiel fiir einen Vi-
rulenzeffektor dar, das heifst, dass MoHEG16 die Virulenz des Pathogens steigert. Es kann ent-
sprechend vermutet werden, dass dieser Effektor das Immunsystem der Gerstenwirtzelle mani-
puliert, wodurch z.B. eine hohere Penetrationsfrequenz erreicht wird. Dies scheint nicht nur die
Kolonisierung der ersten infizierten Zelle, sondern auch die Kolonisierung von Nachbargewebe
(benachbarte Epidermis- oder Mesophyllzellen) zu betreffen, da ein Kollabieren hier signifikant
weniger hiufig zu beobachten war (s. Abbildung 10B) Auf Grund dieser Tatsachen lasst sich eine
Rolle fiir MoHEG16 in der frithen Besiedlung von primiren oder sekundaren Wirtzellen anneh-
men, was durch weitere Analysen, wie z.B. Lokalisationsanalysen zu Erforschen bleibt. Bislang
sind nur wenige Virulenzeffektoren aus M. oryzae bekannt. Slp1 (engl. Secreted LysM Protein 1)
unterdriickt Chitin-induzierte Immunantworten durch Bindung von Chitinmonomeren, die
dadurch nicht mehr durch den Reis-Chitinrezeptor CEBiP (engl. Chitin Elicitor Binding Protein)
detektiert werden konnen (Mentlak et al, 2012). CEBiP induziert normalerweise Chitin-
induzierte Abwehrreaktionen (Shimizu et al,, 2010). 4Aslp1 Mutanten zeigten eine reduzierte
Virulenz auf Reisblattscheiben, indem Qualitdt und Quantitdt von Blastsymptomen reduziert

wurden (Mentlak et al., 2012).

Die CFEM (engl. Common in several Fungal Extracellular Membrane proteins) Domane (PFAM
Domane PF05730) ist eine EGF (engl. Epidermal Growth Factor)-dhnliche, Pilz-spezifische Do-
mane mit acht Cysteinresten und wurde besonders innerhalb des Proteoms von M. oryzae unter-
sucht (Kulkarni et al., 2003). Sie kommt auch in einer Unterklasse pilzlicher GPCR (engl. G-
Protein-Coupled Receptors)-dhnlicher Proteine vor, die entsprechend eine transmembrane Do-
mane besitzen konnen (Kulkarni et al.,, 2005). Ein Protein mit CFEM-Domane ist beispielsweise
PTH11, ein integrales Membranprotein, das fiir die Pathogenitat des Pilzes von entscheidender

Bedeutung ist (DeZwaan et al., 1999). Ein weiteres CFEM Protein ist ACI1 (MAC1 [M. grisea Ade-
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nylate Cyclase]-Interacting Protein), das mit MAC1 (M. grisea Adenylate Cyclase) interagiert,
wobei MAC1 in der Appressorienbildung eine Schliisselrolle einnimmt und damit ebenfalls ent-
scheidend fiir die Pathogenitat ist (Kulkarni et al., 2003; Kulkarni and Dean, 2004). Fiir CFEM
Proteine, die keine Transmembrandomane besitzen, wird vermutet, dass sie mit GPCR-dhnlichen
CFEM-Proteinen interagieren (Kulkarni et al., 2005). Fiir MoHEG16 wurde keine Transmemb-
randomane vorhergesagt (©SoftBerry, Inc. [ProtComp V. 9.0],
http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=protcompan&group=programs&subgroup=prol
oc), es konnte allerdings durch Interaktion mit einem GPCR-dhnlichen CFEM-Protein entspre-
chend an der Signaltransduktion fiir eine erfolgreiche Pathogenese beteiligt sein. Eine Studie
iiber mogliche Interaktionspartner von MoHEG16 z.B. durch Yeast2Hybrid ware daher sehr inte-
ressant. Dariiber hinaus wurden integrale CFEM Proteine mit der basalen Immunantwort von
M. oryzae gegen pathogenen Angriff von Lysobacter enzymogenes in Verbindung gebracht, was
ein weiterer Hinweis darauf ist, dass Proteine, die eine solche Doméne besitzen in immunregula-

torische Prozesse involviert sind (Mathioni et al., 2013).

Bei der Analyse von Amoheg18 Mutanten, wurde keine signifikante Abweichung des Infektions-
phénotyps im Vergleich zum Wildtyp festgestellt (3.2.3.2). Dies bedeutet allerdings nicht, dass
eine Effektorfunktion fiir MOHEG18 generell auszuschlieféen ware, da es sich hier um einen Ef-
fektor handeln kdnnte, der eine redundante Funktion zu anderen existierenden Effektorprotei-
nen besitzt. Redundanzen innerhalb von Effektorrepertoiren sind sinnvoll, da die Manipulation
von bestimmten Zielproteinen oder Signalwegen innerhalb der Wirtzelle von enormem Vorteil
fiir ein Pathogen sein kann und diese so entsprechend durch mehrere Proteine mit redundanter
Funktion abgesichert wird (1.4.1). Es ist daher nicht auszuschliefen, dass der Verlust von

MoHEG18 durch einen anderen Effektor kompensiert werden kann.

Beide in dieser Arbeit untersuchten Gene, MoHEG16 und MoHEG18, kodieren fiir Proteine, die
das Y/F/WxC Motiv besitzen, das in Effektoren des Echten Mehltaus (Bgh) und Haustorien bil-
denden Rostpilzen (Pgt bzw. Pt), die Wirtpflanzen innerhalb der Poaceae besitzen, eine Rolle zu
spielen scheint (Godfrey et al.,, 2010). Dass Proteinen, die dieses Motiv besitzen, eine Rolle wah-
rend der Pathogenese von M. oryzae mit Gerste zugeschrieben werden kann, ist durch die hier

erhaltenen Ergebnisse nicht auszuschlief3en.

Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass in der vorliegenden Arbeit durch quantitative,
mikroskopische Analyse ein neuer Virulenzeffektor von M. oryzae identifiziert werden konnte.
Im Gegensatz dazu besitzen die meisten bekannten Effektoren dieses Pathogens Avirulenzfunk-
tion (Valent and Khang, 2010). Bei Verlust von Avirulenzeffektoren, zeigt sich oft ein eindeutige-

rer Infektionsphdnotyp, da ein einzelner Avirulenzeffektor in Kombination mit einem einzelnen
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Resistenzgen iiber Kompatibilitit oder Inkompatibilitit einer Interaktion entscheiden kann (s.

1.2).

4.1.3 Orthologe Gene der MgHEGs und MoHEGs sind dhnlich reguliert

In der vorliegenden Studie wurden zu 14 der 18 MoHEGs, die wahrend der Wirtinteraktion zwi-
schen dem M. oryzae Isolat TH6772 und Gerste differenziell reguliert sind, orthologe MgHEGs
innerhalb des Genoms des M. grisea Isolates BR29 identifiziert (3.4.2). Entsprechend handelt es
sich hier um einen Vergleich zwischen Genen verschiedener Arten innerhalb der Gattung Pyricu-
laria. Beim individuellen Vergleich der Gensequenzen, stellte sich heraus, dass die Ahnlichkeit
der Gene auf Nukleotidebene bei durchschnittlich 75,8 % liegt (s. Tabelle 6). Betrachtet man die
Ahnlichkeiten der korrespondierenden Proteine mit und ohne Signalpeptid, fillt auf, dass zwi-
schen beiden Proteinvarianten nur ein geringer Unterschied festzustellen ist (durchschnittlich
67,9 % und 66,3 %). Das deutet darauf hin, dass der Selektionsdruck gleichermafien auf der Se-
quenz des Signalpeptids und auf der Sequenz des reifen Proteins liegt. In anderen Studien wurde
im Gegensatz dazu eine hohere Aminosaurekonservierung innerhalb des Signalpeptid von Ef-

fektorkandidaten beobachtet (Catanzariti et al., 2006; Yoshida et al., 2009).

Bei Betrachtung der Expressionsprofile der MgHEGs wahrend der kompatiblen Interaktion zwi-
schen BR29 und der Gerstensorte Nigrate stellte sich heraus, dass MgHEGs, ahnlich der MoHEGs,
ebenfalls in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt werden konnten: Frithe und Spate MgHEGs (s.
Abbildung 22). Dartiber hinaus war festzustellen, dass orthologe MgHEGs wahrend einer kompa-
tiblen Interaktion dhnlich induziert und reguliert sind wie MoHEGs. Dies deutet darauf hin, dass
es sich bei den untersuchten Genen um echte funktionale Orthologe handeln konnte. Die ahnli-
che Expression orthologer HEG Effektoren innerhalb der Gattung Pyricularia konnte entspre-
chend auf einen konservierten Infektionsmechanismus zuriickzufiithren sein. Dies bleibt jedoch
durch weitere funktionale Analysen von MoHEGs und MgHEGs zu bestatigen. Einen Hinweis auf
eine etwas unterschiedliche Genregulierung war bei den Genen MgHEG4 und MgHEG14 festzu-
stellen (3.4.2.2), obwohl sich zwischen den Genen MgHEG14 und MoHEG14 eine besonders hohe
Ahnlichkeit von rund 90 % feststellen lief. Das zeigt, dass auf Grund von grofRer Ahnlichkeit
zwischen orthologen Genen nicht automatisch auch auf dhnliche Regulierung riickzuschliefRen
ist. Bei Transkriptabundanzanalysen in vitro gekeimter BR29 Konidien wurde gezeigt, dass auch
hier ausschlief3lich Transkripte der Frithen MgHEGs detektiert werden konnten (s. Abbildung
23). Eine Ausnahme stellt hier wiederum MgHEG18 dar. Allerdings ist im Falle dieses Gens eine
sehr geringe Homologie zwischen MoHEG18 und MgHEG18 zu verzeichnen (nur 15 % auf Ebene
des reifen Proteins). Da MgHEG18 wahrend der kompatiblen Interaktion mit Nigrate jedoch
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trotzdem friih reguliert war (s. Abbildung 22), konnte spekuliert werden, dass dieses Gen im

Gegensatz zu den anderen Frithen MgHEGs nicht unabhangig von einer Wirtpflanze induziert ist.

Bis heute wurden in verschiedenen Studien mehrere Feldisolate innerhalb der Art M. oryzae re-
sequenziert, wobei festgestellt werden konnte, dass jedes Isolat individuelle genomische Ab-
schnitte besitzt (Yoshida et al., 2009; Xue et al., 2012; Chen et al,, 2013a). Allerdings wurde in
einer dieser Studien gezeigt, dass die Mehrheit der Gene innerhalb des gesamten Genoms (78 %)
jedoch monomorphisch ist (Yoshida et al., 2009). Dariiber hinaus konnte bei der Untersuchung
von Polymorphismen sekretierter Proteine im o6ffentlich zuginglichen M. oryzae Genom und in
21 anderen Isolaten, gezeigt werden, dass die Menge an SNPs (engl. Single Nucleotide Polymor-
phisms) im Vergleich zu Genen, die generell an- oder abwesend sind, gering ausfallt (Yoshida et
al, 2009). Damit zeigt M. oryzae im Vergleich zu anderen untersuchten Organismen weniger
Sequenzpolymorphismen innerhalb einer Art (Mentlak et al., 2011). Dies ist wahrscheinlich auf
die ausschliefdlich vegetative Vermehrung unter Feldbedingungen zurtickzufiihren. Generell an-
oder abwesenden Gene scheinen daher mit Rassen-Sorten spezifischer Resistenz in Verbindung
stehen, da diese sich im Verlauf der Co-Evolution von Pathogen und Wirt etablieren. Es ware
interessant zu untersuchen, ob die zwischen MoHEGs und MgHEGs festgestellten Sequenzunter-
schiede auf unterschiedliche Funktionen zuriickzufiihren sind oder auf Unterschiede von Ziel-

proteinen in den verschiedenen Wirtpflanzen.

4.2 MoNLP1, MoNLP2 und MoNLP4, sowie MgNLP1, MgNLP3 und MgNLP4,
induzieren Zelltod in N. benthamiana

NLP Proteine kommen in verschiedenen phytopathogenen Organismen, wie Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien oder auch Pilzen und Oomyceten, vor (Gijzen and Niirnberger, 2006).
Die bisher bekannte Funktion von NLPs ist die Induktion von Zelltod und von Ethylensynthese
in zweikeimblattrigen Pflanzen (Bailey, 1995). Interessanterweise besitzt auch M. oryzae vier
Gene, welche fiir NLPs kodieren (Gijzen and Niirnberger, 2006), obwohl nur einkeimblattrige
Wirte fiir Pilze der Gattung Pyricularia bekannt sind. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten
diese vier MoNLPs auf ihre Fahigkeit hin analysiert werden, Zelltod in zweikeimblattrigen Pflan-
zen, wie N. benthamiana, zu induzieren, da sie fiir einen so genannten Zelltodassay (s. 4.2.1)
verwendet werden sollten. Da Sequenzinformationen auch fiir die homologen Proteine aus dem
M. grisea Isolat BR29 vorlagen, wurden diese ebenfalls auf die Fahigkeit der Nekroseinduktion
untersucht. Alle in M. oryzae und M. grisea vorkommenden, im Rahmen der vorliegenden Arbeit

untersuchten NLPs besitzen ein Signalpeptid.
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Bei der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zu MoNLPs wurde festge-
stellt, dass drei der vier bekannten MoNLPs eine Zelltod induzierende Wirkung in
N. benthamiana besitzen: MoNLP1, MoNLP2 und MoNLP4 (s. Abbildung 15). Es wurde ebenfalls
eine Zelltod induzierende Wirkung fiir MgNLP1, MgNLP3 und MgNLP4 festgestellt (s. Abbildung
24). MoNLP1 und MoNLP4, sowie MgNLP1 und MgNLP4, werden den Typ 1-NLPs und MoNLP2
bzw. MgNLP3 wiederum den Typ 2-NLPs zugeordnet. Die beiden Typen von NLPs unterscheiden
sich in der Anzahl der konservierten Cysteinreste innerhalb der NPP1-Domaéne, wobei die durch
das erste Cysteinpaar, das in beiden NLP-Typen vorkommt, ausgebildete Disulfidbriicke fiir die
Induktion der Nekrose von essenzieller Bedeutung zu sein scheint (Fellbrich et al., 2002; Cuesta
Arenas et al,, 2010). Die zweite, nur in Typ 2-NLPs vorkommende Disulfidbriicke, scheint aller-
dings nicht fiir die Nekroseinduktion von Noten zu sein (Oome and Van den Ackerveken, 2014).
Die Struktur der NLP-Proteine scheint ebenfalls eine besondere Rolle fiir die cytotoxische Aktivi-
tat der Proteine zu spielen, denn bei Analyse der Struktur von NLPpy. aus Pythium aphaniderma-
tum, stellte sich heraus, dass diese cytolytischen Actinoporinen aus marinen Organismen wie der
Seeanemone dhnlich ist (Ottmann et al,, 2009). Ob NLPs in der Lage sind Zelltod zu induzieren
scheint dariiber hinaus zusatzlich von der Anwesenheit des Signalpeptids abzuhingen (Qutob et
al,, 2002; Qutob et al., 2006). Da die Zelltod induzierende Wirkung also von multiplen Faktoren
abhangig zu sein scheint, ist es entsprechend nicht moéglich, allein von der Aminosauresequenz
auf die Fahigkeit zur Nekroseinduktion zu schliefen. Umso erstaunlicher ist es, dass M. oryzae
iiberhaupt NLP Proteine mit Zelltod induzierender Wirkung besitzt, da diese Aktivitit nur in
zweikeimblattrigen Pflanzen zum Tragen kommt (Bailey, 1995). Es ist entsprechend zu vermu-
ten, dass eine zusatzliche Funktion fiir NLPs existiert, wodurch auch eine Expression wahrend

der kompatiblen Interaktion erklart werden kénnte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte auflerdem festgestellt werden, dass die Typ 1-NLPs
MoNLP1 und MoNLP4 wahrend der Interaktion zwischen M. oryzae und Gerste exprimiert wer-
den (s. Abbildung 16). Die Expression von NLPs wahrend der Pathogen-Wirt-Interaktion konnte
auch in anderen Studien festgestellt werde. Beispielsweise bei den Oomyceten P. infestans und
H. arabidopsidis (Kanneganti et al., 2006; Cabral et al., 2012) oder MpNEP2 aus dem Basidiomy-
ceten Moniliophthora perniciosa (Zaparoli et al., 2011). Dabei sind erstere nicht cytotoxisch, letz-
teres jedoch besitzt Nekrose induzierende Fahigkeit. Auch das einzige NLP aus Mycosphaerella
graminicola ist spezifisch wahrend der Interaktion mit der einkeimblattrigen Wirtpflanze Wei-
zen exprimiert (Motteram et al., 2009), obwohl, wie bereits erwahnt, NLPs keine cytotoxische
Aktivitat in einkeimblattrigen Pflanzen besitzen. Allerdings besafd die Knockout-Mutante dieses
Gens keinen Virulenzphinotyp (Motteram et al., 2009). Die maximale Transkriptabundanz die-

ses NLPs ist allerdings wie bei M. oryzae (s. Abbildung 16) wahrend der symptomfreien Phase zu
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verzeichnen (Motteram et al,, 2009). Ein weiteres Beispiel fiir ein solches Transkriptionsprofil
ist das eines NLPs aus Phytophthora sojae, bei dem die Expression ebenfalls vor dem Ubergang
von biotropher zu nekrotrophe Phase des Lebenszyklus am starksten ist (Qutob et al., 2002). Es
kann entsprechend vermutet werden, dass NLPs auch ohne direkte cytotoxische Wirkung mit
dem Ubergang zu programmiertem Zelltod oder Nekrosen zu tun haben konnten. Diese genaue

Funktion bleibt weiterhin zu untersuchen.

4.2.1 MOoHEG13 unterdriickt den MoNLP-vermittelten Zelltod

Ist ein Pathogen von lebendem Gewebe abhiangig, ist die Unterdriickung pflanzlicher Abwehrre-
aktionen, wie dem programmierten Zelltod, eine wirkungsvolle Uberlebenstrategie. Einen Hin-
weis auf eine Rolle von Effektorkandidaten in Bezug auf die Induktion oder Suppression von
Zelltod kann durch transiente Zelltodassays erbracht werden, ohne dass eine zeitaufwandige
funktionale Analyse mit stabilen Knockout-Transformanden nétig ist (Wang et al, 2011;
Kleemann et al,, 2012). So wurden beispielsweise die Effektoren Avrlb und Avh331 aus P. sojae,
welche den BAX vermittelten Zelltod in Sojabohne, N. benthamiana und S. cerevisiae unterdrii-
cken, durch einen Zelltodassay identifiziert (Dou et al., 2008b). Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass der Effektorkandidat ChEC3 aus C. higginsianum, den ChNLP1-vermittelten Zelltod
in N. benthamiana unterdriickt (Kleemann et al.,, 2012). Hemibiotrophe Phytopathogene wie
M. oryzae besitzen eine biotrophe und eine nekrotrophe Lebensphase innerhalb ihres Lebens-
zyklus. In der biotrophen Interaktionsphase muss programmierter Zelltod der Wirtzelle unter-
driickt werden, um die Lebensgrundlage fiir das Pathogen zu sichern. Aus diesem Grund wurden
die Frithen und Spaten MoHEGs, die wahrend der biotrophen Interaktionsphase zwischen Pa-
thogen und Wirt ein Transkriptionsmaximum aufweisen, auf die Fahigkeit hin untersucht den
NLP vermittelten Zelltod zu unterdriicken. Zu Beginn der nekrotrophen Phase muss im Gegen-
satz dazu Zelltod aktiv eingeleitet oder die Unterdriickung eines solchen entsprechend aufgeho-
ben werden. Entsprechend wurden die Spaten MoHEGs selbst auf eine Zelltod induzierende

Wirkung analysiert.

In einer Studie, in der durch RL-SAGE, MPSS und SBS (engl. Sequencing By Synthesis) die kom-
patible und die inkompatible Interaktion von M. oryzae mit der Reissorte Nipponbare (Wildtyp
oder Transformande mit kompatiblen R-Protein Pi9), verglichen wurde, wurden fiinf zelltodaus-
l6sende Proteine, MoCDIPs (engl. M. oryzae Cell Death Inducing Proteins), identifiziert (Chen et
al., 2013b). Die zu den MoCDIPs korrespondierenden Gene wurden allerdings nicht unter den
analysierten MoHEGs oder den 157 im Vorfeld der vorliegenden Arbeit ermittelten, sekretierten

Effektorkandidaten (3.1.1) gefunden. Dartiber hinaus konnte fiir keines in dieser Arbeit analy-



4 Diskussion 113

siertes MOHEG selbst eine cytotoxische Wirkung gezeigt werden (3.3.2.2). Eine mogliche Be-
griindung hierfiir kann der unterschiedliche experimentelle Ansatz sein, den beide Studien un-
terscheiden. Denn in der Studie von Chen et al. (2013b) wurde das Transkriptom ganzer Blatter
analysiert, wohingegen das Transkriptom inokulierter Epidermisproben die Grundlage fiir Ef-

fektorkandidaten in der vorliegenden Arbeit war.

Durch die Analyse der Zelltod induzierenden Eigenschaften der MoNLPs in N. benthamiana,
konnten Magnaporthe-spezifische Zelltodinduktoren ermittelt werden (Abbildung 15), die in
einem in dieser Arbeit angewendeten Zelltodassay verwendet werden konnten. Durch Co-
Expression mit diesen zelltodinduzierenden MoNLPs, sollte die Zelltod supprimierende Wirkung
der MoHEGs untersucht werden. Dabei stellte sich heraus, dass MoHEG13 eine unterdriickende
Wirkung auf den durch MoNLP1, MoNLP2 und MoNLP4 ausgeldsten Zelltod besitzt (Abbildung
19). Damit besitzt MOHEG13 eine dhnliche Wirkung wie ChEC3, das diese Eigenschaften eben-
falls aufweist (Abbildung 15). Das deutet interessanterweise auf eine beiden Proteinen gemein-
same Funktion hin, die nicht spezifisch von einer Wirtpflanze abhéngig ist, denn ChEC3 ist im
Gegensatz zu MoHEG13 ein Effektor aus dem mit der Wirtpflanze A. thaliana assoziierten Pilz
C. higginsianum. Da es sich bei MoNLP1 und MoNLP4 um Typ 1- und bei MoNLP2 um ein Typ 2-
NLP handelt, scheinen ChEC3 und MoHEG13 den durch beide NLP-Typen vermittelten Zelltod zu
unterdriicken. Da sowohl MoNLP1, MoNLP4 und MoHEG13 in M. oryzae wahrend der Wirtinter-
aktion mit Gerste exprimiert werden (s. Abbildung 16 und Abbildung 4), kann iiber eine Interak-
tion dieser Proteine wahrend der Pathogen-Wirt-Interaktion spekuliert werden. Da NLPs aller-
dings in einkeimblattrigen Pflanzen keine Nekrose induzieren, kann auch hier davon ausgegan-
gen werden, dass MoNLPs weitere, liber die Cytotoxizitat hinausgehende Funktionen besitzen,
deren Unterdriickung fiir M. oryzae von Vorteil zu sein scheint. Weiterhin kann vermutet wer-
den, dass MoHEG13 generell einen Einfluss auf Zelltodmechanismen innerhalb von Pflanzenzel-
len nimmt, d.h. Zelltodmechanismen unterdriickt. Fiir diese Spekulation waren allerdings weite-
re Experimente notig, in denen der Einfluss von MoHEG13 auf durch andere Zelltodinduktoren,
z.B. BAX (Dou et al., 2008b; Wang et al., 2011), vermittelte Zelltodprogramme getestet werden
miisste. Uber eine Rolle von MoHEG13 kénnte bei einer solchen Annahme dahingehend speku-
liert werden, dass das Protein vorzeitigen Zelltod der Wirtzelle verhindert um eine biotrophe

Kolonisierung des Pilzes bis zum Ubergang in die nekrotrophe Lebensphase zu gewéhrleisten.

MoHEG13 wurde bereits im Rahmen einer anderen Studie identifiziert und der Infektionsphano-
typ von Deletionsmutanten in einer grofd angelegten Screening Analyse nach der Inokulation von
Reis makroskopisch bestimmt (Saitoh et al., 2012). Dabei wurde allerdings kein signifikanter

Unterschied des Infektionsphdnotyps im Vergleich zum Wildtyp festgestellt. In der im Rahmen
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dieser Arbeit verfassten Veroffentlichung wurde allerdings durch die mikroskopische Analyse
einer Amoheg13 Mutante wahrend der Wirtinteraktion mit der Gerstensorte Vada gezeigt, dass
im Vergleich zum Wildtyp, der Verlust des Gens die Anzahl der Rice-Blast-Symptome reduziert
und die Penetrationsrate zu 24 h p.i. geringer ist (Mogga et al., 2016). MoHEG13 ist entspre-
chend, wie MoHEG16, ein Effektor mit Virulenzeigenschaften, dessen Verlust fiir das Pathogen
ein Nachteil zu sein scheint. Es bleibt durch weitere Versuche zu analysieren, ob diese Virulenz-

funktion mit der Zelltod supprimierenden Eigenschaft verkniipft ist.

4.3 MoNUDIX fordert die Virulenz von M. oryzae in Gerste

NUDIX (engl. NUcleoside DIphosphate linked to X) Hydrolasen konnen in nahezu allen Klassen
der Organismen gefunden werden, sogar in Viren und Archaea (Mildvan et al., 2005). Sie kataly-
sieren die Hydrolyse einer ganzen Reihe von organischen Pyrophosphaten, wie Nukleosid-
diphosphat oder Nucleosidtriphosphat, NADH, Coenzym A und vielen anderen und besitzen da-
mit mannigfaltige Funktionen (Mildvan et al., 2005; McLennan, 2006). NUDIX Hydrolasen besit-
zen ein charakteristisches Motiv, GxsExs[UA]XREx2EExXGU, (U ist hier eine aliphatische, hydro-
phobe Aminosaure), die so genannte NUDIX Box, welche fiir die katalytische Aktivitat des En-

zyms essentiell ist.

Eine besondere Rolle scheint sekretierten NUDIX-Hydrolasen in hemibiotrophen, pilzlichen und
pilz-dhnlichen Phytopathogenen zuzukommen (Bhadauria et al., 2013). Eine solche Rolle als
Effektor oder Pathogenitatsfaktor sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch fiir MoNUDIX,

die NUDIX-Hydrolase aus M. oryzae untersucht werden.

Zunachst wurden die Proteinsequenzen von NUDIX-Hydrolasen innerhalb der Gattung Pyricula-
ria einer phylogenetischen Analyse unterzogen (3.5.1). Dabei stellte sich heraus, dass die
NUDIX-Hydrolasen der M. oryzae Reisisolate FR13, Guy11, TH12, TH16 und PH14 in einer Grup-
pe zusammengefasst werden konnen. Ebenfalls dieser Gruppe zugeordnet werden jeweils eine
NUDIX-Hydrolase der Isolate US71 und CD156, die mit den Wirtpflanzen Setaria bzw. Eleusine
assoziiert sind. Diese Isolate besitzen jeweils zwei divergente NUDIX-Gene, wobei das zweite
Gen jeweils einer anderen Gruppe zugeordnet wird, zu der ebenfalls ein NUDIX-Gen des
M. grisea Isolats BR29 zu zahlen ist. Interessanterweise wird ein zweites NUDIX-Gen aus BR29 in
eine Gruppe mit den NUDIX-Hydrolasen aus C. truncatum und C.graminicola eingeordnet.
Schliefdt man von diesen Ergebnissen auf eine phylogenetische Verwandtschaft der Isolate, wa-
ren das Eleusine-Isolat und das Setaria-Isolat naher mit den Reisisolaten verwandt als das Digi-
taria-Isolat. Dies ist im Fall des Eleusine-Isolats CD156 auch bestétigt, denn es wird, im Gegen-

satz zu BR29, wie die Reisisolate zu der Art M. oryzae zugeordnet (Klaubauf et al., 2014). BR29
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dagegen zahlt zu der Art M. grisea (Zellerhoff et al., 2006; Klaubauf et al., 2014). Die taxonomi-
sche Einordnung des Setaria-Isolats US71 muss noch durch weitere phylogenetische Untersu-

chungen anderer Genloci analysiert werden.

Eine Transkriptionsanalyse zeigte weiterhin, dass MoNUDIX aus M. oryzae und BRZ9NUDIX aus
M. grisea wahrend der kompatiblen Interaktion mit Gerste bzw. Digitaria induziert sind
(Abbildung 26). Beide Gene werden unmittelbar vor dem BNS maximal exprimiert, womit sie ein

dhnliches Expressionsprofil wie CtNUDIX aus C. truncatum aufweisen (Bhadauria et al., 2013).

Durch Uberexpression des Gens, das fiir MoNUDIX kodiert und beider paraloger MoNUDIX-Gene
entspricht, stellte sich bei der mikroskopischen Analyse heraus, dass das Wachstum von biotro-
phen invasiven Hyphen positiv beeinflusst wird. Es waren zu 48 h p.i. haufiger biotrophe invasi-
ve Hyphen in Gerstenepidermiszellen von Uberexpressionsmutanten zu beobachten als im kor-
respondierenden Wildtyp. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (Abbildung 33A). Im
Rahmen dieser Arbeit konnte dartiber hinaus eine Silencingmutante generiert werden, bei der
eine Expressionsanalyse eine vollstindige Reduktion von Transkripten beider in Isolat 70-15 fiir
MoNUDIX kodierender Gene ergab (siNUDIX-1.1, s. Abbildung 28). Bei dieser Mutante zeigte sich
ein sehr pragnanter Phanotyp auf makroskopischer und mikroskopischer Ebene (Abbildung 31
und Abbildung 33B). Diese Mutante war nicht mehr in der Lage invasive Hyphen auszubilden
und somit Blastsymptome zu verursachen. Ungliicklicherweise konnte dies nicht durch eine
zweite unabhdngige Mutante bestitigt werden. In weiteren Experimenten ware es sinnvoll eine
Deletionsmutante im Hintergrund des M. oryzae Isolats Guy11 zu generieren, die nur eine Kopie
des Gens MoNUDIX besitzt, um diesen interessanten Phanotyp zu verifizieren. Die erhaltenen
Ergebnisse deuten auf eine Funktion von MoNUDIX hin, die das Wachstum invasiver Hyphen
beeinflusst. Die Uberexpression des Gens fordert dieses Wachstum, der Verlust des Gens verhin-
dert es entsprechend. Desweiteren ist {iber eine Rolle von MoNUDIX wihrend des Ubergangs
von biotropher zu nekrotropher Phase zu spekulieren, da die maximale Transkriptabundanz
kurz vor dieser Phase des Lebenszyklus zu beobachten ist. Auf das vegetative Wachstum in Kul-
tur hat eine Uberexpression oder Herunter-Regulation von MoNUDIX allerdings keinen Einfluss
(Abbildung 29). Die Funktion scheint somit nur inplanta wahrend der Pathogen-Wirt-
Interaktion wichtig zu sein. Durch den positiven Einfluss von MoNUDIX auf die Virulenz von
M. oryzae kann dieses Protein auch als Pathogenitatsfaktor oder auch VIR-Effektor bezeichnet

werden.

Das Gen CtNUDIX wurde ebenfalls mit dem BNS und dem invasiven Hyphen-Wachstum in Ver-
bindung gebracht, da CtNUDIX einen HR-dhnlichen Zelltod in N. tabacum induziert und das kor-

respondierende Gen kurz vor dem BNS maximal transkribiert wird (Bhadauria et al., 2013). Al-
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lerdings wurde fiir MoNUDIX eine solche Fahigkeit weder in N. tabacum noch in N. benthamiana
festgestellt (Abbildung 34). Dariiber hinaus konnten Uberexpressionsmutanten von CtNUDIX
keine sekundiren, invasiven Hyphen in den Nachbarzellen ausbilden (Bhadauria et al., 2013).
Die Uberexpression von MoNUDIX férderte das invasive Hyphen-Wachstum dagegen, Silencing
des Gens verhinderte es ginzlich (Abbildung 33). Schlussfolgernd kann festgestellt werden, das
MoNUDIX nicht die gleichen Funktionen zu haben scheint wie CtNUDIX, allerdings haben beide
Proteine ein dhnliches Expressionsprofil und einen Einfluss auf das Wachstum invasiver Hy-

phen.

In einer weiteren Studie konnte ebenfalls ein Effektor mit NUDIX Motiv identifiziert werden,
dessen Funktion mit der Virulenz des Pathogens in Verbindung zu bringen ist (Dong et al,,
2011). Es wurde gezeigt, dass der apoplastische AVR-Effektor Avr3b aus Phytophthora sojae die
ETI unterdriickt, denn es wurde ausschliefilich eine erhohte Biomasse von Wildtyp P. sojae mit
enzymatisch aktivem Avr3b in infizierten Sojabohnen detektiert (Dong et al., 2011). Avr3b weist
ATP-Ribose und NADH Pyrophosphatase Aktivitat auf, weswegen gemutmafit wurde, dass dieser
Effektor die Akkumulation pathogen-induzierter reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, engl. Reactive
Oxigen Species) unterdriickt (Dong et al., 2011). In Arabidopsis thaliana fiihrte die Deletion des
NUDIX Hydrolase Gens AtNUDT7 zu erhohter Resistenz gegen P. syringae und H. arabidopsidis
(Bartsch et al,, 2006). Aus diesem Grund wird vermutet, dass ADP-Ribose/NADH Pyrophospha-
tasen als negative Regulatoren der Pflanzenabwehr fungieren konnen und Pathogene die Pflan-
zenabwehr ebenfalls zu unterdriicken versuchen, indem sie Effektoren wie Avr3b mit dhnlicher
Funktion etablieren, die diese negative Regulation nachahmen kénnen (Dong et al., 2011). Da die
Uberexpression von MoNUDIX die Pflanzenabwehr ebenfalls herabzusetzen scheint, wie durch
vermehrtes invasives Hyphenwachstum deutlich wird, ware interessant zu untersuchen, ob
M. oryzae wihrend der Interaktion mit Gerste durch Uberexpression von MoNUDIX die Gersten-

abwehr ebenfalls negativ reguliert.

4.4 Fazit

Wahrend der Interaktion zwischen Pilzen der Gattung Magnaporthe und Gerste wird die Expres-
sion von Genen induziert, die fiir putativ sekretierte Proteine kodieren. Innerhalb dieses Ef-
fektorrepertoires befinden sich, vor allem in der Wirtinteraktion, solche Proteine, die die Wirt-
abwehr manipulieren kénnen und die Virulenz des Pathogens férdern. MoHEG16 und MoNUDIX
sind Beispiele fiir solche Virulenzeffektoren. Durch den Verlust von MoHEG16 und MoNUDIX

wird die Virulenz von M. oryzae abgeschwicht, indem das Wachstum invasiver Hyphen verrin-
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gert wird und wodurch die Kolonisierung des Wirtes schwacher ausfallt. Der Verlust dieser Viru-
lenzeffektoren fiihrt allerdings nicht zur vollstindigen Inkompatibilitdt mit dem Wirt. Entspre-
chend kann spekuliert werden, dass die maximale Virulenz eines Pathogens durch das additive

Wirken mehrerer Virulenzeffektoren des Effektorrepertoires bedingt wird.

Desweiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich innerhalb des Effektorrepertoires
von M. oryzae Gene befinden, die fiir Proteine kodieren, welche Zelltod in zweikeimblattrigen
Pflanzen induzieren: MoNLP1 und MoNLP4. Diese Zelltod induzierende Wirkung kann wiede-
rum durch eine andere Komponente innerhalb des Repertoires aufgehoben oder gehemmt wer-
den. So unterdriickt MOHEG13 die Zelltod induzierende Wirkung von MoNLP1 und MoNLP4 in
N. benthamiana. Zusatzlich wird ebenfalls die Zelltod induzierende Wirkung von MoNLP2 durch
MoHEG13 supprimiert. Dies ist ein Hinweis darauf, dass Einzelkomponenten des Effektorreper-

toires direkt oder indirekt miteinander interagieren und ihre Wirkung gegenseitig beeinflussen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass an der Pathogenese von Magnaporthe auf
Gerste sowohl Effektoren mit einem quantitativen Effekt auf die Virulenz des Pathogens als auch
komplizierte Wechselwirkungen zwischen Effektoren beteiligt sind. Die funktionale Analyse
einzelner Virulenzeffektoren kann daher in den meisten Fallen nicht nur durch makroskopische
Bonitur erfolgen. Die Identifizierung aller Virulenz bedingender Faktoren bedarf dementspre-
chend sensitiver Studien, wie der intensiven mikroskopischen Analyse, wie sie im Rahmen der

vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde.
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Tabelle 8. Liste verwendeter Chemikalien

Agarose
Ampicillin

Biotin
Carbenicillin
Ethidiumbromid

Fotochemikalien Carestream GBX Fixer/
Replenisher und Developer/Replenisher
Geneticin

Gentamycin
Glucanex
Hygromycin
Kanamycin
Nikotinsdure
PABA
Pyridoxin
Riboflavin
Rifampicin
Spectinomycin
Streptomycin
Thiamin
Tween20

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kodak, Rochester, NY, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danemark

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande
Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande
Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande
Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Tabelle 9: Liste verwendeter Enzyme

BP-Clonase

Dnasel

FastDigest® Restriktionsenzyme
LR-Clonase

Phusion® Polymerase

RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase

RNaseA
Silver Star Tag-Polymerase
T4 Ligase

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
EuroGenTec S.A., Seraing, Belgien

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Tabelle 10. Liste verwendeter Gerate

Sterilbank LabGard Class Il

Ultra low freezer (-80 °C)
Gefrierschrank (-20 °C)
Mikrowelle Privileg 9023
Horizontalschittler KS501digital
Schittler fur Flussigkulturen
Tischzentrifuge 5415D
Kihlzentrifuge 5417R
Ultrazentrifuge

NuAire Inc., Plymouth, MN, USA

New Brunswick Scientific GmbH, Nirtigen, Deutschland
Liebherr, Kirchdorf, Deutschland

Whirlpool Corporation, Benton Harbor, MlI, USA
IKALabortechnik, Staufen im Breisgau, Deutschland
Gallenkamp, Loughborough, UK

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland
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Megafuge 1.0 R

Centrifuge Sorvall™ RC 5B PLUS
Micropulser

UV crosslinker

Tecnoclav, Fedegari

Autoklav Systec VX-150
Autoklav Systec DX-65
Dampfdrucktopfe

Wasserbad Paratherm Il
VortexGenie 2

Tischwaage SCALTEC SBA52
Inkubationsblock Thriller
Thermoblock Unitek™ HBS-130
Gelelektrophoresekammern
Geldokumentation UV Transilluminator

Heraeus Industries, Hanau, Deutschland

GMlI Inc., Ramsey, MN, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Amersham Life Sciences, Freiburg, Deutschland
Tecnomara Deutschland GmbH, Fernwald, Deutschland
Systec GmbH, Wetterberg, Deutschland

Systec GmbH, Wetterberg, Deutschland

Fissler, Idar-Obertstein, Deutschland

Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland

Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA

Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt, Deutschland
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

WealTEC Corporation, Sparks, NV, USA

Tabelle 11: Liste verwendeter Kits

Platinum® SYBR® Green RT-qPCR Super-
Mix, UDG with Rox
QlAquick Gel Extraction Kit

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

QlAgen AG, Hilden, Deutschland

Tabelle 12: Liste verwendeter Software

7300 System SDS Software Version
1.4.0.25 (g-PCR)

BioEdit Sequence Alignment Editor
Version 7.0.5.3

Clone Manager Professional Suite Version 8

Corel Photo-Paint X4 2008 Version
14.0.0.567
CorelDRAW X4 2008 Version 14.0.0.567

DeVision G Decon (Geldokumentation)
Diskus Carl (Digitale Mikroskopie)
Microsoft Excel 2010

SigmaStat 3.1

Applied Biosystems by Life Technologies, Bleiswijk,
Niederlande
Softwareentwickler Tom Hall

Scientific & Educational Software, Cary, NC, USA
Corel Corporation, Ottawa, Kanada

Corel Corporation, Ottawa, Kanada

Science Tec GmbH, Hohengandern, Deutschland

H. Hilgers-Technisches Biiro, Kénigswinter, Deutschland
Microsoft, Redmond, OR, USA

Systat Software Inc., Chicago, IL, USA

Tabelle 13: Liste sonstiger Labormaterialien

ABI Prism® 7300 Sequence Detection
System
Autoklav Systec DX-65

Autoklav Systec VX-150

Centrifuge Sorvall™ RC 5B PLUS
Dampfdrucktopfe

Feinwaage MS204S

Gefrierschrank (-20 °C)
Geldokumentation UV Transilluminator

Applied Biosystems by Life Technologies, Bleiswijk,
Niederlande

Systec GmbH, Wetterberg, Deutschland

Systec GmbH, Wetterberg, Deutschland

GMlI Inc., Ramsey, MN, USA

Fissler, Idar-Obertstein, Deutschland

Mettler Toledo, Columbus, OH, USA

Liebherr, Kirchdorf, Deutschland

WealTEC Corporation, Sparks, NV, USA
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Gelelektrophoresekammern
Horizontalschittler KS501digital
Inkubationsblock Thriller
Inkubationsschrank (37 °C)
Inkubationsschrank FKS 5000 (23 °C)
Inkubationsschrank 126 (28 °C)
Kihlzentrifuge 5417R

Leica DMR, DMRBE (Mikroskope)

Lichtschrank Growth Cabinet MLR-350

Magnetrihrer Combima-RET
Megafuge 1.0 R

Micropulser

Mikrowelle Privileg 9023
Nanophotometer P-Class
Nikon 50D (Digitalkamera)
PCR peqSTAR 96 Universal
pH Meter MP220
Photometer DU530
Precellys24 lysis & homogenization
Reinstwasseranlage

Schittler fur Flassigkulturen
Spektrophotometer Beckman DU
Sterilbank LabGard Class I
Tecnoclav, Fedegari
Thermoblock Unitek™ HBS-130
Tischwaage SCALTEC SBA52
Tischzentrifuge 5415D

Ultra low freezer (-80 °C)
Ultrazentrifuge

UV crosslinker

VortexGenie 2

Waring® Blender

Wasserbad Paratherm |l

MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
IKALabortechnik, Staufen im Breisgau, Deutschland
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
New Brunswick Scientific GmbH, Nirtigen, Deutschland
Liebherr, Kirchdorf, Deutschland

New Brunswick Scientific GmbH, Nirtigen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland

Sanyo, Miinchen, Deutschland

IKALabortechnik, Staufen im Breisgau, Deutschland
Heraeus Industries, Hanau, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Whirlpool Corporation, Benton Harbor, MI, USA
IMPLEN Inc., LA, CA, USA

Nikon GmbH, Disseldorf, Deutschland

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Mettler Toledo, Columbus, OH, USA

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Arium pro VF, Sartorius stedium, biotech GmbH,

Gottingen, Deutschland
Gallenkamp, Loughborough, UK

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

NuAire Inc., Plymouth, MN, USA

Tecnomara Deutschland GmbH, Fernwald, Deutschland
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

New Brunswick Scientific GmbH, Nirtigen, Deutschland
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland
Amersham Life Sciences, Freiburg, Deutschland
Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA

Conair Corporation, Stamford, USA

Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland




