Pflanzenziichtung und Genomanalyse

Transkriptom-Analyse der Gersten-
Rhynchosporium secalis Interaktion

Die Rhynchosporium-Blattfleckenkrank-
heit der Gerste (Hordeum vulgare L.),
verursacht durch das pertotrophe Pilzpa-
thogen Rhynchosporium secalis, ist eine
weltweit verbreitete Blattkrankheit
insbesondere in humiden kihleren Kli-
maten Europas, Nordamerikas und Aus-
traliens. Das Pathogen ist charakterisiert
durch eine Vielzahl an Isolaten mit un-
terschiedlicher Virulenz, wobei die Vi-
rulenzfaktoren, sogenannte ,,necrosis
inducing proteins* (NIPs, non-host-se-
lective cell toxins) (WEVELSIEP et al.
1993, PRELL 2000), dominant vererbt
werden. In der inkompatiblen Gersten-
R. secalis Interaktion fungieren diese
NIPs als rassen-spezifische Elicitoren,
die Uber eine Signaltransduktionskaska-
de eine sekundédre Abwehrreaktion des
Wirtes hervorrufen. Bei der Gerste wur-
den bisher 15 rassen-spezifische Resis-
tenzgene (BJORNSTAD et al. 2002,
SCHWEIZER et al. 2004) und eine Viel-
zahl an QTL (BACKES et al. 1995,
THOMAS et al. 1995, SPANER et al.
1998, GRONNER@D et al. 2002, JEN-
SEN etal. 2002, SAYED et al. 2004) be-
schrieben, aber weiterhin ist wenig be-
kannt tber die involvierten Resistenzme-
chanismen und physiologischen Prozes-
se der Pathogenabwehr.

Ziel der laufenden Projektarbeiten ist die
vergleichende Transkriptom-Analyse,
um detailliertere Kenntnisse der zugrun-
de liegenden Resistenzmechanismen zu
erhalten, sowie die ldentifizierung resis-
tenzrelevanter Kandidatengene der Gers-
ten-R. secalis Interaktion. Uber eine ver-
gleichende Kartierung der vielverspre-
chensten Kandidatengene in eine gene-
tische Karte der DH-Population der
Kreuzung Igri (rrs1) x Triton (Rrs1) (135
Linien) mit zuvor identifizierten QTL der
quantitativen R. secalis Resistenz, sol-
len funktionelle Selektionsmarker fir
eine verbesserte markergestitzte Selek-
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tion hinsichtlich R. secalis Resistenz der
Gerste entwickelt werden.

QTL-Analyse

Ausgangsmaterial fir die QTL-Analyse
der quantitativen R. secalis Resistenz ist
eine spaltende DH-Population (135 Li-
nien) der Kreuzung Igri (rrsl) x Triton
(Rrsl). Die Phénotypisierung der Be-
fallsstérke erfolgte im Gewéchshaus un-
ter kontrollierten Bedingungen (16°C) in
vier unabh&ngigen Experimenten an
jeweils 4-5 Einzelpflanzen pro Genotyp.
Die R. secalis Infektion erfolgte durch
Spruhinokulation (250.000 Sporen/ml)
der Gerstenjungpflanzen im 3-Blatt-Sta-
dium unter Verwendung eines aggressi-
ven, gegeniiber Rrsl virulenten Isolates
271. Die Phénotypisierung der Befalls-
stérke erfolgte 10-14 Tage nach der Ino-
kulation nach dem Boniturschema (0 bis
4)von JACKSON & WEBSTER (1976).
Grundlage fir die QTL-Kartierung ist
eine genetische Karte aus 223 SSR-,
AFLP, RAPD- und STS-Markern be-
rechnet mittels JoinMap 3.0 basierend
auf der Kartierungsfunktion von Kosam-
bi (1944) mit einem LOD >5.0 und ei-
nem Markerabstand von maximal 40 cM.
Die QTL-Analyse wurde mittels Plab-
QTL (UTZ & MELCHINGER 1996)
unter Verwendung der ,,composite inter-
val mapping* (CIM) Funktion durchge-
fuhrt.

Zwei signifikante QTL der quantitativen
R. secalis von Triton wurden auf den
Chromosomen 2HS und 7HS kartiert mit
einer erklarten phénotypischen Varianz
von zusammen Uber 75%. Beide QTL
liegen in Genomregionen von bereits
zuvor beschriebenen Resistenzgenen
(Rrs_ 4,65 aUF Chromosom 2HS, sowie
Rrs2 auf Chromosom 7HS, SCHWEI-
ZER et al. 2004 bzw. unveroff.).

Transkriptom-Analyse

Das zugrunde liegende Material fir die
vergleichende Transkriptom-Analyse

uber die Hybridisierung von Affymetrix
GeneChip® Barleyl Genome Arrays ist
RNA, extrahiert aus Blattmaterial der
Sorten Igri und Triton 96 Stunden nach
der kunstlichen Inokulation (96hai) mit-
tels des Einzelsporisolat 271 (s.0.) bzw.
mittels Wasser (Kontrollvariante). Nach
der Chip-Normalisierung erfolgte die
Identifizierung differentiell exprimierter
Gene Uber einen paarweisen Vergleich
der Genexpressionen mittels verschiede-
ner statistischer Verfahren unter Einhal-
tung eines Signifikanzniveaus von
p>0.05, einer mindestens 2-fachen Re-
gulierung sowie einer Differenz der ab-
soluten Expression von mindestens 20.
Insgesamt konnten 30 differentiell expri-
mierte ,,Anféalligkeit-assoziierte” Gene*
aus dem paarweisen Vergleich von Igri
infizierter Variante zur Kontrollvarian-
te, 73 ,,Resistenz-assoziierte” aus dem
Vergleich Triton infizierte Variante zur
Kontrollvariante sowie 48 Gene, diffe-
rentiell exprimiert zwischen Igri und
Triton nach Inokulation abzuglich der
differentiellen des paarweisen Verglei-
ches der Kontrollvarianten, identifiziert
werden. Generelle Unterschiede der dif-
ferentiellen Genexpression hinsichtlich
der beteiligten Zellkomponenten, invol-
vierter biologischer Prozesse und mole-
kularer Funktionen erfolgte tUber die
Klassifizierung in GO Slim (,,Gene On-
tology*) Kategorien mittels der TAIR
Internetplattform (www.arabidopsis.org)
ausgehend von annotierten Arabidopsis
thaliane Loci Uber die HarvEST Barley
Datenbank (http://harvest.ucr.edu/
Barleyl.htm). Wéhrend sich im Bereich
der involvierten biologischen Prozesse
keine wesentlichen Unterschiede zeigen,
sind die molekularen Funktionen der
»anfalligkeits-assoziierten* Gene ver-
mehrt Transporter-, Kinase-, Hydrolase-,
Nukleotid-Bindungs- sowie Transkripti-
onsfaktoren-Aktivitdt wahrend die ,,re-
sistenz-assoziierten Gene verstarkt

Autoren: Dr. Carola WAGNER, Lehrstuhl fir Pflanzenzichtung, IFZ, Justus-Liebig-Universitat Giessen, Heinrich-Buff-Ring 26-32,

D-35392 GIESSEN

z

g

€

Bericht tiber die 57. Tagung 2006 der Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs
HBLFA Raumberg - Gumpenstein, 21. - 23. November 2006

43



C. WAGNER

Transferase- und weitere Enzymaktivi-
taten, neben einer erhdhten Protein- und
Rezeptorbindungsaktivitat aufweisen.

Unter Berucksichtigung der Genexpres-
sion aller vier untersuchten Varianten
(Igri und Triton jeweils als Infektions-
bzw. Kontrollvariante) wurden solche
Gene als relevant eingestuft, die in der
Infektionsvariante spezifisch, d.h. auf ein
abweichendes Expressionsniveau im
Vergleich zu den anderen Varianten, re-
guliert werden. Auf diese Weise wurden
42 Resistenz- bzw. anfélligkeits-relevan-
te Gene fur die weitere Validierung mit-
tels gRT-PCR und einer anschliefenden
Kartierung selektiert.

Um einen ersten Hinweis zu bekommen,
auf welchem Chromosom die selektier-
ten Kandidatengene lokalisiert sein
kdnnten, wurde deren Expression in ei-
nem Affymetrix Microarray-Experiment
basierend auf Weize-Gersten Additions-
linien untersucht (CHO et al. 2006,
www.barleybase.org). Hierbei zeigte
sich, dass bei der Hélfte der Gene be-
stimmte Additionslinien und somit Chro-
mosomen der Gerste zu einer erhohten
Expression der selektierten Gene flihren
und somit notwendig flr deren Expres-
sion zu sein scheinen.

Parallel hierzu wurden fir die 42 ausge-
wahlten Kandidatengene eine eQTL (ex-
pression quantitative trait loci) Analyse
durchgefiihrt. Hierflr standen Expressi-
onsdaten embryonalen Gewebes eines
Affymetrix Microarray Experimentes
basierend auf 150 DH-Linien der Kreu-
zung Steptoe x Morex zur Verfugung.
Auffallig hierbei war, das das Expressi-
onsmuster von 15 dieser 42 ausgewéhl-
ten Kandidatengene korreliert, d.h. das
diese Gene, darunter PR(pathogen-rela-
ted gene) 1, PR4, PR5, PR9Y, PR10,
OXOLP, LRR, Rac- und hsp70-interagie-
rende Gene, Glutathione S-Transferase,
Zucker- und Ammonium-Transporter-,
Pathogene-induzierte und abwehr-rele-
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vante Gene, etc.,in der Pathogenabwehr
wahrscheinlich interagieren. Daruber
hinaus zeigte sich flr einige der Gene
eine Ubereinstimmung von, fur die Gen-
expression relevantem Chromosom (Ex-
periment Weizen-Gersten-Additionslini-
en) und der Genomregion des detektier-
ten eQTL, was auf eine cis-Aktivitat, d.h.
einer direkten Wirkungsweise dieses
Genes hinweist.

Validierung und Kartierung resis-
tenz-relevanter Kandidatengene

Zu den identifizierten resistenzrelevan-
ten Kandidatengenen zahlen die PR5,
d.h. die Thaumatin-like Proteins (TLP),
die bereits von STEINER-LANGE et
al. (2003) sowie ZAREIE et al. (2002)
als differentiell in der Gersten-R. secalis
Interaktion beschrieben wurden. Fur
Gerste wurden bisher acht Isoformen der
TLPs beschrieben (REISS & HORST-
MANN 2001), wobei TLP3 blutenspe-
zifisch exprimiert wird. Mittels RT-PCR
sowie gRT-PCR basierend auf Blattma-
terial von Igri und Triton sowie jeweils
einer DH-Linie mit vergleichbaren Re-
sistenzeigenschaften konnte 96 Stunden
nach Inokulation mit dem Einzelspori-
solat 271 und einem gegentiber Rrs1 avi-
rulentem Isolat 273/1 eine differentielle
Expression der Isoformen TLP1, 5, 6 und
7 bestétigt werden. Die Kartierung der
Gersten-TLPs in die vorliegende QTL-
Karte ergab ein Cluster auf Chromosom
5HL sowie eine Kartierung auf Chromo-
som 3H und 4HS, wobei der Locus auf
Chromosom 3H im Bereich des Selekti-
onsmarkers cMWG680 des R. secalis-
Resistenzgenkomplexes lokalisiert ist.
Weitere identifizierte Kandidatengene
gilt es mittels qRT-PCR zu validieren
und in die genetische Karte zu integrie-
ren, um das Ziel, die Entwicklung funk-
tioneller Marker fur die Selektion hin-
sichtlich Rhynchosporium-Blattflecken-
resistenz weiter zu verfolgen.
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