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1 EINLEITUNG

1.1 DIE PFLANZLICHE IMMUNANTWORT

Obwohl Pflanzen in ihrer natirlichen Umwelt eineeiahl von Pathogenen ausgesetzt sind, ist das

Auftreten einer Krankheit ein relativ seltenes gnés.

Das Phanomen, dass alle Mitglieder einer Pflanzziep gegen alle Isolate einer bestimmten
Pathogenspezies resistent sind, wird als Nichtkeiststenz bezeichnet und beruht auf vielschichtigen
Abwehrmechanismen, die sowohl praformierte Barrieats auch induzierbare Resistenzreaktionen
umfassen (Nurnberger und Lipka 2005). Die Induktiieser Resistenzreaktionen basiert auf der
Erkennung spezifischer Pathogenstruktuggathogen_asociated mlecular mtterns PAMPS) durch
Rezeptoren gattern recognition _eceptors PRRs) in der Plasmamembran der Pflanzenzellen (s.
Abbildung 1-1). PAMPs sind Molekile, die unter Raganen und Mikroorganismen weit verbreitet
sind, nicht aber in der Pflanze vorkommen (s. ID®se Molekile, die zumeist an der Oberflache des
Pathogens vorhanden sind oder sekretiert werdewl, f§ir das Pathogen essentiell und deshalb
evolutionar relativ stabil (Bent und Mackey 200&ufgrund des Beitrags der PAMP-Erkennung zur
Resistenzauspragung wird hierfir auch der BedpiffMP-triggered mmunity (PTIl) verwendet
(Chisholm et al. 2006, Jones und Dangl 2006). Diemgonenten und Mechanismen der

Nichtwirtsresistenz und PTI| werden in Abschnitt ddgher erlautert.

Abbildung 1-1. Modell pflanzlicher
Extrazellular PAMPs Resistenzmechanismen.
3t Die Erkennung Pathogen-spezifischer
A Molekile (PAMPS) durch
. membransténdige Rezeptoren (PRRS)

fuhrt zur Induktion der PAMP-triggered
immunity (PTIl), wobei haufig eine

e Liganden-abhangige Rezeptor-
Komplexbildung mit BAK1
(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-

. ASSOCIATED KINASE 1) von

= Bedeutung ist. Phytopathogene
Bakterien, Pilze und Oomyceten

PTI sekretieren Effektoren, um die PTIl zu
unterdriicken und so die Erschlieung
des Wirts zu ermdglichen. Koevolutiv

' - Haustorium . entstandene pflanzliche Resistenz (R)-
Proteine erkennen Effektoren bzw.

==>ETI | nehmen deren Aktivitdt wahr, was zur
| & Induktion der effector-triggered immunity
|Pilz/ Intrazellular R-Protein G (ETI) filhrt. Abbildung verandert nach
|Oomycet| [(Pflanzenzelle) Dodds und Rathjen (2010).

Im Laufe der Evolution entwickelten Pathogene di@higkeit PTI-vermittelte pflanzliche

Abwehrreaktionen zu umgehen oder zu unterdriickeh samit bestimmte Pflanzen erfolgreich zu
kolonisieren und eine Krankheit auszulésen (Chish@t al. 2006; s. Abbildung 1-1). Solche
Strategien umfassen z.B. die Veranderung oder Meshkg der perzipierten PAMPs (Sun et al. 2006)
(van Esse et al. 2007) und die gezielte Manipulat@stimmter Komponenten der pflanzlichen
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Abwehrantwort in der Wirtszelle, vermittelt durcke dSekretion von Effektor-Molekilen (Jones und
Dangl 2006; s. Abbildung 1-1). Die ersten Effektonsurden aufgrund ihrer Avirulenzfunktion in
resistenten Wirtspflanzen entdeckt, weshalb dieidkedden Gene al#Avrulenz (Avr)Gene
bezeichnet wurden. Im Gegensatz zu PAMPs sind teifek stark variabel, deren Funktion z.T.
redundant und fur das Pathogen entbehrlich (BedtMackey 2007). Die meisten Effektoren sind
innerhalb der Wirtszelle aktiv und werden tber gbisdene Transportmechanismen vom Pathogen in
die Pflanzenzelle eingebracht. In Gram-negativehqeenen Bakterien erfolgt die Effektorsekretion
meist mit Hilfe eines Typ-Drei-Sekretions-Systemygpé hree €cretion _ygstem TTSS). Dieses
Transportsystem enthalt eine Nadel-&hnliche Struldurch welche strukturell diverse Effektoren
Uber die beiden bakteriellen Membranen in die \¥allen sekretiert werden. Dabei Gberwinden
phytopathogene Bakterien mit dem TTSS nicht nuiPrtiesmamembran der eukaryotischen Wirtszelle
sondern auch die pflanzliche Zellwand (Tampakalkile2004). Im Vergleich zum Sekretionssystem
von Bakterien ist Uber den Effektor-Transport biidh und Oomyceten nicht viel bekannt. Ein TTSS
wurde in diesen Organismen nicht nachgewiesen,deoieginen die imreloplasmatischend®kulum
(ER) gebildeten Effektoren in Golgi-Vesikeln Ubemdsekretorischen Weg transportiert zu werden.
Die entsprechenden N-terminalen Sekretionssignaleden bei vielen Effektoren identifiziert
(Panstruga und Dodds 2009 und darin enthalteneéteten).

Viele filamentése Pathogene bilden sogenannte daestaus, welche der Nahrstoffaufnahme aus der
Wirtszelle sowie der Bildung und Sekretion von Efteen in die extrazellulare Matrix (s. Abbildung
1-2) bzw. in die Wirtszelle dienen (Panstruga uneédds 2009). Der Transportweg der
Effektormolekiile Uber die extrahaustorielle Membramrlche pflanzlichen Ursprungs ist und das
Haustorium von dem Wirtszytoplasma separiert, ishdr noch nicht vollstindig aufgeklart.
Sequenzvergleiche haustorieller sekretierter Rreteffihrten zur Entdeckung N-terminaler
konservierter Aminoséuremotive, die fir den Prdtamsport in die Pflanzenzelle von Bedeutung
sind. In Oomyceten konnen zwei Effektor-Klassen etsthieden werden: Die eine Klasse
kennzeichnet sich durch ein RxLR-(dEER)-Motiv (RXBE®ektoren; Whisson et al. 2007) und
Effektoren der zweiten Klasse haben ein LXLFLAK-Mogemeinsam (Crinkler-Effektoren; Haas et
al. 2009). Wie diese Motive den Transport Uber milanzliche Zellmembran vermitteln ist bisher
unklar, es wurde jedoch gezeigt, dass die Motived&n Transport essentiell sind (Whisson et al.
2007, Dou et al. 2008, Schornack et al. 2010).iherebisher kontrovers diskutierten Publikation
wurde eine mogliche Bedeutung von Phosphatidyltob8+Phosphat, das tber das RXLR-Motiv an
Effektorproteine binden kann, fir die Vesikel-vettelie Endozytose in die Wirtszelle aufgezeigt
(Kale et al. 2010). Gan et al. (2010) konnten jédkeine spezifische Phospholipidbindung durch den
RXLR-Effektor AvrL567 nachweisen.

Fur sekretierte Effektorproteine phytopathogendeePivurde ein aus 3 Aminosauren (Y/F/WxC)

bestehendes N-terminales Sequenzmotiv identifigi&otifrey et al. 2010).
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In der Wirtszelle interagieren die Effektoren mibidponenten der pflanzlichen Immunantwort. Als
Beispiele seien die Manipulation des proteolytiscAbbaus (Gohre et al. 2008, Bos et al. 2010), die
direkte Modifikation oder Spaltung pflanzlicher Rrime (Mackey et al. 2002, H. S. Kim et al. 2005)
und die Storung Phytohormon-abhangiger Reaktionswelppalapati et al. 2005, Uppalapati et al.
2007) genannt. AuRerdem sind manche bakterielltgkteren in der Lage, die Expression bestimmter
Gene der Wirtspflanze zu induzieren, was zur Symptespragung beitragt (TAL-Effektoren; Kay et
al. 2007).

Extrazellularer Raum Spore oder Hyphe

Infektionsschlauch
Zellwand

Extrahaustorielle
Membran
Extrahaustorielle;
Matrix

Zellwand und
Plasmamembran

—Plasmamembran

Effektor @

Sekretion

Exozytose

Cytoplasma

Endocytose?

Abbildung 1-2. Haustorien filamentoser Pathogene — N &hstoffaufnahme und Effektorsekretion.

Haustorien werden von extrazellularen Infektionsstrukturen gebildet, welche die Zellwand Uberwinden und die
Plasmemembran der Wirtszelle einstiilpen. Vom Zytoplasma des Wirts sind sie durch eine extrahaustorielle
Membran getrennt. Effektoren werden im Haustorium gebildet und tiber den sekretorischen Weg durch Exozytose
in die extrahaustorielle Matrix sekretiert. Von dort werden sie vermutlich endozytotisch Uber wirtseigene
Aufnahmemechanismen in die Pflanzenzelle transportiert. Abbildung verandert nach Panstruga und Dodds
(2009). grune Schrift, pflanzliche Zellstrukturen; rote Schrift, Pathogenstrukturen

Die Interaktion zwischen einem adaptierten Pathageeh einer suszeptiblen Wirtspflanze wird als
kompatibel bezeichnet, das Pathogen ist auf detspfianze virulent. Diese Art der Anfalligkeit wird
auch als effector-riggered _sisceptibility (ETS) bezeichnet (Jones und Dangl 2006). Auch in
suszeptiblen Pflanzen werden durch die PerzeptiorPAMPs des Wirtspathogens Abwehrantworten
induziert (basale Resistenz), die jedoch aufgrued Eunktion spezifischer Effektorproteine des
Wirtspathogens nicht zur Aufrechterhaltung der Resiz ausreichen. Jones und Dangl (2006)
verdeutlichten diesen Zusammenhang mit folgendeic@ling: Basale Resistenz = PTI — ETS. Die
Bedeutung der basalen Resistenz wird am Beispiel Arabidopsis-Mutanten mit defekter PAMP-
Perzeption deutlich, die im Vergleich zum Wildtymes erhdhte Anfalligkeit gegentiber virulenten
Bakterien aufweisen (Zipfel et al. 2004).

Der selektive Druck auf die Wirtspflanze fuhrte Koevolution von Resistenzgenen (R-Gene), deren
Produkte die Effektoren bzw. deren Wirkung erkenmew so wieder Resistenz ermdglichen (s.

Abbildung 1-1). Da die zugrunde liegenden Mechaeisrdurch die Interaktion zwischen R-Gen-



Einleitung|4

Produkt und Effektor induziert werden, bezeichneanndiese Resistenz akffector-triggered
immunity(ETI) (Chisholm et al. 2006, Jones und Dangl 2006 Interaktion zwischen Pathogen und
Pflanze wird als inkompatibel bezeichnet, das Rgghast avirulent. Die Resistenzreaktion der ET1 is
quantitativ starker als die der PTI und geht mielem Zelltod einher, was dfypersensitive response
(HR) bezeichnet wird (Bent und Mackey 2007). Walrelie PTI hauptsachlich gegenuber nicht-
adaptierten Pathogenen effektiv ist, ermoglichem Reaktionen der ETI die Abwehr adaptierter
Pathogene. Die Genprodukte von R-Genen werdenesdste@nzproteine (R-Proteine) bezeichnet und
stellen haufig zytoplasmatische Rezeptor-ahnlicteeihe dar. Die groldte Klasse von R-Proteinen
sind die NB-LRRs, welche durch eine Nukleotidbinoiedne (NB) und Leucin-reiche Doménen
(leucine rich repeatdRR) charakterisiert sind (Dangl und Jones 208%)gibt verschiedene Modelle
fur die Mdoglichkeiten der Interaktion zwischen HEdffer und R-Protein: (1) Eine direkte Interaktion
zwischen R-Protein und Effektor, wie z.B. fir Awd@{Magnaporthe griseaund Pi-ta Qryza sativa
gezeigt (Jia et al. 2000). (2) DasuardModell, bei dem das R-Gen Pathogen-induzierte
Modifikationen an einem bestimmten pflanzlichen tBiro detektiert. Ein typisches Beispiel ist die
Phosphorylierung von RM1-INTERACTING FROTEIN 4 (RIN4), einem zentralen Regulator der
basalen Abwehr irabidopsis durch die bakteriellen Effektoren AvrRPM1 und BWP. syringag
dar, was durch das R-ProteirERISTANCE TO_P SYRINGAE PV _MACULICOLA 1 (RPM1)
detektiert wird (Mackey et al. 2002). (3) Dhait-and-switcAModell beschreibt einen zweistufigen
Prozess, wobei ein NB-LRR mit einem Zielproteinesirbestimmten Effektors assoziiert ist. Die
Interaktion zwischen Effektor und Zielprotein fuhztir Signalweiterleitung und Abwehrantwort
(Collier und Moffett 2009).

Aufgrund natirlicher Selektion entwickelten Pathogeviederum neue oder veranderte Effektoren,
um der Erkennung durch Komponenten der ETI zu éwmige So wurde z.B. ifP. syringaeder
Effektor AvrRpt2 identifiziert, der durch protealsthe Spaltung von RIN4 die Aktivierung von
RPM1 verhindert (H. S. Kim et al. 2005). Allerdin§ighrt die Spaltung von RIN4 in resistenten
Pflanzen lber die Aktivierung eines weiteren R-8irt, ESISTANCE TO PSYRINGAE 2 (RPS2)
zur Abwehrantwort. Als Folge der Koevolution vonlaPize und Pathogen kommt es zu einer Art
~Wettriisten“, bei dem sich Resistenzen und ent$mede Mechanismen zu ihrer Unterdriickung
entwickeln (Boller und He 2009).

Die durch PAMP- oder Effektor-Perzeption induziarteignalmechanismen und Abwehrreaktionen
sind sehr ahnlich, unterscheiden sich allerdingStérke und Zeitverlauf. Generell werden PAMP-
vermittelte Abwehrreaktionen sehr schnell induziertl verlaufen transient, wahrend Signale der ETI
starker sind und langer anhalten (Tsuda und Kat2§t0). Typische Reaktionen umfassen den
Anstieg des zytosolischen Calcium-Gehalts und dintiese und Akkumulation reaktiver
Sauerstoffspeziegdactive_aygen_pecies ROS), von Phytoalexinen (sekundéare Pflanzenstoite
antimikobieller Wirkung) und vormpathogenesisalated (PR)-Genprodukten. AuRerdem spielen fur
PTI und ETI die Weiterleitung des Signals Ubeitdgen-«tivierte Roteinkinasen (MAPKSs) und

Phytohormon-abhéngige Reaktionswege eine groRRee.RDHbei tragen in Arabidopsis Salicylsaure
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(SA)-abhangige Reaktionen v.a. zur Abwehr von bjgten und hemibiotrophen Pathogenen bei,
wahrend Jasmonsadure (JA)- und Ethylen (ET)-abhan§ignalwege eher in der Resistenz gegen
nekrotrophe Pathogene eine Rolle spielen (Glaz&®6065). Ausnahmen der allgemein angenommen
antagonistischen Wirkung von SA und JA/ET-vermigel Abwehrreaktionen, sowie ein Beitrag
weiterer Phytohormone zur pflanzlichen Immunantwsirid jedoch ebenfalls bekannt (Robert-
Seilaniantz et al. 2007). Haufig beobachtete Abwestktionen an der Infektionsstelle sind

Zellwandverfestigungen und Callose-haltige Papillen

Die strikte Trennung zwischen PTI und ETI basietiptsachlich auf Modellvorstellungen, in denen
zwei verschiedene Perzeptionssysteme beschriebesremveGenerell ist fur die Pflanze nicht von
Bedeutung, welches Pathogen-Molekiil durch welchevéin Rezeptor erkannt wird, so lange der zu

Grunde liegende Mechanismus der Aufrechterhaltandresistenz dient (Thomma et al. 2011).

1.2 NICHTWIRTSRESISTENZ

Die Nichtwirtsresistenz ist die am weitesten veitbte und dauerhafteste Form der
Krankheitsresistenz von Pflanzen. Sie beruht atdolgedenen Faktoren, durch die eine Infektion von
Pflanzen durch nicht-adaptierte pathogene Mikrooigyaen verhindert wird. Zum einen kénnen die
Nichtwirtspflanzen den Anspriichen bestimmter Patheg nicht entsprechen. So wird z.B. die
Expression von Pathogenitats-Genen oder die Augigldron Infektionsstrukturen haufig erst dann
induziert, wenn die befallene Pflanze bestimmtesi{alische oder chemische Eigenschaften erflillt
(Podila et al. 1993). Zum anderen kénnen prafotmi&igenschaften der Pflanzenoberflache ein
Hindernis fur Pathogene darstellen. Dazu zahlendieawachshaltige Kutikula der Blattoberflache,
die starre Zellwand pflanzlicher Zellen, bestimratdgimikrobielle Peptide (z.B. Defensine, Carvalho
Ade und Gomes 2011) und sekundare Pflanzenstafte $aponine, Osbourn et al. 2011). Auch das
Zytoskelett ist fur die Bildung physikalischer Baren gegen Pathogene von Bedeutung. Pflanzen
reagieren auf versuchte Penetration mit einem dielnmAbbau und darauf folgendem Wiederaufbau
der Aktinflamente an der Penetrationsstelle (Kashy et al. 1997). In Untersuchungen der
Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis gegealletotrichumSpezies und@lumeria graminis f. sp. tritici
wurde durch Experimente mit Cytochalasin E (untedtbt Polymerisation des Aktins) gezeigt, dass
fur Callose-Ablagerung und Papillenbildung die Aktament-Funktion gebraucht wird (Yun et al.
2003, Shimada et al. 2006).

Neben den praformierten Abwehrmechanismen trageduziarbare Abwehrreaktionen zur
Nichtwirtsresistenz bei. Diese Induktion von Reaén erfordert eine Perzeption der Pathogene,
welche die konstitutiven Abwehrbarrieren Uberwindemnten. Dabei erkennen membranstandige
Rezeptoren (PRRs) der Pflanzenzelle stark konseviPathogen-Molekile (PAMPs, s. 1.1).
Beispiele fur bakterielle PAMPs sind Flagellin, agolysaccharide und der Elongationsfaktor EF-Tu
(Kunze et al. 2004, Zipfel et al. 2004, Silipo €t2005). Pilze kdnnen z.B. aufgrund des Chitins in
ihrer Zellwand erkannt werden (Kaku et al. 2006)d utypische Elicitoren phytopathogener
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Oomyceten sind Elicitine (s. 1.3), Cellulose-bindenDoméanen von ELLULOSE-BINDING
ELICITOR LECTINS (CBELSs) oder sekretierte Transglutaminadéikes et al. 1998, Brunner et al.
2002, Gaulin et al. 2006). Neben diesen Pathogenrifsgchen Strukturen konnen Pflanzen auch
endogene Molekile erkennen, die erst durch Patlhedgelh oder Verwundung gebildet und als
damage asociated mlecular mtterns(DAMPS) bezeichnet werden. So werden zum Beistaslbei
Verwundung gebildete Peptid AtPepl und durch digivitkt hydrolytischer Pathogen-Enzyme
freigesetzte Zellwandfragmente als Elicitoren gaert (D'Ovidio et al. 2004, Huffaker et al. 2006).

Fir viele der genannten Elicitoren sind die entdpeaden PRRs bekannt: Flagellin (aktives Epitop
flg22) und EF-Tu (aktive Epitope elfl3, elf18 undf26) werden durch die Rezeptorkinasen
FLAGELLIN SENSING 2 (FLS2) bzw. EFU RECEPTOR (EFR) perzipiert (Chinchilla et al. 2006,
Zipfel et al. 2006), die sich durch eine extraZélie@ Leucin-reiche Doméne (LRR) und eine
intrazellulare Serin/Threonin-Proteinkinase audze@n. Chitin wird in Arabidopsis durch die
CHITIN ELICITOR RECEPTOR_KNASE 1 (CERK1) und in Reis durch da$iIN ELICITOR-
BINDING PROTEIN (CEBIiP1) erkannt. Diese gehdren zur Klasse Rezeptor-ahnlichen Kinasen
und weisen, neben der intrazellularen Kinasedoméxiazellulare Lysin-Motiv (LysM)-Domanen
auf, die der Glycan-Bindung dienen. (Kaku et aD&0Wan et al. 2008). Kirzlich wurde gezeigt, dass
CERK1 und zwei weitere LysM-Domanen-Proteine aucér dPerzeption von bakteriellem
Peptidoglucan dienen (Willmann et al. 2011). DierzBption von AtPepl erfolgt durch die
redundanten LRR-Rezeptorkinasen FEBYEPTOR1 (PEPR1) und PEPR2 (Krol et al. 2010).

Nach Ligandenbindung bilden die PRRs FLS2, EFR ®&PR1/2 mit den membranstéandigen
Rezeptor-ahnlichen KinasenRBL ASSOCIATED KNASE1 (BAK1) und BAK1-LIKE1 (BKK1)
einen Rezeptorkomplex (Schulze et al. 2010, RouxrleR011), der das an der Plasmamembran
empfangene Signal an intrazellulare Komponententeneitet (s. Abbildung 1-1). BAK1 spielt
aulBerdem in der basalen Resistenz Mizotiana benthamiangegenPhytophthora infestangsine
Rolle, vermutlich bei der Erkennung des als PAMBcheebenen Eliciting INESTIN1 (INF1)
(Chaparro-Garcia et al. 2011). Die durch CERK1 veefte Signaltransduktion nach Chitinbindung
ist unabhangig von BAK1 (Gimenez-lbanez et al. 2009

Eine der ersten zellularen Reaktionen nach PAMRdpion sind veranderte lonenstrome, wobei v.a.
der Anstieg des intrazelluldren Calcium {QaGehalts und die damit einhergehende Depolarisatio
des Membranpotentials fur die Signalweiterleituiog Bedeutung ist (Jeworutzki et al. 2010). Diese
lonenstrome sind Voraussetzung fir viele Folgerea&h, wie z.B. die Akkumulation von ROS (z.B.
Superoxid-Anionen und Wasserstoffperoxid) und die ign&weiterleitung durch
Phosphorylierungsprozesse, wodurch schlie3lichEkpression PAMP-responsiver Gene reguliert
wird (Torres et al. 2002, Jeworutzki et al. 201RDS kdnnen zum einen direkt als antimikrobielle
Substanzen im Apoplasten wirksam werden und tragem anderen zur Verfestigung der Zellwand
und zur Schlieung der Stomata bei, wodurch dasdrigigen phytopathogener Mikroorganismen

verhindert werden soll (Torres 2010). Auflerdem wuigkzeigt, dass &, die Aktivitat der
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OXIDATIVE BURST INDUCED KINASE 1 (OXI1) induziert, die wiederum fittie vollstandige
Aktivierung der MAPKs MPK3 und MPK6 von Bedeutursg {Rentel et al. 2004).

Sukzessive Phosphorylierungsschritte durch MAPKKs&den, die aus mindestens drei Kinase-
Modulen bestehen, spielen in der Signalweiterlgittmach PAMP-Erkennung eine grol3e Rolle.
MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKK) phosphorylieren dabelAPK-Kinasen (MAPKK), die
wiederum MAPKs phosphorylieren und aktivieren (&itikke et al. 2009). MAPKs kdnnen z.B.
Transkriptionsfaktoren aktivieren und somit zur Wogrammierung der Genexpression nach PAMP-
Perzeption beitragen (Abbildung 1-3). Als Beispseli die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
WRKY33 durch MPK3, 6 und 4 genannt, wodurch die iespion des GenPHYTOAEXIN
DEFICIENT 3 (PADJ induziert wird, dessen Genprodukt in der Syntheles Phytoalexins
Camalexin von Bedeutung ist (Qiu et al. 2008, Maale2011).PAD3 tragt zur Nichtwirtsresistenz
von Arabidopsis gegeAlternaria brassicicolabei (Thomma et al. 1999). Durefrus induced gne-
silencing (VIGS) von MAPK-Genen irN. benthamianadie ortholog zu AtMPK3/6 sind, konnte
gezeigt werden, dass diese MAPKs an der AusbildiergNichtwirtsresistenz gegen das Bakterium
Pseudomonas cichorieteiligt sind (Sharma et al. 2003). Bisher ishhibekannt, ob durch PRRs an
der Plasmamembran empfangene Signale direkt aeifdein80 in Arabidopsis bekannten MAPKKKs
Ubertragen werden, oder ob deren Aktivierung dumath unbekannte Kinasen vermittelt wird. Eine
mogliche Verbindung zwischen Liganden-Bindung uigh&lweiterleitung von der Plasmamembran
ins Zytoplasma stellt die zytoplasmatische Reze@hmiiche Kinase_ BTRYTIS-INDUCED
KINASE1 (BIK1) dar, die durch BAK1 phosphoryliert wird urdaraufhin wiederum BAK1 und
FLS2 phosphoryliert, vermutlich um das flg22-vetaiie Signal zu vermehren (Lu et al. 2010). Die
Aktivierung von MAPKs wurde auch bei kompatiblenftAPathogen-Interaktionen beobachtet (Jones
und Dangl 2006). Die MAMP-Erkennung, die daraufjiside Signalweiterleitung und Genexpression
stellen Komponenten der basalen Resistenz daghbdie nur bei Nichtwirtspflanzen zur Auspragung

einer vollstandigen Resistenz ausreichen.

Zu den ersten zelluldren Vorgadngen nach Pathogeiffagghoren Umlagerungen des Zytoskeletts,
die damit verbundene Aggregation des Zytoplasmas, gerichtete Transport des Zellkerns und
anderer Organellen zur Interaktionsstelle und didduBg von Papillen im Bereich der
Penetrationsstelle (Schmelzer 2002, Lipka und PRagest2005; s. Abbildung 1-3). Papillen sind
Zellwandauflagerungen, die grofldtenteils aus Call(s4,3-Glucan), Zellwandbestandteilen wie
Cellulose, Pectin sowie Suberin und phenolischebstmzen bestehen (Schmelzer 2002). Die
Pathogen-induzierte Callosesynthese ist abhé&ngigdey Aktivitat der Callosesynthasd GCAN
SYNTHASE LIKE 5 (GSL5), die auch als@®WDERY MILDEW RESISTANT 4(PMR4) bezeichnet
wird, da eine Mutation ilGSL5zu einer erhdohten Resistenz gegentber adaptibtdfiau-Spezies
fuhrt (Jacobs et al. 2003).

Die beschriebenen zellularen Abwehrmechanismermtragr Penetrationsresistenz bei, durch welche

nicht-adaptierte Pathogene, die in der Lage walienpraformierten Barrieren zu Gberwinden, effektiv
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am Eindringen in die pflanzliche Zelle gehindertreen. Einen Beitrag zur Aufklarung molekularer
Mechanismen und Komponenten dieser Penetratiostrezilieferten Arabidopsis-Mutanten, die eine
im Vergleich zum Wildtyp vermehrte Penetration Blumeria graminis f. sp. hordéBgh) oder
Erysiphe pisierlauben, haufig verbunden mit Zelltod der peedin Zellen. Auf diese Weise wurden
PENETRATION 1 (PEN1), PEN2 und PEN3 identifiziert, die vermuilim Sekretion, Synthese und
Transport Abwehr-relevanter Molekiile an die Petietnastelle involviert sind, wobei PEN1
Vorgdnge der Exozytose vermittelt, wéhrend PEN3 eimem parallelen Transportweg zur
Nichtwirtsresistenz beitragt (Collins et al. 20Q3pka et al. 2005, Stein et al. 2006, Kwon et al.
2008b; s. Abbildung 1-3).

PENL1 (auch als SYP121 bezeichnet) ist ein plasmdmraamtandiges pflanzliches Syntaxin mit einer
SNARE (oluble Nethylmaleimide-sensitive factottachment protein mepto)-Doméane (Collins et
al. 2003). SNARE-Proteine vermitteln in Eukaryotelre Fusion intrazellularer Vesikel mit
bestimmten Zielmembranen im Rahmen endo- und eatiggher Transportprozesse zwischen den
Kompartimenten des Endomembransystems. Entspreciteed Lokalisation werden SNARE-
Proteine in_\ésikel-a&soziierte _Mmbranpoteine (VAMPs oder v-SNARES) und Zielmembran-
assoziierte Proteindafget ()-SNARES), zu denen PEN1 gehdrt, unterteilt (Lipgkaal. 2007). PEN1
interagiert mit dem Adaptor-SNARE-Protein SNAP38v&nden Vesikel-assoziierten VAMP721 und
VAMP722 (Kwon et al. 2008b). Durch die Interaktidieser Proteine entsteht ein ternarer SNARE-
Komplex, in dem durch Konformationsanderungen disiéh des Vesikels mit der Plasmamembran
und somit die Sekretion des Vesikel-Inhalts in dapoplastischen Raum ermdglicht wird.
Lokalisationsstudien nactBghlInfektion zeigten, dass PEN1-GFP fokal unterhalebilgleter
Appressorien in Plasmamembran-Mikrodomanen und rdefle innerhalb der im Apoplasten
gebildeten Papillen akkumuliert (Assaad et al. 200¥uch SNAP33- und VAMP721/722-GFP-
Fusionsproteine werden nach Infektion Bgh aktiv zur Penetrationsstelle transportiert (Kworale
2008b). DapentMutanten undvAMP721/722stillgelegte transgene Pflanzen nicht nur eine leh6
Penetration durctiBgh zulassen, sondern auch eine verzégerte Papilbkemgl aufweisen, scheint
dieser SNARE-Komplex den Transport von Zellwanduden und Enzymen der
Zellwandbiosynthese im Rahmen der Papillenbildumg der Penetrationsstelle zu vermitteln.
Interessanterweise beeintrachtigt die Mutatio® N1 spezifisch die Nichtwirtsresistenz gegentber
Mehltau-Pilzen, wahrend VAMP721/722 zur basalen ifR@3z gegenuber einem breiteren
Pathogensprektrum beitragen (Kwon et al. 2008b)irD&@erste zu PEN1, VAMP721 und SNAP33
orthologe Proteine identifiziert wurden, die in d@netrationsresistenz gegenlber nicht-adaptierten
Mehltau-Spezies fungieren, und in Tabak ein westeByntaxin (SYP132) in die ETI gegdéh
syringae involviert ist, nimmt man an, dass sekretorischhez€sse in der pflanzlichen Abwehr
evolutiv konserviert sind (Kalde et al. 2007, Humpét al. 2010).

PEN2kodiert eine Myrosinase, eifieGlycosidhydrolase der Familie 1, die sich in deripherie von
Peroxisomen befindet und in die Pathogen-induzie®paltung und Aktivierung von

Indolglucosinolaten involviert ist (Lipka et al. @d, Bednarek et al. 2009, Clay et al. 2009).
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Glucosinolate sind praformierte Abwehrstoffe, dimktive glycosylierte Vorstufen von biologisch
aktiven Senfdlen darstellen. Sie kommen in der Gndrder Capparales vor, zu denen die Famile der
Kreuzblitengewachse und somit Arabidopsis und Kpitanzen wie Raps, Riube und Kohl gehéren.
Glycosidhydrolasen und Glucosinolate liegen in delle haufig in separaten Kompartimenten vor
und werden passiv durch Dekompartimentierung, zBrch Insektenfral3, in r&umliche N&he
gebracht. Im Gegensatz dazu ist die Pathogen-iadaziPENZ2-abhangige Indolglucosinolat-
Hydrolyse ein aktiver Prozess, der mit einem géeiem Transport von PEN2 an Peroxisomen zur
Penetrationsstelle einhergeht. Die Enzymaktivititt YEN2 ist essentiell fir dessen Funktion in der
Penetrationsresistenz (Lipka et al. 2005). Bednatedd. (2009) zeigten, dass heterolog exprimiertes
PEN2 die Indolglucosinolate Indolyl-3-methylgluaosiat (I3G) und 4-Methoxyindolyl-3-
methylglucosinolat (4MI3G)n vitro spalten kann, wobei wahrscheinlich jedoch nuraas 4MI3G
abgeleitete Spaltungsprodukt zur Resistenz beitfbigt Synthese von 4MI3G aus I13G scheint vor
allem durch die Cytochrom-P450-Monooxygenase CYR8datalysiert zu werderpen2, cyp81F2-
und pen2cyp81lFMutanten weisen eine verminderte Penetrationseggisgegeniber den Mehltau-
Pilzen Bgh und E. pisi und eine erhohte Anfélligkeit gegenliber dem ne&piten Pilz
Plectosphaerella cucumerinauf. AuRerdem fihrt die Mutation iIREN2 zu einer verminderten
Penetrationsresistenz gegeniiber dem Oomydeteimfestans was von makroskopisch sichtbaren
Zelltodreaktionen und massiven Callose-Ablageruntgeh Infektion adulter Pflanzen begleitet wird.
Diese Beobachtungen zeigen, dass PEN2 und CYP&ikgeichen Sekundarstoffwechselweg aktiv
sind und zur Resistenz gegeniber einem breiterém@anspektrum beitragen, als dies fur PEN1
beobachtet wurde (Collins et al. 2003, Lipka eRabD5, Bednarek et al. 2009).

PEN3kodiert einen transmembranstandigen ABCR-bnding assettgTransporter, der zur Familie
der REIOTROPIC CRUG RESISTANCE (PDR)-Proteine gehort, die nur in Pflanzend Pilzen
vorkommen (Stein et al. 2006). PDR-Transporterta@n sich dadurch aus, dass sie haufig toxische
Molekile exportieren, was bei Pilzen v.a. der D#izirrung dient und bei Pflanzen zum Export
antimikrobieller Substanzen im Rahmen der Pathdgeehr beitragt (Crouzet et al. 2006). Wie auch
fir PEN1 beobachtet, akkumuliert PEN3 nach Pathofgion fokal in der Plasmamembran
unterhalb der Stelle der versuchten Penetraticir($t al. 2006). Dggen3Resistenzphanotyp gleicht
dem vonpen2Mutanten, mit der Ausnahme, dapsn3 eine erhOhte Resistenz gegenuber dem
WirtspathogerGolovinomycegfriiher Erysiphe cichoracearuneeigt, die mit HR-&hnlichem Zelltod
und starker Chlorosenbildung einhergehtpém2pendoppelmutanten ist die Resistenz gegenither
cichoracearunverzogert, was eineEN2Abhangigkeit depen3Phéanotyp vermuten lasst. Stein et al.
(2006) postulierten ein Modell, in dem PEN3 dieatuPEN2 aktivierten Indolglucosinolate in den
Apoplasten transportiert, wo diese zur Penetratémistenz beitragen. Dementsprechend kénnte eine
Mutation in PEN3 eine Akkumulation zytotoxischer 4MI3G-Spaltprodeiih angegriffenen Zellen
bewirken, wodurch SA-abhéngige Zelltodreaktioned als Folge dessen die erhdhte Resistenz gegen

das biotrophe Wirtspathogen induziert werden.
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Mit Hilfe der penMutanten konnte gezeigt werden, dass zwei verdehie Transportsysteme in die
Penetrationsresistenz gegBgh und E. pisi involviert sind, wobei der Transport von Indoldeten
aulRerdem zur Nichtwirtsresistenz gedrennfestanaind zur basalen Resistenz gegeniiber adaptierten

Pathogenen beitragt.

Da in allen dreipenMutanten die Nichtwirtsresistenz nicht gebroches, ischeinen weitere
Komponenten der Abwehr zu existieren, die bei Ulmsang der Penetrationsresistenz die
Nichtwirtsresistenz aufrechterhalten. Die GenpraewonPHYTOA_EXINE DEFICIENT 4 (PAD4),
ENHANCED DSEASE_BSCEPTIBILITY 1 (EDS1)ynd SENESCENCE 8SOCIATED GNE 101
(SAG101)spielen in der basalen Resistenz bei kompatiblari-Wdthogen-Interaktionen und in
einigenAvr-R-Gen-vermittelten Reaktionen der Wirtsresistenz &obe (Feys et al. 2001, Feys et al.
2005). In pen2sagl0lpadbBreifachmutanten ist die Nichtwirtsresistenz gedggh und E. pisi
gebrochen (Lipka et al. 2005). Ein Verlust der Nihsresistenz wurde auch fipen3edsi
Doppelmutanten gegeniibr pisigezeigt (Stein et al. 2006).

PAD4, EDS1und SAG101 konnten somit als Komponenten der posthaustorielRasistenz
identifiziert werden, die im Zusammenspiel mit déamponenten der préhaustoriellen Resistenz,
PENL1, -2und -3, zur Nichtwirtsresistenz voi. thaliana gegen nicht-adaptierte Mehltau-Spezies

beitragen.

Pathogen
- @ ravp

Zellwand (.'/ :.o :.o : o S .

PRRI PEN3// %) PRR

= ‘
) &/ \o/ \g\ ./\/
.“\ MAPK- Kaskade
./ b ‘ Zellkern

PerOX|som '\/. .J\/ l

Transkriptionelle Aktivierung
Endosomale Vesikel

Endozytose

der pra-invasiven Resistenz

® Antimikrobielle Substanzen

A Actin- ,
® Zellwandvorstufen { iR | |:-(|: in t Vit
e Aglycon des PEN2-Substrats , Filamente

Abbildung 1-3. Schematische Darstellung der Pathogen-  induzierten Akkumulation von Komponenten der
Nichtwirtsresistenz in Mikrodoméanen der Plasmamembra n unterhalb der Angriffsstelle.

Zwei unabhangige Transportwege tragen zur Penetrationsresistenz von Arabidopsis gegeniber nicht-adaptierten
Mehltau-Spezies bei: Die PEN1-abhangige Vesikel-assoziierte Sekretion vermutlich antimikrobieller Substanzen
und der Transport von PEN2-aktivierten Indolderivaten tiber PEN3 in den Apoplasten. Am gerichteten Transport
von Vesikeln und Peroxisomen zur Penetrationsstelle sind Umlagerungen des Aktin-Zytoskeletts beteiligt. Die
sekretierten antimikrobiellen Substanzen und Zellwandauflagerungen verhindern oder erschweren das Eindringen
in die pflanzliche Zelle. PRR, PAMP recognition receptor; TF, Transkriptionsfaktoren; PM, Plamsamembran
Abbildung verandert nach Kwon et al. (2008a)
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1.3 PHYTOPHTHORA INFESTANSERREGER DERKRAUT- UND KNOLLENFAULE

P. infestansist ein phytopathogener Vertreter der Oomyceteimere Gruppe Pilz-&hnlicher

eukaryotischer Mikroorganismen, die sich vor allelurch ihre Cellulose- und Callose-haltige
Zellwand von Pilzen unterscheiden und phylogenketisit Braun- und Kieselalgen verwandt sind
(Kamoun und Smart 2005). Die duréh infestanshervorgerufene Kraut- und Knollenfaule von
Kartoffel I6ste in den 1840ern die groRe Hungersndtland aus und fuhrt noch heute weltweit zu
erheblichen Ernteverlusten. Neben Kartoffel gehdfemate und Petunie zu den wirtschaftlich

bedeutenden Wirtspflanzen vBninfestans

Die Bekampfung vorP. infestanserfolgt fast ausschlief3lich durch chemische P#aszhutzmittel.
Die Erzeugung dauerhaft resistenter Kulturkartpflfahzen durch das Einbringen einzelner
Resistenz-Gene aus Wildsorten wird durch die hohpa&sungsfahigkeit des Oomyceten erschwert.
Der Erfolg vonPhytophthora,die Gen-fur-Gen-vermittelte Resistenz zu Uberwimdst auf dessen
Genomstruktur zurtickzufiihren. Das im Vergleich mdeaenPhytophthoraSpezies ungewdhnlich
grolle Genom vorP. infestanskann in konservierte genreiche und variable gemaAbhschnitte
unterteilt werden (Haas et al. 2009). Wahrend Haltsiene vorwiegend in den konservierten
Abschnitten liegen, werden von Genen in den vagiablGenomabschnitten, die durch
Sequenzwiederholungerepeat$ gekennzeichnet sind, viele bekannte und putdifektorproteine
kodiert. In diesemepeatreichen Regionen fiihren RekombinationsereignisseGenduplikationen zu
einer erhohten Variabilitdt von Genen, die fur Ba&hogenitat und Wirtsspezifitat von Bedeutung sind

und haufig einer positiven Selektion unterliegeaft&ele et al. 2010).

Bei unzureichenden Bekampfungsmaflinahmen Ianinfestansnnerhalb weniger Tage ein ganzes
Kartoffelfeld kolonisieren und zerstoren. Die Infiek erfolgt v.a. durch asexuell gebildete
Sporangien, die entweder selbst mit einem Keimschisauskeimen oder bei feuchten und kuhlen
Bedingungen begeil3elte Zoosporen freisetzen, dieleuBlattoberflache anhaften (encystieren) und
diese mit Hilfe eines Keimschlauchs penetriererAfghildung 1-4). Als hemibiotropher Organismus
durchlauft P. infestanszwei verschiedene Lebensphasen: Wahrend der sgrfreien biotrophen
Phase von ca. 2 Tagen breitet sich der Oomyceterutveigten Hyphen im Blattgewebe interzellular
aus und entwickelt Haustorien (s. Abbildung 1-4\)i In der nekrotrophen Phase, 3 bis 4 Tage nach
Infektion, kommt es zur Auflésung des infiziertenirisgewebes und es werden wassrige braune
Lasionen auf infizierten Pflanzenteilen sichtbar Abbildung 1-4 A, D). Aus dem Mycel, das bei
hoher Luftfeuchtigkeit als weil3licher Belag auf dattunterseite zu erkennen ist (s. Abbildung 1-4
A), werden Sporentrager mit Sporangien gebildetAfshildung 1-4 E vii), die durch Wind oder
Wasserspritzer auf andere Pfanzenteile und Nacfiazpn gelangen (Fry 2008).

Es wird angenommen, dass der Ubergang von deroplmn zur nekrotrophen Phase durch die
koordinierte Expression und Sekretion verschiedeBéfektoren reguliert wird. Wahrend der
biotrophen Phase werden v.a. Effektoren exprimiietim Zytoplasma der Wirtszelle aktiv sind und

der Unterdriickung pflanzlicher AbwehrreaktionenFiorm von Zelltod dienen. Im Gegensatz dazu,
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werden wahrend der nekrotrophen Phase vermehrtolyfidche Enzyme und Zelltod-Elicitoren
exprimiert und in den Apoplasten sekretiert (Keletyal. 2010). Auch die Expression von Infestinl
(INF1), einem P. infestansspezifischen Elicitin, wird entwicklungsspezifischeguliert: Die
Akkumulation vonINF1-Transkript konnte nur im Mycel nachgewiesen werded war wahrend der
Infektion von Kartoffel und Tomate in der nekrothgm Phase erh6ht (Kamoun et al. 1997b, Kelley et
al. 2010).

Abbildung 1-4. Infektionszyklus von  P. infestans und Symptome auf suszeptiblen Kartoffelpflanzen.

Ein Befall mit P. infestans fihrt innerhalb weniger Tage zur Symptomauspragung auf Kartoffelblattern (A) und
Knollen (D). Auf der Unterseite infizierter Blatter sind wassrige Lasionen und weil3es Mycel erkennbar. Die in (E)
schematisch dargestellte Infektion erfolgt i. d. R. durch begeiRelte Zoosporen (i), die nach Encystierung (ii) auf
der Blattoberflache auskeimen (iii) und Appressorien ausbilden (iv). Mit Hilfe eines Keimschlauches erfolgt das
Durchbrechen der Kutikula und die Penetration von Epidermiszellen, in denen Infektionsvesikel ausgebildet
werden (v). Von befallenen Epidermiszellen ausgehend, breiten sich verzweigte Hyphen im Blattgewebe aus und
bilden Haustorien in angrenzenden Zellen (vi). Im Verlauf der Infektion wird das befallene Pflanzengewebe
nekrotisch und aus den verzweigten Hyphen entwickeln sich Sporangientrager (B) mit Sporangien (vii), aus
denen 8-12 begeilRelte Zoosporen freigesetzt werden kénnen (C). Ap, Appressorien; Fl, Flagellen; Hy, Hyphen;
Sp, Sporangium; St, Sporangientrager; Zs, Zoosporen (Bildquellen: (A) Fry 2008; (B und C)
www.burnheads.de/imageslillustration; (D) http://en.wikipedia.org/wiki/Phytophthora_infestans; (E) verandert nach
Kamoun und Smart 2005)

Phytophthora-und PythiumSpezies gehéren der Ordnung Peronosporales almdizegensatz zu

Oomyceten der Ordnung Saprolegniales keine eigeBienole synthetisieren, sondern die flr
vegetatives Wachstum und Reproduktion bendtigtemosterbindungen aus den Membranen der
Wirtszellen beziehen (Hendrix 1970, Gaulin et &11@). Zu diesem Zweck sekretieren Vertreter der
Peronosporales Elicitine, welche pflanzliche Steiigber eine hochaffine Bindungsstelle binden und
mittels der nachgewiesenen Sterol-Carrier-Aktivid@aganglich machen (Mikes et al. 1997, Boissy et
al. 1999). Elicitine sind hochkonservierte 10 kDaltg Proteine (Kamoun et al. 1997b), die aufgrund
ihrer Zelltod-induzierenden Wirkung in Tabakpflanzentdeckt wurden (Ricci et al. 1989). Sie

induzieren auch in einigen Vertretern der Kreuzblgewachse eine HR, allerdings gehdrt
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Arabidopsis nicht zu den INF1l-responsiven Pflanfdiakemoto et al. 2005). Aufgrund der
konservierten Struktur von INF1 iPhytophthoraund Pythium der Abhangigkeit der INF1-
vermittelten Zelltodreaktion von BAK1-Homologen uddr Unterdriickung der HR duréh infestans
Effektoren wird angenommen, dass INF1 als PAMP liisale Resistenz von Tabak induziert
(Kamoun et al. 1997a, Heese et al. 2007, Bos @040, Chaparro-Garcia et al. 2011). Da die Sterol-
Carrier-Aktivitat fur die Zelltod-induzierende Witkg der Elicitine von Bedeutung ist konnte die
Bindung von Sterolen die Konformation des Elicitwveydndern und somit die Interaktion mit dem

entsprechenden Rezeptor ermdglichen (Osman €2Gil) 2

Im Gegensatz zu Kartoffel, Tomate und Tabak istbidapsis keine Wirtspflanze vop. infestans
Die Nichtwirtsresistenz vor. thaliana gegenP. infestansbasiert u.a. auf der durch PEN2- und
PEN3-vermittelten Penetrationsresistenz und bislmerch unbekannten Komponenten der
postinvasiven Resistenz (s 1.2). Keine Rolle in Nahtwirtsresistenz von Arabidopsis gegen
infestansspielen die von PEN1-abhangigen Transportprozessgée PAD4 und SAG101, die als
Komponenten der postinvasiven Resistenz g&gmbeschrieben wurden (s 1.2, Lipka et al. 2005,
Westphal et al. 2008).

1.4 SYNTHESE UND BIOLOGISCHE FUNKTION VON PHYTOSTEROLEN UND

STEROLDERIVATEN

Fir viele eukaryotische Organismen sind Sterole @ssentieller Bedeutung. Neben den hoéheren
Pflanzen koénnen auch Algen, die meisten Pilze urettébraten Sterole selbst synthetisieren
(Benveniste 2004).

Als Strukturkomponenten biologischer Membranen waisl Vorlaufer fur die Biosynthese von
Steroidhormonen sind Sterole an verschiedenen Wauks und Entwicklungsprozessen beteiligt
(Boutte und Grebe 2009). Im Gegensatz zu Pilzen edebraten, die im Wesentlichen nur
Ergosterol bzw. Cholesterol synthetisieren, zeichreéch Pflanzen durch eine Vielzahl von
Sterolbiosyntheseprodukten aus. Die haufigsten d3bsttole sind Sitosterol, Stigmasterol,
Campesterol und Isofucosterol, wahrend Cholestereher geringerem Ausmaf3 vorkommt (Schaller
2004). Ausnahmen bilden dabei z.B. Kartoff8blanum tuberosupund Tabak I{l. tabacurp, deren
Cholesterolgehalt bis zu 20% der Gesamtsterola@etr kann (Sitbon et al. 2003). In der Zelle liegen
Sterole entweder unkonjugiert algeie Serole (FS) oder konjugiert alste®olester (SE),
Steroldycoside (SG) und@ylierte Seroldgycoside (ASG) vor (Abbildung 1-6, Benveniste 200@r
Anteil dieser verschiedenen Sterollipid-Klassendan Gesamtheit der Sterolverbindungen kann in
Abhangigkeit von der Pflanzenart erheblich variertn Arabdiopsis machen die FS mit 88% den
grofiten Teil der Gesamtsterole aus (Patterson. t9813), wohingegen in vielen Solanaceen der
Anteil an glycosylierten Sterolkonjugaten (SG + ASGT. Uber 80% betragt (Duperon et al. 1983,
1984).
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1.4.1 FREIE STEROLE — MEMBRANKOMPONENTEN, SIGNALMOLEKULE UND

BRASSINOSTEROIBV ORLAUFER

Sterole bestehen aus Isoprenoid-Einheiten, die thaciglich Gber den zytosolischen Méwnat
(MEV)-Weg, in den Plastiden hingegen Uber deetileaytritolphosphat (MEP)-Weg, synthetisiert
werden. Die Synthese von MEV aus drei Molektlentple€oA wird u.a. durch die 3-ftiroxy-3-
Methyldutaryl-CoenzymA-Rduktase (HMGR) katalysiert (Abbildung 1-5). Derefktivitat
unterliegt verschiedenen transkriptionellen und ttpasskriptionellen Regulationsmechanismen,
wodurch die Isoprenoid-Biosynthese dem aktuelledaBiein der Zelle angepasst wird (Stermer et al.
1994, Nieto et al. 2009). IsopentenyldiphostphaPjlund Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) werden
Uber mehrere Zwischenschritte zu Squalen, einer\@&3bindung, verknipft. In Pflanzen wird 2,3-
Oxidosqualen (OS) hauptsachlich zu Cycloartenol esatyt, aber auch der fur Pilze und S&uger
charakteristische Syntheseweg Uber Lanosterol komnPflanzen nachgewiesen werden. Insgesamt
werden 1,5% des Sitosterols tber Lanosterol un8 @8jiber Cycloartenol synthetisiert (Ohyama et
al. 2009). Die letzen Schritte der von Cycloartematgehenden Sterolbiosynthese lassen sich in drei
verschiedene Abschnitte unterteilen (Abbildung 183¢r Erste Methylierungsschrittird durch die
Sterol-Methyltransferase_ 1(SMT1, Diener et al. 2000) katalysiert und flhrbeti mehrere
Zwischenschritte zur Bildung von 24-Methyl-Sterglemie z.B. Campesterol. Uber einen zweiten
Methylierungsschritt, katalysiert durch die SMT2o(Bier-Navé et al. 1998), werden 24-Ethyl-
Sterole, wie Isofucosterol, Sitosterol und Stigreest gebildet. Pflanzliches Cholesterol geht ohne
Methylierungsschritt aus Cycloartenol hervor. Stuuformeln von Stigmasterol, Sitosterol,

Campesterol und Cholesterol sind in Abbildung le8eigt.

Alle pflanzlichen Gewebe sind in der Lage, ihr eige Set an Sterolen zu synthetisieren. Ausgehend
von Squalen laufen die enzymatischen Schrittein.den Membranen des ERs ab, wobei aber auch
die Beteiligung von Plasmamembran-assoziierten ey diskutiert wird (Hartmann 1998). Der
Transport der Sterole aus dem ER in die Plasmansamdmfolgt vermutlich Gber den Golgi Apparat
(Boutte und Grebe 2009).

Die Endprodukte der Sterolbiosynthese werden vis. Strukturkomponenten in die Membran

eingebaut, dienen aber auch als Vorlaufer fur dymttse sekundarer Stoffwechselprodukte.
Weiterhin handelt es sich bei den 24-Methyl-Staralen Ausgangssubstanzen fir die Synthese von
Brassinosteroiden. Brassinosteroide sind pflaneli@teroidhormone, die in jungen wachsenden
Geweben Zellwachstum, -teilung und —differenziervmgulieren und somit eine entscheidende Rolle
in der pflanzlichen Entwicklung spielen. Genereéirden sie als wachstumsférdernde Hormonklasse

beschrieben (Clouse und Sasse 1998).

Die Bedeutung von Sterolen fir das Wachstum und Eféwicklung von Pflanzen wird bei
Betrachtung der verschiedenen Sterolbiosynthesedhlenn deutlich. Durch Mutation hervorgerufene

Defekte in Syntheseenzymen fihren zu einem Ungleiitht der Sterolbiosynthese-Zwischen- und
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Endprodukte und haben drastische Wachstums- undigkhingsphénotypen zur Folge (Lindsey et
al. 2003). Sterolbiosynthese-Mutanten lassen siadwei Gruppen einteilen: Die einen Mutanten sind
in einem relativ frihen Teil der Sterolbiosynthéseintrachtigt und deren Phanotyp kann nicht durch
Brassinosteroid-Gabe revertiert werden. Bei and&tatanten, mit Defekte in spateren Schritten der
Sterolbiosynthese, wirkt sich die Mutation auf Bissinosteroidsynthese aus und deren Phanotypen
sind durch Brassinosteroid-Gaben revertierbar. esten Gruppe gehort z.B. diackel Mutante
(Abbildung 1-5 B), die Defekte in der Embryonaleitdung aufweist und deren Keimlinge mehrere
Keimblatter ausbilden sowie ein verringertes Wwaahstum zeigen (Schrick et al. 2000). Die
Entwicklungsstérungen der Mutanten der zweiten @eypvie z.B. die zwergwichsigewarf (dwi)

1, dwf5und dwf7 (Abbildung 1-5 A, Choe et al. 1999a, Choe et 889, Choe et al. 2000) gehen v.a.

auf verringerte Brassinosteroid-Gehalte zurick.
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Abbildung 1-5. Sterolbiosynthese und Sterolbiosynthes e-Mutanten in Arabidopsis.

(A) Vereinfachtes Schema der Sterolbiosynthese in Pflanzen. Ausgewahlte Enzyme sind rot markiert. Die Anzahl
der Pfeile entspricht nicht der Anzahl der jeweiligen enzymatischen Schritte. Sterolbiosynthese-Mutanten sind
kursiv benannt und entsprechend ihrer defekten Enzyme in den Stoffwechselweg eingeordnet. (Clouse 2002,
Lindsey et al. 2003, Boutte und Grebe 2009)

HMGR und hmg, 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-Reduktase; PP, Diphosphat; IPP, Isopentenyl-PP; DMAPP,
Dimethylallyl-PP; SMT, Sterol-Methyltransferase; cph, cephalopod; hyd, hydra; dwf, dwarf; ste, sterol; bul, boule;
(B) Phanotyp einer adulten dwf7 Mutante, die wie andere Brassinosteroid-defiziente Mutanten ein stark
reduziertes Wachstum aufweist (Choe et al. 1999b).

(C) fackel Mutanten bilden haufig mehrere Kotelydonen aus und zeigen wahrend der weiteren Entwicklung ein
stark reduziertes Wachstum (Schrick et al. 2000).
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Als Membrankomponenten regulieren Sterole das ¥iefliogen und die Durchlassigkeit der
Membran. lhre polare freie Hydroxylgruppe ist nacien ins wassrige Milieu und das hydrophobe
Ringsystem ins Innere der Phospholipid-Doppels¢higgrichtet (Hartmann 1998), wo sie mit den
Fettsaureketten von Phospholipiden und Proteintragieren. Nicht nur durch die Regulation des
Flissigkeitszustandes der Membran, sondern auchchdueine direkte Interaktion mit

Membranproteinen, kénnen Sterole Membran-assaziéotgange modulieren (Lindsey et al. 2003).

Eine Akkumulation von Sterolen und Sphingolipideurde in Plasmamembran-Mikrodoméanen
(membrane rafjs beobachtet, die sich strukturell von der homogerisammensetzung der
Plasmamembran unterscheiden (Mongrand et al. 2@0¢he Mikrodomanen haben aufgrund ihrer
stark geordneten Lipidstruktur eine geringere DQpwr-Loslichkeit, weshalb sie auch oft als
detergent esistent rambrane(DRM) bezeichnet werden (Tanner et al. 2011). kEd wermutet, dass
solche Membran-Mikrodomanen funktionelle Plattfoomefir Protein-Interaktionen und

Signalvermittlung darstellen (Mongrand et al. 2010)

Aufgrund der vielfaltigen Funktion von Sterolen ider Pflanze ist die Regulation der
Sterolbiosynthese von essentieller Bedeutung, Jedst bisher wenig Uber die Regulation der

Expression der involvierten Gene bekannt (Schalléd).
1.4.2 STEROLESTER— SPEICHERFORM FREIERSTEROLE

Die Synthese von SEs aus freien Sterolen kannaef zerschiedenen Wegen erfolgen (Abbildung
1-6): Acyl-CoA-abhangig durch éyl-CoA-Acyltransferasen (ACAT, Chang et al. 1993) oder ACAT-
verwandte Enzyme_ (BAT-related Are), z.B. Arel und Are2 aus Hefe (H. Yang et1896) und
Acyl-CoA-unabhangig durchécithin:tholesterol-Ayltransferasen (LCAT, Rogne et al. 1987).

In Arabidopsis wurden sechs Gene identifiziertedeBequenz eine Homologie zu LCAT-Genen aus
Mensch und Hefe aufweisen (Stahl et al. 2004). Dgehoért u.a. die_Rospholipid:$erol-

Acyltransferasel (PSAT1, Atlg04010), die als erste waysynthase von Banas et al. (2005)
isoliert und charakterisiert wurde. Die Enzymaktivi der PSAT1 ist am hdchsten mit
Phosphatidylethanolamin (PE) als Acyl-Donor und dwidurch Sterolbiosynthese-Endprodukte
induziert (Banas et al. 2005). PSAT1 kann Fettddatten sowohl auf End- als auch auf
Zwischenprodukte der Sterolbiosynthese Ubertragehilr wird eine regulatorische Funktion in der

Aufrechterhaltung der Sterolhoméostase zugesprofemas et al. 2005).

Die Acyl-CoA:Serol-Acyltransferase ASAT1 (At3g51970) katalysiert in Aralpisis die Bildung von
SEs Uber den Acyl-CoA-abhangigen Weg (Chen et@072 In Blattern tragen sowohl ASAT1 als
auch PSAT1 zur Sterolestersynthese bei, wohingeg8amen hauptsachlich PSAT1 die Bildung von
SEs katalysiert (Bouvier-Navé et al. 2010).

SE gehbéren gemeinsam mitidcylglyceriden (TAG) und Wachsestern zur Klasse der raart
Lipide, welche nicht in Membranen eingebaut werkiénnen, sondern in Lipidtropfchen gespeichert

werden (Athenstaedt und Daum 2006). Lipidtropfchestehen aus einem hydrophoben Kern aus
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neutralen Lipidender von eine einfachenPhospholipidschicht umschlossist (Zweytick et al.
20008. Da fur Enzyme, welchan derSynthese neutraler Lipide in Hefe und Pflanbeteiligt sind,
z.T. eineLokalisation im ERnachgewiesen werden konnt8ofger und Daum 2002, Mullen et
2006, H. U. Kim et al. 20, wird als Entstehungsort ddripidtrépfchen ebenfalls das ER
angenommenEs wird postuliert, dass e im ER synthetisierten neutralen Lipide zwische
Doppellipidschicht des ER bis zum Erreichen eirestimmten Tropfengréf3e akkumulieren und d
ins Zytosol abgeschnirt werdeModell der Lipidtropfcherntstehung irZweytick et al. 2000a).
Solche Lipidtropfchen ignen der Lipidspeicheru sowie der Bereitstellung vorFettsduren zur
Energiegewinnung und Membranli-Biosynthese. Der Abbau der neutralen Lipide und
Bereitstellung vorfettsaurerscheint direkt an oder in den Lipidtrépfcheatstufinden, da fur TG-
Lipasen und SHydrolasel aus Hefe Enzymaktivitait und subzellulare Lokalmati mit
Lipidtropfchen assoziiersinc (Daum et al. 2007). Lipidtrépfchekdnnen durch den hydrophob
Farbstoff Nil Rot sichtbar gemactwerden (s. 2.2.9.4)Mit Hilfe dieser Farbun konnten De
Domenico et al.(2007) fur Tabak, Aradopsis und Medicago zeigen, dass auch in nicl-

speichernden pflanzlichen Geweben neutrale LipiLipidtropfchenakkumulieren

Sterolester

Phospholipide

%,
Acyl-Coh
Fettséuren
LCAT ACAT HO Sitosterol ~ HO
Lyso- El ok . .

Phcspholipice % i
F| eie Sterole
ND=-Zucker Fucker Campesterol
- HO Cholesterol HO P
C

Stemlctlycoade HgOR C |
0, Sterolglycosid (R=H;

Lnbekanmer - .
Aoyl Donor on o Acylierts Sterolglycoside
SGAT (R= Fettsdure)
OH

Acylierte
Sterolglycoside o
1 Sterolester

Abbildung 1-6 . Freie Sterole und Sterolkonjugate

(A) Meta- und Katabolismus von Sterolestern und glycosylierten Sterolen. Beteiligte Enzyme sind rot und Lipide
griin markiert. Fir den Auf- und Abbau bendtigte oder dabei entstehende Verbindungen sind jeweils neben den
richtungsweisenden Pfeilen vermerkt. (Abb. nach Grille et al. 2010 und Athenstaedt und Daum 2006)

(B) und (C) Strukturformeln ausgewahlter freier (B) und konjugierter Phytosterole (C). (Schaller 2004;
http://lipidlibrary.aocs.org). = LCAT, Lecithin:Cholesterol-Acyltransferase; = ACAT,  Acyl-CoA:Cholesterol-
Acyltransferase; SHE, Sterolesterhydrolase; SGT, NDP-Zucker:Sterol-Glycosyltransferase; SGH,
Sterolglycosidhydrolase; SGAT, Sterolglycosid-Acyltransferase.

Stigmasterol
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1.4.3 GLYCOSYLIERTE STEROLE - MODULATION VON

MEMBRANEIGENSCHAFTEN

SG und ASG sind in GefaRpflanzen ubiquitér verbteiind stellen neben den freien Sterolen
ebenfalls Strukturkomponenten von Membranen dareroffflycoside sind hauptséchlich
Sterolbiosynthese-Endprodukte und tragen als Derivankonjugierter Membransterole einen
Zuckerrest am C3-Atom des Sterols (Grille et all®0 Durch den Zuckerrest wird der hydrophile
Teil des Membranlipids vergrol3ert, was die biopbgisen Eigenschaften der Membran beeinflussen
kann. Die Glycosylierung freier Sterole wird dunctembrangebundene Sterol-Glycosyltransferasen
katalysiert. Dabei liegt das Zuckermolekil, dasridiee glycosidische Bindung auf die freie OH-
Gruppe des Sterols tUbertragen wird, in aktivieF@m als Zuckernukleotid vor. In Pflanzen fungiert
vor allem Uridindiphosphat (UDP)-Glucose als Zuckeror. Mittlerweile sind zwei_DP-
Glucose:Sterol-Gycosyltransferasen-kodierende Gene im Arabidopsis-Genoranog, die als
UGT80A2 (AT3G07020) und UGT80B1 (AT1G43620) anndtizurden (Warnecke et al. 1997,
DeBolt et al. 2009). Der Abbau von SGs wird durdier@dycosidhydrolasen (SGH) katalysiert
(Kalinowska und Wojciechowski 1978, 1985).

ASG entstehen durch Verknipfung einer Fettsdurekeitt der freien Hydroxylgruppe des C6-Atoms
im Glukosemolekill eines SGs. Diese Veresterung \@8s wird durch _&roldycosid-
Acyltransferasen (SGAT) katalysietth vitro-Studien mit verschiedenen Pflanzenextrakten zejigten
dass an dieser Reaktion kein Acyl-CoA beteiligt &indern Acylreste von Phosphoglycerolipiden
und bzw. oder Galaktolipiden Ubertragen werdenligsat al. 2010). ASG kommen nicht nur in
Pflanzen, sondern auch in Algen, Oomyceten undemievor, sowie vereinzelt in Pilzen und
Bakterien. Bisher wurden allerdings noch keine S&Ailis einem dieser Organismen isoliert und
kloniert (Grille et al. 2010).

Die biologischen Funktionen von SGs und ASGs sinshdr noch relativ unklar. Es wird
angenommen, dass sie im Zusammenspiel mit andépateh den FlUssigkeitszustand der Membran

beeinflussen (1.4.1).

Peng et al. (2002) postulierten eine Beteiligung 8&s an der Cellulose-Synthese in Arabidopsis, da
Sitosterolp-Glycosid von einer CesA-Glycosyltransferase zuitiigmung der Cellulose-Synthese
genutzt werden kann und Cellulose-Synthese-Inhiitaie Sitosterop-Glycosid-Synthese hemmen.
Da aberugt80A2ugt80B-Doppelmutanten trotz des stark reduzierten SG-{Bekaine verminderte
Cellulose-Mengen aufweisen, ist dieser Zusammenffiaggjch. Moglicherweise aber reichen die in
ugt80A2ugt80Blgemessenen geringen Restmengen von SGs aus, ur@etlidosesynthese zu
initiieren (DeBolt et al. 2009). Das langsame Wachstum und Dkéekte in der Zellelongation
wéhrend der Embryonalentwicklung uigt80A2ugt80BHeuten auf weitere Funktionen von SGs und
ASGs wahrend der Entwicklung hin. Der pleiotragnsparent testd&®hanotyp inugt80BXMutanten

ist vermutlich auf Defekte der Cutin- und Suberynthese zurickzufiihren und deutet eine Funktion
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von SGs und ASGs fir den Transport oder Export nmmomeren Lipid-Polyester-Vorstufen an
(DeBolt et al. 2009, Grille et al. 2010).

1.5 ZIELSTELLUNG DERARBEIT

Die bisherigen Publikationen zur Nichtwirstresigteson Arabidopsis beschaftigen sich v.a. mit den
nicht-adaptierten Mehltaupilzeé® graminisund E. pisi(Collins et al. 2003, Lipka et al. 2005, Stein et
al. 2006). Es wurde gezeigt, dass Pathogen-indaziSekretionsprozesse und die Freisetzung
antimikobieller Metabolite sowie deren Export imd&poplasten unterhalb der Penetrationsstelle zur
Penetrationsresistenz beitragen (Lipka et al. 28®&in et al. 2006, Kwon et al. 2008b). Bei Verlust
der Penetrationsresistenz halten postinvasive Mesimen die Nichtwirtsresistenz aufrecht. Aufgrund
dieser Vielschichtigkeit der Abwehrantworten iste diNichtwirtsresistenz die stabilste und

dauerhafteste Form der naturlichen Pathogenregisten

P. infestansstellt als Erreger der Kraut- und Knollenfaule ikartoffelanbau weltweit ein
betrachtliches wirtschaftliches Problem dar. Diek@wpfung des Schaderregers durch Pestizide
verursacht jahrlich groRe Kosten. Die Zichtungstesiter Sorten durch Kreuzung mit resistenten
Wildsorten oder Einbringen spezifischer Resistenggist zeitaufwendig und aufgrund der hohen
Dynamik des PhytophthoraGenoms nicht von Dauer (Haas et al. 2009). Die lyssa und
Identifizierung von Komponenten der Nichtwirtsrésiez gegenlbd?. infestansgst eine Mdglichkeit,

effektive Abwehrmechanismen gentechnisch in Wittspfen zu etablieren.

In vorherigen Arbeiten wurde das NichtwirtspathosgsA. thaliana— P. infestansetabliert und
PEN2 als eine der beteiligten Komponenten identifizifripka et al. 2005). Zur Aufklarung
zusatzlicher Faktoren erfolgte eine Remutagenespat@Mutante mit Ethylmethansulfonat (EMS).
Im anschlieBenden Screen it infestanskonnten aus 14 verschiedenen M2-Pools 31 Mutanten
selektiert werden, die einen starkeren HR-Phanotypés pen2 aufwiesen (Landtag 2006).
Entsprechend der verstarkten Abwehrreaktion edniettiese Mutanten die Bezeichnuethanced
response to [Rytophthora(erp) 1 bis 14. Mit Hilfe dererp-Mutanten kénnen Gene isoliert und
charakterisiert werden, die entweder in einem JBENZ2unabhangigen Signalweg in der

Penetrationsresistenz agieren oder zur postinvagtesistenz beitragen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisigy dererpl Mutante sowie die Identifizierung des
ERP1Gens und die funktionelle Charakterisierung desp&mtuktes. Die Rolle von ERPh der
Sterolhomdoostase von Arabidopsis und in der AbwehnrP. infestansind anderen Pathogenen sollte
geklart werden. Darlber hinaus sollldERP1 in Kartoffel eingebracht werden, um transgene
Kartoffel-Linien mit moglicherweise veranderter Aillfigkeit gegenP. infestanszu erzeugen.
AulRerdem sollten, basierend auf Sequenz-VerglejdaeRP1éahnliche Gene und deren Bedeutung in

Kartoffel untersucht werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Alle hier angegebenen Medien und Lésungen wurdemach Hitzebestandigkeit, bei 121°C und
einem Druck von 1 bar fir 20 min. autoklaviert odggrilfiltriert (Rotilabo® Spritzenfilter, 22 um).
Nicht autoklavierte Gerate wurden durch Abflammettero Abwischen mit 70% Ethanol (v/v)
sterilisiert. Soweit nicht anders vermerkt, wurdefah destilliertes Wasser, welches mit einer
Wasser-Deionisierungsanlage der Marke QPAK®, MILOFE, WATERS (Eschborn, Deutschland)

aufbereitet wurde, als Lésungsmittel benutzt.

2.1 MATERIAL

2.1.1 PFLANZEN

In dieser Arbeit wurde der Arabidopsis-Okotyp Cohian(Col-0 und Col-3yl1) verwendet, dessen
Saatgut vonNottingham Arabidopsis Stock Cen{MASC) und V. Lipka (Georg-August-Universitat,
Gottingen) bezogen wurde. Das Saatgut der Mutame2 (genetischer Hintergrund Colgl) und
pmr4-1 (genetischer Hintergrund Col-0) wurde freundlieteise von V. Lipka (Georg-August-
Universitat, Gottingen) bzw. S. Somerville (Univigrof California, Berkeley, USA) zur Verfligung
gestellt. Die Mutanteerpl ging aus remutagenisierterpen2Saatgut hervor, dass einem
Mutantenscreen mR. infestansunterzogen wurde (Landtag 2006). Die EMS-Remutegerorpen2
wurde von J. Landtag (IPB, Halle) und V. Lipka anadPlanck-Institut fir Zichtungsforschung
(Ko6In) durchgeftihrt. Die Durchmusterung der Rematagge-Mutanten in der M2-Generation und die
Isolierung der insgesamt lehhanced response to Phytophthdesp)-Mutanten erfolgte durch J.
Landtag und L. Westphal (IPB, Halle). Alle Pflanzemirden, soweit nicht anders angegeben, auf
einem Gemisch aus gedampfter Einheitserde (GS9d) Wermiculit im Verhdltnis 3:1 unter
definierten Kurztagbedingungen (8 h Licht ([160 MEL6 h Dunkel, 22°C, 60% relative

Luftfeuchtigkeit) in einer Phytokammer angezogen.

Neben Arabidopsis wurden auch Experimente &ittuberosumdurchgefiihrt. Die verwendete
Kartoffelsorte Désirée ist gegentiber den verwemddle infestansStammen (s. Tabelle 2-1)
suszeptibel, da sie kein bekanntes R-Gen trage A&thnsgenen Pflanzen wurden im Désirée-
Hintergrund erzeugt. Als Vektorkontrolle dienteraRZzen, die von A. Weinel (IPB, Halle) mit einem
leeren pGPTV-Vektor transformiert worden waren. Betoffelpflanzen wurden auf 2MS-Medium
mit zusatzlichen Vitaminen (s. Tabelle 2-3) alsdSgrStecklinge steril angezogen und vermehrt. Um
der Kontamination miAgrobacteriumtumefacienssorzubeugen, wurde dem Medium Carbenecillin
(250 pg mf) zugefiigt. Zur Selektion transgener Pflanzen wued®erdem das Antibiotikum
Kanamycin (50 pg rif) zugegeben. Zur Durchfilhrung von Experimenten emr8-4 Wochen alte

bewurzelte Stecklinge in ein Gemisch aus gedamiiitele und Sand (1:1) ausgetopft und unter
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definierten Langtagbedingungen (16 h Licht ([20Q)kei 20°C, 8 h Dunkel bei 18°C, 60% relative

Luftfeuchtigkeit) in einer Phytokammer angezogen.
2.1.2 PFLANZENPATHOGENE

Die in dieser Arbeit verwendeten Pflanzenpathogederen in den Referenzen genannten

Bezeichnungen und die entsprechenden Bezugsquatidin Tabelle 2-1 aufgefihrt.

Tabelle 2-1. Verwendete Pflanzenpathogene

Pathogen Bezeichnung  Referenz Bezugsquelle
(Merkmal)

Phytophthora infestans CRA208m2 Si-Ammour et al. F. Mauch, Universitat
(GFP) 2003 Fribourg, Schweiz

H. Judelsohn, University of
California, Riverside, USA

Phytophthora infestans PHP301 (inf)  Ah-Fong et al. 2008

1306

Blumeria graminis f. sp. hordei Isolat K1 Lipka et al. 2005 V. Lipka, Georg-August-
Universitat, Gottingen

Colletotrichum lagenarium 104-T Hiruma et al. 2010 Yoshitaka Takano, Uniwtétsi

(syn.orbiculare) Kyoto, Japan

Colletotrichum higginsianum  IMI 349061 O'Connell et al. 2004 -

Golovinomyces cruciferarum  UEA1 Adam et al. 1999 -

Golovinomyces cichoracearum UCSC1 -

Pseudomonas syringae pv. DC3000 Whalen et al. 1991, Justin Lee, IPB, Halle

tomato Buell et al. 2003

Pseudomonas syringae pv. Psp1448A Joardar et al. 2005 Justin Lee, IPB, Halle

phaseolicola

2.1.3 KLONIERUNGSVEKTOREN

Die Klonierungen wurden mit Hilfe des Gateway® $ys$ von Invitrogen durchgefihrt und richteten
sich nach den Protokoll-Vorschriften des Herstell@ie Tabelle 2-2 bietet eine Ubersicht tber die
verwendeten Klonierungsvektoren, deren Eigensamafiee Antibiotika-Resistenzen der jeweiligen

Klone oder transgenen Pflanzen und die entspreeineRdferenzen.
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Tabelle 2-2. Verwendete Klonierungsvektoren

Gateway® Vektor-Bezeichnung Eigenschaften Resistenzen Refe®
System
- pCR®2.1-TOPO® lacZ, TA-cloning, 3,9kb Kan, Amp  vilnogen
PENTR™/D-TOPO® attL1/L2, 5'Ende Primer Kan Invitrogen
5o CACC, blunt end
S3 pCREZGWTOPO®TA attLl/L2, TA-cloning Spec
pDONR™221 attP1/P2 Kan
pGWB14 attR1/R2,Pro35s, C-term. Kan, Hyg Nakagawa et al. 2007
3xHA
pEARLEY 103 attR1/R2,Pro35s, C-term. BASTA, Kan Earley et al. 2006
GFP Fusion
pEARLEY 104 attR1/R2,Pro35s, N-term. BASTA, Kan
YFP Fusion
pUBC GFP attR1/R2, ProUBQ10, C- Spec Grefen et al. 2010
) term. GFP Fusion
é pUBC CFP attR1/R2, ProUBQ10, C- Spec
3 term. CFP Fusion
N pUBN GFP attR1/R2, ProUBQ10, N- Spec
term. GFP Fusion
pUBN CFP attR1/R2, ProUBQ10, N- Spec
term. CFP Fusion
pDEST™17 attR1/R2,N-term. 6xHis Amp Invitrogen
PHELLSGATES attR1/R2, RNAihairpin-  Kan Wesley et al. 2001

Konstrukt mit Intron

Kan, Kanamycin; Amp, Ampicillin; Spec, SpectinomycHyg, Hygromycin; BASTA, Glufosinat-haltiges
Herbizid; att,attachment siteterm., terminal; ProUBQ10, Ubiquitin 10-Promotor

2.1.4 BAKTERIENSTAMME

Fiur Klonierungsarbeiten und die heterologe Expogssion Proteinen wurden die. coliStamme
DH5a bzw. BL21 (Invitrogen) verwendet. Die Anzucht dgie bei 37°C in LB-Medium (s. Tabelle
2-3) mit den entsprechenden Antibiotika (50 ug Ehnamycin, 100 pg mlSpectinomycin oder 100
ng mit Ampicillin). Fur die Transformation von Arabidopsiund N. benthamianamittels A.
tumefaciens wurde der Stamm GV3101 pMP90 verwendet. FUr die ndframation von
Kartoffelpflanzen wurde deAA. tumefacien§tamm AGLO verwendet (Lazo et al. 1991). Die
Agrobakterien-Anzucht erfolgte bei 28°C und ebdafah LB-Medium mit den entsprechenden
Antibiotika (80 pg mil' Rifampicin, 50 pg mitKanamycin oder 100 mg ffpectinomycin).

2.1.5 CHEMIKALIEN , ENZYME UND OLIGONUKLEOTIDE

Alle in dieser Arbeit angegebenen Chemikalien wardeoweit nicht gesondert vermerkt, in
Analysequalitat eingesetzt und von den Firmen BiohRCarl Roth, Fluka, GE Healthcare, Merck,

Serva oder Sigma-Aldrich bezogen. Lieferanten dinrihedien-Inhaltsstoffe und Antibiotika waren
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Difco, Duchefa, Serva und Sigma-Aldrich. Die fir Ietlaularbiologische Arbeiten verwendeten
Enzyme kamen von Invitrogen, Fermentas, ROCHE o@isv England Biolabs. Antikérper wurden
von Invitrogen geliefert bzw. von Eurogentec sytitiert. Die Synthese von Oligonukleotiden
erfolgte durch Eurofins MWG Operon. Das flg22-Pépturde von Sylvia Kruger (IPB, Halle) mittels

Festphasensynthese mit einEoconomy Peptide Synthesizer EPS@2dimed) hergestellt.

2.1.6 MEDIEN, PUFFER UNDLOSUNGEN

Die Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwemdétezucht-Medien ist in Tabelle 2-3, Puffer

und Ldsungen sind in Tabelle 2-4 aufgefihrt.

Tabelle 2-3. Zusammensetzung verschiedener Medien

ATS-Medium

(Estelle und
Somerville 1987)

1,0 M KNO;

1,0 M KPQ,
1,0 M MgSQ
1,0 M Ca(NQ),

20 mM Fe-EDTA
70 mM HBO;

14 mM MnC}

0,5 mM CuSQ

1,0 mM ZnSQ

0,2 mM NaMoO,

10 mM NacCl

0,01 mM CoCJ

(0,5% (w/v) plant agar)

2 bzw. 3 MS-
Medium

(Murashige und
Skoog 1962)

0,441 % (w/v) MS-Salze
(Duchefa, Haarlem, NL)
0,6 % (w/v) plant agar

2 bzw. 3 % (w/v) Saccharose

0,1% (v/v) Vitaminlésung (s.u.)

GMS-Medium

pH 5,8 (KOH)

0,441 % (w/v) MS-Salze
(Duchefa, Haarlem, NL)
0,6 % (w/v) plant agar

1,6 % (w/v) Glucose

Vitaminlésung

pH 5,8 (KOH)

0,5 mgml™ Nicotinséaure
0,5 mg il PyridoxinxHCI
0,1 mg mf ThiaminxHCI

CG76-Medium:

1/2 MS-Medium

(Murashige und
Skoog 1962)

0,245 % (w/v) MS-Salze
(Duchefa, Haarlem, NL)
0,25% (w/v) Saccharose

1mM MES
pH 5,7 (KOH)

Hafer-Bohne-

3,4% (w/v) Bohnenmehl

2 mg mi* Glycin
250 pg mif Carbenicillin
0,1 pgnBAP
5 pg mt NAA
0,1% (v/v) Vitaminldsung (s.0.

in GMS (s.0.)

CG75H-Medium

Medium 1,7% (w/v) Hafermehl
8,5% (w/v) Saccharose
1,5% (w/v) Agarose

LB-Medium 1 % (w/v) Bacto-Trypton

0,5 % (w/v) Bacto-Yeast Extrac
0,5 % (w/v) NacCl
(1,5 % [wiv] Agar)

250 ug milt Carbenicillin
2,0 ugmreatinriboside
0,02 pg MINAA
0,02 pg IGA3
0,1% (v/v) Vitandisung (s.0.)
in GMS s.o.
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Tabelle 2-4. Zusammensetzung verschiedener Pufferun  d Lésungen
1 x TAE-Puffer 40 mM Tris Lysispuffer 50 mM KH,PG,, pH 7,8

20 mM Essigsaure
2 mM EDTA

400 mM NacCl
100 mM KCI

10 x DNA- 50% (v/v) Glyzerin 10% Glycerin
Probenpuffer 120 mM EDTA pH 8,0 0.5% Triton X-100
20 mM Tris/HCI pH 8,0 10 mM Imidazol
0,1% Bromphenolblau 0,1 % Protease-Inhibitor-
Cocktail (Sigma-Aldrich)
RNA- 42,4 % (v/v) Formamid 0,1 % Lysozym
Probenpuffer — 5g 5 o4 (viv) 10 x MOPS Protein- 50mM Tris-HCI pH8
13,6 % (v/v) Formaldehyd Extraktionspuffer  150mm Nacl
5,6 % (v/v) Wasser 10% glycerol
5,6 % (v/v) Glyzerin 1% (w/v) Nonidet P-40
10% Bromphenolblau 0.5% (w/v)
Natriumdesoxycholat
1 x MEN-Puffer 20 mM MOPS 0,1 % Protease-Inhibitor-
Cocktail (Sigma-Aldrich)
5 mM Natriumacetat 2xSDS- 125 mM Tris-HCI pH 6,8
1 mM EDTA Probenpuffer 6,8; 4% (w/v) SDS
pH 7,0 20% (v/v) Glycerin
DNA- 100 mM Tris-HCI pH 8,0 2% (v/v) 3-Mercaptoethanol
Extraktions- 50 mM EDTA pH 8,0 0,05% (w/v) Bromphenolblau
puffer 500 mM NacCl TBS-Puffer 10 mM Tris-HCL pH 7,5
1,5 % SDS 150 mM NaCl
Denaturierungs- 1,5 M NaCl Transferpuffer 50 mM Tris
puffer 0,5 M NaOH 40 mM Glycin
Neutralisierungs- 1,5 M NaCl 20% (v/v) Methanol

puffer

0,5 M Tris-HCI, pH7.0

Coomassie-Losung 0,025 % (w/v) Coomassie G-

250
20 x SSC 3 M NacCl 10 % (v/v) Essigsaure
0,3 M Natrium-tri-Citrat-Dihydrat) 40% (v/v) Ethanol
Hybridisierungs- 0,9 M NaCl Entfarber-Lésung 30 % (v/v) Methanol
puffer 50 mM NaHPO, 5 % (v/v) Glycerin

5 mM EDTA
0,1 % SDS

50 % (v/v) Formamid
0,2 % PVP 40

0,2 % Ficoll 400
0,2% BSA

>100 pg mif hitzedenaturierte
Heringssperma-DNA

10% (v/v) Essigsaure

Trypan-Blau- 0,1% Trypanblau in 1 Vol.
Lésung Lactophenol

2 Vol. Ethanol
Lactophenol 25% (v/v) Glycerin

25 % (v/v)Milchsaure
25% (v/v) Phenol
25% tridest. HO

Anilinblau-Lésung

150 mM KHPO,
0.01 % Anilinblau
in H,O

pH 9,5 (KOH)
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2.1.7 DATENBANKEN UND INTERNETRESSOURCEN

Sequenzdatenbanken:

Sequenzvergleiche:

Suche nach DNA-
Restriktionsschnittstellen:

Vorhersage der subzellularen
Lokalisation:

Vorhersage von Signalpeptiden:

Expressionsdatenbank:
Netzwerk-Vorhersage
Koregulierter Gene:

Ubersetzung von DNA- in
Aminosauresequenzen:

Erwerb und Analyse von
T-DNA-Insertionslinien:

Primerdesign

2.2 METHODEN

http://www.arabidopsis.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://plantta.jcvi.org
http://solgenomics.net/

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://www.arabidopsis.org/cgi-
in/patmatch/RestrictionMapper.pl

http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cqi
http://suba.plantenergy.uwa.edu.au/

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/

https://www.genevestigator.com/gv/plant.jsp

http://atted.jp/

http://www.expasy.org/tools/#translate

http://signal.salk.edu/

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

2.2.1 NUKLEINSAUREANALYTIK

2.2.1.1DNA-EXTRAKTION

Genomische DNA aus Arabidopis-Blattmaterial wurdemder MethodeQuick DNA Prep for PCR
(Weigel und Glazebrook 2002) isoliert. Fur Sequenmgszwecke wurde genomische DNA aus
Arabidopsis-Blattern mit Hilfe de®Neasy® Plant MiniKits (QIAGEN, Hilden) isoliert. Dieser
DNA-Extraktions-Kit wurde aufRerdem zur Isolierungnv genomischer DNA au®. infestans
infizierten Kartoffel-Blattproben verwendet. Fir uleern-Blot-Analyse bestimmte DNA aus
Kartoffelblattern wurde auf folgende Weise isolierf200 mg in flissigen Stickstoff gemorsertes
Blattmaterial wurde mit 1 ml DNA-Extraktionspuffés. Tabelle 2-4) versetzt und fir 10 min. bei
65°C inkubiert. Nach Zugabe von 5M Kaliumacetablgte eine 10 min. Inkubation auf Eis und ein

Zentrifugationsschritt (10 min., 15000 rpm, 4°C).erDUberstand wurde mit 800 pl einer
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Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) -Losungrsetzt und fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Zentrifugation (5 min, 12000m;p4°C) wurden der wassrigen Phase 600 pl
Isopropanol zugefiigt. Die Prazipitation der DNA odgfe nach 10 min. Inkubation bei
Raumtemperatur durch Zentrifugation (10 min., 15@00@®, 4°C). Das DNA-Pellet wurde mit 70%

Ethanol gewaschen und in 20 ul bidesiOFufgenommen.
2.2.1.2POLYMERASE-KETTENREAKTION (POLYMERASE BAIN REACTION PCR)

Die Amplifizierung von Genfragmenten aus genomiscB®A erfolgte standardmaflig mit der
DreamTad" DNA-Polymerase (Fermentas). Fiur die Amplifikatider vollstandigen cDNA von
AtPSAT1/ERPIvurde dasExpand High FidelityPCR System (Roche Applied Science) verwendet.
Das StPSATIRNAI-Fragment wurde mit einePfu-Polymerase (Fermentas) amplifiziert. Die
Durchfiihrung erfolgte nach einem Standard-ProtoflR2.2.1.2) bzw. gemal der Herstellerangaben
fur die jeweilige DNA-Polymerase.

Tabelle 2-5. Zusammensetzung und Thermocycler-Progra  mm einer Standard-PCR

Zusammensetzung des Standard-PCR-Ansgt&tandard-Thermocycler-Programm
PCR-Komponenten  Endkonzentration Schritt  Temperatur[°C]  Dauer
Template-DNA 1/10 des 1 94 1

Gesamtvolumens
10x PCR-Puffer 1x 2 94 30 Schritt 2-4
10 mM dNTPs 200 uM 3 50-60 30 40x
100 UM 5°-Primer 10 uM 4 72 30+ | Wiederholen
100 uM 3*-Primer 10 uM 5 72 7
5 u/ul DNA- 1 unit 6 4 o0
Polymerase

2.2.1.3EXTRAKTION VON PLASMID-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA als coli erfolgte entweder aus 2 ml (Mini-Praparation) caies
50 ml (Midi-Préaparation) einer Ubernachtkultur. Dini-Préparation wurde mit demucleoSpin®
Plasmid Kit (Macherey-Nagel) und die Midi-Praparation miend Plasmid Midi Kit (QIAGEN)

entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt.

Fur die Extraktion von Plasmid-DNA auds tumefacieng2 ml Ubernachtkultur) wurde das Plasmid
Mini Kit (QIAGEN) verwendet, wobei das Herstellere®okoll leicht abgewandelt wurde: Die
Inkubationzeit nach Zugabe von Puffer P2 wurde Hufmin. und der Zentrifugationsschritt nach
Puffer P3 auf 20 min. verlangert. Die Elution déadfid-DNA erfolgte mit auf 72°C erwérmten
Elutionspuffer.

2.2.1.4KOLONIE-PCRZUR IDENTIFIZIERUNG POSITIVERBAKTERIEN-KLONE

In PCR-Reaktionsgefallen wurden 12 pl eines Staffl@RI-Ansatzes (Tabelle 2-5) vorgelegt. Nach

Transformation und Antibiotika-Selektion wurden Eikolonien mit frisch autoklavierten gelben
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Spitzen gepickt, auf Antibiotika-haltige LB-Agareé®en ausgestricheM@sterplatd, anschlieRend in
die vorbereiteten PCR-Reaktionsgefalie Uberfiihrtwvamdder gelben Spitze abgezwirbelt. Die PCR-
Bedingungen entsprachen dem Standard-Thermocyabgrd&nm (Tabelle 2-5).

2.2.1.5RESTRIKTIONSVERDAU

Die Spaltung isolierter DNA erfolgte mit Restriktisenzymen der Firmen Fermentas oder New
England Biolabs. Standardméafig wurde 1 Unit desyfszin einem 20 pl Ansatz eingesetzt. Der
Restriktionsverdau erfolgte fir mindestens 4 Starok der fir das entsprechende Enzym optimalen

Temperatur, die vom Hersteller angegeben wird.
2.2.1.6DNA-SEQUENZIERUNG UNDSEQUENZANALYSE

Die automatische Sequenzierung von DNA wurde vorofins MWG Operonyalue read tubeoder
LGC Genomics %ingle sample DNA sequencindurchgefihrt. Sequenziert wurden entweder aus
genomischer DNA amplifizierte und aufgereinigte PBfagmente oder die Plasmid-DNA selektierter
Klone. Die Klonierung der zu sequenzierenden DNAgfnente erfolgte in den Vektor pCR2.1 (s.
Tabelle 2-2). Die Vorbereitung der DNA fiir die Seqgaierung erfolgte entsprechend den Vorgaben
der Firmen. Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfelghotometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm.

2.2.1.7RNA-EXTRAKTION

Die Gesamt-RNA fur Northern-Blot-Analysen wurde rdér Trizol-Methode isoliert (Chomczynski
und Sacchi 1987). RNA, die zur Synthese von cDNAveadet werden sollte, wurde mit dé&theasy
Mini Kit (Qiagen) isoliert. Unter Verwendung des Kitenkite zwar saubere RNA isoliert werden,
jedoch nur in geringen Konzentrationen, v.a. beibAdopsis-Blattmaterial. Um die RNA-Ausbeute zu
steigern, wurde Gesamt-RNA aus Arabidopsis zunéchist der Trizol-Methode isoliert und
anschlieRend Uber die iRNeasy MiniKit (Qiagen) gelieferten Saulchen aufgereinigte IRNA-
Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch bk@ier Wellenlange von 260 nm. Eine
kurzfristige Lagerung von RNA erfolgte bei -20°Gngerfristig sollten RNA-Proben bei -80°C
aufbewahrt werden. Die RNA ist bei der anschlie@endverwendung immer eisgekuhlt

aufzubewahren.
2.2.1.8GELELEKTROPHORETISCHEAUFTRENNUNG VONNUKLEINSAUREN

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durclel€ektrophorese mit 1-3%-igen (w/v)
Agarosegelen (SeaKem® LE Agarose, Biozym) in 1x TAE&ktrophorese-Puffer (J. Sambrook et al.
1989; s. (s. Tabelle 2-4). Als GroRenmarker dieniePst gespaltene\-Phagen DNA. Die Proben
wurden vor Beladen des Gels mit DNA-Probenpuffer Tigbelle 2-4) versetzt. Die Auftrennung

erfolgte bei einer Spannung von 80 bis 90 V. NaehElektrophorese erfolgte die Farbung der Gele
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mit Ethidiumbromid (80ul 1% Ethidiumbromid auf 5001 dest. HO) und die fotografische

Auswertung mit Hilfe einer Dokumentationsanlage {&&enius Bio Imaging System, SYNGENE).

Die elektrophoretische Auftrennung von Gesamt-Rfalgte unter denaturierenden Bedingungen in
1%-igen Agarose-Gelen mit 5% Formaldehyd. Als Giald Laufpuffer diente 1 x MEN-Puffer. Vor
Beladen des Gels wurden die RNA-Proben mit 4 pl FNdbenpuffer (s. Tabelle 2-4) und 0,3 pl
Ethidiumbromid (100 pgnl™) versetzt und bei 65°C fir 10 min. denaturiertfgkund der erhéhten
Instabilitdt von RNA sowie der Gefahr der Degramiatdurch RNasen sollte die RNA anschliel3end

sofort wieder auf Eis gekuhlt werden.
2.2.1.9ELUTION VON NUKLEINSAUREFRAGMENTEN AUSAGAROSEGELEN

Die Extraktion von DNA-Fragmenten bestimmter Grddies Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des
QIAquick Gel ExtractiorKits (QIAGEN, Hilden). Die DNA-Banden wurden unt&lV-Licht mit
einem Skalpel ausgeschnitten und aus dem Agardsedel entsprechend der Herstellerangaben

isoliert.
2.2.1.10 HERSTELLUNG RADIOAKTIV-MARKIERTER SONDEN

DNA-Fragmente, welche als Sonde zur Detektion $igeher DNA-bzw. RNA-Molekile dienen
sollten, wurden mit Hilfe deMegaprimé" DNA labellingKits von GE Healthcare entsprechend der
Anleitung mit a-*P-dATP markiert. Die Sonden wurden Uber eine Mikpbmdexséule
(ProbeQuantv G-50 Micro-Columns, GE Healthcare) gereinigt undr vder Zugabe zur

Hybridisierungslésung 5 min. bei 95°C denaturiert.
2.2.1.11 SOUTHERN-BLOTTING

Southern-Blot-Analyen mit DNA aus Kartoffelblattemrfolgten in Anlehnung an Schmidt et al.
(1999). 20 pl der isolierten DNA (s. 2.2.1.1) wurdait BanH| verdaut und gelelektrophoretisch
aufgetrennt (s. 2.2.1.8). AnschlieRend wurde dak4Gemin. in 250 ml Denaturierungspuffer (s.
Tabelle 2-4) inkubiert, zweimal mit dest,® gewaschen und 45 min. in Neutralisierungspufer (
Tabelle 2-4) geschwenkt. Der Transfer der fragneetgin DNA aus dem Gel auf eine Nylonmembran
(ROCHE) erfolgte Uber Nacht durch Kapillarkraft ambrook et al. 1989). Die Quervernetzung der
DNA mit der Membran erfolgte im UV-Licht. Anschlield wurde die Membran 1 h bei 42°C mit 20
ml Hybridisierungspuffer (s. Tabelle 2-4) inkubieNach Zugabe der radioaktiv-markierten DNA-
Sonde (s. 2.2.1.10) erfolgte die Hybridisierung fi6-20 h bei 42°C. AnschlieRend wurde die
Membran dreimal bei 65°C mit 3x SSC (s. Tabelle),2041% SDS gewaschen. Die Detektion der
Radioaktivitat erfolgte auStorage PhosphoFilmen (Molecular Dynamics) mit Hilfe deSyphoon
9410 Variable Mode ImagergGE Healthcare Bio-Sciences). Als Sonde fur diealgse der
StPSAT/ERPRNAI-Linien wurde dasBamHI-Fragment des pHELLSGATES8-Vektors (s. Tabelle
2-2) verwendet, mit dem ein ca. 1,7 kb groRRes Feajrdetektiert wurde. DIAtPSAT1/ERP1bzw.
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erpl-3exprimierenden transgenen Kartoffel-Pflanzen wuordeit dem BanHI-Fragment des
pGWB14-Vektors (s. Tabelle 2-2) als Sonde Uberprift

2.2.1.12 NORTHERNBLOTTING

Die Northern-Blot-Analysen erfolgten in Anlehnung Geerts et al. (1994) und Lehrach et al. (1977).
Fiar Northern-Blot-Analysen wurde Gesamt-RNA (Extrak s. 2.2.1.7) aus Arabidopsis- (10 pg
RNA) bzw. Kartoffelblattern (20 pug RNA) gelelekttopretisch aufgetrennt (s. 2.2.1.8) und mittels
Kapillarkraft tber Nacht auf eine Nylonmembran (R4E} geblottet. Die Hybridisierung der
Membran mit einer radioaktiven Sonde (s. 2.2.1.a0) die Detektion des radioaktiven Signals
erfolgte wie in 2.2.1.11 beschrieben. Die Exprassion AtPSAT1/ERPlwurde mit einer
PSAT1/ERPEDNA-Sonde untersucht. Die Amplifikation dBISAT1/ERPLLDNA erfolgte mit den
Primern PSAT-FCD-F (ohne CACC) und PSAT-FCD-R-Nseu Anhang 8.1). Das 1,7 kb groRRe
Fragment wurde aus einem 1 %-igen Agarosegel égttafs. 2.2.1.9) und radioaktiv markiert (s.
2.2.1.10).

2.2.1.13 CcDNA-SYNTHESE UND QJANTITATIVE REVERSE TRANSKRIPTASE
(QRT)-PCR

Die Synthese von cDNA aus 2 ug RNA (Extraktion.2.27) erfolgte mit derRevertAid™ H Minus
First Strand cDNA Synthesksit (Fermentas) unter Verwendung der oligo-dT-Rninentsprechend
der Herstellerangaben. Zuvor wurde die RNA mit RBA=ier DNAsel RNase-free DNas&et
QIAGEN) behandelt. Fur den Einsatz in gRT-PCR-Aratywurde die cDNA 1:5 bis 1:10 mit tridest.
H,O verdinnt. Der PCR-Reaktionsmix wurde unter Vedusry dedMaxima™ Probe qPCR Master
Mix (Fermentas), 5 pl der verdinnten cDNA und gensigeb#n Primern angesetzt. Als
Referenzfarbstoff wurde ROX verwendet (im Mastermeithalten). Die PCR-Reaktion und die
Messung der Transkriptmengenakkumulation erfolgindemMx3005P QPCR Syste(Btratagene)
und der entsprechenden Hersteller-Software. Diativel Transkriptmenge der Zielgene wurde in
Bezug auf die HaushaltsgeA&PP2A(Arabidopsis, At1g13320; Czechowski et al. 2008) bStEF
(Kartoffel, AB061263) unter Berechnung dAST-Werts (2*°°") ermittelt (Schmittgen und Livak
2008).

2.2.1.14 MICROARRAY-ANALYSEN

Arabidopsis ATH1GeneChip® von Affymetrix wurden mit Gesamt-RNA aus BléattdPninfestans

infizierter und Wasser-behandeltgll-, pen2; pen2erpl-3-und erpl-3Pflanzen durch die Firma
AROS Applied Biotechnology (Aarhus, Danemark) hgisiert. Die Ernte der Blattproben erfolgte 6
und 12 h nach der entsprechenden BehandluRg. infestandBehandlung, Ermte und
Probenaufarbeitung wurden von M. HaulR3ler und L. fpred (beide IPB, Halle) durchgefiihrt. Die
Affymetrix-Daten wurden mit Hilfe der offentlich viéigbaren Software ROBIN statistisch
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ausgewertet (Lohse et al. 2010). Dafur wurden da¢eD einerRobust Multichip AveragéRMA)-
Normalisierung (Irizarry et al. 2003) unterzogem utie Werte der drei Replikate zu einem Mittelwert
zusammengefasst. AnschlielBend wurden die Expresiaten der einzelnen Chips auf Basis des R-
PaketsBioconductor miteinander verglichen, um differentiell exprim&rGene zu ermitteln. Eine
mindestens zweifach differentielle Expression (Ileg2) bei einer Wahrscheinlichkeit von 95% (p-

Wert< 0,05) wurde als signifikant bewertet.
2.2.2 ARABIDOPSISKREUZUNGEN

Fur Kreuzungen vorgesehene Arabidopis-Pflanzen ewrdunter Langtag-Bedingungen im
Gewachshaus angezogen. Alle Seitentriebe des Bhatmhes und nicht zur Kreuzung verwendete
Bliten und Knospen der Mutterpflanze wurden entfezhenso wie schon gebildete Schoten, um das
Einbringen von, durch Selbstbefruchtung hervorgggaen, Samen zu vermeiden. Zur Kreuzung
wurden Einzelbliten der Mutterpflanze ausgewahdtred Knospen kurz vor der Bluten6ffnung
standen und deren Staubblatter nicht mehr griry, abeh noch nicht ausgereift waren, um eine
Selbstbestdaubung zu verhindern. Die Bluten- undt®tétter wurden unter dem Stereomikroskop mit
Hilfe einer feinen Pinzette entfernt, um die zuthebende Narbe freizulegen. Zur Bestaubung wurde
eine gedffnete Blute mit ausgereiften StaubblattenmVaterpflanze ausgewahlt. Eine Woche nach der
Bestaubung wurden die sich entwickelnden Schotefsamengewinnung eingetitet und nachtraglich
entwickelte Seitentriebe abgeschnitten. Das Flgbaaturde ausgelegt und die resultierende F2-
Generation wurde mit Hilfe von molekularen Markewr den Erfolg der Kreuzung hin Gberprift (s.
2.2.3).

2.2.3 GENOTYPISIERUNG MIT MOLEKULARENMARKERN

Die in dieser Arbeit verwendeten mutanten Allelsibeen auf Punktmutationen. Diese kdnnen mit
Hilfe von cleaved_anplified plymorphic_gquence(CAPS)-Markern nachgewiesen werden. CAPS-
Marker basieren auf Einzelnukleotid-Unterschiedgng(e rucleotide_plymorphism SNP), die zu
Verédnderungen in der Anordnung von Restriktionkstelfihren. Fir ihre Analyse wird der
betreffende Chromosomenabschnitt amplifiziert, mdm entsprechenden Enzym gespalten und
anschlieBend werden die resultierenden Restriktagimente mittels Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt (Lukowitz et al. 2000). Die in diesabdéit verwendeten CAPS-Marker wurden entweder
in frheren Arbeiten beschrieben oder unter Verwegdverschiedener Internetressourcen (s. 2.1.7)
selbst entwickelt. Der CAPS-Marker fur den Nachwags Mutation imPEN2Gen wurde durch V.
Lipka (Georg-August-Universitat, Gottingen) abgedei(Lipka et al. 2005). Die Schnittstelle des
Restriktionsenzym8spR bzw. Alwl ist nur im PEN2Wildtyp-Allel enthalten. Die durch Nishimura
et al. (2003) beschriebene Mutation pmr4-1 fihrt zum Verlust eineEad-Schnittstelle im Gen
PMR4/GSLOYAT4G0355). Die SNPs inerpl-3und erpl-4fihren zum Verlust eineBseNIl bzw.
BsiXI-Schnittstelle, die imAtPSAT1/ERP-Wildtyp-Allele enthalten ist. Die Sequenzen delefl
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spezifischen CAPS-Marker-Primer sowie die entspradbn Restriktionsenzyme und die

resultierenden Restriktionsfragmente sind im Anhamfgelistet (s. Anhang 8.1).
2.2.4 ARABIDOPSISGENOM-SEQUENZIERUNG

Daserpl-Genom wurde in Kooperation mit D. Weigel (Max Rilrinstitut fir Entwicklungsbiologie,
Tubingen) mit Hilfe der Illumina (Solexa) Technoleg(Weigel et al. 2008) sequenziert. Die zu
sequenzierende genomische DNA wurde mit d@Neasy® Plant MiniKit (QIAGEN, Hilden) aus
Blutenmaterial isoliert (durchgefiihrt von L. Westprund M. Haulller, beide IPB, Halle). Die
Sequenz-Daten wurden durch R. Clark (Max Planckitinsfir Entwicklungsbiologie, Tibingen)

prozessiert und analysiert.

2.2.5 TRANSFORMATIONEN

2.2.5.1ESCHERICHIA COLI

Die Herstellung und Transformation von chemisch petantenE. coli-Zellen erfolgte nach dem

Protokoll von Inoue et al. (1990).
2.2.5.2AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Chemisch kompetente Agrobakterium-Zellen wurderhrdem Protokoll von Hofgen und Willmitzer
(1988) hergestellt. Die Transformation von Agroleaktm erfolgte entsprechend dezeze and thaw
Methode (Weigel und Glazebrook 2006).

2.2.5.3ARABIDOPSIS THALIANA

Zur Transformation von Arabidopsis-Pflanzen wurdeftbral dip-Methode angewendet (Logemann
et al. 2006). Alle weit gedffneten Bluten und Semotvurden mit einer feinen Schere von der zu
transformierenden Pflanze entfernt, um das Einkeringgon nicht-transformiertem Saatgut zu
vermeiden. Unmittelbar nach der Transformation warddie Pflanzen fur 24 h bei 100%
Luftfeuchtigkeit abgedeckt im Gewachshaus inkubigeinach wurde der Deckel entfernt und nach 1
Woche wurden die transformierten Blitenstdnde zumeéhgewinnung eingetitet. Das Saatgut wurde

entsprechend der Antibiotika- oder Herbizid-Resistéer transformierten Konstrukte selektiert.

Die Kanamycin-Selektion erfolgte mit sterilisiertédaatgut auf %2 MS-Agar-Platten (Tabelle 2-3) mit
50 pg mi* Kanamycin. Die Oberflachensterilisation der Saraglgte durch 45 min. Inkubation in
Chlorgas in einem Exsikkator. Um das Chlorgas zewgen, wurden im Exsikkator 5 ml rauchende
Salzsaure auf 10 ml Natriumhypochlorid gegeben.hNder Inkubationszeit wurde das Chlorgas
mittels Vakuumpumpe fir ca. 1,5 h abgepumpt undidamler Exsikkator unter sterilen Bedingungen
geoffnet. Die Eppendorfgefae mit den Samen wus@esthlielend noch mindestens eine Stunde

geoffnet unter der Sterilbox aufbewahrt, um eirlstéhdiges Abdampfen des Gases zu ermoglichen.
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2 Wochen nach Wachstum auf Kanamycin-haltigem Nadimm wurden griine Keimlinge auf Erde

transferiert.

Die Selektion mit dem Herbizid BASTA® (Glufosinataanonium, BAYER), erfolgte mit auf Erde
angezogenen 1 Woche alten Keimlingen. Das Herhizicde in einer Konzentration von 300 pM
BASTA im Abstand von zwei Tagen bespriht, bis didSBA-sensitiven untransformierten

Keimlingen gelb wurden und abstarben. Resistenimlifege wurden vereinzelt.

2.2.5.4ARABIDOPSISPROTOPLASTEN

Die Praparation und Tansformation von Mesophylit®ptasten erfolgte entsprechend dem Protokoll
von Yoo et al. (2007). Zur Transformation wurden i Plasmid-DNA (isoliert mit dem QIAGEN

Plasmid Maxi Kit) pro 100 pl Protoplasten-Suspeng&mgesetzt.

2.2.5.5NICOTIANA BENTHAMIANA

Fur transiente Expressions-Analysen in Tabak weaide Suspension transformierter Agrobakterien
mit einer nadellosen Spritze in die Blatter infdtt. Die Durchfihrung richtete sich dabei nach den
Angaben in Marois et al. (2002) und Van den Ackkeveet al. (1996).

2.2.5.6S0LANUM TUBEROSUM

Die Transformation von Kartoffelpflanzen durch Agaiterien erfolgte in Anlehnung an Feltkamp et
al. (1995). Die Anzucht der Agrobakterien erfolgteer Nacht in 20 ml LB-Flissigmedium (s. Tabelle
2-3) bei 28 °C. Am folgenden Tag wurde die Agrolealen-Kultur in ein 50 ml Reaktionsgefald
Uberfuhrt und das Medium abzentrifugiert (10 mif@Q00 rpm, 4°C). Das Bakterienpellet wurde in 20
ml 10 mM MgCeEresuspendiert und anschlieRend erneut pelletiéririh., 20000rpm, 4°C). Um das
gewaschene Pellet in 10 ml 3MS-Medium (Tabelle 2+8)dsen, wurde das Reaktionsgefal3 bei 4°C
leicht geschwenkt. Die fertige Bakteriensuspensiamde bis zur Verwendung auf Eis gestellt. In
Petrischalen wurden zu 10 ml 3 MS-Medium 100 ul Algrobakterien-Suspension zugeftgt. In die
verdiinnte Bakterienlésung wurden mit einem Skalpilberitzte Blatter der zu transformierenden
Kartoffelpflanze mit der Unterseite nach oben gelegd fir 2 Tage im Dunkeln bei 22°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Blatter auf GC76-Agar-MediyTabelle 2-3) dberfiihrt, um das
Kalluswachstum zu induzieren, und in der Phytokamimieubiert. Nach 7 Tagen wurden die Blatter
zur Induktion des Sprosswachstums auf GC75-Agarived(Tabelle 2-3) transferiert. Bis zum
Austreiben erster Sprosse wurden die Blatter al&dzhen auf frisches GC75-Medium umgesetzt.
Einzelne Sprosse wurden unter sterilen Bedinguradgeschnitten und auf 3MS-Medium mit den

entsprechenden Antibiotika kultiviert.
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2.2.6 PROTEINANALYTIK

2.2.6.1PROTEINEXPRESSION INE. COLI

Fur die heterologe Expression von AtPSAT1/ERP1 leawl-3 inE. coli wurden die entsprechenden
cDNAs in den Expressionsvektor pDEST17 (s. Tab2i®) unter Verwendung der Primer PSAT-
FCD-F (ohne CACC) und PSAT-FCD-R-Neu (s. Anhang) &lbniert und in kompetente BL21-
Zellen transformiert. Die Expression wurde durclygaoe von 1 mM IPTG induziert (bei einer §§€
von 0,6-0,8). Die Bakterien wurden bei 18°C fir 38t-h im Schuttelinkubator kultiviert und
anschlieRend durch Zentrifugation (10000 rpm, 5.1@PC) pelletiert. Die Bakterienpellets wurden in
150 pl 2xSDS-Probenpuffer resuspendiert, bei 95iC5 min. inkubiert und anschlie3end kurz
zentrifugiert. 10 ul des Protein-Rohextrakts wurdmmf 10%-igen SDS-Gelen aufgetrennt und
analysiert (s. 2.2.6.3 und 2.2.6.5).

Um zwischen l6slicher und unléslicher Proteinfraktizu unterscheiden, wurden die Bakterienzellen
in Lysispuffer (s. Tabelle 2-4) resuspendiert. Ui dellen aufzuschlieRen, wurden sie dreimal in
flissigem Stickstoff eingefroren und anschlieRead42°C aufgetaut sowie zweimal mit Ultraschall

behandelt. AnschlieRend wurde die unldsliche Foaktiurch Zentrifugation (2 min., 12000 rpm, 4°C)

pelletiert. 10 pl des Uberstands wurden mit 10 x82S-Probenpuffer versetzt. Das Pellet wurde in
250 pl 2xSDS-Probenpuffer aufgenommen. Jeweils|EpProben wurden nach 5 min. Inkubation

bei 95°C auf 10%-igen SDS-Gelen aufgetrennt undiyaieat (s. 2.2.6.3 und 2.2.6.5).

2.2.6.2PROTEINEXTRAKTION AUS PFLANZENMATERIAL

Die Proteinextraktion erfolgte mit dem in Chincaillet al. (2007) beschriebenen Protein-
Extraktionspuffer (s. Tabelle 2-4) aus ca. 100 mgliissigem N gemorsertem Blattmaterial. Die
Protein-Menge wurde mit Hilfe der Bradford-Anal{(&ORAD) quantifiziert (Bradford, 1976).

Um die Uberexpression von ERP1-GFP in transgenamidopsis- und Tabak-Linien zu tberprifen
genugten Blatt-Rohextrakte. Dazu wurden pro Pfladms Blattscheiben mit einem Korkbohrer
ausgestanzt (@ 9 mm), in flissigem Bemorsert, mit 150 pl 2xSDS-Probenpuffer versetnt,
Precellys (PEQLAB) homogenisiert und kurz abzendyiért.

Alle Proben wurden vor der Auftrennung in SDS-GderR.2.6.3) 5 min. bei 95°C inkubiert.
2.2.6.3SDS-ELELEKTROPHORESE

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres lekMdargewichts erfolgte nach
Standardmethoden (Joseph Sambrook und Russell.2006)
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2.2.6.4COOMASSIEFARBUNG

Zum Farben der Proteine in SDS-Gelen wurde dadiBdl h in Coomassie-Losung (s. Tabelle 2-4)
geschwenkt und anschlieBend in Entfarber-Losung T@belle 2-4) entfarbt, bis keine blaue

Hintergrundfarbung auf dem Gel mehr zu erkennen waschlieend wurde das Gel fotografiert.
2.2.6.5WESTERN-BLOT-ANALYSE

Der Tranfer der Proteine aus SDS-Gelen auf eineodgtlulose-Membran (Protran 0,45 pum) erfolgte
in Transferpuffer (s. Tabelle 2-4) mit Hilfe einsemi dryTransferapparatur. Nach dem Transfer
wurde die Membran in TBS-Puffer gewaschen und digftdnd in einem 50 ml Reaktionsgefald 1 h
bei Raumtemperatur in 5 ml' 5 % Milchpulver in TB8tr (5 ml) blockiert. Die Membran wurde
kurz mit TBS-Puffer gewaschen und der priméare Aimfiler (in 5 ml 3 % Milchpulver in TBS-Puffer)
wurde zugegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiei¢. Kbnzentration des anti-GFP-Antikérpers
(Invitrogen) richtete sich nach den HerstelleramgabAnti-PSAT2 (s. Anhang 8.4) wurde 1:1000
verdinnt eingesetzt. Aufbewahrt wurden die Antilkgirgn 50% Glycerin bei -20°C. Nach
dreimaligem Waschen (10 min.) mit TBS-Puffer wumdier sekundéare Antikoérper (in 5 ml 3 %
Milchpulver in TBS-Puffer) zur Membran gegeben diid 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Konzentration der sekundaren Antikdrper richtetehshach Herstellerhinweisen. Anschlielend
folgten 3 Wasch-Schritte mit TBS-Puffer (je 10 mhimnd 5 min. Inkubation mit deranhanced
chemiluminescenelReagenz von AmershanECL plus Western Blotting Detection Systeimie

Detektion der Chemilumineszenz erfolgte @uf XPosureFilmen von Pierce (Thermo Scientific).

2.2.7 PATHOGENINFEKTIONEN

2.2.7.1PHYTOPHTHORA INFESTANS

P. infestanswurde fir Infektionsexperimente und zur Herstaflwon Dauerkulturen auf Hafer-
Bohne-Medium (s. Tabelle 2-3) in Petrischalen ®#i°C im Dunkeln angezogen. Die Anfertigung
von Dauerkulturen und Kulturplatten nftt infestandibernahm freundlicherweise L. Westphal (IPB,
Halle). Fur die Anfertigung von Glycerinstocks werdzwei Mdglichkeiten genutzt: (1.) EIf Tage
altes Mycel wurde mit 8 ml sterilem 50%-igem Glyoer(v/v) Uberschichtet und eine
Zoosporensuspension gewonnen, oder (2.) ein mieMyewachsenes Stiick Medium wurde mit 50%-
igem Glycerin (v/v) versetzt. In beiden Fallen &fe eine schrittweise Abkuhlung (30 min. 4°C, 1h -
20°C und -80°C uber Naghund anschliel3ende Lagerung in flissigem Stickstadh Dauerkulturen
ausgehend wurden Kulturplatten angeimpft und fid40rage inkubiert, bis die Platte ausreichend
von Mycel bedeckt war. Zoosporensuspensionen wuddech Abschwemmen der Sporangien mit 5
ml tridest. HO gewonnen (Lipka et al. 2005). Nach dreistiindiggwubation bei 4°C wurde die
Konzentration [Anzahl Zoosporen Tilder geschliipften Zoosporen mit Hilfe einer FuBtusenthal-

Zahlkammer bestimmt.
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Arabidopsis-Pflanzen wurden mit 10 pl Tropfen deog&porensuspension mit Konzentrationen von
5x10" bis 5x10 Sporen mt inokuliert. Dabei dienten hohe Sporenkonzentraionder
Differenzierung von Wildtyp- und Nekrose-Phénotymlie niedrigen Konzentration der
Unterscheidung vopen2 underpl-Phénotyp. Nach der Tropfen-Inokulation wurdenRlianzen fur
3-4 Tage unter Langtagbedingungen in einer Phytakan{16 h Licht, 140puMain-2s-1) bei 20°C
und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Beurteily der HR-Stéarke erfolgte im Vergleich mit den
Kontrollpflanzen Col-0gl1 undpen2

Die Infektion von Kartoffelpflanzen mit 10 pl einBoosporensuspension (1x18poren nif) erfolgte
wie in Halim et al. (2007) beschrieben. e infestansBiomasse in infizierten Kartoffel-Blattern
wurde nach 3 Tagen durch gRT-PCR ermittelt (Esdlippeld et al. 2007).

2.2.7.2PSEUDOMONAS SYRINGAE

Zellsuspensionen voR. syringaepv. tomato (Pto DC300und Pto DC3000 avrRPM1lInokulum-
Konzentration 1x10cfu mi*) undP. syringaepv. phaseolicolgPph1448A, Inokulum-Konzentration
1x10 cfu mIY) wurden in 3 Rosettenblatter pro Arabidopsis-Pignmit Hilfe einer nadellosen
Spritze infiltriert. Unmittelbar nach der Infiltiah und erneut nach 4 Tagen wurden die Bakterien-
Titer im Blatt bestimmt. Daflr wurden jeweils 3 Bkcheiben [ 9 mm) von 3 verschiedenen
Pflanzen pro Genotyp vereint und in 200 pl 10 mMQWggemorsert. Das bakterielle Wachstum
wurde quantifiziert, indem Verdinnungsreihen deratBBakterien-Suspension auf LB-Platten
aufgebracht und nach 2 Tagen (bei 28°C) die AndahKolonien ¢olony brming nit, cfu) bestimmt
wurden (Katagiri et al. 2002).

2.2.7.3BLUMERIA GRAMINIS ESP. HORDEI(BGH)

Die Anzucht vonBgh (Isolat K1; s. Tabelle 2-1) auf Gerste (Kultivargtid, Linie [-10) und die

Infektionsexperimente (nach Zimmerli et al. (200d)yrde im Rahmen einer Kollaboration mit V.
Lipka und R. Fuchs (Georg-August-Universitat) intiien durchgefihrt. Um die Pathogeninfektion
zu bewerten und zu quantifizieren wurden 2 Tagd rizehandlung Blattproben mikroskopisch unter
UV-Licht analysiert (Lipka et al. 2005). Dabei werd in 2 Experimenten jeweils 100
Interaktionsstellen betrachtet. 6 Tage nach Indektiwurden Blattproben einer kombinierten
Trypanblau-Anilinblau-Farbung unterzogen, um dieaR®n im Mesophyll mikroskopisch zu

untersuchen. Nach 9 Tagen wurde der makroskoplséélgionsphanotyp fotografisch festgehalten.
2.2.7.ACOLLETOTRICHUM SP

Die Pathogenassays n@blletotrichumwurden in Kollaboration mit V. Lipka und R. Fuc{Seorg-
August-Universitat, Gottingen) durchgefihrt. Die zdcht vonC. lagenarium(Stamm 104-T, s.
Tabelle 2-1) undC. higgensianun{Stamm IMI 349061, s. Tabelle 2-1) erfolgte aufA2Medium
(Hiruma et al. 2010). Die Inokulation wurden nactC@nnell et al. (2004) durchgefiihrt. Nach der
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Sprihinokulation wurden die Pflanzen unter Kurzejbgungen in Phytoschranken (8 h Licht,
=150uEm?s?, 65 9% Luftfeuchtigkeity bei 20°C inkubiert. Makiapisch sichtbare

Infektionsphanotypen wurden nach 9 Tagen fotogtafie
2.2.7.5GOLOVINOMYCES SP

Auch die Golovinomyces-Experimente wurden in Kotledgion mit V. Lipka von R. Fuchs (Georg-
August-Universitat, Gottingen) durchgefihrt. Diez&cht vonG. cichoracearum(Stamm ICSC1, s.
Tabelle 2-1) unds. cruciferarum(Stamm UEA1, s. Tabelle 2-1) sowie die Infekti@nm\Arabidopsis
erfolgten nach Adam et al. (1999). Die quantita#vealyse der Infektionsphanotypen erfolgte 48 h
nach der Infektion. Dabei wurden jeweils 100 Inkdomsstellen mikroskopisch im UV-Licht auf

Penetrationserfolg und Zelltod hin untersucht.
2.2.8 BEHANDLUNG MIT FLG22

Die Behandlung von Arabidopsis-Keimlingen erfolgtét 10 uM flg22. Eine 1mM Stocklésung
wurde durch Ldsen von flg22 (2272.5 g/mol) in Wadsergestellt. Die Losung wurde anschlieRend
steril filtriert.

Fur die Wurzellangen-Assays wurden die Keimlingd@dge auf ATS-Agar-Medium (Tabelle 2-3)
vorkultiviert und anschlielend auf flg22-haltige ®-Platten transferiert. Nach weiteren 9 Tagen
wurde die Wurzellange gemessen. Als Kontrolle dieri{eimlinge, die auf ATS-Platten ohne flg22
transferiert wurden. Um die Wurzelwachstumsinhiligy durch flg22-Behandlung zu ermitteln,
wurde die Wurzellange der flg22-behandelten Keigdinprozentual auf die Wurzellange der

unbehandelten Keimlinge bezogen.

Um die Expression flg22-induzierter Gene zu analgsi, wurden Arabidopsis-Keimlinge in 16-well-
Platten (10 Keimlinge pro well) in 2 ml MS-FlUssigdium (Tabelle 2-3) angezogen. Nach 13 Tagen
wurde das Flussigmedium entfernt und die Wells wnrhit 1,5 ml frischem MS-Medium aufgefullt.
Am darauffolgenden Tag wurden 500 pl einer 40 p$22+Losung (in MS) in jedes Well zugefigt,
um eine Endkonzentration von 10 uM zu erreiches. Kdntrolle diente die Zugabe von 500 pl MS-
Medium. 4 Stunden nach Behandlung wurden 30 Kegslipro Genotyp geerntet und fur die

Expressions-Analyse weiter aufbereitet (s. 2.2)1.13

2.2.9 FARBETECHNIKEN

2.2.9.1TRYPANBLAU

Die Trypanblau-Farbung erfolgte in Anlehnung an &astokoll von Koch und Slusarenko (1990).
Drei Tage nach Inokulation wurden die Blatter flindestens 1 min. in einer Trypanblau-Ldsung (s.
Tabelle 2-4) gekocht, anschliel3end unter mehrfactdohseln der Lésung in Chloralhydrat (2,5 g

ml™) entfarbt und in 50% (v/v) Glycerin aufgenommen.



Material und Methodenr38
2.2.9.2ANILINBLAU

Fir die Farbung von Callose wurde die Anilinblaulténg angewandt (Adam und Somerville 1996).
Dazu wurden Pathogen-behandelte Blattproben in ®&B&nol bis zur vollstandigen Entfarbung
gekocht und anschlieRend einmal mit 50% Ethanoliessaweimal mit Wasser gewaschen. Die
entfarbten Blatter wurden fir 1-2 h im Dunkeln inilnblau-L6sung (s. Tabelle 2-4) inkubiert. Die

Lagerung der Blattproben erfolgte im Dunkeln in 50#) Glycerin.
2.2.9.3KOMBINIERTE TRYPANBLAU-ANILINBLAU -FARBUNG

Um Zelltodreaktionen im Hellfeld und im gleichenéaParat Callose-Depositionen im UV-Licht zu
analysieren, wurden die Trypanblau- und Anilinblarbungen kombiniert. Zuerst wurde die
Trypanblau-Farbung wie unter 2.2.9.1 beschriebenchdyefiihrt. Nach der Entfarbung in
Chloralhydrat wurden die Blatter vorsichtig in 70#thanol gewaschen und anschlieRend in
Anilinblau wie in 2.2.9.2 beschrieben inkubiert. eDBlattchen wurden unmittelbar nach der
Anilinblau-Farbung in 50% (v/v) Glycerin aufgenommgnd auf Objekttrager aufgezogen. Dies muss

sehr vorsichtig erfolgen, da eine kombinierte Fagbdas Blatigewebe aufweicht.
2.2.9.4NILROT

Nilrot-Farbung wurde in Anlehnung an De Domenic@let(2007) durchgefiihrt, um Neutrallipide im
Blattgewebe von Arabidopsis sichtbar zu machentoNi{Sigma-Aldrich) wurde in 100% DMSO
geldst (Stocklésung 1 mg Mlund die Farbung von Blattscheibén ymm) erfolgte mit 2,5 pg mi
Nach 20 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurdienBlattscheiben mit Wasser gespuilt und in
Wasser auf Objekttragern mit Deckglas mittels k&afer Laserscan-Mikroskopie unmittelbar

analysiert.

2.2.10MIKROSKOPISCHEANALYSEN

2.2.10.1 LICHT-UND FLUORESZENZMIKROSKOPIE

In 50% (v/v) Glycerin aufbewahrte Trypanblau-geférBlatter, wurden auf Objekttrager aufgezogen
und lichtmikroskopisch mit einemxioplan 2 imagingMikroskop (Zeiss, Jena) unter Weillicht
analysiert. Fotografische Aufnahmen der Prapandtdgéen mit Hilfe einerAxioCam MRc&amera

und derAxio Vision 4Software von Carl Zeiss.

Licht- und fluoreszenzmikroskopische Analysen Trjglau-Anilinblau-gefarbter Praparate wurden
mit dem Nikon AZ100 Stereomikroskop durchgefiihiisgestattet mit einer 5 Megapixel CCD-
Kamera (DS-Filc). Die Anilinblaufluoreszenz wurdié dem Standard-Filterblock UV-2A (Anregung
330-380 nm, Kaltlicht 400 nm, Emission 420 nm) ktéat.
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2.2.10.2 KONFOKALE LASERSCANMIKROSKOPIE

Die Detektion von intrazellularer GFP-, mCherry- dumilrot-Fluoreszenz erfolgte mit dem
invertierten Konfokalmikroskop LSM 710 (Zeiss, Jer@aFP und Nilrot wurden mit dem Argonlaser
(488 nm) angeregt. Die Anregung von mCherry eréolggti 561 nm. Die Emission von GFP wurde bei
490-530 nm detektiert, Nilrot bei 550-600 und mQ@drei 585-645nm. Zur Bildbearbeitung wurde
die ZEN 2009-Software genutzt.

2.2.10.3 ELEKTRONENMIKROSKOPIE

Blattproben wurden fir die Elektronenmikroskopie3® Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich) in 0,1 M
Natriumcacodylat-Puffer (NCP, DimethylarsensaureériNmsalz-Trihydrat in Wasser, pH 7.2) fir 3 h
bei Raumtemperatur fixiert, anschlieBend mit NCRvagehen und mit 1% Osmiumtetroxid (Carl
Roth; www.carlroth.com) nachfixiert. Das Gewebe @auschrittweise in Ethanol mit ansteigender
Konzentration dehydriert und in Epoxyharz eingediefSpurr 1969). Ultradinnschnitte wurden mit
einem Ultramicrotome S (Leica) angefertigt und mif Formvar-beschichtete Gitternetzchemids)
Ubertragen. Fir die Immunogold-Markierung wurdes $ichnitte mit einem monoklonalen apwt-, 3-
glucan-Antikérper aus Maus (Biosupplies) inkubiéits sekundarer Antikdrper diente ein anti-Maus
10 nm Goldkonjugat-Antikérper (Sigma-Aldrich). ArdieRend wurden die Praparate mit
Uranylacetat und Bleicitrat gefarbt. Untersucht derr die Proben mit einem EM 900 Transmissions-
Elektronenmikroskop (Zeiss, Jena) bei einer Besehdgings-Spannung von 80 KkV.
Elektronenmikrogramme wurden mit einer Variospe8€6D-Kamera (SM-1k-120; TRS, Germany)

aufgenommen.

2.2.11STATISTISCHE AUSWERTUNG DERERGEBNISSE

Die statistische Beurteilung der experimentell mgtan Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms
Prism5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA).
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3 ERGEBNISSE

In vorhergehenden Arbeiten waren das NichtwirtpsystemA. thaliana— P. infestansetabliert und
durch Remutagenese v@en2 die erp-Mutanten erzeugt worden, welche nach Inokulation Pni
infestans einen starkeren HR-Phanotypen gten2 aufweisen (s. 1.5; Landtag 2006). Die
Identifizierung der betroffenen Gene soll AufscBlusiiber weitere Komponenten der

Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis gegeniBeinfestangeben.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Chagdkierung dererplMutante und der
Identifizierung des entsprechendeBRP1Gens. In den ersten Abschnitten werden die
morphologischen undP. infestandnduzierten Phanotypen degrplMutante zusammengefasst.
Basierend auf den Feinkartierungsdaten der VoraméKopischke 2007) wurde dBRP1Gen nach
der Resequenzierung des Genoms identifiziert. DefRil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit
der Funktion vorERP1und dessen Genproduktes, sowie dem Einfluss rertlEERP1Allele auf die
Abwehrantwort von Arabidopsis gegenubieinfestansund anderen Pathogenen. AulRerdem wurde
der Einfluss vonERP1 und ERPXhomologen Genen in Kartoffel auf die Wirtsinterakt mit P.

infestansuntersucht.

Im Folgenden wird die aus remutagenisiertpen2Saatgut hervorgegangenerpl-Mutante als
pen2erplboppelmutante bezeichnet, da dies den genetiscimgargrund beschreibt und aul3erdem
einer Verwechslung merplEinzelmutanten vorbeugt. Da nebgen?2-1keine weitergpen2Mutante
verwendet wurde, wird das Allel in dieser Arbeitcimi weiter spezifiziert, die Mutante wird

vereinfacht alpen2Mutante bezeichnet.

3.1 CHARAKTERISIERUNG DERpen2erpIMUTANTE

3.1.1 MORPHOLOGISCHEMERKMALE

In vorherigen Arbeiten war festgestellt worden, ddamige erp-Mutanten Abweichungen in ihrer
Morphologie aufweisen (Landtag 2006). Im Rahmen w®tiegenden Arbeit wurde daraufhin die
Entwicklung vonpen2erpiKeimlingen und adulten Pflanzen beobachtet unddenitEntwicklung von
gll und pen2verglichen. Dabei beschrénkten sich die Beobagsmrauf makroskopisch sichtbare
Merkmale wie Wurzellange, Blatt- und Rosettengré®ayie die Ausbildung spontaner Chlorosen auf

Blattern.

Im Vergleich zugll und pen2zeigten steril auf ATS-Agar angezogemen2erplKeimlinge nach 7
Tagen klrzere Primarwuzeln und weniger Seitenwarg&bbildung 3-1 A). Zwar wies auajil im
Vergleich zupen2ein leicht verringertes Wurzelwachstum auf, allegd sind die Wurzeln vogl1-
Keimlingen mit ~4 cm deutlich langer als die Wurzelon pen2erplKeimlingen mit ~3 cm
durchschnittlicher Wurzellange. Aufller des vermiteter Wurzelwachstums zeigtepen2erpl-

Keimlinge keine morphologischen Besonderheiten.Z8i$ Wochen nach der Aussaat unterschieden
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sich die oberirdischen Pflanzenorgane auf Erde zggmer pen2erplPflanzen in GrofRe und
Morphologie nicht von den Kontrollpflanzen (Abbilay 3-1 B und C). Die Chlorosen 6-7 Wochen
alterpen2erpiPflanzen, die bereits in der Arbeit von J. Land{2@06) beschrieben wurden, konnten
bestatigt werden, jedoch waren sie erst 8-10 Woobeh der Aussaat deutlich ausgepragt (Abbildung
3-2). Die altesten Blatter 8-10 Wochen ajten2erp1Pflanzen waren gelb gefarbt (Abbildung 3-2 A),
was auf starken Chlorophyll-Abbau hinweist, und nékrotisch (Abbildung 3-2 B). Figl1l undpen2
waren in diesem Entwicklungsstadium kaum vollstgndnlorotische Blatter zu beobachten, die
Gelbfarbung beschrankte sich hier auf die Blattediridbbildung 3-2).

Das verringerte Wurzelwachstum und die friher e¢nmesele Blattseneszenz konnte die Reaktion der
pen2erplMutante gegenuber biotischen und bzw. oder ablwiscStressoren beeinflussen und ist
deshalb bei der Interpretation der entsprechendemperitnente zu bertcksichtigen (z.B.
Wurzelwachstums-Analysen nach flg22 oder die Reakfjegeniber anderen Pathogenen, s. 3.7 und
3.8).

Abbildung 3-1. Morphologie der pen2erpl-Mutante auf ATS-Platten und Erde im Vergleich zu gll- und
pen2-Pflanzen

(A) Unterschiedliche Wurzelentwicklung 7 Tage alter Keimlinge nach steriler Anzucht auf ATS-Medium. Die rote
Linie markiert die durchschnittiche Wurzellange von pen2erpl-Keimlingen (3,1 cm). Die Platte wurde
reprasentativ aus drei Replikaten mit jeweils 10 Keimlingen pro Genotyp ausgewahilt.

In (B) und (C) ist der morphologische Phanotyp 10 Tage (B), sowie 3 (C-oben) und 5 Wochen (C-unten) alter
Pflanzen nach Anzucht auf Erde unter Kurztagbedingungen dargestellt. Die Bilder stehen exemplarisch fur 3
Experimente.
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Abbildung 3-2. Frihere Blattseneszenz adulter
pen2erpl-Pflanzen im Vergleich zu gl1l und pen2

(A) Rosetten von 8 und 10 Wochen alten Pflanzen
nach Anzucht in Erde unter Kurztagbedingungen. Die
Bilder sind exemplarisch fir 3 Experimente mit jeweils
10 Pflanzen pro Genotyp.

(B) GroRansicht repréasentativer chlorotischer Bléatter
von 10 Wochen alten gl1 (oben)-, pen2 (Mitte)- und
pen2erpl (unten)-Pflanzen.

8 Wochen

10 Wochen
W 0

3.1.2 RESISTENZREAKTIONEN GEGENP. INFESTANS

Pflanzliche Abwehrstrategien gegen Penetrationsetesdurch Pathogene umfassen praformierte und
induzierbare Mechanismen. Die Deposition von Zefidizestandteilen und Callose, sowie die
Akkumulation antimikrobieller Substanzen und ROSlan Stelle des Penetrationsversuchs tragen zur
Penetrationsresistenz der Pflanze bei (s.1.2).Wlbdet das Pathogen die Penetrationsresistent grei
eine zweite Ebene der Nichtwirtsresistenz, die iamiRen einer ypersentiven Raktion (HR) zum
Absterben der penetrierten Zellen fuhrt (Thordafi€tensen 2003). Dieser programmierte Zelltod

verhindert die Ausbreitung biotropher Pathogenéhdan die Lebensgrundlage entzogen wird.

pen2erplund alle weitererpen2erpMutanten zeigen im Vergleich zoen2einen verstarkten HR-
Phanotyp nacltP. infestandnfektion (s. 1.5; Landtag 2006). Makroskopisch eeirdie verstarkte
Zelltodreaktion vorpen2erplinnerhalb von 3 Tagen nadmopfen-Inokulation (5x10Sporen nit) in
Form von Nekrosen im Bereich der Inokulationssteltkennbar (Abbildung 3-3 A). Die Zelltod-
Antwort von pen2wurde ebenfalls spatestens 3 Tage nach Inokulaichtbar, fiel aber deutlich
schwacher aus. Auf den Blattern inokuliertgtl-Pflanzen wurden keine Abwehrreaktionen
beobachtet. Der Defekt im GEALABROUS1(GL1) fuhrt zum Verlust der Trichombildung auf
Blattern und Stangel (Herman und Marks 1989, Mairkd Feldmann 1989), beeinflusst jedoch nicht
die Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis.

Um die Reaktion vorpen2erplauf P. infestanddifferenzierter zu untersuchen, wurden inokulierte
Blatter spezifischen Farbungen und mikroskopisdhealysen unterzogen (Abbildung 3-3).

Die P. infestansnduzierte Zelltodreaktion im Bereich der Inokubaisstelle wurde durch
Trypanblaufarbung (s. 2.2.9.1) veranschaulicht. Aufpanblau-gefarbtergll-Blattern war die
Position des 10 pl Tropfens 3 Tage nach Inokulati@wht deutlich zu erkennen und mikroskopisch
wurden nur ganz vereinzelt tote Epidermiszellen blaebtet. Im Gegensatz dazu waren die
Inokulationsstellen bgben2 und pen2erplintensiv blau gefarbt, wobei digen2inokulationsstellen

im Vergleich zu pen2erpl eine schwachere Farbung aufwiesen (Abbildung 3-8 Bie
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Zelltodreaktion vorpen2und pen2erplbeschrankte sich nicht nur auf penetrierte Epidketien,
sondern setzte sich auch im Mesophyll fort. Dabeiden beipen2erplhaufig zusammenhéangende
Flachen toter Zellen im Bereich der Inokulationbstbeobachtet, wéhrend bpen2v.a. einzelne

Zellen betroffen waren.

Ein weiteres spezifisches Merkmal deen2erpiMutante sind rundliche Strukturen, die in intakten
Mesophylizellen innerhalb des Inokulationsbereicaafiraten (Abbildung 3-3 A). Ipen2odergll
wurden solche Strukturen nicht beobachtet. Um Rmhénduzierte Callose-Ablagerungen im
pflanzlichen Gewebe nachzuweisen, wurde infizierBdattmaterial einer Anilinblaufarbung (s.
2.2.9.2) unterzogen. Inpen2erpiBlattpraparaten wiesen, neben epidermalen Papillem
Zellwandverstarkungen in Epidermis- und Mesophilire die auch ippen2beobachtet wurdemuch
die ungewdhnlichen Strukturen im Mesophyll die $ghie Anilinblaufluoreszenz im UV-Licht auf
(Abbildung 3-3 C). Blattquerschnitte und elektromgkroskopische Analysen, die durch G. Hause
(Biozentrum der Martin-Luther-Universitat, Halleirdhgeflihrt wurden, zeigten, dass die Strukturen
Zellwand-assoziiert und durch eine Zellmembran ytosol der Zelle getrennt sind (Abbildung 3-3
B und Abbildung 3-4). Die Immunogoldmarkierung v#i,3-Glucanen mit Hilfe eines spezifischen
Antikdrpers diente dem elektronenmikroskopischeohvais von Callose im infizierten Blattgewebe.
Wie schon die Anilinblaufarbung vermuten liel3, edign die nachP. infestandnfektion gebildeten
Strukturen im Mesophyll depen2erpiMutante groRe Mengen an Callose (Abbildung 3-3 Dig
Zusammensetzung dieser Callose-haltigen Zellwatatzeriungen ist relativ heterogen mit mehreren
Einschlissen elektronendichter Zellbestandteileb{ilbng 3-4). Im Randbereich der Strukturen
konnten aufl’erdem Vesikel-dhnliche Strukturen bddbaaeverden, die z.T. auch Callose enthielten
(Abbildung 3-4 D). Haufig sind diese ZellwandauBtagngen von intaktem Zytoplasma mit einer
hohen Anzahl an Chloroplasten und Mitochondrien einegy (Abbildung 3-4), was auf einen hohen

Energiebedarf fir die Synthese dieser Strukturewdist.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, gagerplmit einer im Vergleich zipen2 verstarkten
makroskopisch sichtbaren HR daf infestangeagiert. Auf zellularer Ebene geht die verstame

mit starkem Mesophyll-Zelltod und dereguliertenl@s¢-Depositionen im Mesophyll einher.
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Abbildung 3-3. P. infestans-Inokulation induziert in  penZ2erpl eine verstarkte Zelltodreaktion und Callose-
Ablagerungen im Mesophyll.

Die Analyse der zellularen Abwehrreaktionen erfolgte 3 Tage nach P. infestans-Behandlung (5x105 Sporen ml'l).
Die Bilder stehen exemplarisch fiir 3 (A und B) bzw. 2 (C und D) Experimente mit &hnlichem Ergebnis.

(A) Makro- und mikroskopische Aufnahmen P. infestans-behandelter Blatter von gl1-, pen2- und pen2erpl-
Pflanzen. Die inokulierten Blatter wurden fotografiert und anschlieBend mit Trypanblau geféarbt. Die
mikroskopischen Bilder zeigen Hellfeld-Aufnahmen von Mesophylizellen im Bereich der Inokulationsstelle. In
pen2erpl auftretende runde Strukturen im Mesophyll sind durch Pfeile markiert. tm, tote Mesophylizelle; Maf3stab
=50 um

(B) Schematischer Blattquerschnitt (links) und Toluidinblau-geféarbter Semidinnschnitt eines P. infestans-
behandelten pen2erpl-Blatts im Bereich der Inokulationsstelle (rechts). Die Zellwand-assoziierten Strukturen im
Mesophyll  (Palisadenparenchym) sind durch Pfeile gekennzeichnet. oE, obere Epidermis; Pp,
Palisadenparenchym; Sp, Schwammparenchym; uE, untere Epidermis

(C) Anilinblaufluoreszenz in Mesophylizellen P. infestans-behandelter pen2- und pen2erpl-Blatter. Die runden
Strukturen im Mesophyll von pen2erpl sind durch Pfeile gekennzeichnet. tM, tote Mesophyllizellen; ZV,
Zellwandverstarkung; MaRstab = 100 um

(D) Immunzytologische Analyse der P. infestans-induzierten Zellwandauflagerungen in pen2erpl unter
Verwendung eines anti-p-1,3-Glucan Antikérpers. Das kleine Elektromikrogramm zeigt einen Teilausschnitt von
zwei aneinandergrenzenden Mesophylizellen (Me) mit Zellwandauflagerungen (Za). In der VergréRerung des
Bildausschnitts ist die Immunogoldmarkierung (schwarze Punkte) erkennbar. Im angrenzenden Zytoplasma sind
Chloroplasten (Cp) und ein gelappter Nukleus (Nu) erkennbar.
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Abbildung 3-4. Elektronenmikroskopische Aufnahmen de r P. infestans-induzierten Callose-Depositionen
im Mesophyll von pen2erpl.

pen2erpl-Blatter wurden mit P. infestans inokuliert (5x105 Sporen ml'l) und die Inokulationsstellen wurden 3 Tage
nach Infektion ausgestanzt und fixiert.

(A-C) Die massiven Callose-Depositionen sind durch die Plasmamembran (Pfeile) vom Zytosol der
Mesophyllzelle getrennt und enthalten Einschliisse mit hoher Elektronendichte, v.a. im Zentrum der Struktur. Ca,
Callose; Cp, Chloroplasten; Is, Interzellularraum; Mi, Mitochondrien; Nu, Nukleus; Pg, Plastoglobuli; Px,
Peroxisomen. Maf3stab = 1 pm

(D) Immunzytologischer Nachweis von Callose in einer Mesophylizelle unterhalb der Inokulationsstelle unter
Verwendung eines anti-B-1,3-Glucan Antikdrpers. Goldpartikel sind auch in Vesikel-dhnlichen Strukturen an der
Peripherie der Callose-Deposition zu erkennen (Pfeile). Ca, Callose; Cp, Chloroplasten; Mi, Mitochondrien; Nu,
Nukleus; Va, Vakuole. MaRRstab = 1 pum
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3.2 KARTIERUNG UND IDENTIFIZIERUNG DESERP1GENS

Zum Erstellen einer Kartierungspopulation wurdepia2erpIMutante mit dem Arabidopsis Okotyp
Landsbergerecta(Ler) gekreuzt (L. Westphal, IPB Halle). Mit Hilfe méddarer Marker, die auf
Sequenz-Polymorphismen (SNPs, s. 2.2.3) zwischanQd@typen Col-0 und ér basieren, konnte
ERPlauf dem oberen Arm von Chromosom 1 kartiert wer@@pischke 2007). Der entsprechende
Chromosomenabschnitt zwischen den Markern NF218¥ Nlbp) und NF20D22 (1,07 Mbp) enthéalt
46 offene Leseraster. Zur ldentifizierung deRPXGens wurde dagpen2erpiGenom durch K.
Schneeberger aus dem Labor von D. Weigel (Max Rldnstitut fir Entwicklungsbiologie,

Tubingen) mit Hilfe der lllumina (Solexa) TechnoiegWeigel et al. 2008) sequenziert.

Die EMS-Mutagenisierung fihrt zu Entstehung zugéllerteilter Mutationen im gesamten Genom.
Die Effizienz der EMS-Remutagenese gen2Saatguts betrug im Durchschnitt 2% (Landtag 2006).
Im Genom von Arabidopsis sind 33.602 Gene annotiaivon 27.416 Protein-kodierende Gene
(TAIR10). Bei einer Mutagenese-Effizienz von 2% kaman davon ausgehen, dass ca. 670 Gene,
davon etwa 550 Protein-kodierende, durch Mutatietndffen sind. Die Sequenzierung gesn2erpl-
Genoms ergab 689 SNPs im Vergleich zur Col-0-Referequenz, was annahernd der berechneten
Zahl eingefihrter SNPs entspricht. In dem Intergalischen 0,9 bp und 1,07 Mbp auf Chromosom 1
wurden lediglich zwei SNPs identifiziert. Der ei@BIP liegt im vierten Intron voAt1g03960und der
andere SNP betrifft den kodierenden Bereich yahg04010 Die G/C-A/T Substitution im Gen
At1g04010fuhrt zum Verlust eineBseéNl Restriktionsschnittstelle (5'-ACTGN-3), was fur die
Entwicklung eines Allel-spezifischen CAPS- Markgenutzt wurde (Abbildung 3-5). Mit Hilfe der
Allel-spezifischen CAPS-Marker fipen2(Lipka et al. 2005) undrpl, konntenerpl-Einzelmutanten

mit dem Genoty@®ENZ2erplaus der Nachkommenschaft einer Rickkreuzungpes2erplmit gll
selektiert werden. Von diesen Einzelmutanten weide reprasentative Linie ausgewahlt, die fir alle

weiteren Experimente und Ruckkreuzungengtiitverwendet wurde.

N Abbildung 3-5. Allel-spezifische CAPS-Marker  flir erpl und pen2.
S Ny (\/Q}Q R (A) Der SNP in erpl fihrt zum Verlust einer BseNI-Restriktionsschnittstelle.
Oo\’ N ch? N Amplifikation eines genomischen ERP1-Fragments durch PCR und
A 3 R bp anschlieRender Restriktionsverdau fiihrt zur Spaltung des PCR-Fragments
» =SS 3% | in Col-0, gl1 und pen2, aber nicht in pen2erp1 und erp1-3.
i (B) Der SNP in pen2 fuhrt zum Verlust einer BspPI
— — — 203 | Restriktionsschnittstelle.  Amplifikation eines genomischen PEN2-
G e - 150 | Fragments durch PCR und anschlieRender Restriktionsverdau fiihrt zur
B e ge5 | Spaltung des PCR-Fragments in Col-0, gl1 und erp1-3, aber nicht in pen2
und pen2erpl.
PR . 504
i R 361
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3.2.1 ERP1 KODIERT DIE PHOSPHOLIPIDSTEROL-ACYLTRANSFERASE
ATPSAT1

Das in derpen2erplMutante durch einen Basenaustausch veranderte ABeg04010kodiert die
Phospholipid:Sterol-Acyltransferase PSAT1, die asste Sterolestersynthase in Arabidopsis
beschrieben wurde (s. 1.4.2, Banas et al. 2®@SAT1/ERPDesteht aus 15 Exons und 14 Introns
(Abbildung 3-6 A), wobei die kodierende Sequenz 2L%p umfasst. Das Genprodukt ist ein 633
Aminosauren langes Protein mit einer molekularersdédavon 71,7 kDa. Der pen2erplin Exon 14
vorliegende Basenaustausch fihrt zu einem STOP+CQOBGA) anstelle eines Tryptophan-Codons
(TGG) (Abbildung 3-6 A), was theoretisch in einem vedtén Genprodukt von 590 Aminosduren
resultiert. Die Mutation betrifft nicht die vorhergspgte katalytische Triade (Ser-195, Asp-461 und
His-546) oder die vermutliche Phospholipid-Bindwmsmane {*’AVPYDYRLSP; Banas et al.,
2005) des Enzymsin silico Analysen der PSAT1/ERP1- und erpl-Aminosauresemgrermit
ScanProsite (http://prosite.expasy.org/scanprggigsultierten in der Vorhersage von drei Doméanen,
die dem verkirztererpl-Protein im Vergleich zum Wildtyp-Protein fehlen Wilwung 3-6 C): zwei
putative Phosphorylierungsstellen, davon ist dieeHi609-612 bp) typisch fur die Casein Kinase Il
(CKII) und die Andere (618-620 bp) fur die ProtéirdseC (PKC), sowie eindN-Glycosylierungs
Stelle (623-626 bp).

A SALK 037289 SALK_117091
ATG erp1-4 (erpi1) erp1-3 (erp1)
1 TGG - TGA TGG - TGA

633
633
632
633
640
638
413
656
310
B41
618

Arabidopsis_thaliana
Arabidopsis_lyrata
Medicago_truncatula
Vitis_vinifera
Cilrus_sinensis
Ricinus_communis
Solanum_{uberosum
Oryza_saliva_Japonica
Zea_mays
Physcomitrella_patens
Selaginella_moeilendorffii

C  psAT1/— I H H
ERP1 [ it i [ | 1 10 e e e 1 @

erp1-3 —{ ] H H
=t [} H -ttt

2
;
2
A
S

222 —F T2
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Abbildung 3-6. Die Mutation in  pen2erpl betrifft das Gen PSAT1 (At1g04010)

(A) Schematische Darstellung des PSAT1/ERP1-Gens mit Exon-Intron-Struktur (graue Boxen und schwarze
Linien) und Position der Einzelnukleotidaustausche (rot gekennzeichnet) in erpl-3 (erpl) und erpl-4 (erpll),
sowie der T-DNA-Insertionen in erp1-1 (SALK_037289) und erp1-2 (SALK_117091).

(B) Sequenzvergleich des C-Terminus' von PSAT1/ERP1 und homologer Proteine verschiedener Pflanzenarten.
Der Nukleotidaustausch in erp1-3 fihrt zur Entstehung eines Stop-Codons an Stelle des Tryptophans (W) an
Position 591 in Arabidopsis (durch roten Pfeil und rote Box markiert). Konservierte Aminoséuren sind blau
markiert. Gendatenbank-Nummern der Proteinsequenzen: At, NP_171897.2; Al, XP_002892193.1; Mt
AAN77002.1; Vv, XP_002271509.1; Cs, AAX56094.1; Rc, XP_002526572.1; St, TA31107_4113; Os,
BAD21662.1; Zm, NP_001170392.1; Pp, XP_001782337.1; Sm, XP_002972018.1 (St TIGR Datenbank, Rest
NCBI GeneBank).

(C) In silico-Vorhersage von Proteindoménen in PSAT1/ERP1 und erpl-3 mit ScanProsite. Der rote Kreis
markiert die C-terminalen Doméanen, welche im verkirzten erp1-3 theoretisch fehlen.
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3.2.2 ISOLIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG WEITERER ATPSAT1/ERP1-

ALLELE

Die Uberpriifung, ob die verstarkte Abwehrantwornt vkrschiedenearp-Mutanten nach. infestans-
Behandlung auf Mutationen in verschiedenen Genen imddemselben Gen beruhen, erfolgte durch
Allelietests (L. Westphal, IPB Halle). Hierfiir wund dieerp-Mutanten miteinander gekreuzt und die
F1-Nachkommenschaft auf ihren HR-Phanotyp hin sotht. Aus den Kartierungsanalysen war
bekannt, dass digen2erpPhénotypen rezessiv vererbt werden und die mutierigAllele demnach
nur im homozygoten Zustand zur Auspragung kommesmiit es bei der Kreuzung zweierp-
Mutanten zur Komplementation des HIRR&notyps, sind verschiedene Gene betroffen, tlairsiden
heterozygoten F1-Pflanzen das jeweilige WildtypeRlph&notypisch auspragt. Ist dasselbe Gen
mutiert, sind in der heterozygoten F1-Nachkommeafsatur mutierte Allele des betroffenen Gens
vorhanden und es kommt nicht zur Komplementatios ldR-Phanotyps. Wéhrend der Allelietests
wurde festgestellt, dass die Mutargen2erpllallelisch zupen2erplist. pen2erpllbesitzt eine
Punktmutation in Exon 3 d8SAT1/ERPI5ens, die zu einem verfrihten STOP-Codon (Abbildung
3-6 A) und somit theoretisch zu einem stark vertdirzGenprodukt von 156 Aminosauren fihrt.
Dieser SNP fuhrt zum Verlust ein&siX|-Restriktionsschnittstelle und wurde als CAPS kear
verwendet, um einerpllEinzelmutante aus der Rickkreuzung ymm2erplimit gll zu isolieren

(Daten nicht gezeigt).

Um auszuschlieRen, dass Hintergrundmutationen denpilogie- undP. infestandgnduzierten
Phanotyp der erplMutante beeinflussen, wurden zusatzlich T-DNA-Itiseslinien des
PSAT1/ERPIsens untersucht. Parallel dazu wurdpan2erpl und erpl mit pen2 bzw. gll
zurtckgekreuzt, um die Zahl der Hintergrund-Mutadio zu verringern. Aus Zeitgriinden wurden die
meisten Versuche der vorliegenden Arbeit mit Pféamzder ersten Rickkreuzungsgeneration

durchgefuhrt.

Fur dasPSAT1/ERPXsen sind mehrere T-DNA-Insertionslinien erhdltliclon denen die Linien
SALK 037289 und SALK 117091 in der Literatur gdsatl-1und psatl-2 beschrieben wurden
(Bouvier-Navé et al. 2010). Die T-DNA-Insertioneetteffen das zweite Intron bzw. das sechste Exon
(Abbildung 3-6 A). psatl-1und psatl-2wurden ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Arbeit
verwendet und inerpl-1 (SALK _037289) underpl-2 (SALK_117091) umbenannt. Die auf
Punktmutation beruhendeampl-Allele der EMS-Mutantererpl und erpllwerden dementsprechend
im Folgenden alerpl-3underpl-4bezeichnet (Abbildung 3-6 A), die Doppelmutantetsprechend
alspen2erpl-3undpen2erpl-4

Makro- und mikroskopisch sind die. infestangnduzierten Abwehrreaktionen vgren2erp1-3und
pen2erpl-4vergleichbar (Abbildung 3-7 A). Der HR-Phanotymymen2erpl-4st deutlich starker als
der vonpen2und korreliert bereits bei einer geringen Sporeakatration (5x1DSporen mif) mit

einer starken Zelltodreaktion und Callose-Deposéinim Mesophyll.
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Der Phanotyp der voarpl-3underpl-4sowie der beiden T-DNA-Insertionslinien ist schiwicals
der vonpen2,aber starker als vogll, was vor allem nach Trypanblau-Farbung deutlicrkdwiBei
Inokulationen mit hohen Sporenkonzentrationen (5x&poren mit) konnten in allen viererpl-
Einzelmutanten im Inokulationsbereich Callose-Aklamgen in Mesophylizellen beobachtet werden
(Abbildung 3-7 B). Somit ist die Bildung dieser ©sk-haltigen Zellwandauflagerungen spezifisch
fur die Mutationen imPSAT1/ERPX5en und beruht nicht auf einer Hintergrundmutatiaw. auf

einer Wechselwirkung mjien2

Um die Starke der Abwehrreaktion derpl-Einzel- und pen2erplboppelmutanten und der
entsprechenden Kontrollpflanzen ndehinfestan®Behandlung zu quantifizieren, wurde die Intensitat
der Trypanblau-Farbung im Inokulationsbereich milfdHdes Grafikprogramms ImageJ ermittelt. Die
Auspragung der HR kann zwischen verschiedenen Empeten z.T. stark schwanken (Abbildung 3-7
C). Aufgrund dieser hohen Variabilitdt konnten inatstischen Analysen, trotz eines
Stichprobenumfangs von 60-100 InokulationsstellenExperiment, keine signifikanten Unterschiede
in der Trypanblau-Intensitat erzielt werden. Allegts sind, je nach eingesetzter Sporenkonzentration
innerhalb eines Experiments die Unterschiede zwisgen2 und pen2erpiihnlicher HR (5x16
Sporen mf) oder zwischen der HR deerpl-Einzelmutanten und den entsprechenden
Kontrollpflanzen (5x1® Sporen mt) teilweise erkennbar (Abbildung 3-7 C). Aufgruncerd
biologischen Variabilitat und des zeitlichen Rahmder vorliegenden Arbeit wurden keine weiteren
Versuche unternommen, die Abwehrreaktion elgrl-Mutanten zu quantifizieren. In nachfolgenden
Experimenten wurde hauptséachlich die dereguliertdlo€e-Deposition im Mesophyll alerpl-

spezifischer Phanotyp analysiert.

Zusatzlich zunP. infestandnduzierten HR-Phanotyp zeigten a#lepl-Einzel- und Doppelmutanten
die verfrihte Blattseneszenz, die pen2erpl-3m Vergleich zupen2undgll festgestellt worden war
(Daten nicht gezeigt). Das reduzierte Wurzelwaahskonnte allerdings nur fierpl-3 beobachtet
werden, nicht flerpl-1, erpl-Ainderpl-4 was darauf hindeutet, dass sich dieser Phanoiygoend
einer Hintergrund-Mutation ipen2erpl-3underpl-3auspragt, die nicht im genetischen Hintergrund

von erpl-4und den T-DNA-Insertionslinien vorhanden ist.

Insgesamt fuhren vier verschiedene MutationeAtPSAT 1zur Auspragung desselben HR-Phanotyps
als Reaktion aufP. infestansund zu einer verfriihten Blattseneszenz im Verplem den
entsprechenden Kontrollpflanzen. Im Folgenden waterAt1g04010alsPSAT1/ERPbezeichnet.
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Abbildung 3-7. Nichtwirtsresistenz-Phanotyp verschi edener erpl-Allele nach Inokulation mit P. infestans.
(A) und (B) zeigen makro- und mikroskopische Aufnahmen P. infestans-behandelter Blatter 3 Tage nach
Inokulation. Die Blatter wurden fotografiert und anschlieRend mit Trypanblau geférbt. Die mikroskopischen Bilder
zeigen Hellfeld-Aufnahmen von Mesophylizellen im Bereich der Inokulationsstelle. Die Aufnahmen stehen
exemplarisch fir 2 Experimente mit &hnlichem Ergebnis.

(A) Doppelmutanten pen2erpl-3 und pen2erpl-4 im Vergleich zu gl1 und pen2 nach Inokulation (5x104 Sporen
ml™"). MaRstab = 50 pm

(B) erpl-Einzelmutanten nach Inokulation (5x105 Sporen ml'l). Aufgrund der relativ schwachen Zelltodreaktion
der Einzelmutanten wurden keine ungefarbten Blatter abgebildet. MaRstab = 25 um

(C) Quantifizierung der Zelltodreaktion anhand der relativen Intensitat der Trypanblau-Farbung. Die Inokulation
der Mutanten und entsprechenden Kontrollpflanzen erfolgte mit 5x10° Sporen ml™* (oben) und 5x10* Sporen ml™*
(unten). In 2 unabhéngigen Experimenten wurde die Intensitat der Trypanblaufarbung an Inokulationsstellen mit
Hilfe der Software ImageJ ermittelt und auf die Hintergrund-Farbung normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte von
90-120 Inokulationsstellen pro Genotyp. Die Gro3buchstaben kennzeichnen signifikant verschiedene Klassen der
relativen Trypanblau-Intensitat (nach Kruskal-Wallis).

3.2.3 KOMPLEMENTATIONSANALYSEN

Die T-DNA-Insertions-Mutanteerpl-2 und die EMS-Mutanteerpl-3 weisen denselben HR-
Phanotypen nach Inokulation nft infestansauf. Durch Kreuzung beider Linien sollte Uberprift
werden, ob dererpl-3Phanotyp allein auf der Punktmutation REAT1/ERP1beruht, oder ob

zusatzliche Hintergrundmutationen zum HR-Phanotypeitragen. F1-Nachkommen der Kreuzung

von erpl-2 mit erpl-3 wurden mitP. infestansinokuliert und der HR-Phanotyp nach drei Tagen

analysiert. In Abbildung 3-8 A ist zu erkennen, slae F1-Pflanzen mit einer schwachen aber

makroskopisch sichtbaren HR auf die infestandBehandlung reagierten. Mikroskopische Analysen

belegten auch das Auftreten deerpl-spezifischen deregulierten Callose-Deposition

Mesophylizellen in P. infestandehandelten Blattern dieser F1-Pflanzen. Somit ksine
Komplementation des Mutanten-Phanotyps nach Kreyawn erpl-2 mit erpl-3 erfolgt. Dieses
Ergebnis bestatigt, dass MutationeBAT1/ERPIen Nichtwirtsresistenz-Phanotyp vén thaliana
verandern. Zusétzlich sollte untersucht werdendoich ektopische Expression deSAT1/ERP1-
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Gens in deferpl-3Mutante der Mutanten-Phanotyp komplementiert werkiem. Daflr wurde die
kodierende Sequenz vdASAT1/ERPlunter Kontrolle des konstitutiv aktiven 35S-Proorst des
Blumenkohl-Mosaikvirus (CaMV) imerpl-3 Hintergrund exprimiert, und die Expression des
Wildtyp-Transkripts in transgenererpl-3Linien durch Northern-Blot-Analyse uUberprift. In
Abbildung 3-8 B und C sind sechs unabhéngige temsgrpl-3Pflanzen der T1-Generation gezeigt.
In dererpl-3Mutante selbst konnte kePSAT1/ERPAranskript detektiert werden. Alle transgenen
erpl-3Linien mit PSAT1/ERPIFranskriptakkumulation (#1, 3, 5 und 6) wiesen n&chnfestans-
Behandlung einen Wildtyp-Phé&notyp auf. Transgemegehi ohne erhohtBSAT1EXxpression (#2 und

4) zeigten den HR-Phanotyp derpl-3Mutante. Diese Beobachtungen wurden auf makro- und
mikroskopischer Ebene fir mehrere unabhangige Bixformanten bestatigt.

Die Identifizierung und Charakterisierung vier \a@edener Mutanten mit Defekt iRSAT1/ERP1-
Gen und die Komplementationsanalysen bestatigess éa sich bei dem ipen2erplmutierten
PSAT1Gen umERP1handelt.

erpi1-3xerp1-2

Pro35S:PSAT1/ERP1in erp1-3

Pro35S:PSAT1/ERP1in erp1-3
#1 #2 #3 #4 #5 #6

— "

8/;0 7\?

#5 #6
Abbildung 3-8. Komplementationsanalysen bestéatigen PSAT1 als in erpl-3 betroffenes Kandidatengen
P. infestans-infizierte (5x105 Sporen mI'l) Blatter wurden 3 dpi fotografiert und einer Trypanblaufarbung
unterzogen.

(A) Repréasentative makro (links)- und mikroskopische (rechts) Aufnahme P. infestans-behandelter Blatter von F1-
Pflanzen einer Kreuzung von erp1-2 mit erp1-3.

(B) Northern-Blot-Analyse (oben) fiir sechs unabhangige erpl-3-Linien, die mit Pro35S::PSAT1/ERP1
transformiert wurden (#1-6). Das Blattmaterial Kanamycin-resistenter T1-Transformanten wurde 4 Wochen nach
Transfer auf Erde geerntet und zur Isolierung von Gesamt-RNA verwendet. Der Nachweis der ektopischen
Expression von PSAT1 erfolgte mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde. Ethidiumbromid Farbung der rRNA
diente als Ladekontrolle. Die mikroskopischen Bilder (unten) zeigen repréasentative Hellfeld-Aufnahmen von
Mesophyllzellen der Transformanten #2 und #3 nach Inokulation mit P. infestans.

(C) Makroskopische Aufnahmen P. infestans-behandelter Blatter der auch in (B) gezeigten transgenen Linien im
Vergleich zu den Kontrollen erp1-3 und gl1.
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3.3 EXPRESSION VONPSAT1/ERPIN erp1-MUTANTEN

Laut Genevestigatqr einer auf Microarraydaten basierenden 6ffentlicHexpressionsdatenbank
(www.genevestigator.com, Zimmermann et al. 2004)d \WWSAT1/ERPLbiquitar in allen Organen
der Pflanze exprimiert. Eine entwicklungsspezifescbder Stress-induzierte Veranderung der
PSAT1/ERPExpression geht aus defenevestigateDaten nicht hervor. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob Tianskription der verschiedenerpl-Allele im
Vergleich zum Wildtyp-Allel verandert ist und wiiel die Mutationen auf die Expression des ERP1-

Proteins auswirken.

Hierfir wurden zunachst Northern-Blot-Analysen @iésamt-RNA aus Blattern derplMutanten
und Kontrollpflanzen durchgefiihrt. Allerdings koarih mehreren Experimenten fur keine der Linien
PSAT1Transkript detektiert werden (Daten nicht gezeidd)es deutet auf eine sehr schwache
Expression des Gens hin, was mit déenevestigater und ArabidopsiseFP-Browseraten
(bar.utoronto.ca; Provart et al. 2007) Ubereinstimom die Sensitivitdt gegeniber mRNAs mit
geringer Expressionsstarke zu erhéhen, wurden RR-R@alysen durchgefihrt, in denen die mRNA
zunachst mittels Oligo-d(Tg-Primer revers transkribiert und anschlieRend mifeHverschiedener

PSAT1/ERP-pezifischer Primer amplifiziert wurde.

Das Primerpaar PR1 und PR2 (s. Anhang 8.1) flanhkiier T-DNA-Insertion inerpl-1 und liegt
upstreamdererpl-2insertion PR3 und PR4 (s. Anhang 8.1) flankieren die T-DM&elrtion inerpl-

2 und binderdownstreandererpl-1linsertion (Abbildung 3-9 A). Beide Primerpaare wamdir die
Amplifikation von cDNA-Fragmenten deBSAT16Gens aus den Kontrollpflanzegil, Col-0 und
pen2,sowie augrpl-1, erpl-2erpl-3 erpl-4,pen2erpl-aindpen2erpl-Zeingesetzt (Abbildung 3-9
B). Furerpl-3, erpl-4die Doppelmutanten und Kontrollpflanzen wurden b@iden Primerpaaren
RT-PCR-Fragmente erhalten. Bapl-1fihrte nur die PCR mit dem Primerpaar PR3PR4 memi
Produkt, beerpl-2nur mit dem Primerpaar PR1PR2 (Abbildung 3-9 Be ®ox). Die Amplifikation
der durch T-DNA-Insertion unterbrochenen Sequenzandemnach nicht méglich, jedoch konnten
Fragmente de®SATZ1Transkripts, die stromauf- bzw. -abwarts der T-DNWertion liegen, durch
RT-PCR nachgewiesen werden. Dies stimmt mit deenmon Bouvier-Navé et al. (2010) tberein,
die bereits berichteten, dass die T-DNA-Insertionerden entsprechenden SALK-Linien nicht zu

einem vollstandigen Verlust, sondern zu einer Verlktig de$?SAT 1Transkipts fiuhren.

Die Primer PSAT-FCD-F und PSAT-FCD-Rneu (s. Anh&mt) erméglichen die Amplifikation der
vollstéandigen kodierenden Sequenz BEAT1/ERPI5ens. RT-PCR mit diesen Primern erbrachte fur
erpl-3 erpl-4 die Doppelmutanten und Kontrollpflanzen das eetspende 1,7 kb-Produkt, jedoch
nicht bei den T-DNA-Linienerpl-1 und erpl-2 (Daten nicht gezeigt). Zum Nachweis der
Punktmutationen in der cDNA varpl-3underpl-4wurde Gesamt-RNA aus Blattern flr eiDee-
StepRT-PCR mit den Primerpaaren erpl-SNP-CDS-F/-R bewl1-SNP-CDS-F/-R eingesetzt (s.
Anhang 8.1). Klonierung und Sequenzierung der RRHCoduke ergab, dass dSAT1eDNA von
erpl-3underpl-4die jeweilige Punktmutation enthdlt (s. Anhang) 8.3
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Abbildung 3-9. Punktmutationen und T-DNA-Insertionen in ERP1 fuhren nicht zu einem Verlust des

Transkripts.

(A) Schematische Darstellung des PSAT1-Gens mit Introns (schwarze Linien) und Exons (graue Boxen), sowie
der Position der RT-Primer (Pfeile) und qRT-Sonde (roter Balken), die zur Analyse und Quantifizierung der
PSAT1-Transkriptmenge in den T-DNA-Insertionslinien erpl-1 und erpl-2 sowie den EMS-Mutanten erp1-3 und
erpl-3 dienten. Primersequenzen und Sondeninformation sind im Anhang aufgefiihrt (8.2).

(B) RT-PCR-Analyse mit den Primern PrlPr2 und Pr3Pr4. Die Amplifikation von EFla-mRNA diente als
endogene Kontrolle. Der weie Punkt markiert die 500 bp-Markerbande.

(C) Quantifizierung der PSAT1-Transkriptmenge durch gRT-PCR. Als Referenzgen diente PP2A. Dargestellt ist
der ACT-Wert als Mittelwert aus 3 Experimenten mit 6 biologischen Replikaten und die entsprechende
Standardabweichung. Sternchen kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen P. infestans-
behandelten und -unbehandelten Pflanzen (Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni's post-hoc Test,
p<0,001)

Die Ergebnisse der RT-PCR wurden mit Hilfe der geresen Methode der qRT-PCR verifiziert. Die
relative PSAT1/ERPTranskriptmenge in Blattern derpl-Mutanten und Kontrollpflanzen wurde 6
Stunden bzw. 3 Tage nach Behandlung it infestansoder Wasser analysiert. Die relative
Expression wurde (iber d&CT-Wert (2°°T) bestimmt, welcher die Expression des Zielgéezogen
auf die Expression des stabil exprimierten RefegengPP2A (At1g13320Czechowski et al. 2005),
angibt (Schmittgen und Livak 2008). Mit Ausnahmen\erpl-2 unterschieden sich die relativen
PSAT1/ERPTranskriptmengen deerpl-Mutanten und Kontrollen nicht signifikant voneinand
(Abbildung 3-9 C). In Wasser-behandeltererpl-2Blattern konnte eine  erhoOhte
Transkriptakkumulation beobachtet werden, die sdisi durchP. infestandBehandlung gehemmt
wird. Da die Tagman-Sonde fir die gRT-Analysapstreamder erpl-2insertion bindet, wurde
moglicherweise akkumulierende verkirBSAT1/ERPLDNA detektiert. Fir Folgeuntersuchungen
sollte eine Sondalownstreamder T-DNA-Insertion verwendet werden. Die Behandlumit P.
infestans bewirkte mit Ausnahme vorerpl-2 bei keiner Linie eine Verdnderung de&SAT1
Transkription (Abbildung 3-9 C). Dies bestatigt di#pressionsdaten voBenevestigatound dem
ArabidopsissFP-Browseffiir Col-0.

Fur die Detektion des PSAT1/ERP1-Proteins wurdeei Bpezifische anti-PSAT1 Peptid-Antikdrper

konstruiert (Eurogentec, siehe Anhang 8.4) und iesiétn-Blot-Analysen mit Proteinextrakten aus
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Blattern der erpl-Mutanten und Kontrollpflanzen eingesetzt. Funktlitéde und Spezifitdt der
Antikdrper wurden mit bakteriell exprimiertem PSAERP1- und erpl-3-Protein getestet. Die
erwartete GroR3e von PSAT1/ERP1 entspricht 71,7 kiddingegen das um 43 Aminosauren kirzere
erpl-3-Protein ein molekulare Masse von 66,6 kOeeigen sollte (http://web.expasy.org). Wahrend
der Antikorper PSAT-1 keine hohe Spezifitdt aufwissl deshalb in spateren Analysen nicht mehr
verwendet wurde (Daten nicht gezeigt), fuhrten \&WesBlot-Analysen mit dem Antikdrper PSAT-2
(s. Anhang 8.4) zur spezifischen Detektion der maiimant exprimierten Proteine (Abbildung 3-10).
Daraufhin wurde dieser Antikorper fur Western-Béotalysen mit Gesamtproteinextrakten aus
Blattern der erpl-Mutanten und Kontrollpflanzen verwendet, allerdingsnnte in mehreren
Experimenten kein Signal erhalten werden. Auchen dnter 3.2.3 beschriebenen transgeaarpi-3-
Linien, welche PSAT1/ERPlunter Kontrolle des konstitutiv aktiven CaM\5SPromotors
exprimieren, konnte kein PSAT1/ERP1-Protein detektverden. (Daten nicht gezeigt). In Tabak und
Arabidopsis konstitutiv exprimierte ERP1-GFP Fusjmoteine konnten z.T. mit dem PSAT-2-
Antikérper detektiert werden (s. 3.5 und Anhang.8.4

Abbildung 3-10. Spezifischer anti-PSAT1-
PSAT1/ERP1 erp1-3 Antikérper detektiert rekombinantes ERP1- und

PTG + - erpl-3-Protein.

a

+ - + - 4+ - . . .

kD Western-Blot-Analyse mit  spezifischem anti-
£ wPSAT{ | PSAT1-Antikérper (PSAT-2). Die Konstrukte
4 Pro35S:PSAT/ERP1 und Pro35S:erpl-3 in

50 2 pDEST17 wurden in chemisch kompetente BL21
K 4 (DE3) E. coli-Zellen transferiert. Die

YS-H “ od
50w

. Proteinexpression wurde durch Zugabe von 1mM
o Coomassie| |PTG induziert (+). Als Negativkontrolle dienten
nicht-induzierte E. coli-Zellen (). In

Proteinextrakten IPTG-induzierter Zellen konnte
mit PSAT-2 eine Bande bei ca. 70kDa detektiert
werden, die auch nach Coomassie-Farbung
(unten) als dominante Bande sichtbar wurde.

3.4 VERANDERUNG DER STEROLHOMOOSTASE DURCH MUTATIONEN IN
PSAT1/ERP1

Die bisherigen Untersuchungen lieferten keine Enkaisse Uber die Auswirkungen der verschiedenen
ERP1Mutationen auf die Funktion von PSAT1/ERP1. Um ielti Hinweise auf
Funktionsveranderungen zu erhalten, wurde das IBtefib der verschiedeneerpl-Mutanten mit
dem von Kontrollpflanzen verglichen. Die Analyse &erollipid-Zusammensetzung in Mutanten und
transgenen Linien erfolgte in vorangegangenen &tudidurch Dunnschichtchromatografie in
Kombination mit gaschromatischen und massenspektresohen Verfahren (TLC/GC-MS; Banas et
al. 2005, Bouvier-Navé et al. 2010). Die im Rahmaer vorliegenden Arbeit durchgefihrte
Quantifizierung von Sterollipiden derpl-Mutanten erfolgte in Kooperation mit P. Dérmanrduh
Wewer (Institut fur Molekulare Physiologie und Biohnologie der Pflanzen, Universitat Bonn).
Dabei kam eine in Wever et al. (2011) beschriebelethode zum Einsatz, die auf Quadrupol-
Flugzeit-Massenspektrometrie (Q-TOF MS) basiertt Milfe dieser Methode kdnnen nicht nur die



Ergebnisse|56

Sterollipid-Klassen FS, SG, SE und ASG (s. 1.4¢kt&rt und quantifiziert werden, sondern auch die
verschiedenen molekularen Spezies der Sterollipiiveungen. Untersucht wurden Lipidextrakte aus
Blattern adultererpl-Mutanten und Kontrollpflanzen, zum einen ohne wgegangene Behandlung,
um mogliche Unterschiede in der Sterolkompositiam analysieren, und zum anderen nach
Behandlung mitP. infestans um mogliche Verédnderungen in der Sterolhomdéosteslerend der

Nichtwirtsinteraktion zu beobachten.

Die Mengen der verschiedenen Sterollipide in denntkdipflanzen Col-0, gl1 und pen2
unterschieden sich nicht voneinander und entspredkieer Verteilung von FS>SE>SG>ASG
(Abbildung 3-11 A). Dabei betrug der Anteil der wisterollipid-Klassen an der Gesamtmenge der
Sterole in Col-0 Blattern 73% FS, 14% SE, 8% SG 4#dASG (s. 3.10, Tabelle 3-2), was mit den
Daten von Patterson et al. (1993) vergleichbarlistGegensatz dazu entsprechen die Mengen der
Sterollipide inerpl-3einem Verhaltnis von FS>SG>SE>ASG (Abbildung 3A)Imit einem Anteil
von 83% FS, 14% SG, 1,75% ASG und 0,75% SE an d=yaBtsterolen im Blatt (s.3.10, Tabelle
3-2). Die SE-Gehalte degrpl-Mutanten waren im Vergleich zu den Kontrollen stadduziert
(Abbildung 3-11 A). Die SE-Menge in Col-0 betru®nmol mg Frischgewichtffesh veight FW),
wéhrend fiir die T-DNA-Insertionsliniearp1-1 und erp1-2 nur 0,0052 bzw 0,012 nmol MW
gemessen wurden. Bouvier-Navé et al. (2010) ertaittemit Hilfe einer TLC/GC-MS-basierten
Methode ahnliche SE-Mengen in Blattern von Wildty@pzen undpsattMutanten (ca. 0,06 nmol
mg* FW in Col-0, ca. 0,027 nmol iig"W in erp1-1(psatl-) und ca. 0,015 nmol rfigFW in erp1-2
(psatl-3; Umrechnung nach Wewer et al., 2011)etpl-3 pen2erpl-undpen2erpl-dwvar die SE-
Menge mit durchschnittlich 0,002 nmol thgFW noch stérker reduziert als in den T-DNA-
Insertionslinien. Die ASG-Mengen in denpl-Mutanten waren mit durchschnittlich 0,005 nmolimng
FW um das 2-fache geringer als in den Kontrollen mirchschnittlich 0,01 nmol ng FW
(Abbildung 3-11 A). Im Gegensatz zu den reduzieingen an acylierten Sterolen wurden in den
erpl-Mutanten hohere SG-Gehalte als in den Kontrollemessen. Im Durchschnitt enthielten
Blattextrakte dererpl-Mutanten 0,05 nmol SGs r‘rllgFW, wahrend in Blattern der Kontroll-Linien
maximal 0,025 nmol mYFW gemessen wurden. (Abbildung 3-11 A). Die Menden FS in den
erplMutanten, mit Ausnahme vaerpl-3 waren im Vergleich zu den Kontrollpflanzen leignhdht
(Abbildung 3-11 A).

SE gehoren zur Klasse der neutralen Lipide, dieytosolischen Lipidtropfchen akkumulieren (s.
1.4.2). Diese kdonnen mit dem lipophilen Farbstoffrdi sichtbar gemacht werden, wobei die
Fluoreszenz von der Hydrophobizitat der Lipide aigtgDiaz et al. 2008). In Blattgewebe vgii
und pen2 konnte nach Nilrot-Féarbung die gelbe Fluoreszeeatnaler Lipide (550-600nm) durch
konfokale Laserscan-Mikroskopie in Lipidtropfcheetektiert werden (Abbildung 3-11 B). &rpl-3
und pen2erpl-3Abbildung 3-11 B) sowie in allen andererpl-Mutanten (s. Anhang 8.9) wurde nur
in den Stomata Nilrot-Fluoreszenz beobachtet. Didagénotyp der fehlenden Fluoreszenz von
Lipidtropfchen nach Nilrot-Farbung konnte in insges 3 Experimenten als spezifisch fur die

unterschiedlicheerpl-Allele bestatigt werden.
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Abbildung 3-11 Veranderte Sterollipid-Zusammensetzun g und fehlende Nilrot-Fluoreszenz von
Lipidtropfchen in - erp1-Mutanten.

(A) Die Mengen (nmol mg'l FW) der verschiedenen Sterollipide wurden mittels Q-TOF MS/MS quantifiziert. Die
Lipidextraktion erfolgte aus Blattern 5 Wochen alter Pflanzen. Gezeigt sind Mittelwerte aus 2 Experimenten und
deren Standardabweichung (n=10). Werte, die sich signifikant von denen der entsprechenden Kontrollpflanzen
unterscheiden, wurden durch Sternchen markiert (Mann WhitneyTest; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001). Die
Kontrollpflanzen entsprechen dem genetischen Hintergrund der jeweiligen erpl-Mutante. FS, freie Sterole; SG,
Sterolglycoside; SE, Sterolester; ASG, acylierte Sterolglycoside

(B) Nilrot-Farbung von Blattscheiben 5 Wochen alter erpl1-3-, pen2erpl1-3-, gl1- und pen2-Pflanzen. Gezeigt sind
Lichtbildaufnahmen mit differenziellem Interferenzkontrast (DIC), Nilrot-Fluoreszenz zwischen 550-600nm der im
Lichtbild abgebildeten Zellstrukturen (Nilrot) und die Uberlagerung beider Kanéale (DIC + Nilrot). MaRstab = 20 um

In Abbildung 3-12 A sind die nadh. infestansBehandlung gemessenen Mengen der verschiedenen
Sterollipid-Klassen exemplarisch fgil und erpl-3 dargestellt, in Anhang 8.5 sind die Sterollipid-
Gehalte der ubrigen Kontrollpflanzen uarpl-Mutanten aufgefihrt. In inokulierten Blattern vgii
und pen2wurden erhdhte SE-Mengen gemesserglinz.B. steigt die SE-Menge von ca. 0,04 nmol
mg" FW innerhalb von 3 Tagen nadh infestansBehandlung auf ca. 0,07 nmol W Im
Gegensatz dazu wurde in keiner deml-Mutanten eine solcheP. infestansnduzierte SE-
Akkumulation beobachtet. Dies deutet darauf hissddie erhohten SE-Mengenghl undpen2nach

P. infestandBehandlung auf die Aktivitat von PSAT1/ERP1 zurldkihren ist. Aul3erdem weisen
Blatter behandeltegll- und erpl-3Pflanzen geringere FS-Mengen auf als Blatter untdditer
Pflanze. Dieser Unterschied im FS-Gehalt konnterdithgs fur keine andere Linie statistisch
abgesichert werden (Anhang 8.5).
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Abbildung 3-12. Einfluss von  P. infestans auf das Sterolprofil von gl1 und erpl-3.

Die Lipidextraktion erfolgte aus Blattern 3 Tage nach Behandlung mit P. infestans (Tropfeninokulation, 5x10
Sporen ml'l) bzw. Wasser (gespriiht). Dargestellt sind die Mengen (nmol mg'1 FW) der verschiedenen
Sterollipidklassen (A) bzw. freier Sterole (B) als Mittelwerte aus 2 Experimenten (n=10) und deren
Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen unbehandelten und behandelten Pflanzen eines
Genotyps wurden durch Sternchen markiert (Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni's post-hoc Test; *,
p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001).

(A) P. infestans-Behandlung fuhrt zu erhéhter SE-Akkumulation in gl1, nicht aber in erp1-3, und zu verminderten
FS-Mengen.

(B) P. infestans-Behandlung fuhrt zu erhéhter Stigmasterol-Akkumulation und reduzierten Sitosterol-Gehalten.

5

Um zu untersuchen, ob dierpl-Mutationen nicht nur die Sterolhomfostase sondmunh die

Sterolbiosynthese beeintrachtigt, wurden die emerel Sterolverbindungen der FS analysiert. Die
Quantifizierung erfolgte dabei mit Hilfe internetaBdards fir Sitosterol, Campesterol, Stigmasterol
und Cholesterol (Wewer et al. 2011). Aufgrund deeichen Fragmentierungsmusters von

Stigmasterol und Isofucosterol wurden diese Phgtokt zusammen quantifiziert.

Die ermittelten Sterol-Mengen naéh infestansbzw. Wasser-Behandlung sind in Abbildung 3-12 B
exemplarisch fugll underpl-3dargestellt, die Sterolprofile der tbrigen Linignd in Anhang 8.5
aufgefuhrt. Wie von Patterson et al. (1993) bestdem, machten die Hauptsterole Sitosterol und
Campesterol den grofdten Anteil der FS aus, gefalgt Stigmasterol/Isofucosterol und Cholesterol
(Abbildung 3-12 B). Die Zusammensetzung und MengenFS in Blattern adulter Kontrollpflanzen
und erpl-Mutanten unterschieden sich nicht voneinander. Bateil von Sitosterol, Campesterol,
Stigmasterol/lsofucosterol bzw. Cholesterol an @esamtmenge der FS in Wasser-behandelten Col-
O-Blattern betrug 73%, 14%, 6% bzw. 5 % und 73%, 16%,bzw. 5% inerpl-3(s. 3.10, Tabelle
3-2). Das Verhéltnis der Sterolverbindungen in ¥t wird durch Behandlung mR. infestansin
Kontrollpflanzen underpliinien gleichermafRen verédndert. Drei Tage nach uradlon mit P.
infestanskonnte sowohl in Kontroll-Linien, als auch &rpl-Mutanten ein signifikant erhthtes
Verhaltnis von Stigmasterol zu Sitosterol naéh infestan®ehandlung beobachtet werden
(Abbildung 3-13). Dabei geht dieses erhdhte Verlsilvon Stigma- zu Sitosterol in allen Linien,
aullererpl-3, auf einen signifikanten Anstieg von Stigmasterotizk (s. Anhang 8.5). lerpl1-3

hingegen fuhrt eine signifikant reduzierte Menge a&litosterol zu dem erhohten
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Stigmasterol/Sitosterol-Verhéaltnis (Abbildung 3-8 Der Anstieg von Stigmasterol ist am héchsten
in den pen2erpl-3- und pen2erpl-4Doppelmutanten und impen2 hdher als in denerpl-
Einzelmutantengll sowie Col-0 (Abbildung 3-13). Auch die Akkumulatialer anderen untersuchten
Sterole scheint durcB. infestanseeinflusst zu werden. So konnte fir manche Liei@e Abnahme

von Cholesterol und Campesterol beobachtet werlebildung 3-12 B, s. Anhang 8.5).

Abbildung 3-13. Erhohtes Verhaltnis von
0.5+ Jex ++ | Stigmasterol zu Sitosterol in  P. infestans-
] HO B B behandelten Arabidopsis-Blattern.
Wl Pinf Die Stigmasterol- und Sitosterol-Mengen in
i Blattern P. infestans-behandelter (5x105 Sporen
AB' ml'l, schwarze Balken) und -unbehandelter
= oy 1 (weilRe Balken) Kontroll- und erpl-Linien wurden
A A 3dpi mittels Q-TOF MS/MS quantifiziert. Ein
signifikanter Anstieg von Stigmasterol im
ANl AR A Verhaltnis zu Sitosterol nach P. infestans-
Behandlung ist durch Sternchen markiert
(Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni's
post-hoc Test; **, p<0,01; *** p<0,001). Die
Grof3buchstaben kennzeichnen Unterschiede der
N &N NN gemessenen  Sterolmenge  zwischen den
einzelnen Genotypen (nach Kruskal-Wallis).
Dargestellt sind Mittelwerte aus 2 Experimenten
und deren Standardabweichung (n=10).
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Zusammenfassend wurde in den Q-TOF MS/MS-Messungeobachtet, dass Mutationen in
PSAT1/ERPZXu einem Ungleichgewicht der Sterolhomdostaseefiinmit reduzierten SE- und ASG-
Mengen sowie einem erhdhten SG-Gehalt und einechtn Anstieg der FS im Blatt. igil und
pen2 fihrte die Behandlung miP. infestanszur Akkumulation von SEs, was vermutlich auf die
PSAT1/ERP1-Aktivitat zuriickgeht, da diesémpl-Mutanten nicht beobachtet wurde. Eine in allen
Linien beobachte Reaktion a#f. infestanswar ein im Vergleich zu Wasser-behandelten Proben

erhohtes Verhaltnis von Stigmasterol zu Sitosterol.

3.5 LOKALISATION DES KONSTITUTIV EXPRIMIERTEN PSAT1/ERP1-GFP-

FUSIONSPROTEINS

Uber die subzellulare Lokalisation von PSATI1/ERP&t bisher kaum etwas bekannt. Da
sequenzbasierten silico-Analysen (SubCellular Proteomic Database, SUBA)n&eeindeutige
Vorhersage zur Lokalisation ermdglichten und biskeine Daten aug vivolokalisationsstudien
vorliegen, sollte die subzellulare Lokalisation v®®SAT1/ERP1 mit Hilfe von GFP-Fusionen
fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden. Aufdruder schwachen Aktivitdt des endogenen
PSAT1/ERP1-Promotors wurde die kodierende Sequemz RSAT1/ERP1 hinter den konstitutiv
aktiven CaMV-35S-Promotor kloniert. Dafiir wurde deindre Gateway-Vektor pEARLEY103
(Earley et al. 2006) genutzt, in dem dBATIERPLIGen im Leserater mBFP fusioniert wurde. Die
Analyse der PSAT1/ERP1-GFP-Fluoreszenz erfolgtdlattepidermiszellen stabil transformierter
Arabidopsis-Linien und transient transformiemérbenthaminaflanzen. In transgenen Arabidopsis-

Linien sollte auBerdem die Lokalisation des verténmerpl-3-Genproduktes und der Einfluss vBn
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infestansauf die subzellulare Lokalisation untersucht wardeie Lokalisationsstudien wurden mit
einem konfokalen Laserscan-Mikroskapiifocal Bserganning nicroscope CLSM) durchgefihrt (s.
2.2.10.2).

3.5.1 LOKALISATIONSSTUDIEN MIT TRANSGENENARABIDOPSISLINIEN

Pra35S:PSAT1/ERP1lund Pr@5S:erp-1-3-GFRKonstrukte wurden mit Hilfe der Agrobakterien-
vermittelten Blitentransformation stabil gil, pen2 erpl-3 und pen2erpl-3eingebracht. In der
resultierenden T1-Generation wurde die Expressien Husionsproteine mit einem anti-GFP
Antikérper in Western-Blot-Analysen Uberprift. Dgelelektrophoretisch ermittelten GrofRen der
PSAT1/ERP1- und erpl-3-GFP-Fusionsproteine entipraden erwarteten Gréf3en von ca. 100 bzw.
96 kDa, bei einem GFP-Molekulargewicht von 30 kDBa 8.3). Bei starker Expression von
PSAT1/ERP1-GFP konnte das Fusionsprotein z.T. enitdem spezifischen anti-PSAT1-Antikorper
PSAT-2 (s. 3.3) nachgewiesen werden (s. Anhang 8.4)

Die Expression von PSAT1/ERP1-GFP fuhrte zur Komgletation deerpl-spezifischen HR nach
P. infestan®Behandlung, veradnderte jedoch nicht die Resistekticn der Referenz-Linien, wie in
Abbildung 3-14 A exemplarisch dargestellt ist. Duidie Expression von erpl-3-GFP wurde keine
Komplementation deserpl-Phénotyps transgeneerpl-3 und pen2erpl-Fflanzen und keine
Veranderung der Resistenzreaktion transgeagigr und pen2Pflanzen gegerP. infestanserzielt
(Daten nicht gezeigt). Transgene Pflanzen mit esteken Expression von PSAT1/ERP1- oder erpl-
3-GFP wurden fir Lokalisationsstudien verwendet unddie T2-Generation udberfuihrt. Die
Expression der Fusionsproteine in T2-Pflanzen wurde fluoreszenzmikroskopisch Uberprift, da
bereits in der T1-Generation eine Korrelation zWet einem deutlichen Signal in der Western-Blot-
Analyse und der fluoreszenzmikroskopischen Detaktio Blattepidermiszellen festgestellt werden

konnte.

In PSAT1/ERP1-GFP-exprimierenden Pflanzen war dEPEluoreszenz in kleinen spharischen
Strukturen lokalisiert (Abbildung 3-14 B). Diese Hatisation war unabhangig vom genetischen
Hintergrund der transgenen Pflanze. Durch die Aufma von Zeitserien im CLSM konnte die
Bewegung der Strukturen im Zytoplasmastrom von &miis- und Mesophyllizellen erfasst werden.
Um die Bewegung der grin fluoreszierenden Struktueei veranschaulichen, wurden zwei
Einzelbilder im Abstand von 20 Sekunden aufgenomuomh mit einem Bildbearbeitungsprogramm
(Imaged) ubereinander gelegt. Um die zu beiderpdekien detektierte Fluoreszenz unterscheiden zu
kdnnen, wurde die GFP-Fluoreszenz zu Beginn dersesin Grin und nach 20 Sekunden in Rot
dargestellt. In Abbildung 3-14 C ist zu erkenneassidie im Abstand von 20 Sekunden detektierten
GFP-Signale kaum iiberlappen (Uberlappung in Getgedzellt), was die Bewegung der Strukturen
verdeutlicht. Die Bewegung der grin-fluoreszierendrukturen konnte auch naé¢h infestans-
Behandlung beobachtet werden (Daten nicht gezdigt)lie? sich keine fokale Akkumulation von
PSAT1/ERP1-GFP unterhalb von Penetrationsstellem 2zch Inokulation feststellen (Abbildung
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3-14 D). Die Lokalisation von erpl-3-GFP untersdhgich kaum von der des PSAT1/ERP1-GFP-
Fusionsproteins in transgenen Arabidopsis-PflanZem Teil schienen die grin-fluoreszierenden
Strukturen in erp1-3-GFP-exprimierenden Pflanzeifdgr und nicht so zahlreich zu sein (Abbildung
3-15).

A gl1 erp1-3 o D DIC GFP DIC + GFP

1 2 3845 6
— = pp—

PSAT1/ERP1-GFP

I 0o block

1 sele |3 | gl

Pro35S:PSAT1/ERP1-GFP in erp?‘-

Abbildung 3-14. Lokalisation des PSAT1/ERP1-GFP-Fusions  proteins in transgenen Arabidopsis-Linien

(A) Expression von PSAT1/ERP1-GFP in transgenen gl1- (#1-3) und erpl-3- (#4-6) Pflanzen der T1-Generation.
Die Detektion von PSAT1/ERP1-GFP in Western-Blot-Analysen (oben) erfolgte mit einem anti-GFP-Antikdrper.
Die Amidoschwarz-Farbung der Western-Blot-Membran diente als Ladekontrolle (RubisCo). Blatter der
transgenen Pflanzen wurden 3 Tagen nach P. infestans-Inokulation (5x105 Sporen ml'l) einer Trypanblau-
Farbung unterzogen. Gezeigt ist ein reprasentatives Blatt pro Linie (unten).

(B-D) Konfokale Laserscan-Mikroskopie zur Analyse der subzellularen Lokalisation von PSAT1/ERP1-GFP in
Blattepidermiszellen transgener Pflanzen. Die GFP-Fluoreszenz wurde durch Licht der Wellenlange 488nm
angeregt und bei 490-530nm in sphérischen Strukturen in Epidermiszellen detektiert.

(B) GFP-Fluoreszenz in einer transgenen erpl-3-Pflanze mit (oben) und ohne (unten) Hellfeld-Aufnahme des
Blattausschnittes. Ma3stab = 25 pm

(C) Uberlagerung zweier Einzelaufnahmen der GFP-Fluoreszenz (in rot und griin), die im Abstand von 20
Sekunden in demselben Bildausschnitt detektiert wurde. Beide Aufnahmen wurden mit der entsprechenden
Hellfeld-Aufnahme des Blattausschnitts kombiniert.

(D) PSAT/ERP1-GFP-Fluoreszenz an Stellen versuchter Penetration von P. infestans in transgenen gl1-, pen2-,
erpl-3- und pen2erpl-3-Pflanzen. Die mikroskopische Analyse erfolgte 1 Tag nach Inokulation (2x104 Sporen ml’
1). Gezeigt sind reprasentative Lichtbildaufnahmen mit differentiellem Interferenzkontrast (DIC), die GFP-
Fluoreszenz der im Lichtbild abgebildeten Zellstrukturen (GFP) und die Uberlagerung beider Kanile (DIC + GFP).
Die Position der im Hellfeld beobachteten Papille ist im GFP-Kanal weil3, Phytophtora-Strukturen sind rot
markiert. As, Angriffsstelle; Sp, Sporangium; Pa, Papille; Pp, Penetrationspore; Hy, Hyphenahnliche Struktur;
MaRstab = 10 pm

Erste Analysen transient in Arabidopsis-Protoplast€abakblattern und Zwiebelepidermiszellen
exprimierter PSAT1/ERP1-GFP- und erp-1-3-GFP-Fuspooieine, deuten auf einen Einfluss der
Mutation inerpl-3auf die subzellulare Lokalisation von PSAT1/ERR hWahrend PSAT1/ERP1-

GFP, wie bereits in stabil transformierten tranggeArabidopsis-Pflanzen, in runden beweglichen
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Strukturen detektiert werden konnte, schien er@@FR eher im Zytoplasma oder ER lokalisiert zu
sein (s. Anhang 8.10).

Zusatzlich zur C-terminalen GFP-Fusion wurde auehLakalisation von PSAT1/ERP1 und erpl-3
mit N-terminaler YFP-Fusion untersucht. Hierfur werdie kodierende Region v&®8ATIERP1und

des verkirztererpl-3Allels in den Vektor pEARLEY104 kloniert und traest in Arabidopsis-

Protoplasten und Tabak-Epidermiszellen exprimiBie YFP-Fluoreszenz beider Fusionsproteine
wurde vor allem im Zytoplasma detektiert, nur vereit wurde eine Assoziation mit spharischen
Strukturen beobachtet (s. Anhang 8.10). N-termifadioniertes YFP scheint demnach die
Lokalisation von PSAT1/ERP1 zu verandern, was aa$ &/orhandensein eines N-terminalen

Lokalisationssignals hinweisen kdnnte.

Transgene Arabidopsis-Pflanzen, welche PSAT1/ERRA erpl-3 mit N-terminaler YFP-Fusion
exprimieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit niaaeagt. Um die Bedeutung des N-Terminus* fur

die Lokalisation von PSAT1 zu verifizieren, solities nachgeholt werden.

Durch Nilrotfarbung sollte zum einen die Akkumudati neutraler Lipide und zum anderen eine
mogliche Assoziation von PSAT1/ERP1 mit Lipidtrdpén Uberprift werden. In PSAT1/ERP1-GFP-
exprimierendengll- und erpl-3Pflanzen konnte Nilrotfluoreszenz in sphéarischemuk@tren
detektiert werden (Abbildung 3-15). Das Sterol-Rrivénsgeneterpl-3-Pflanzen wurde bisher nicht
untersucht, wirde aber Aufschluss dartber gebemi,i@b)berexpression von PSAT1/ERP1-GFP zu
WT-ahnlichen SE-Mengen und somit zum WT-ahnlicheinoNPhanoyp inerpl-Mutanten fihrt. In
transgenerrpl-3Pflanzen, die das verkirzte erpl-3-GFP-Fusionsipraterimieren, konnten keine
Nilrot-gefarbten Strukturen beobachtet werden (&hbig 3-15). In transgenemrpl-3GFP-
exprimierendergll-Pflanzen schien die Bildung von Lipidtropfchen mérdert zu sein (Abbildung
3-15). Die CLSM-Aufnahmen in Abbildung 3-15 zeigaunl3erdem, dass die GFP-Fluoreszenz von
PSAT1/ERP1-GFP und die Nilrot-Fluoreszenz nicht risippen, was darauf hindeutet, dass
PSAT1/ERP1 nicht mit Lipidtropfchen assoziiert ist.

Nilrot GFP Nilrot + GFP Abbildung  3-15. PSAT1/ERP1-GFP ist nicht mit
' zytosolischen Lipidtropfchen assoziiert

Konfokale Laserscanning-Mikroskopie zur Analyse der
subzellularen Lokalisation von PSAT1/ERP1-GFP
(oben) und erpl-3-GFP (unten) in Nilrot-gefarbten
Blattpraparaten transgener gll- und erpl-3-Pflanzen.
Die Fluoreszenz von GFP und Nilrot wurde mit Licht der
Wellenlange 488nm angeregt und bei 490-530 nm bzw.
550-600 nm detektiert. Fir jede transgene Pflanze ist
die Nilrot- (magenta) und die GFP-Fluoreszenz (grin) in
Blattepidermiszellen eines reprasentativen Ausschnitts
gezeigt sowie die Uberlagerung beider Kanale (Nilrot +
GFP). Maf3stab = 10 um

Pro35S.PSAT1/ERP1-GFP

Pro35S:erp1-3-GFP
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3.5.2 KOLOKALISATIONSSTUDIEN NACH TRANSIENTEREXPRESSION INTABAK

Die GFP-Fluoreszenz von ERP1-GFP wurde in rundéopiasmatischen Strukturen beobachtet, bei
denen es sich offenbar nicht um Lipidtropfchen ledinddm die Identitat der Zellstrukturen, in denen

ERP1-GFP lokalisiert ist, aufzuklaren, wurde digké&lsation von ERP1-GFP mit der Lokalisation

fluoreszierender Organellmarker nach transientgar&ssion in Tabak verglichen. Da Peroxisomen
kleine runde Organellen darstellen und auch di¢e@ien des Golgi-Apparates je nach Orientierung
rund erscheinen, sollte die Kolokalisation mit dieOrganellen Gberprift werden. Dafir wurden die
in Nelson et al. (2007) beschriecbenen Marker px+{Reroxsomen, _ote Fluoreszenz,

Kanamycinresistenz) und g-rk ¢(gi, rote Fluoreszenz, &amycinresistenz) verwendet.

Die CLSM-Aufnahmen der Abbildung 3-16 zeigen, desie Uberlappung der griinen Fluoreszenz
von ERP1-GFP mit der roten Fluoreszenz der Orgawaegler zu beobachten war. ERP1-GFP ist
offenbar nicht in Peroxisomen oder dem Golgi-App&otkalisiert.

+mCherry + DIC

ERP1/PSAT1-GFP mCher! DIC FP

. perk

Abbildung 3-16. PSAT1/ERP1-GFP ist nicht in Peroxisomen oder dem Golgi-Apparat lokalisiert

Konfokale Laserscan-Mikroskopie zur Uberprifung der Kolokalisation von PSAT1/ERP1-GFP mit dem
Peroxisomen-Markerprotein px-rk (oben) und dem Golgi-Markerprotein g-rk (unten) in transient transformierten
Epidermiszellen von N. benthamiana. Die mCherry-Fluoreszenz der Markerproteine wurde durch Licht der
Wellenlange 561 nm angeregt und die GFP-Fluoreszenz durch Licht der Wellenlange 488 nm. Die GFP-
Emmision wurde bei 490-530nm detektiert und die mCherry-Fluoreszenz bei 585-645nm. Reprasentativ
dargestellt ist die GFP- (grin) und die mCherry- (magenta) Fluoreszenz der im Durchlicht gezeigten
Epidermiszellen (DIC), sowie die Uberlagerung aller Kanale (GFP + mCherry + DIC). MaRstab = 10 um

r

3.6 UNTERSUCHUNG ZUSATZLICHERKOMPONENTEN DERRESISTENZ GEGENP.

INFESTANS

Wie in den Abschnitten 3.1.2 und 3.2.2 naher eeldutwurde, ist dererpl-spezifische
Nichtwirtsresistenz-Phanotyp naéh infestandnokulation durch eine verstérkte Zelltodreaktiardu
deregulierte Callose-Ablagerungen im Mesophyll aktarisiert. Um Hinweise auf die molekularen
Mechanismen dieser Resistenzreaktion zu erhaltarjem Resistenzkomponenten untersucht, die in
der Literatur im Zusammenhang mit der AuspragungreHR oder der Pathogen-induzierten Callose-

Akkumulation beschrieben wurden.
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3.6.1 PATHOGENESIRELATED(PR)GENE

Die durch Pathogenerkennung induzierten Abwehramémogehen u.a. mit einer Veranderung der
Expression voPR-Genen einher (Schlaich et al. 2002, Durner et@)82 Zellulare Abwehrreaktion
von Arabidopsis gegel. infestansind u.a. mit der Aktivierung der Expression \RR1undPDF1.2
(PLANT DEFENSIN 1.2 verbunden (Huitema et al. 2003R1 ist ein Markergen fir die SA-
vermittelte Abwehr, wohingegen die Induktion debF1.2Expression durch JA und ET erfolgt
(Glazebrook 1999). SA- und JA/ET-Signalwege wirkénifig antagonistisch, es kommt aber auch zu
Uberlappungen. So sind zum Beispiel die spontan@idkhlichen Nekrosen der Mutansed?2
(accelerated cell deajhdurch konstitutivePR1und PDF1.2EExpression und erhdohte SA- und JA-
Mengen charakterisiert (Greenberg et al. 1994, irekx et al. 1996).

Um zu untersuchen, ob der HR-Phanotyp elgrl-Mutanten mit einer veranderten Expression von
Abwehrgenen korreliert, wurde die Transkriptakkuatioin vonPR1undPDF1.2in erpl- pen2-und

gll-Pflanzen Uber einen Zeitraum von 48h beobachtath B&handlung der Pflanzen riit infestans

oder Wasser wurde zu verschiedenen ZeitpunktertnBserial geerntet, Gesamt-RNA isoliert und
eine Northern-Blot-Analyse mit spezifischd?R1und PDF1.2-Sonden durchgefuhrt. In Wasser-
behandelten Pflanzen konnte wedBR1- noch PDF1.2-Transkript nachgewiesen werden (s.
Abbildung 3-17). Keine der untersuchten Pflanzaatinweist demnach eine konstitutive Expression

dieserPR-Gene auf.

Fur gl1 konnte innerhalb des Untersuchungszeitraums aachm infestanBehandlung keirPR1-
Transkript detektiert werden. Im Gegensatz dazudwuin pen2, pen2erpl-3und denerpl-
Einzelmutantendrpl-2underpl-3 eine erhdhte Transkriptakkumulation vBR1 nach Inokulation
mit P. infestansbeobachtet (s. Abbildung 3-17). Die Expression &1 in pen2und pen2erpl-3
wird in einem Zeitraum zwischen 6 und 12h aktiviertd bleibt Gber den untersuchten Zeitraum
anhaltend, was zu einer zunehmenden Transkriptaldation fihrt. Im Vergleich dazu erschien die
P. infestans-induzierte Akkumulation deR1-Transkripts in dererplEinzelmutanten verzégert und

schwacher.

In Bezug aufPDF1.2 wurde in allen Linien, mit Ausnahme vgren2erpl-3,zwischen 6 und 12
Stunden nachP. infestandBehandlung eine erhohte Transkriptakkumulation ldeste. Fir die
pen2erpl-3doppelmutante konnte bereits 6h nach Inokulatior eieutliche Trankriptakkumulation
von PDF1.2beobachtet werden, was auf eine friihere Aktivigrder Genexpression im Vergleich zu
den anderen untersuchten Linien hinweist. B@F1.2-Transkriptakkumulation nacR. infestans
Behandlung verlief in allen Linien im untersuch@eitraum transient. Im Vergleich zgil und den
erplEinzelmutanten schien die Transkriptakkumulatiopém2und pen2erpl-3starker zu sein und
war auch 48 h nach Pathogenbehandlung noch deteltieDie starkste Transkriptakkumulation
konnte inpen2nach 24h und ipen2erpl-3nach 12h detektiert werden. gil, erpl-2und erpl-3
wurde 12h nach Behandlung die héchste PDF1.2-Trigntislenge detektiert, nach 48h war jedoch

kein bzw. kaum Transkript nachweisbar.
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PDF1.2 PR1 Abbildung 3-17. Keine erhdéhte PDF1.2- und

; _Dj ; _pj PR1-Transkriptakkumulation in P. infestans-
it Pinf sl it behandelten  und  -unbehandelten erpl-
Mutanten.
Nothern-Blot-Analyse  zur  Untersuchung der
Expression der Markergene PR1 und PDF1.2 in
gll-, erpl-3-, erpl-2-, pen2- und pen2erpl-3-
Pflanzen zu verschiedenen Zeitpunkten (6, 12, 24
und 48 hpi) nach Behandlung mit P. infestans
(5x10° Sporen ml'). Gesamt-RNA wurde aus
Blattern P. infestans- (+Pinf) und Wasser-
behandelter (-Pinf) Pflanzen isoliert. Visualisierung
des Transkripts erfolgte mit radioaktiv markierten
PDF1.2- (links) und PR1-Sonden (rechts).
Ethidiumbromid Farbung der rRNA dient als
Ladekontrolle. Der gezeigte Northern Blot ist
reprasentativ fir 2 Experimente mit &hnlichem
Ergebnis.

hpi  6[12[24/48 6|1224/48

gl1

6 12[24{48 6|12/24/48

erp1-3
erp1-2

pen2-1

pen2-1
erp1-3

Aus den Analysen der Expression M@R-Genen wird ersichtlich, dass die Mutationpien2zu einer
verstarkten Expression vd?R1und PDF1.2 nachP. infestandBehandlung fihrt, wahrend dexpl-
Mutation die Expression dieser Abwehrgene kaummflesist. Die starkere HR vopen2erplim
Vergleich zupen2 spiegelt sich nicht in einer deutlich starkeremrokonstitutiven Expression der
untersuchten Abwehrgene wieder. Ein synergistis&féekt beider Mutationen ist dennoch nicht
auszuschliel3en und sollte mit sensibleren Detekti@thoden und bzw. oder wenidger infestans
Sporen Uberprift werden. Generell scheint das éugitr und die Starke der HR naeh infestans-

Behandlung mit der Induktion SA-abhangiger Abwehkt®nen zu korrelieren.

3.6.2 POWDERYMILDEWRESISTANCHE (PMR4)

Das GenPMR4 kodiert die Callosesynthase GSLSL{BCAN SYNTHASE LIKE), welche in der
Stress-induzierten Callosesynthese von Bedeutdr{dasobs et al. 2003, Nishimura et al. 2003). Die
Bezeichnungpowdery mildew resistancgeht auf die erhohte Resistenz genr4Mutanten gegen
biotrophe Mehltaupilze zurichkn pmr4Mutanten werden an Penetrationsstellen Papillegeduilsiet,

jedoch enthalten diese keine Callose (Jacobs 20@8, Nishimura et al. 2003).

Ein spezifischeerpl-Phanotyp ist die Akkumulation gro3er Mengen voiidSa im Mesophyll, die
nicht konstitutiv ist, sondern durch. infestansinduziert wird (s. 3.1.2). Da die Callosesynthase
PMR4/GSL5 als Hauptenzym der Pathogen-induziertetio§e-Synthese beschrieben wurde, sollte

ihre Bedeutung fur dierpl-spezifische Callose-Deposition untersucht werden.

Nach Kreuzung vompmr4-1 mit pen2erpl-3wurden mit Hilfe Allel-spezifischer CAPS-Markerrfi
pen2, erpl-3und pmr4-1 (s. Anhang 8.1) aus der F2-Generatipmrdpen2 pmrderpl und
pmrdpen2erpMutanten selektiertpmrderplund pmrdpen2erplwiesen pleiotrope Phanotypen in
Form von reduziertem Wachstum und der Bildung vdmofosen auf alteren Blattern auf (s.
Abbildung 3-18 E). Die reduzierte BlattgréRe scheiit einer im Vergleich zypmr4, erpl-3 und
pen2reduzierten Zellgrof3e zu korrelieren (Abbildung&B).
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Neben der Pathogen-induzierten Akkumulation von IdSal ist auch die Wund-induzierte
Callosesynthese von PMR4/GSL5 abhangig (Vogel wrdesville 2000, Nishimura et al. 2003). Um
den Verlust der PMR4/GSL5-Aktivitat fur die selekten Mutanten zu verifizieren, wurden Blatter
durch Anritzen mit einer Rasierklinge verwundet uadschlieRend einer Anilinblau-Farbung
unterzogen. Anilinblaufluoreszenz im Bereich dardehnittstelle trat bggen2, erpl-3ind pen2erpl-

3 auf nicht aber beipmr4-1, pmrdpen2 pmrderpl-3und pmrdpen2erpl-3 Abbildung 3-18 A).

Demnach sind alle Linien mpmr4-1Mutation nicht in der Lage, im Rahmen der Wundamtwo

Callose zu synthetisieren.

Die Behandlung vorpmr4derpl-3und pmrdpen2erpl-3nit P. infestansfiihrte zur Deposition von
Callose in Epidermis- und Mesophylizellen, was f@ir4-1und pmrd4pen2nicht beobachten worden
war (Abbildung 3-18 B-D). Irpmr4-1 und pmr4pen2war nachP. infestandBehandlung neben der
Autofluoreszenz toter Zellen lediglich eine schwagbunktuelle Anilinblaufluoreszenz erkennbar
(Abbildung 3-18 D, Pfeile), die vermutlich von Gadk-haltigerP. infestansAppressorien ausgeht. Im
Bereich der Inokulationsstelle wurden in der Epigier von pmr4-1, pmrdpen2 pmrderpl-3und
pmrdpen2erpl-Papillen gebildet (Daten nicht gezeigt), Anilinblaoreszenz zeigten jedoch nur die
pmrderpl-3-undpmrdpen2erpl-Fapillen (Abbildung 3-18 D). Die HR penetriertguieiermiszellen
geht inpen2, pen2erpl-8nd z.T. auch irrpl-3haufig mit der Akkumulation von Callose entlang
der Zellgrenze der abgestorbenen Zelle einher (Abbg 3-18 D). Diese Form der Zellbegrenzung
durch Callose trat bgdmrderpl-3oder pmrdpen2erpl-aicht auf. Die Callose-Ablagerungen im
Mesophyll vonpmr4erpl-3und pmr4pen2erpl-3cheinenim Vergleich zuerpl-3 und pen2erpl-3
kleiner zu sein, was mdoglicherweise auf die redtzi€rolie der Mesophyllizellen zurtickzufihren ist
(Abbildung 3-18 B,C).

Zusammenfassend laft sich feststellen, dass imnSagezypmr4-1undpen2pmr4-Ider Verlust der
PMR4/GSL5-Aktivitat imerpl-3- und pen2erpl-3Hintergrund nicht zum Verlust dd?. infestans
induzierten Callose-Akkumulation fuhrt. Dementsiresnd scheint dieerpl-spezifische Callose-

Deposition unabhangig von PMR4/GSL5 zu sein.
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pmrdpen2-1 pen2 pmr4-1

erp1-3

pmrdpen2erp1-3 pen2erp1-3  pmrderp1-3

Abbildung 3-18. GSL5/PMR4 ist essentiell fir die Wund -induzierte, aber nicht fir die  P. infestans-induzierte
Callose-Deposition in  erpl-Pflanzen

(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen Anilinblau-gefarbter Blatter der aufgefiihrten Arabidopsis-Linien nach
Verwundung. Die Anilinblau-Farbung erfolgte 24 h nach Verwundung der Blattspreiten mit einer Rasierklinge.
MafRstab = 100 pm

(B) Hellfeld- und (C, D) fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 3 Tage nach P. infestans-Behandlung (5x105
Sporen ml'l) mit Trypanblau-Anilinblau-gefarbten Blattern. Gezeigt sind Hellfeld-Aufnahmen (B) und die
Anilinblaufluoreszenz unter UV-Licht Anregung (C) der im Hellfeld abgebildeten Mesophylizellen. MaRRstab = 50 um
(D) Callose-Depositionen als Reaktion auf versuchte Penetration in Epidermiszellen in groBer VergréRerung
(Maf3stab = 20 um). Die Pfeile mit den groRen Koépfen markieren die punktuelle Anilinblaufluoreszenz in pmr4-1 und
pmrdpen2. Die anderen Pfeile weisen auf Papillen (Pa), Zellwandverstarkungen (Zv) oder nasenférmige
Calloseauflagerungen (nf) hin. Die Abbildung zeigt reprasentative Bilder aus 3 Experimenten mit &hnlichem Ergebnis.
(E) Morphologie der jeweiligen Mutanten. Die fotografierten Pflanzen sind 5 Wochen alt.
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3.6.3 PHYTOPHTHORAELICITIN INFESTIN 1 (INF1)

Phytopathogene PhytophthoraArten sekretieren Elicitine, um Sterolverbindungeaus den
Membranen der Wirtspflanze zu beziehen (s. 1.33. Bxikennung von Elicitinen durch die Pflanze
geht mit der Aktivierung der pflanzlichen Abwehnantt und zum Teil mit Zelltod einher. In Tabak
induziert dasP. infestan=licitin INF1 durch Bindung an eine Lektin-dhnlichkezeptor-Kinase
(LRK) eine HR (Kanzaki et al. 2008). Obwohl in Ardbpsis Proteine mit hoher Sequenzahnlichkeit
zu der LRK aus Tabak identifiziert wurden, wird clureine Elicitin-Behandlung keine HR induziert
(Takemoto et al. 2005).

PSAT1/ERP1 ist in die Regulation der SterolhomdstasBlattern involviert (s. 3.4). Da iarpl-
Mutanten die stark reduzierten Mengen acylierterd@ mit einem Anstieg glycosylierter und freier
Sterole im Blatt korrelieren (s. 3.4), kdnnte diebkensfahigkeit voR. infestansaufgrund der erhdhten
Menge an Membransterolen beglinstigt sein und stemerpl-Nichtwirtsresistenz-Phanotyp fuhren.
Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurde die Registaktion deerpl-Mutanten gegen eitNF1-
defizientesP. infestandsolat analysiert (31Ihfl, Ah-Fong et al. 2008), das freundlicherweise von H

S. JudelsonUniversity of California Riverside, USA) zur Verfiigung gestellt wurde.

Die stark vermindertdNF1-Transkriptakkumulation des Isolats 311 im Verdheicu denINF1-
exprimierenden Isolaten Cra208m2 und 1360 konnisfizierten Kartoffelblattern verifiziert werden
(Abbildung 3-19 A). Alle dreiP. infestandsolate fuhrten zu einer vergleichbaren Infektiosr d
suszeptiblen Kartoffelsorte Désirée. Makroskopisomnte keine veranderte Virulenz des INF1-
defizientenP. infestansstamms beobachtet werden (Abbildung 3-19 A).

Die Infektion von Arabidopsis mit den drei versadeeenP. infestansstammen fihrte innerhalb
eines Genotyps zu ahnlichen Abwehrantworten, estkonkeine Unterschiede in Abhangigkeit von
der INF1-Expression beobachtet werden. Sowohl die Behagdiuit den INF1-exprimierenden
Stdmmen Cra208m2 und 1360 als auch die InokulatiblemINF1-defizienten Isolat 311 fuhrte zu
einer starkeren HR vopen2im Vergleich zugll bzw. vonpen2erpl-3im Vergleich zuerpl-3
(Abbildung 3-19 B). Die im Vergleich zmen2schwachere, aber gegenubél starkere HR deerpl-
Einzelmutanten fiihrte bei allen drei Stammen zwerewergleichbaren Intensitat der Trypanblau-
Farbung. Der Verlust ddNF1-Expression bedingt demnach keine Veranderung dé&rasieopisch
sichtbaren Abwehrreaktion der getesteten Genotypemikroskopischen Analysen konnten auch auf
zellularer Ebene keine Unterschiede in der Abwetwart gegen dennfl-Stamm und didNF1*-
Isolate festgestellt werden. Wie exemplarischdén2erpl1-3n Abbildung 3-19 B gezeigt ist, wurde
die erpl-spezfische Deposition von Callose im Mesophyllhiéangig von deiNF1-Expression durch

P. infestansnduziert.

INF1 scheint fur die Entstehung des Phanotyps egi keine Rolle zu spielen oder redundante
Sterol-Carrier-Proteine Ubernehmen die Funktion iRl bei der Aufnahme pflanzlicher Sterole.

Die Frage, ob die veranderte Nichtwirtsresisterktien der erpl-Mutanten mit einer veranderten
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Verfugbarkeit freier Sterole f P. infestanszusammenhangt, konnte durch die hier dargeste
Experimente und im Rahmen dieser Arbeit nicht g¢ werden.
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Abbildung 3-19. Die Expression von Infestin 1 (INF1) durch P. infestans beeinflusst weder die
Wirtsinteraktion mit Kartoffel noch die Nichtwirtsi nteraktion mit Arabidopsis

(A) Aufnahmen des Infektionsphénotyps der P. infestans-Isolate Cra208m2, 1360 und 311 in Kartoffel und
Northern-Blot-Analyse der INF1-Expression. Die Infektion von Wildtyp (WT) und Leervektor-tragenden
transgenen Kartoffel-Linien (EV) erfolgte mit 1x10° Sporen mit. 3 Tage nach Inokulation wurden die Blatter
fotografiert und die infizierten Blattbereiche zur Isolierung von Gesamt-RNA ausgestanzt. Die Northern-Blot-
Analyse erfolgte mit 20 pg RNA und einer INF1l-genspezifischen radioaktiv-markierten Sonde. Die
Ethidiumbromid-Farbung des Gels diente als Ladekontrolle (rRNA).

(B) Resistenzreaktion von gll1, erpl-2, erpl-3, pen2 und pen2erpl-3 gegenitber den P. infestans-Isolaten
Cra208m2, 1360 und 311. Fir jeden Genotyp sind jeweils 3 reprasentative Trypanblau-gefarbte Blatter gezeigt
und fur pen2erpl-3 zuséatzlich fIuoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen Anilinblau-gefarbter Blattpraparate nach
UV-Licht Anregung. P. infestans-inokulierte (5x10 Sporen ml’ ) Blatter wurden nach 3-tagiger Inkubation einer
Trypanblau-Farbung unterzogen und nach Entfarbung in Chloralhydrat fotografiert.

3.7 REAKTION VON erpl-MUTANTEN AUF WEITEREPATHOGENE

Wahrend einige  Komponenten der pflanzlichen  Abwehin  Pathoge-spezifische
Resistenzmechanismen involviert sind, tragen AndareAufrechterhaltung der Resistenz geger
breiteres PathogeBpektrum bei. So vermittez.B. PEN2die Penetrationsresistegegen biotrophe,
hemibiotrophe und nekrotrophe Pathogene, wAhPEN1 spezifisch in der Nichtwirtsresistenz v
Arabidopsis gegen nicladaptierte Mehlte-Spezies fungiertlipka et al. 200). Um zu untersuchen,
ob die Funktion vorPSAT1/ERP auf die Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis ge(P. infestans
begrenzt ist oder aber auch in Interanen mit anderen Pathogenen eine Rolle spielt, wudie
erplMutanten mit weiteren Pathogenen getestet. Die fxeate mit adaptierten und ni-
adaptierten Mehltaubzw. Anthracnos-Pathogenen wurdedurch R. Fuchdn Kooperation mit V.
Lipka (Georg-Augist Universitat, Gottingerdurchgefuhrt. DieP. syringaeStamme zur Analyse d
Wachstums virulenter, avirulenter und n-adaptierter Bakterien auerpl-Mutanten wurden
freundlicherweise von Justin Lee (IPB, Halle) zarfiélgung gestell
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3.7.1 NICHT-ADAPTIERTE PILZLICHE PATHOGENE

Im Hinblick auf die Bedeutung vo®PSAT1/ERPIfur die Interaktion mit anderen Nichtwirts-
Pathogenen nebdn infestansvurden dieerpl-Mutanten mit dem biotrophen Gersten-Mehl&gh
bzw. dem hemibiotrophen Gurkenanthracnose-Erregerlagenarium (synonym C. orbicularg
behandelt. Die Beurteilung des Phanotyps erfolgt€a@e nach Inokulation im Vergleich zu den

Kontroll-Linien Col-0,gl1 undpen2

Nach Behandlung mitC. lagenariumKonidiosporen konnte fir keine Linie die Ausbildung
makroskopischer Nekrosen auf den inokulierten Blattbeobachtet werden (Abbildung 3-20 A).
Demnach ist die Nichtwirtsresistenz von ArabidopgegenC. lagenariumunabhangig vorPEN2,
was mit den Daten von Shimada et al. (2006) unduriiir et al. (2010) Ubereinstimmt. Auch
PSAT1/ERP&cheint keine essentielle Funktion in der Aufredmltung dieser Nichtwirtsresistenz zu
haben. Aus der Literatur ist bekannt, dass in Epigzellen von Col-0 ungen2einePMR4/GSL5
abhangige Akkumulation von Callose unterhalb GmtletotrichumAppressorien stattfindet (Shimada
et al. 2006, Hiruma et al. 2010). Da im Rahmen Keoperation die Resistenzreaktion geden
lagenariumnur makroskopisch betrachtet wurde, ist keine Agediber die zellulare Abwehrreaktion

dererpl-Mutanten maoglich.

Die Nichtwirtsresistenz gegeBgh scheint durch die Mutation iBERP1verdndert zu sein: Wahrend
bei Col-0 undgll nach neun Tagen keine Chlorosen oder NekroserdewfBlattern beobachtet
worden waren, bildeten sich auf infizierten Blatteron erpl-2 und erpl-3 chlorotische Flecken
(Abbildung 3-20 C). Obwohl die Penetrationsresizteon pen2gegeniibeBgh herabgesetzt ist, was
sich in einem Anstieg des Penetrationserfolgs umer ¢1R-ahnlichen Zelltodreaktion der penetrierten
Epidermiszellen &uf3ert (Abbildung 3-20 B; Lipkaakt2005), wurden keine Chlorosen oder Nekrosen
auf infizierten pen2Blattern beobachtet (Abbildung 3-20 C). Im Gegéns#azu lie3en sich auf
Blattern von pen2erpl-3neun Tage nach Behandlung stark chlorotische &wgeifeststellen
(Abbildung 3-20 C). Die Chlorosen waren offenbameeFolge von Zelltod im Mesophyll, was bei
pen2 nur selten zu beobachten war (personliche Komnatioik R. Fuchs). Die kombinierte
Trypanblau-Anilinblau-Farbung infizierter Blatte® (pi) und anschlielRende Fluoreszenzmikroskopie
ermoglichte die Detektion Callose-haltiger Strukturm Mesophyll vorerpl-3undpen2erpl-3aber
nicht beigll undpen2(Abbildung 3-20 D). Wie bereits fur die Interakiimit P. infestandeobachtet
worden war, ist auch bei der Interaktion mBigh der erpl-spezifische Zelltod mit der Deposition
Callose-haltiger Strukturen im Mesophyll verbundém. Gegensatz zu den nach 6 bis 9 Tagen
sichtbaren Unterschieden war die nach 48 Stunduaitteite Penetrationsrate v&gh und die Anzahl
toter Epidermiszellen an Interaktionsstellen in d&pl-Einzelmutanten und irpen2erpl-3im
Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen bzw. pen2 nicht erhdht (Abbildung 3-20 B). Die verstarkte
Zelltod-Reaktion dererpl-Mutanten nachBgh-Behandlung pragte sich demnach erst in spateren

Phasen der Interaktion aus.
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Aus den hier dargestellten Ergebnissen geht herdaiss PSAT1/ERPLnicht nur fir die
Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis gedeninfestanssondern auch gegenitigghvon Bedeutung
ist. Wie PEN2, scheint auchPSAT1/ERP1keine Funktion in der Nichtwirtsresistenz gegén

lagenariumzu haben.
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Abbildung 3-20. Effekt von Mutationen in ~ ERP1 auf die Nichtwirtsresistenz gegen  Bgh und C. lagenarium.
(A) Reprasentative Aufnahmen des makroskopischen Nichtwirtsresistenz-Phénotyps gegen C. lagenarium. 4-5
Wochen alte Pflanzen wurden mit einer Konidiosporen-L&sung bespriht (lxlO6 Sporen ml'l) und nach 9-tagiger
Inkubation fotografiert. Zwei unabhangige Experimente filhrten zu einem ahnlichen Ergebnis.

(B-D) Nichtwirtsresistenz-Phanotyp von Col-0, gl1, pen2, pen2erpl-3, erpl-2 und erpl-3 gegen Bgh. Die
Inokulation 4-5 Wochen alter Pflanzen erfolgte mit Bgh Sporen, die auf Gerstenpflanzen kultiviert wurden.

(B) Quantifizierung des Penetrationserfolgs von Bgh, 48 Stunden nach Inokulation (48 hpi). Dargestellt ist die
Haufigkeit der erfolgreichen Penetration, wobei die schwarzen Balken das invasive Wachstum in Epidermiszellen
angeben und die grauen Balken den Anteil penetrierter toter Zellen. In zwei unabhéngigen Experimenten wurden
jeweils 100 Interaktionsstellen bewertet, wobei die Autofluoreszenz als Indikator fur die Zelltodreaktion diente.

(C) Reprasentative Aufnahmen des makroskopischen Nichtwirtsresistenz-Phanotyps auf Blattern, 9 Tage nach
Inokulation (9 dpi). Zwei unabhéangige Experimente fiihrten zu einem &hnlichen Ergebnis.

(D) Hellfeld (oben)- und fluoreszenzmikroskopische (unten) Aufnahmen von Mesophylizellen im Bereich der
Interaktionstellen mit Bgh, 6 Tage nach Inokulation. Infizierte Blatter wurden einer kombinierten Trypanblau-
Anilinblau-Farbung unterzogen. Die Bilder représentieren das Ergebnis eines Vorexperimentes.

3.7.2 ADAPTIERTE PILZLICHE PATHOGENE

Komponenten der Nichtwirtsresistenz fungieren z.alich in der basalen Resistenz gegenuber
adaptierten Phytopathogenen. So wurde z.B. geztagsPEN2 und PEN3 zur basalen prainvasiven
Resistenz von Arabidopsis gegentiber dem AnthraeRateogerC. higginsianun{Huser et al. 2009)
und den Mehltau-Pilze®. cichoracearumund Glovinomyces orontibeitragen (Lipka et al. 2005).
Um zu untersuchen, dBSAT1/ERPIn die basale Resistenz von Arabidopsis involvistit wurden

die Infektionsphanotypen vo@. higginsianum G. cruciferarumund G. cichoracearumauf erpl-
Mutanten und Kontrollpflanzen analysiert.
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Die Infektion mitC. higginsianunfuhrte innerhalb von 9 Tagen zur Auspragung klemekrotischer
Flecken bei Col-0 undl1, die beipen2underpl-3deutlich starker ausgepragt waren unddpil-2
undpen2erpl-3son starken Blattchlorosen begleitet wurden (Adbloilg 3-21 A). Die Infektion wurde
in einem Vorexperiment auch mikroskopisch nach iAblauféarbung untersucht, wobei férp1-3
und pen2erpi3 Callose-haltige Strukturen in Mesophylizellen baciiet wurden, fligll und pen2
hingegen nicht (Abbildung 3-21 B). Da keine kombne Trypanblau-Anilinblau-Farbung
durchgefuhrt wurde, ist keine Aussage Uber die &ation von Callose-Deposition und Zelltod
moglich, jedoch weisen die deutlichen Nekrosen @htbrosen vorpen2und dererpl-Mutanten auf
Zelltod hin.

Abbildung 3-21. Effekt von Mutationen in ~ ERP1 auf die Anfalligkeit gegeniiber C. higginsianum.

4-5 Wochen alte Pflanzen wurden mit einer Konidiosporen-L&sung bespriiht (1x106 Sporen mI'l).

(A) Aufnahmen des makroskopischen Infektionsphénotyps. 9 Tage nach Infektion wurden Pflanzen und einzelne
Blatter fotografiert. Zwei unabhangige Experimente fihrten zu einem &hnlichen Ergebnis.

(B) Hellfeld (oben)- und fluoreszenzmikroskopische (unten) Aufnahmen von Mesophylizellen infizierter
Blattbereiche 8 Tage nach Inokulation. Infizierte Blatter wurden einer Anilinblau-Farbung unterzogen. Die Bilder
reprasentieren das Ergebnis eines Vorexperimentes.

Die beiden Mehltau-Pilze5. cruciferarum und G. cichoracearumkdnnen unter kontrollierten
Laborbedingungen Arabidopsis infizieren und ihrebénszyklus vollenden, wob@i. cruciferarum

im Vergleich zu anderen adaptierten Mehltau-Pilaah Arabidopsis relativ wenig sporuliert (Micali
et al. 2008). Die Mehltau-Pilze sind aufgrund ihbbestrophen Lebensweise auf lebende Wirtszellen
angewiesen, dementsprechend ist ein invasives Wawhsicht mit Zelltod assoziiert. Die Infektion
von suszeptiblen Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen (z&l-0 oder ler) mit G. cruciferarumbzw. G.
cichoracearum fuhrt nicht zu sichtbaren Reaktionen, wie Chlormseder Nekrosen, und
mikroskopisch kann lediglich die Bildung von Pagil an Penetrationsstellen beobachtet werden
(Adam und Somerville 1996, Xiao et al. 1997).

Die erpl-Mutanten waren gegenuibé&s. cruciferarum ebenso anféllig wie die Kontroll-Linien
(Abbildung 3-22 A). Die herabgesetzte Penetratiesistenz vorpen2Mutanten scheint die basale
Resistenz gegenub&. cruciferarumnicht zu betreffen, da keine erhéhte Anfalligkesn pen2oder
pen2erpl-Peobachtet wurde. Bei allen untersuchten Linieamke 48 Stunden nach Infektion nahezu
an jeder Interaktionsstelle invasives Wachstum jpid&miszellen beobachtet werden, wobei nur

durchschnittlich 5% der penetrierten Zellen in ro#g&opischen Analysen Zelltod-vermittelte
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Autofluoreszenz aufwiesen (Abbildung 3-22 A). DigdBng von Callose-haltigen Papillen unterhalb
von Pilzstrukturen fand in allen Linien gleichermealstatt (Daten nicht gezeigt). Die Ausbreitung der
Infektion wurde Uber einen Zeitraum von 9 Tagenbaehtet. Nach ca. 7 Tagen wurde ausgedehntes
Mycel auf der Blattoberflache sichtbar und mikrgsisch konnte die Ausbildung von

Konidientragern mit Konidiosporen festgestellt werdpersonliche Mitteilung R. Fuchs).
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Abbildung 3-22. Effekt von Mutationen in ERP1 auf die Anfalligkeit gegenliber  G. cruciferarum und G.
cichoracearum.

Die Infektion 4-5 Wochen alter Arabidopsis-Pflanzen erfolgte mit Golovinomyces-Sporen, die auf den
entsprechenden Wirtspflanzen kultiviert wurden.

(A, B) Quantifizierung des Penetrationserfolgs von G. cruciferarum (A) bzw. G. cichoracearum (B) auf den
jeweiligen Arabidopsis-Linien, 48 Stunden nach Inokulation (48 hpi). Dargestellt ist die Haufigkeit der
erfolgreichen Penetration, wobei die schwarzen Balken invasives Wachstum in Epidermiszellen angeben und die
grauen Balken den Anteil penetrierter Zellen mit Zelltodsymptomen. Die Infektion mit G. cruciferarum wurde
zweimal durchgefiihrt und die Daten beider Experimente wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung
berechnet. Die Daten der G. cichoracearum-Infektion reprasentieren das Ergebnis eines ersten Vorexperiments.
Pro Experiment wurden jeweils 100 Interaktionsstellen bewertet, wobei die Autofluoreszenz als Indikator fir die
Zelltodreaktionen diente.

(C) Aufnahmen des makroskopischen Infektionsphanotyps von G. cichoracearum auf den jeweiligen Arabidopsis-
Linien. 9 Tage nach Infektion wurden sowohl Arabidopsis-Pflanzen als auch einzelne Blatter fotografiert. Die
Bilder reprasentieren das Ergebnis eines ersten Vorexperiments.

Infektionsexperimente miG. cichoracearumwurden bisher erst einmal durchgefihrt. In diesem
Vorexperiment wurden nach 9 Tagen Chlorosen aufiérfen Blattern vorerpl-3 und pen2erpl-3
sichtbar, nicht jedoch bei Col-@l1 und erp1-2 (Abbildung 3-22 C). Auch bepen2 konnten an
Blattrandern Chlorosen beobachtet werden, jedoctenwdie Blatter, wie auch bei Col-§l1 und
erpl-2 von Mycel bedeckt (Abbildung 3-22 C). Dpen2Mutante wurde in der Literatur als starker
anfallig gegentibe®. cichoracearunbeschrieben (Stein et al. 2006). Die starke Myitwkihg auf der
Blattoberflache vorpen2 und die Chlorosen der infizierten Blatter sind ikieh dieser erhdhten
Anfalligkeit, die allerdings nach 48pi noch nicht deutlich wurde (Abbildung 3-22 B). Verthich
beruht die erhdhte Anfalligkeit vopen2weniger auf Defekten der prainvasiven Resistelw aaf
einer Beeintrachtigung der postinvasiven Resistariglicherweise aufgrund des Fehlens des durch
PEN2 gebildeten Toxins (Stein et al. 2006).

Auf den chlorotischen Blattern vopen2erpl-3und erpl-3 bildete sich innerhalb von 9 dpi im
Vergleich zu den anderen Linien deutlich weniger ckly das invasive Wachstum vo®.
cichoracearunoder die Pathogen-induzierte Zelltodreaktion vealoch nach 48 h in desrpl-Linien

nicht verschieden zu den Kontrollpflanzen (AbbilduB-22 B, C). Das Merkmal der Sporulation
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wurde nicht erfasst, sollte aber in zuklnftigen &ipenten analysiert werden, um die
moglicherweise erhdhte Resistenz ymmn2erpl-3und erpl-3zu verifizieren. Da die Merkmale der
Blattchlorosen und verminderten Mycelbildung nichtler T-DNA-Insertionslinieerp1-2 beobachtet
wurden, konnte die offenbar erhéhte Resistenz eqpl-3 und pen2erpl-3auf einersecond site
Mutation und nicht allein auf der Mutation REAT1/ERPberuhen.

3.7.3 BAKTERIELLE PATHOGENE— PSEUDOMONAS SYRINGAE

Um die Rolle vorERP1in der Nichtwirtsresistenz bzw. der basalen Resisgegenuber bakteriellen
Pathogenen zu untersuchen, wurden Blatter wpl-Mutanten und Kontrollpflanzen mit
verschiedenenP. syringaeStammen infiltriert und das bakterielle Wachstuncmavier Tagen
quantifiziert. P. gyringae pv. omato (Psh 16st in Tomaten die bakterielle Blatt- und
Fruchtfleckenkrankheit aus. Im Gegensatz zu dem Aauthaliana Col-0 virulenten StamnPst
DC3000 ist der StamniPst DC3000 avrRpm1 der das Avr-GeravrRpmlaus P. syringae pv.
maculicolaexprimiert, avirulent. Entsprechend der Gen-funr&pothese wird avrRMP1 in Col-0
durch das Genprodukt des entsprechenden R-GRRAM1 erkannt (s. 1.1), wodurch eine
hypersensitive Zelltodreaktion induziert und somié Resistenz gegen das biotrophe Pathogen
vermittelt wird (Debener et al. 1991P. syringae pv._phseolicola (Pph) ist der Erreger der
Fettfleckenkrankheit von Bohnen und nicht in dergéaA. thaliana zu befallen. Die
Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis gegeniPeh ist nicht mit einer HR-ahnlichen Zelltodreaktion
verbunden, induziert aber die Akkumulation von ARatein und diePMR4abhéngige Deposition

von Callose (Ham et al. 2007).

Phanotypisch konnten fiir keinen der drei BakteB&irnme deutliche Unterschiede an den
Infiltrationsstellen der verschiedenen Linien festgllit werden. Die Pst DC3000-Infiltrationsstellen
wiesen nach 4 Tagen wassrige Lasionen auf, im &erder Infiltrationsstellen vorPst DC3000
avrRpm1l bildeten sich Chlorosen und die Infiltration niph filhrte zu keiner makroskopisch
sichtbaren Reaktion auf den Blattern (Daten nictteigt). Pph-behandelte Blatter wurden einer
kombinierten Trypanblau-Anilinblau-Farbung unterengind fluoreszenzmikroskopisch analysiert. In
allen Linien wurden in grol3en Bereichen Uber didttationsstelle hinaus Callose-haltige Papillen i
Epidermiszellen beobachtet. Dezpl-Mutanten wiesen keine deregulierte Callose-Defosioder

Zelltod in Mesophylizellen auf (Daten nicht gezgigt

Die makroskopischen Beobachtungen legen nahe sddsdieerpl-Mutanten in ihrer Reaktion gegen
die verwendeterP. syringaeStamme nicht von den Kontrollpflanzen unterscheidem dies zu
verifizieren, wurde die Vermehrung der Bakterierdé@n Pflanzen analysiert. Die Inokulation &hst-
Stamme erfolgte mit einer (iber die optische Di¢iByy) ermittelten Konzentration von 1x16fu
ml™. Die Anzahl der tatséchlich infiltrierten Bakteriaar in allen 4 Experimenten mit weniger als 10
cfu cm? sehr gering (Abbildung 3-23 A, B), beeintrachtigtieer nicht das Bakterienwachstum im

weiteren Verlauf der Experimente. Das Wachstum RetDC3000 war nach 4 Tagen émpl-3, mit
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5,3 x 10 cfu cni? im Vergleich zugll, mit 2,3 x 16 cfu cm? um ca. eine halbe Zehnerpotenz
reduziert, fir die Gbrigen Linien wurde kein sigikédinter Unterschied ermittelt (Abbildung 3-23 A).

Beim avirulenten Stamm war der Anstieg des Bakteveechstum nach 4 Tagen um durchschnittlich
zwei Zehnerpotenzen geringer als beim virulent@am$t (Abbildung 3-23 B). Unterschiede zwischen

den einzelnen Linien konnten hier nicht festgeistedirden.

Die Inokulation vonPph erfolgte mit 1x18 cfu mr*, wobei durchschnittlich 1x£afu cm? infiltriert
wurden (Abbildung 3-23 C). Die Zahl der Bakteriearmehrte sich innerhalb von 4 Tagen um
maximal 2 Zehnerpotenzen. Nach 4 Tagen war daseBektvachstum ierpl-3undpen2erpl-3m
Vergleich zugll und pen2 leicht erhoht. Das bakterielle Wachstum in der NA3Insertionslinie
erpl-2unterschied sich nicht von dem in Col-0, was wiadedarauf hindeutet, dass die reduzierte
Nichtwirtsresistenz vorerpl1-3 und pen2erpl-3gegeniberPph vielmehr auf einersecond site-
Mutation als auf dem Verlust vd?SAT1/ERPDberuht. Da auch die anscheinend gesteigerte Bezist
gegenubePstDC3000 nur furerpl-3beobachtet werden konnte, ist anzunehmen, dasstibhgn in
PSAT1/ERPHie Reaktion vo\. thalianagegenuber bakteriellen Pathogenen nicht beeimfifuss

Die Tabelle 3-1 (néchste Seite) zeigt eine Ubetsibkr die Ergebnisse der Pathogen-Behandlungen.

Pst Dc3000 B PstDc3000 avrRpm1 C
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Abbildung 3-23. Effekt von Mutationen in  ERP1 auf die Reaktion gegenuber P. syringae

Wachstumsassay mit den P. syringae pv. tomato (Pst) Stammen DC3000 (A) und DC3000 avrRpm1l (B) sowie
mit P. syringae pv. phaseolicola (Pph, C). Blatter wurden mit 1x10° cfu ml* (Pst) bzw. 1x108 cfu ml™* (Pph)
infiltriert, direkt nach der Infiltration (0 dpi) und nach 4 Tagen (4 dpi) geerntet, um das bakterielle Wachstum zu
ermitteln. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung aus 4 (Pst, n=24) bzw. 3 (Pph, n=18)
Experimenten. Werte, die sich signifikant von denen der entsprechenden Kontrollpflanzen unterscheiden, wurden
durch Sternchen markiert (Mann WhitneyTest; *, p<0,05; **, p<0,01). Die Kontrollpflanzen entsprechen dabei dem
genetischen Hintergrund der jeweiligen erpl-Mutanten.
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Tabelle 3-1. Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Pathogen-Assays

. |n_terakt|0n Reaktion deerpl-Mutanten im Durchgefihrte
Pathogen Lebensweisemit . o ;
: Vergleich zu den Kontroll-Linien Experimente
A. thaliana
makro mikro
S starkere Zelltodreaktion und
& Bgh biotroph Nichtwirt  deregulierte Callose-Deposition im 2 1
5 Mesophyll
% G. cruciferarum biotroph Wirt keine Unterschiede 2 2
§ G erpl-3undpen2erpl-Ztarke Chlorosen
A ) biotroph Wirt und anscheinend resistenter, 1 1

cichoracearum nicht abererpl-2

[<B) . . .
3 5 C.lagenarium  hemibiotroph  Nichtwirt ke!ne Unterschiede, keine Chlorosen, 2 -
S g keine HR
@
<1 N - . erpl-Mutantenanfélliger, aber generell
E v C. higginsianum hemibiotroph Wirt schwache Infektion 2 1
9 pbstDC 3000 biotroph wirt, erpl-3resistenter, nicht aberpl-2und 4 i
@ X virulent pen2erpl-3
0 © ;
o PstDC 3000 biotroph W|_rt, keine Unterschiede 4 -
%0 avrRpml avirulent
4
0 0O ey
Li: Pph biotroph Nichtwirt erpl-3undpen2erpl-Aanfalliger, 3 1

nicht aberrpl-2

makro/ mikro, makro- und mikroskopische Analyse ladektion

3.8 REAKTION VON erplMUTANTEN AUF DEN BAKTERIELLEN ELICITOR FLG22

Die Erkennung und Bindung des bakteriellen PAMRgEllin bzw. des konservierten flg22-Peptids
durch den FLS2-BAK1-Rezeptorkomplex initiiert vehdene Abwehrreaktionen in Arabidopsis
(Gomez-Gomez und Boller 2000, Chinchilla et al. &0Chinchilla et al. 2007). Zusatzlich wurde
nach Behandlung von Arabidopsis-Keimlingen mit #g@ine starke Inhibierung des Wurzel- und
Sprosswachstums in Abhangigkeit der flg22-Konzgionabeobachtet (Gomez-Gomez et al. 1999).
Da FLS2, BAK1 und andere Rezeptor-ahnliche Protemeh flg22-Perzeption in Plasmamembran-
Mikrodomanen mit reduzierter Detergenzien-LoslighkBRMs, s. 1.4.1) akkumulieren (Morel et al.
2006, Keinath et al. 2010), wird fur Membran-Mikooddnen eine funktionelle Bedeutung fur
Signalweiterleitungs-Prozesse nach PAMP-Erkennumge@ommen (Mongrand et al. 2010).
Aufgrund der Anreicherung von Sterolen, Sterolgiiden und Sphingolipiden in DRMs (Laloi et al.
2007), sollte ein moglicher Einfluss der verander&erolhomdostase erpl-Mutanten auf DRMs
und damit auf die flg22-Perzeption und Signaltrathsidn getestet werden. Daflr wurde zum einen
die Expression der GerRESPIRATORY BRST_XIDASE_HOMOLOGUE D (RBOHD), FLG22-
INDUCED RECEPTOR-LIKE_KNASE 1(FRK1) und OXIDATIVE SIGNAL-NDUCIBLE 1 (OXI1)
und zum anderen die Inhibierung des Wurzelwachsaeh flg22-Behandlung untersucht. Das Gen
RBOHD kodiert eine NADPH-Oxidase, die hauptséchlich i@ Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) nach PAMP-Erkennung involviert ist. Die Kipa®XI1 ist downstream des ROS-Signals fur
die Aktivitat der MAPKs MPK3 und MPK6 von BedeutuiiBentel et al. 2004). Das Gen fur die
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Rezeptorkinase FRK1 wurde schon in anderen Stugl@iReportergen fur friihe Abwehrreaktionen
(30 min) nach flg22-Behandlung verwendet (Asail €2@02).

Fur die untersuchten Gene wurde eine gesteigefpecEsion nach flg22-Perzeption beschrieben, die
auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachéztien konnte (Abbildung 3-24 A und B). Die
Expression der jeweiligen Gene war 4 Stunden ng@2 Behandlung im Vergleich zu unbehandelten
Pflanzen deutlich induziert, wobei keine Untersdeiewischen Col-0 unerp1-2bzw.gl1l underpl-3
festgestellt wurden. Demnach fiihren MutationefERP1nicht zu einer verdnderten Expression der
untersuchten flg22-responsiven Gene. GemeinsandenitErgebnissen dé&. syringaeBehandlung

(s. 3.7.3) deutet dies darauf hin, dass die bd®adestenz gegenulber bakteriellen Pathogenenpii

Mutanten nicht beeintrachtigt ist.

A B c Inhibierung des Wurzelwachstums

< RBOHD FRK1 oxXi1 RBOHD FRK1 oxXi1 ¢}

o 15 - flg22 +flg22

2 1 82(;) be | ggif T a g* 2 - flg

g erp1-3 L — dxk Hkk

& 40 Q10 - —

2 3 3 30 e

9] = AL D AN

% 2 g5 3 &

= 1 =]

© 0 =

[ 5 & -+ -+ T3 NN S TN N

- N N N N N N
fig22 PO PP

Abbildung 3-24. flg22-Behandlung fuhrt zu einer std  rkeren Inhibierung des Wurzelwachstums von erpl-
Keimlingen

(A, B) Vergleich der relativen Expression der flg22-responsiven Gene RBOHD, FRK1 und OXI1 in Col-0 und
erpl-2 (A) bzw. in gll1 und erpl1-3 (B), 4h nach Zugabe von flg22 (10uM). Die relative Expression der jeweiligen
Gene wurde durch gRT-PCR ermittelt, wobei PP2A als Referenzgen diente. Dargestellt ist der ACT-Wert als
Mittelwert aus 3 Experimenten mit 6 biologischen Replikaten und die entsprechende Standardabweichung. Die
Buchstaben kennzeichnen signifikant verschiedene Klassen der relativen Expression (Zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Bonferroni's post-hoc Test, p<0,001).

(C) Erhéhte Wurzelwachstumsinhibierung bei erpl-2 und erpl-3 im Vergleich zu Col-0 bzw. gl1. Die flg22-
Behandlung (schwarze Balken) erfolgte tber 9 Tage nach einer flinftagigen vertikalen Anzucht auf normalen
ATS-Agar-Platten. Zur Bestimmung der Wurzelwachstumsinhibierung wurde auch die Wurzellange unbehandelter
14-Tage alter Keimlinge gemessen (weil3e Balken). Dargestellt sind die Mittelwerte der Wurzelldangen aus 3
Experimenten mit entsprechender Standardabweichung (n = 360). Die prozentuale Inhibierung des
Wurzelwachstums nach Stressbehandlung ist iiber den schwarzen Balken vermerkt. Die Sternchen kennzeichnen
statistisch signifikante Unterschiede der Wurzellange der jeweiligen erpl- und Kontroll-Linie (student’s t-test,
p<0,001).

Interessanterweise zeigten digpl-Mutanten im Vergleich zu den Kontroll-Linien einverstarkte
Inhibierung des Wurzelwachstums auf Agarplatten 1ituM flg22. Besonders deutlich wurde dies
bei erpl-3, mit einer im Vergleich zwyll um 15% starkeren Inhibierung des Wurzelwachstums.
Allerdings wurde das geringere Wurzelwachstum wwpl-3Keimlingen auf Agar-Platten ohne
flg22, das schon in Abschnitt 3.2.2 beschriebendeorwar, auch hier beobachtet und muss bei der
Interpretation der Ergebnisse beachtet werden. d3aVdurzelwachstum voerpl-2 auf Agarplatten
ohne flg22 mit dem von Col-0 vergleichbar ist, @twtas reduzierte Wurzelwachstum wpl-3und
pen2erpl-3(s. 3.1.1) auf einesecond siteMutation und nicht auf einen pleiotropen Effektr de
Mutation inERP1hin. Im Vergleich zu Col-0 war das Wurzelwachstuom erp1-2auf flg22-haltigen
Agarplatten um 3% stéarker inhibiert. Dieser Effe@hnte aufgrund der groRen Stichprobenmenge aus

drei unabhangigen Experimenten statistisch abgegickerden. Demnach sind rpl-Mutanten
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frihe Reaktionen und Signalwege nach flg22-Peraapticht beeintrachtigt, die Toleranz gegeniber

einer andauernden Stresssituation scheint hingeiggeschrankt.

3.9 MICROARRAY-ANALYSEN — GENEXPRESSIONSMUSTER VORRPL-MUTANTEN

In den bisher erlauterten Experimenten wurden fipeke Stoffwechselwege, Genexpressionen oder
Resistenzreaktionen ierpl-Mutanten und Kontrollpflanzen untersucht und mniggider verglichen.
Zusétzlich sollten Microarray-Experimente einen tiftiek tiber globale Veranderungen der basalen
und P. infestansnduzierten Genexpression ierpl-Hintergrund erméglichen. Durch Verwendung
des Arabidopsis ATH1 GeneChips® von Affymetrix wemnd24000 Gene des Arabidopsis-Genoms
erfal3t, deren Expression ghl, pen2 pen2erpl-3underpl-3nach Behandlung mR. infestandzw.
Wasser untersucht wurden. Um einen Eindruck debchein Verlaufs transkriptioneller Reaktionen
zu erhalten, wurden Proben nach 6 und 12 Stundemigé. Die Affymetrix-Daten wurden mit Hilfe
der offentlich verfligbaren Software ROBIN statigti@usgewertet (Lohse et al. 2010).

3.9.1 KONSTITUTIV DIFFERENTIELL EXPRIMIERTEGENE

Um den Einfluss dererpl-Mutation auf die basale Genexpression zu untesuchvurde das
Expressionsprofil Wasser-behandelenpl-Mutanten und Kontroll-Linien miteinander vergliche
erpl-3 mit gl1 (erpl-3/ gl1l) und pen2erpl-3mit pen2 (pen2erpl-3/ pen2Ppa die Microarray-
Experimente mit nur einmal riickgekreuzten Pflandarchgefiihrt wurden, konnte der Einflul von
second sitdMutationen auf das Expressionmuster \@pl-3 und pen2erpl-3nicht ausgeschlossen
werden. Um diesen Effekt zu verringern, wurden digr Gene als spezifisch egrpl-3 differentiell
exprimiert angesehen, die sowohlerpl-3/ gllals auch irpen2erpl-3/ pen®entifiziert wurden (s.
Anhang 8.11). Zusatzlich wurde die Genexpressionsddabehandeltepen2 und gl1l-Proben
verglichen pen2/gl). Da eine konstitutive Expression unabhangig voeitpZinkt der Ernte sein
sollte, wurden nur die zu beiden Zeitpunkten (6 @&dhpi) identifizierten Gene als signifikant und
konstitutiv differentiell exprimiert beurteilt. E8m Uberblick tiber die Gene, die entweder nach 6 ode
12 Stunden in einem oder mehreren Genotypen diffiete exprimiert wurden, gibt Anhang 8.11.
Abbildung 3-25 A fasst die Gene zusammen, dereml®aBxpression ipen2- bzw. erpl-3im
Vergleich zugll veréandert war. Deren relativ geringe Anzahl zedgiss die Mutationen ipen2bzw.
erpl-3das Expressionsprofil unbehandelter Pflanzen kiaeeinflussen. Im Vergleich zyll wiesen

in pen2nur 4 Gene eine konstitutiv veranderte Expressioh PR1 und Atlg76960zeigten eine
erhohte Transkriptakkumulation, wahrend wenigemskaipt von PEN2- und At2g30320detektiert
wurde (Abbildung 3-25 A). Die reduzierte Transkalgtumulation vorPEN2geht vermutlich auf die
Mutation in pen2 zuriick, welche zu einem STOP-Codon in Exon 2 BESI2Gens fuhrt. Bisher
wurde der Verlust von PEN2 pen2Mutanten nur auf Protein-Ebene gezeigt (Lipkal e2@05). Die

Identifizierung vonPEN2 als konstitutiv differentiell exprimiertes Gen pen2 zeigt, dass die im



Ergebnissel79

Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten \&chle und Berechnungen fir die Analyse des

Genexpressionsmusters in verschiedenen genetistthargrinden geeignet waren.

Die erhdhte PRXTranskriptakkumulation in Wasser-behandeltgen2Pflanzen konnte in zuvor

durchgefuhrten Northern-Blot-Analysen nicht detektiverden (s. 3.6.1).

Fur die GendNAD4 undBON2wurde inpen2erpl-underpl-3eine im Vergleich zypen2bzw. gll
verringerte Transkriptakkumulation beobachtet (Adioig 3-25 A). NAD4 ist eine mitochondrial
kodierte Untereinheit der NADH-Dehydrogenase (Mol®01) und BON2 gehdrt zur Familie der
Copine (CPN, S. Yang et al. 2006). Aufgrund der Kii@m der BON/CPNGenfamilie als negative
Regulatoren von Zelltodreaktionen BION2 ein interessantes Kandidatengen, dessen veranderte
basale Expression moglicherweise egpnl-spezifische Resistenzreaktion beitragt. Allerdinggten

die T-DNA-Insertionslinien bon2 (SALK _056651) undbon2-2 (SALK_116382) sowie nad4
(SALK _144034) in zwei unabhangigen Experimentemé&ri HR-Phanotyp nach Inokulation riit
infestans(Daten nicht gezeigt). Durch gRT-PCR sollte dieawelerte Transkriptakkumulation von
BON2in erpl-3undpen2erpl-3iberpruft werden. Da in der Zwischenzeit die Riiekkungen von
erpl-3mit gl1 bzw. vonpen2erpl-3mit pen2weitergefiihrt worden waren, wurden neben Pflanzen
der ersten Ruckkreuzungsgeneration (BC1) aus demolftiray-Experimenten, auch Pflanzen der
dritten Generation (BC3) getestet. Zusatzlich wordike erpl-Allele erpl-4 (BC1) und erpl-2
untersucht, die in den Microarray-Experimenten nigrtreten waren. Die reduzierte Expression von
BON2konnte nur flrerpl-3undpen2erpl-Ader BC1 bestétigt werden, alle anderen getestateh
Linien waren mit Col-0gl1 und pen2 vergleichbar (Abbildung 3-25 B). Die in den Microay-
Experimenten beobachtete veranderte basale ExpnessnBON2 scheint demnach auf einsgcond
site-Mutation zu beruhen, die in den Ubrigerpl-Mutanten nicht vorhanden ist und im Laufe der

Ruckkreuzungen awerpl-3undpen2erpl-3rerloren ging.

In pen2und denerpl-Mutanten, aul3eerpl-2 wurden nach Behandlung n#t infestanseine im
Vergleich zu unbehandelten Pflanze leicht erh&@&2 Transkriptmengen beobachtet. Bisher wurde
fur die BON/CPNGenfamilie nur eine Funktion in R-Gen-vermitteltResistenzreaktionen und der
damit verbundenen Zelltodreaktion beschrieben (&gret al. 2006). Di€. infestandnduzierte
Genexpression volBON2 in pen2 und erpl-Pflanzen deutet jedoch auch eine Funktion in der

Nichtwirtsresistenz an.

Die Expression votNAD4 wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht isuteht. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die reduzierte Exgvaa®rpl-3 und pen2erpl-3ebenfalls auf einer

Hintergrundmutation beruht.

Um die ldentifizierung falsch-positiver Kandidatemg zu vermeiden, sollten kinftige Microarray-
Experimente mit haufiger riickgekreuztem Pflanzeenmt durchgefiihrt werden, was aufgrund des

Zeitrahmens in dieser Arbeit nicht mdglich war.
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Abbildung 3-25. Die konstitutiv verminderte Transkr iptakkumulation von  BON2 im erpl-3 (BC1)-
Hintergrund beruht auf einer Hintergrundmutation.

(A) Zusammenfassung der in pen2 und erpl-3 konstitutiv differentiell exprimierten Gene, deren Gennummer
(AGI-Code) und Bezeichung in TAIR (TAIR-Annotation).

(B) Relative Expression von BON2 in unbehandelten Pflanzen und 6 Stunden nach P. infestans-Inokulation
(5x105 Sporen ml'l). Die relative Expression wurde durch gRT-PCR ermittelt, wobei PP2A als Referenzgen
diente. Dargestellt ist der ACT-Wert als Mittelwert aus 3 Experimenten mit 4 biologischen Replikaten und die
entsprechende Standardabweichung. Sternchen kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen P.
infestans-behandelten und -unbehandelten Pflanzen (Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni's post-hoc
Test, *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001).

3.9.2 NACH BEHANDLUNG MIT P. INFESTANSDIFFERENZIELL EXPRIMIERTE

GENE

Die Mutantenpen2, erpl-3 und pen2erpl-3reagierenauf Behandlung miP. infestansmit einer
makroskopisch sichtbaren HR, die in Wildtyp-Pflamzécht zu beobachten ist. Dabei unterscheidet
sich der HR-Phéanotyp darpl-Mutanten, mit Zelltod und deregulierter Callose Mesophyll (s.
3.1.2),von dem dempen2Mutante. Unter Normalbedingungen unterscheidet dah Wachstum der
erpl-Mutanten kaum von dem der Kontroll-Linien. Die Marray-Experimente zeigten, dass sich
dementsprechend auch das basale Genexpressionsdiasts Linien kaum unterscheidet (s. 3.9.1).
Die Unterschiede derP. infestansnduzierten Nichtwirtsresistenz-Phanotypen vgil, pen2,
pen2erplund erpl-3 lassen starkere Veranderungen im Expressionspnafdh P. infestans
Behandlung vermuten. Zur Identifizierung differesikzi exprimierter Gene wurden die
ExpressionsprofileP. infestans und Wasser-behandelter Proben jedes Genotypsinanitker
verglichen. Um aufRerdem einen Eindruck von allgeemwi transkriptionellen Reaktionen und
Genotyp-spezifischen transkriptionellen VerdndeamaachP. infestan®8ehandlung zu erhalten,
wurden die in den einzelnen Genotypen differentedprimierten Gene mehrfachen Vergleichen
unterzogen. Abbildung 3-26 gibt die Zahl demid, pen2, erpl-3ind pen2erpl-AachP. infestans-
Behandlung differentiell exprimierten Gene wiedaend die Venn-Diagramme Veranschaulichen die
Uberlappungen zwischen den Genotypen. In Anhang 8itd fiir alle Vergleiche die zehn am
starksten differenziell exprimierten Gene repréas@ntaufgefihrt. Im Allgemeinen ist festzustellen,
dass 6 Stunden naéh infestanBehandlung in allen Genotypen mehr Gene diffeedintixprimiert

werden als nach 12 StundeR. infestangnduzierte Veranderungen der Genexpression scheinen
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demnach vor allem zu sehr frilhen Zeitpunkten natdktion stattzufinden. AuRerdem wird deutlich,
dass die herabgesetzte Penetrationsresistgpenidund pen2erpl-3m Vergleich zugll und erpl-3

mit einer viel htheren Anzahl differentiell exprienier Gene korreliert ist.

Von den 765 Genen, die sechs Stunden nach Behandturallen Genotypen eine veranderte
Genexpression aufwiesen, zeigten ca. 80% eine ®&rhdamd nur 20% eine verringerte
Transkriptakkumulation (Abbildung 3-26 A). Verstérkanskribiert wurden v.a. Gene, die fir
Transkriptionsfaktoren kodieren oder die in besttermPrimérstoffwechseln zur Energiegewinnung,
bei Transportprozessen, in der Signalweiterleitdiig,Proteinmodifikationen oder in der biotischen
Stressantwort eine Rolle spielen (Abbildung 3-ZBgtrachtet man Hormon-responsive Gene, so
scheinen nur Gene der Ethylen-Signaltransduktioth Aaxin-induzierte Gene einer differentiellen
Expression naclP. infestandBehandlung zu unterliegen (Abbildung 3-27). 12 n8en nachP.
infestansBehandlung war die Zahl der in allen Genotyperiedsntiell exprimierten Gene mit 351
deutlich kleiner (Abbildung 3-26 B), doch auch hieurde ein Grol3teil der Gene aktiviert, vor allem
Gene fur Transportprozesse und biotischen Streskilgung 3-27) PAD3-Transkripte akkumulierten

in allen 4 Genotypen nach P. infestans-Behandlamgtérksten (s. Anhang 8.12).

In pen2bzw. pen2erpl-3vurden 6 Stunden nadh infestandnfektion Uber 3800 Gene differentiell
exprimiert, wobei Uber 60% in beiden Genotypenoyjleimalien reguliert werden, von denen fur tber
die Halfte (1428 Gene von insgesamt 2360) eine argkéich zu den Wasser-Kontrollen verringerte
Transkriptakkumulation zu verzeichnen war (AbbilguB-26 A). Einen starken Einfluss hat dte
infestansBehandlung v.a. auf Prozesse des primaren Stofisets, auf Transkriptionsfaktoren,
Proteinmodifikation sowie -abbau und Transportpssee(Abbildung 3-27). Auch 12 Stunden nach
Behandlung unterliegen Gene, die den oben genarfntdtionalen Gruppen zuzuordnen sind, der
starksten Regulation (Abbildung 3-28), wobei vom @a. 1790 differentiell exprimierten Genen fir
938 Gene eine verringerte Transkriptakkumulatiotekteert wurde (Abbildung 3-26 B). Eines der
sowohl in pen2 als auch inpen2erpl-3zu beiden Zeitpunkten nach Pathogen-Behandlung am
starksten transkribierten Gene ist AVIN-DEPENDENT MONOOXYGENASE 1 (FMO1, s.
Anhang 8.12).

Trotz der inpen2und pen2erpl-3zu grof3en Teilen gleichen Regulation &erinfestansnduzierten
Genexpression konnten auch Gene identifiziert werde nur inpen2bzw. pen2erpl-3differentiell
exprimiert werden. Die 425 (6 hpi) bzw. 326 (12)hgpezifisch inpen2erpl-3regulierten Gene
(Abbildung 3-26) sind dabei von besonderem Intexesk® deren veranderte Expression auf die
Mutation inerpl-3 oder aber ausecond sitdutationen zuriickzufiihren ist. jpen2erpl-3werden
vor allem Transkriptionsfaktoren und Transportvorgg differentiell reguliert (Abbildung 3-27 und
3-26). Gene mit Funktionen im Primarstoffwechsetdea groRtenteils reprimiert (Abbildung 3-27
und 3-26). Interessant ist die relativ hohe Anzakiivierter Gene der abiotischen Stressantwort,
wobei es sich zum grof3ten Teil um Gene fir HitzeskiProteine (HSPs) handelt. Die
Transkriptakkumulation vomMSP70ist um das 14-fache erhéht (s. Anhang 8.12). Inghéch zu 6
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hpi werden 12 Stunden nach Behandlung mehr Gemdearktwobei vor allem Gene betroffen sir

deren Genprodukte fir den Proteinabbau von Bedgusimal

In erpl-3werden m Vergleich zupen2erpl-3viel weniger Gend®. infestansabhéngig differentie
exprimiert. Die Mutation irERP1scheint das Genexpressionmuster nicht stark zunthessen, abe
in Kombination mitpen2eine Vielzahl transkriptioneller Anderungen zu izieren. Die inerp1-3
spezifisch differentiell exprimierten Gene kdonntmweder ausecond sitéviutationen beruhen, d
in pen2erpl-3nicht vorhanden sind, oder aber auf Genen, dereprelSgion nur belPEN2
Wildtypfunktion veréndert sind. 12 StundnachP. infestandnfektion zeigte nuAtlg7827, das fur
die UDP-Glycosyltransferase 85k4ddiert, eine erhéhte Transkriptakkumulation.

Zusammenfassend wurde in den Micros-Experimenten zwar ein Uberblick liber die ba:
Genexpression und uber globale Verénderungen daexpeession irgll, pen2, pen2er-3 und
erpl-3 nach P. infestandBehandlun gewonnen, die Mechanismen, die zur Eehung deserpl-

spezifischen HR-Phanotyps fuhréonnten jedoch nicht aufgeklart werden.

B
penz-1 Pinf 6 hpi penerpi-3 pen2-1 Pin 12 hpi pen2em1-3
3893 3822 3031 2642

emni-3
436

A

13 )0 1B 11311

Abbildung 3-26. Nach P. infestans-Behandlung differentiell exprimierte Gene in gll, pen2, pen2erpl-3 und
erpl-3.

Das Venn-Diagramm zeigt Uberlappungen differentiell exprimierter Gene in gl1, pen2, pen2erpl und erp1-3, 6 (A)
oder 12 (B) Stunden nach Behandlung mit P. infestans (5x105 Sporen ml'l). Angegeben ist die Gesamtzahl der
differentiell exprimierten Gene. Dabei wurden nur Gene betrachtet, deren Transkriptakkumulation im Vergleich zu
unbehandelten Pflanzen mindestens um das 2-fache erhéht (1) oder erniedrigt (|) waren
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Abbildung 3-27. Differentielle Genexpression in gll, pen2, erpl-3 und pen2erpl-3 nach P. infestans-
Behanldung (6_hpi ).

Gezeigt ist die Anzahl der Gene, die entweder in allen Genotypen (gl1, pen2, pen2erpl1-3 und erpl1-3) (1. Graph)
bzw. in pen2 und pen2erpl-3 (2. Graph) oder ganz spezifisch in den einzelnen Mutanten pen2 (3. Graph) bzw.
pen2erpl-3 (4. Graph) differentiell exprimiert werden. Dabei wurden nur Gene betrachtet, deren
Transkriptakkumulation im Vergleich zu Wasser-behandelten Pflanzen mindestens um das 2-fache erhdht (griin)
oder erniedrigt (rot) war. Die Gruppierung der Gene erfolgte entsprechend der TAIR-Eintrdge Uber die Funktion
der Genprodukte. Gene unbekannter Funktion sind nicht aufgefihrt.
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Abbildung 3-28. Differentielle Genexpression in gll, pen2, erpl-3 und pen2erpl-3 nach P. infestans-
Behanldung (12 hpi ).

Gezeigt ist die Anzahl der Gene, die entweder in allen Genotypen (gl1, pen2, pen2erpl1-3 und erpl1-3) (1. Graph)
bzw. in pen2 und pen2erpl-3 (2. Graph) oder ganz spezifisch in den einzelnen Mutanten pen2 (3. Graph) bzw.
pen2erpl-3 (4. Graph) differentiell exprimiert werden. Dabei wurden nur Gene betrachtet, deren
Transkriptakkumulation im Vergleich zu Wasser-behandelten Pflanzen mindestens um das 2-fache erhoht (griin)
oder erniedrigt (rot) war. Die Gruppierung der Gene erfolgte entsprechend der TAIR-Eintrage Uber die Funktion
der Genprodukte. Gene unbekannter Funktion sind nicht aufgefiihrt.
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3.10BEDEUTUNG VON STEROLESTERN IN DEM WIRTSPATHOGENSYSTEM

KARTOFFEL—P. INFESTANS

Um die Rolle von SEs in einer Wirtspflanze Wninfestanzu analysieren, wurden die Sterollipide in
Kartoffelblattern vor und nach Behandlung rRit infestansquantifiziert und die Funktion eines
AtPSAT1/ERP1-Homologs in Kartoffel untersucht. lerRologieuntersuchungen mit dem Programm
WU-BLAST 2.0 der TIGRPIant Transcript Assemblid3atenbank wurde de®. tuberosurREST
TA31107_4113 (http://plantta.jcvi.org) identifizier der auf Proteinebene eine 71%-ige
Sequenzidentitat zu dem C-Terminus von AtPSAT1/EREwveist (s. Anhang 8.7). Mit Hilfe des zu
AtPSAT1/ERP1homologen ESTs TA46269 4081 aw®& lycopersicumund der verfigbaren
vollstindigen Genomsequenz von Tomate wurde diest@édur vonStPSATrekonstruiert und mit
der vonAtPSAT1/ERPYerglichen: Die Position von Exons und Intronsdet beiderPSAFGenen
stark konserviert (personliche Mitteilung Dr. S.gahbl, IPB, Halle). Um die Bedeutung von SEs in der
Wirtsinteraktion zwischen Kartoffel undP. infestans zu untersuchen, wurden transgene
Kartoffelpflanzen mit reduzierteBtPSATEXpression $tIPSATRNAI) oder konstitutiver Expression
von AtPSAT1/ERPI1(Pro35S:ERP1) bzwerpl-3 (Pro35S:erpl-3) generiert. Die Analyse d&r
infestansBiomasse und der Sterollipid-Zusammensetzung &tt&in der transgenen Kartoffel-Linien
sollte klaren, ob transgene Pflanzen eine veréa@drolhomoostase und eine veranderte Anfélligkeit

gegenibeP. infestansaufweisen.

3.10.1VERANDERUNGEN IM STEROLPROFIL VON S. TUBEROSUM DURCH P.

INFESTANS

Die Expression vorStPSATund die Sterollipid-Zusammensetzung _inldtyp-Pflanzen (WT) und
empty \ector (EV)-Kontrollen wurde 3 Tage nach BehandlungFn infestandsehandeltem und -
unbehandeltem Blattmaterial untersucht. WahrendBaieandlung mitP. infestansbei Arabidopsis
keine Veranderung dektPSATiTranskription bewirkte (s. 3.3), war die Akkumudat desStPSAT-
Transkripts in inokulierten Kartoffelblattern im ¥geich zu unbehandelten Proben deutlich reduziert
(Abbildung 3-29 A). Interessanterweise wurde indetelten Kartoffelblattern trotz der verminderten
StPSATEXpression eine signifikant erhohte SE-Menge geemes(Abbildung 3-29 B). DieP.
infestansinduzierte Steigerung der Sterolestersynthese weln &ei Arabidopsis beobachtet worden
(s. 3.4).

Die Mengen und der Anteil der verschiedenen Sipidd an der Gesamtheit der gemessenen Sterole
in Kartoffelblattern waren im Vergleich zu Arabidip verschieden (Tabelle 3-2). Wahrend in
Arabidopsis-Blattern die FS den grofRten und die ASd&n kleinsten Anteil der Sterollipide
ausmachten (s. 3.4), war in Kartoffelblattern dienge der ASGs am hdchsten, gefolgt von FS, SGs
und SEs (Abbildung 3-29 B). Dabei entsprach die §¢eder Sterollipide einem prozentualen Anteil
von 47% ASG, 32% FS, 20% SG und 1% SE (Tabelle. ®8) hohe Anteil glycosylierter Sterole
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(SG und ASG) in Kartoffel war bereits als typischdsrkmal der Gattundgsolanumbeschrieben

worden (Duperon et al. 1984).

Die Analyse der FS-Komposition in Kartoffelblattereigte, dass Sitosterol mit 53% das Hauptsterol
darstellt, gefolgt von Stigmasterol, Cholesterall @ampesterol (Abbildung 3-29 B). Im Vergleich zu
Arabidopsis machen Cholesterol und Stigmasterol Kiartoffel einen deutlich gréf3eren und
Campesterol einen geringeren Anteil der FS ausqleaB-2). Die Behandlung mR. infestangihrt

in Kartoffel, &hnlich wie in Arabidopsis, zu eingesteigerten Stigmasterol-Menge und damit zu

einem erhohten Verhaltnis von Stigmasterol zu 8tosim Blatt (Abbildung 3-29 B).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dassdeotznterschiede im Sterolprofil von Kartoffel- und
Arabidopsis-Blattern, die Behandlung riit infestansihnliche Anderungen bewirkt: eine gesteigerte

SE-Akkumulation und ein erhdhtes Verhaltnis vorg@tisterol zu Sitosterol.
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Abbildung 3-29. P. infestans moduliert die Expression von  StPSAT und das Sterolprofil von Kartoffel.

3 Wochen alte Wildtyp (WT)- und empty vector (EV)-Pflanzen wurden mit P. infestans infiziert (1x105 Sporen ml’
1), und nach 3 Tagen wurden die infizierten Bereiche als Blattscheiben geerntet.

(A) Reduzierte Transkriptlevel von StPSAT nach P. infestans-Infektion. Die relative Expression von StPSAT
wurde durch gRT-PCR ermittelt, wobei StEFla als Referenzgen diente. Dargestellt ist der ACT-Wert als
Mittelwert aus 3 Experimenten mit 6 biologischen Replikaten und die entsprechende Standardabweichung. Die
Sternchen zeigen statistisch signifikante Unterschiede zwischen P. infestans-behandelten und -unbehandelten
Pflanzen (Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni's post-hoc Test, p<0,005).

(B) Akkumulation von Sterolestern und Stigmasterol nach P. infestans-Infektion. Lipidextraktion erfolgte aus
Blattscheiben behandelter (+) und unbehandelter (-) Wildtyp (WT)- und empty vector (EV)-Kartoffelblatter und der
Gehalt an Sterollipiden und die Sterolverteilung der FS wurden mittel Q-TOF MS/MS ermittelt. Dargestellt sind die
Mengen der Lipide (nmol mg'1 FW) als Mittelwerte und deren Standardabweichung. Die Werte entsprechen 2
Experimenten mit jeweils 3 biologischen Replikaten. Signifikanzunterschiede zwischen unbehandelten und P.
infestans-behandelten Pflanzen wurden durch Sternchen markiert (Zweifaktorielle Varianzanalyse mit
Bonferroni's post-hoc Test, **, p<0,01).
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Tabelle 3-2. Prozentualer Anteil der Sterollipide an der Gesamtheit der gemessenen Sterole und
Zusammensetzung der freien Sterole in Blattern P. infestans-behandelter und -unbehandelter Kartoffel (  S.
tuberosum)- und Arabidopsis-Pflanzen

S.tuberosum WT A.thaliana gl1 A.thaliana erp1-3

H,O Pinf H,O Pinf H,O Pinf
% GS
FS 31,50 0,58 26,59 +2,82 73,74 +1,54 64,81 3,24 83,40 +1,74 78,13 2,33
SG 20,16 +1,76 18,18 +1,49 8,47 0,38 6,93 0,53 14,10 +1,51 18,34 +2,19
ASG 47,08 +1,26 47,65 2,04 3,57 0,27 4,35 10,39 1,75 20,22 2,10 0,48
SE 1,27 0,05 7,58 +1,19 14,22 +1,26 23,91 4,08 0,75 0,09 1,43 0,12
% FS
Chol 14,93 +0,28 11,71 +1,69 5,21 +0,14 4,21 +0,30 5,40 +0,52 7,19 +0,93
Camp 4,27 10,20 4,23 10,31 14,76 0,73 13,49 10,35 16,00 0,77 15,35 0,67
Stig 27,52 +091 41,01 +1,28 6,15 £1,16 14,30 1,52 5,59 £0,99 14,73 0,91
Sito 53,29 +0,67 43,06 +1,73 73,88 1,64 68,00 £1,69 73,02 +1,43 62,73 £1,88

GS, Gesamtheit der Sterollipide; FS, freie Sterole; SG, Sterolglycoside; ASG, acylierte
Sterolglycoside; SE, Sterolester; Chol, Cholesterol; Camp, Campesterol; Stig, Stigmasterol; Sito,
Sitosterol

3.10.2JBEREXPRESSION VONATPSAT1/ERPIN KARTOFFEL

Um zu untersuchen, ob die ektopische ExpressionAt®¥AT1/ERP1 bzw. der verkirzten erpl-3-
Version die Sterolhomdostase in Kartoffel und boder die Anfalligkeit gegentbd?. infestans
verandert, wurden Désirée-Pflanzen mit ProBSRT1/ERP1-bzw. Pro35Serpl-3Konstrukten
transformiert. Die Integration der Konstrukte wurithe Southern-Blot-Analysen untersucht (Daten
nicht gezeigt). Positive Transformanten wurden terifultur vermehrt und mittels Northern-Blot-
Analysen auf die Transkriptakkumulation vAtPSAT1/ERPbzw. erp1-3hin tUberprift. Wahrend in
den Kontroll-Linien (WT und EV) keinPAtPSAT1/ERP-Transkript nachweisbar war, zeigten alle
transgenen Linien, auf3er 4J, 3C und 3S, eine stdkkamulation vonAtPSAT1/ERPDbzw erpl-3
MRNA (Abbildung 3-30 A). Fur die Analyse der Anfgheit gegentbeP. infestansvurde drei Tage
nach Infektion die Pathogenbiomasse in Blattern Kontroll- und transgenen Linien mittels qRT-
PCR (s. 2.2.7.1) bestimmt. Insgesamt wurden zwkektionsexperimente durchgefihrt, wobei die
Infektionsstarke z. T. sehr unterschiedlich audfiehlerbalken in Abbildung 3-30 B). Eine relativ
starke Variabilitat vorP. infestandnfektionen wurde schon in friiheren Arbeiten bewdlen (Caten
1970, Constabel et al. 1993). Nach statistischeswauntung der Biomasse-Daten wurden keine
signifikanten Unterschiede im Wachstum vBninfestanan Blattproben von Kontrollpflanzen und
transgenen Linien ersichtlich (Abbildung 3-30 B)uoh makroskopisch unterschieden sich die
Lasionen im Bereich der Inokulationsstelle nichnemander. Unterschiede in Abhangigkeit des
transformierten Konstruktes wurden ebenfalls nidautlich. Weder diAtPSAT1/ERP1lnoch die

erpl-3exprimierenden Linien zeigten eine veranderte Aiglkgit gegeniibeP. infestans
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Zur Analyse des Sterolprofils in unbehandelten tBtaben wurden pro Konstrukt drei unabhangige
Linien (1C, 1H und 2E fur Pro353SAT1/ERPLNnd 3H, 3S, 4N fir Pro35&p1-3 ausgewahlt. Im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen waren in den sggnen Linien weder die Mengen der Sterollipide
noch die Zusammensetzung der freien Sterole verfifde Anhang 8.6). Demnach flhrt eine
konstitutive Expression VoAtPSAT1/ERPDdererpl-3in Kartoffel zu keinem erhdhten SE-Level.
Moglicherweise korreliert die erhdhte Transkriptioicht mit der Expression eines aktiven AtPSAT1-
Enzyms oder endogene Enzyme des Sterolstoffwechgel&artoffel sind in der Lage das
Gleichgewicht der Sterolhomoostase trotz AtPSAT FERoder erpl-3-Aktivitat aufrecht zu erhalten.
Der Nachweis des ektopisch exprimierten ProteinidHitie des spezifischen anti-PSAT1 Antikorpers

schlug leider mehrfach fehl.

Abbildung 3-30. Die Uberexpression von

A WT2E 1C 1H 10 1E 2D EV 4J 3H 3C 31 4P 4M 3§ 4N ﬁtP.SQT’ERkPl. bzw. Ver.‘?lf in Ka”gffe'
- ... - ewlirkt eline eran erung er

Anfalligkeit gegenuber P. infestans.

- -~
FEEEFEEENEREREEE ..
& unabhéngigen transgenen Kartoffel-Linien,

B die entweder mit Pro35S:PSAT1/ERP1 (1C,
o7 0,084 1E, 1K, 10, 2D, 2E) oder Pro35S:erpl-3
= Pro35S:PSAT1/ERP1 E Pro35S:erp71-3 (3C, 3H, 3I, 3S, 4J, 4M, 4N, 4P)
o 0,06 transformiert worden waren. Visualisierung
@ des PSAT1/ERP1- bzw. erpl-3-Transkripts
£ 0,04 erfolgte mit einer radioaktiv markierten
i:% PSAT1/ERP1-cDNA-Sonde.
= 0,02- Ethidiumbromid-Farbung der rRNA diente
o als Ladekontrolle.

0,004 (B) Quantifizierung des Wachstums von P.

WT 2E 1C 1H 10 1E 2D EV 4J 3H 3C 3| 4P 4M 3S 4N infestans in transgenen Kartoffelpflanzen,
dem Wildtyp (WT) und einer empty vector
(EV)-Kontrolle. Die Inokulationsstellen wurden 3 Tage nach Infektion (1x105 Sporen ml'l) mit einem Korkbohrer
ausgestanzt. Die P. infestans-Biomasse wurde durch qRT-PCR ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Daten aus 2 Experimenten (n = 6 bzw. 24 fir die Kontrollen) mit entsprechender Standardabweichung. rE,
relative Einheiten

3.10.RNAI-VERMITTELTE HERABSETZUNG DERSTPSATEXPRESSION

Weil der Verlust der PSAT1-Aktivitdt in Arabidopsmi einer verdnderten Reaktion gegeniPer
infestansfilhrte, sollte getestet werden, ob durch RNAI vieties Stillegen vorStPSATauch die
Interaktion zwischen Kartoffel un®. infestansbeeinflusst werden kann. Dafir wurden Désirée-
Pflanzen mit RNAi-Konstrukten gege3tPSAT(s. Anhang 8.8) transformiert und die Integratutzm
Konstrukte in Southern-Blot-Analysen uberpruft (Eatnicht gezeigt). Positive Transformanten
wurden in Sterilkultur vermehrt und auf herabgeee®tPSATEXpression untersucht. Hierfir wurde
die Methode der gRT-PCR gewahlt, da Vorexperimeeigten, dass die Northern-Blot-Analyse zur
Detektion von endogene®tPSATTranskriptmengen nicht ausreichend sensitiv umditsongeeignet
fur den Nachweis reduzierter Transkriptmengen inPARRflanzen ist. Fir die RNAi-Linien F5 und
G1 konnte in zwei Experimenten eine signifikantedtbsetzung deBtPSATTranskriptakkumulation
nachgewiesen werden (Abbildung 3-31 A). Infektioqeimente zeigten jedoch, dass dies nicht mit
einem veranderten Wachstum vdh infestanskorreliert (Abbildung 3-31 B). Die restlichen

transgenen Linien A2, E4, H3 und H5 wiesen eine aeit Kontroll-Linien vergleichbare relative
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Expression vorStPSATauf (Abbildung 3-31 A) und auch dR. infestansBiomasse, die wiederum
einer starken Schwankung in den zwei durchgefihBegperimenten unterlag, ist nicht signifikant
unterschiedlich im Vergleich zu den Kontroll-Linieder F5 und G1 (Abbildung 3-31 B).

0.03- Abbildung 3-31. Das Wachstum von P. infestans auf StPSAT-RNAI
’ m StPSAT RNAI Kartoffel-Linien ist nicht verandert.
(A) Relative Expression von StPSAT in RNAIi- und Kontroll-Linien (ctrl.,
Wildtyp und empty vector). Die Transkriptmenge von StPSAT wurde durch
gRT-PCR ermittelt, wobei StEFla als Referenzgen diente. Dargestellt ist
der ACT-Wert als Mittelwert aus 2 Experimenten (n = 6 bzw. 24 fir die
Kontrollen) mit entsprechender Standardabweichung. Die Sternchen
zeigen statistisch signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis, *** P < 0,001;*
P < 0,05).
1,01 (B) Quantifizierung des Wachstums von P. infestans in RNAi- und
0.81 Kontroll-Linien (ctrl., Wildtyp und er?pty vector).1 Die Inokulationsstellen
’ wurden 3 Tage nach Infektion (1x10” Sporen ml™) mit einem Korkbohrer
0,61 ausgestanzt. Die P. infestans-Biomasse wurde durch gRT-PCR ermittelt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Daten aus 2 Experimenten (n = 6 bzw.
0.2 24 fir die Kontrollen) mit entsprechender Standardabweichung. rE,
’ relative Einheiten

StPSAT rel. Expression

Pinf Biomasse [rE]
(=]
EN

0,0-
cirl. F5 A2 E4 G1 H5 H3

Fur die Analyse der Sterolverbindungen in RNAi-Rf#lan wurden zunachst die Linien E4, F5, G1
und H5 ausgewdhlt. Unabhéngig von @&PSATTranskriptakkumulation wurden auch hier keine
Unterschiede zu den Kontrollpflanzen festgestBlér Gehalt der SEs in unbehandelten Blattern von
Kontroll-Kartoffeln war generell mit ca. 1% der Gessterole sehr gering, wodurch méglicherweise

eine Reduktion der SE-Mengen$tPSATRNAI-Pflanzen nicht nachgewiesen werden konnte.

Da bereits im Vorfeld eind. infestansnduzierte Steigerung des SE-Gehalts in Kontrizlpfen
beobachtet worden war (s. 3.10.1), sollte das Biefd aller RNAi-Linien nach Behandlung mR.
infestansuntersucht werden. Aus Zeitgriinden konnte die Megsler Sterollipide nach. infestans-
Behandlung bisher nur einmal durchgefiihrt werdeie. Exgebnisse dieses Vorexperiments sind im
Anhang 8.6 dargestellt. Von den sechs transgenaierLiwurden nacl?. infestandnfektion fur die
Linien A2, F5, G1 und H5 im Vergleich zu den Korliplanzen signifikant erhéhte Mengen freier
Sterole ermittelt, was vermutlich auf der deutliethdhten Akkumulation von Sitosterol und der
leichten Steigerung von Stigmasterol basierte. #Zlish zeigten diese Linien leicht erhohte SG-
Mengen im Vergleich zu den Kontrollen. Eine sigkafit erhéhte SE-Akkumulation konnte nur far
die Linie H5 nachgewiesen werden, was darauf hitededass die Aktivitat von StPSAT1 oder einer
anderen SE-Synthase in dieser Linie nicht beeintigicist. Da nicht nur in den Linien F5 und G1
(mit reduzierterStPSATAEXpression) sondern auch in den Linien A2 und K& StPSATRNAI-
Effekt nachgewiesenp. infestandnduzierte Veranderungen in der Sterolhomdostasebdchtet
wurden, scheinen diese Veranderungen entwedeliguiad unabhéngig von d&tPSATEXpression

zu sein, oder aber die leicht verringerte, aber htnicsignifikant reduzierte StPSAT
Transkriptakkumulation in A2 und H5 reichte aus, die Sterolhomdostase zu beeinflussen. Die
Linien E4 und H3, die eine zu A2 und H5 sehr atmdiStPSATEXpression aufwiesen, zeigten

allerdings keine Veranderungen im Sterolprofil.
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4 DISKUSSION

4.1 DIE RoOLLE VON PSATIERP1 IN DER NICHTWIRTSRESISTENZ VON A.
THALIANAGEGENP. INFESTANS

Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierte MutationPSATIERP1flhrt in Kombination mitpen2
zu einer verstarkten HR, aber auchRBEN2Hintergrund pragt sich dierpl-Mutation mit einer HR
aus, die im Vergleich zum Wildtyp starker, im Veaigh zupen2 hingegen schwécher ausfallt (s.
3.2.2). Die inpen2erpiDoppelmutanten beobachteten zellularen Abwehrigadth in Form von
Zelltod und deregulierter Callose-Deposition im gsyll traten auch irerpl-Einzelmutanten auf.
Zusammen mit den Daten der Spaltungsanalyse deieKargspopulation (Kopischke 2007) weisen
diese Beobachtungen darauf hin, dass die MutatioPSATIERP1 unabhéngig von depen2-
Mutation die Nichtwirtsresistenzreaktion gegeniBeinfestandeeinflusst und zu einer im Vergleich
zum Wildtyp verstarkten Zelltodreaktion fuhrt. Dien Vergleich zu den Einzelmutanten starkere
Zelltodreaktion bzw. Callose-Deposition im Mesoptugr pen2erpiDoppelmutanten legt nahe, dass
die herabgesetzte Penetrationsresistenpei@2Mutante die Auswirkung des defektBISATIERPL

Gens auf die Nichtwirtsresistenz von ArabidopsigeggibelP. infestanwyerstarkt.

PSAT1/ERP1 konnte eine weitere Komponente der Paiwisresistenz darstellen, die durch einen
zu pen2verschiedenen Mechanismus das EindringenRioimfestanserschwert, so wie dies z.B. fir
PEN1 in der Nichtwirtsresistenz gegenubBgh bekannt ist. PEN1 und PENZ2 fungieren in
verschiedenen Reaktionswegen der Penetrationsmsisind der Ausfall beider Komponenten in
penlpenDoppelmutanten fiihrt zu einem im Vergleich zu dé&mnzelmutanten erhdhten
Penetrationserfolg voBgh (Lipka et al. 2005). Im Gegensatz dazu resultlertgleichzeitige Verlust
von PEN2 und PEN3, deren Aktivitat im selben Remildweg postuliert wird, nicht in einer starker

herabgesetzten Penetrationsresistenz (Dittgen 2005)

Moglicherweise ist PSAT1/ERP1 aber auch in possivea Resistenzreaktionen involviert. EDS1,
PAD4 und SAG101 vermitteln die posthaustorielleifesz gegenubdt. pisiundBgh spielen aber
in der Nichtwirtsresistenz gegenulderinfestanskeine Rolle. Die Funktion von PAD4 und SAG101
scheint nicht nur in der basalen und R-Gen-veritétte Resistenz sondern auch in der
Nichtwirtsresistenz redundant zu sein, da der Ausfaweils einer dieser postinvasiven
Abwehrkomponenten die Nichtwirtsresistenz gegenffggrkaum beeintrachtigt (Lipka et al. 2005).
In pad4sagl0Iboppelmutanten hingegen ist das epiphytische Hyphehstum und die Bildung von
Mikrokolonien im Vergleich zum Wildtyp und den Egimutanten stark erhoht, die
Penetrationshaufigkeit jedoch nicht verandert (hipt al. 2005). Aufgrund der unbeeintrachtigten
Penetrationsresistenz ipad4sagl01findet Penetration durciBgh zwar relativ selten statt, bei
erfolgreicher Penetration kann das postinvasive Wataen des Pathogens jedoch nicht effektiv
verhindert werden. Dieses Beispiel zeigt, dass a@echAusfall postinvasiver Mechanismen allein die

Nichtwirtsresistenz beeinflussen kann.
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Ein Ausfall beider Abwehrebenen kann zu einer starBeeintrachtigung der Nichtwirtsresistenz
fuhren. Die Kombination defekter Penetrations- wpuabtinvasiver Faktoren ipen2pad4saglQl1
Dreifachmutanten fiihrt zur Anfalligkeit gegenib&gh (Lipka et al. 2005). Die starken
Abwehrreaktionen vorpen2erpiMutanten kdnnten dementsprechend auf einem Augfal und
postinvasiver Mechanisemen beruhen. f@m2erpiPflanzen nicht anfallig gegenib®r infestans

sind, scheinen weitere Komponenten die Nichtwigistenz aufrechtzuerhalten.

Die reduzierte Penetrationsresistenz penMutanten gegentbdsgh wurde quantitativ durch eine
erhdhte Anzahl penetrierter und toter penetridff@dermiszellen belegt (Collins et al. 2003, Lipkta
al. 2005, Stein et al. 2006). Um den Effekt depl-Mutation auf die Penetrationsresistenz zu
untersuchen, sollte ebenfalls der Penetrationgesoh P. infestansauf pen2; erpl- und pen2erpi
Mutanten bestimmt werden. Wird durch die Mutation HSATIERP1 die Penetrationsresistenz
verringert, kénnte man iR. infestangnfiziertenpen2 underpl-Einzelmutanten eine &hnliche Anzahl
toter Epidermiszellen erwarten. Ein additiver Effddeider Mutationen sollte dementsprechend in
einer erhdhten Anzahl toter Epidermiszellen gan2erplboppelmutanten resultieren. Die toten
Epidermiszellen wurden in Trypanblau-gefarbten tlaben ausgezahit. Aufgrund der hohen
Variabilitdt desP. infestandgnduzierten HR-Phanotyps und der ZelltodreaktioimerMesophyll, die
z.T. mit einer sehr intensiven Trypanblaufarbunghergingen, war es jedoch nicht mdglich die
Anzahl toter Epidermiszellen ipen2erpl, erplder pen2zweifelsfrei zu bestimmen (Daten nicht
gezeigt). AuRerdem war es war schwieRg infestansStrukturen im infizierten Blattgewebe zu
erkennen. Somit ist keine Aussage darlber mogtibhdie Penetrationsresistenzgan2erplstarker
beeintrachtigt ist als ipen2 und ob die Zelltodreaktionen durch versuchte oddblgreiche
Penetration ausgeldst wurden. Auch die Quantiizigr der Trypanblau-Intensitdt im
Inokulationsbereich lieferte aufgrund der hohen idalitdt der Infektionsexperimente keine
zuverlassigen Daten (s. 3.2.2). Die makroskopis&eobachtungen wurden zwar je nach eingesetzter
Sporenkonzentration bestatigt, jedoch konnte keursgitzliche Information fur die Einordnung von

ERP1 in die zwei verschiedenen Ebenen der Nichiiisistenz gewonnen werden.

Fur PEN1-, PEN2- und PENS3-GFP-Fusionsproteine wuede fokale Akkumulation an der
Zellperipherie unterhalb der Stelle der versuclRenetration gezeigt (Bhat et al. 2005, Lipka et al.
2005, Stein et al. 2006). Da eine Storung des Akyitoskeletts diese fokale Akkumulation verhindert
und zu einer verminderten Penetrationsresistengrgaght-adaptierte Mehltaupilze fuhrt (Kobayashi
et al. 1997, Miklis et al. 2007, Somerville und l@éndood 2008), scheint der gerichtete Transport von
Komponenten der Penetrationsresistenz zur Stelleatsuchten Penetration fir deren Funktion in der
Nichtwirtsresistenz von Bedeutung zu sein. Fur PEERP1-GFP konnte keine Akkumulation
unterhalb der versuchten Penetrationsstelle nattarBung mitP. infestansbeobachtet werden (s.
3.5.1), was mdglicherweise gegen eine Rolle von PISBRP1 in der Penetrationsresistenz gegenuber
P. infestansspricht. Auch die relativ spate Auspragung eesl-spezifischen HR-Phanotyps nach

Infektion mit P. infestansBgh oderG. cichoracearun(s. 3.1.2 und 3.7) lasst eher eine Beteiligung
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von PSAT1/ERP1 an den postinvasiven Mechanismen Niehtwirts- bzw. basalen Resistenz

vermuten.

4.2 EIN MOGLICHER ZUSAMMENHANG ZWISCHENBLATTSENESZENZ UND
ABWEHRANTWORT

Die erpl-Mutanten zeigen im Vergleich zu den Kontrollpflanzeine verfriihte Blattseneszenz. Unter
Kurztagbedingungen sind die altesten Blatter 8-1dchén altererpl-Pflanzen chlorotisch und z.T.
nekrotisch, beigll- und pen2Pflanzen desselben Alters sind nur die Blattspitizgiweise gelb
gefarbt. (s. 3.1.1). Auch Bouvier-Navé et al. (20b@obachteten eine verfriihte Blattseneszenz
PSAT1/ERPHefizienter Pflanzen, die ab dem Stadium der BiEmwicklung unter
Langtagbedingungen deutlich wurde. Sie postuliedaraufhin eine Funktion von PSAT1/ERP1 in

der entwicklungsspezifischen Blattalterung.

Eine frihere Induktion von Alterungsprozesseneipl-Pflanzen konnte in der Interaktion nit
infestanaund anderen Pathogenen von Bedeutung sein, datlirenen Studien beobachtet wurde, dass
altere Pflanzen verschiedener Spezies weniger l@nf@legeniber Pathogenen sind. Diese
entwicklungsspezifische Resistenz wird auchaajs-related resistanckezeichnet und ist haufig mit
der Induktion von PR-Genen und der Akkumulation \Balicylsdure verbunden (Kus et al. 2002,
Develey-Riviere und Galiana 2007, Carviel et al020 In der vorliegenden Arbeit wurde keine
konstitutiv erhéhte Transkriptakkumulation v&iR1in Blattern adulteerpl-Pflanzen beobachtet (s.
3.6.1). Allerdings konnte auch von Kus et al. (2088ine erhéhtdPR1-Genxpression in Blattern
adulter Col-0 Pflanzen beobachtet werden, die inngd&ch zu jingeren Pflanzen eine erhdhte
Resistenz gegenuber dem virulenfest DC3000 Stamm aufwiesen. Um zu untersuchen, obrande
SA-abhangige Mechanismen an der verstarkten Reakto erpl-Mutanten gegenubd?. infestans
beteiligt sind, kénnte der SA-Gehalt in Blatternulsek und jungererpl- und Kontrollpflanzen
bestimmt werden. Die Mutantesidl und sid2 akkumulieren im Vergleich zum Wildtyp kaum SA
nach Pathogenbehandlung, sind anfélliger gegengbsyringaeund P. parasiticaund in Blattern
alterer Pflanzen konnte kein vermindertes Bakteramhstum im Vergleich zu jingeren Pflanzen
nachgewiesen werden (Nawrath und Metraux 1999,ead. 2002). Eine Kreuzung dieser Mutanten
mit erpl, Infektionsexperimente mit jungen (3-4 Wochen) witgen (7-8 Wochenyidlerpl-bzw
sid2erp1lPboppelmutanten sowie die Bestimmung des SA-Gehaltdiesen Pflanzen wirde zwei
verschiedene Fragestellungen klaren: 1. Isegyd-spezifische Pathogenantwort SA-abhangig? und 2.
Geht die erpl-spezifische Reaktion auf Pathogene auf Mechanisdemnage-related resistance

zuriick?

Um zu Uberprifen, ob dierpl-spezifischen Abwehrreaktionen in der Nichtwirtssesnz gegerP.
infestansund Bgh sowie in der basalen Resistenz ge@emigginsianurmauf ein verfrithtes Einsetzen
der Blattseneszenz zurlickzufuihren sind, solltee@gression Seneszenz-assoziierter Gene (SAGS) in
verschiedenen Entwicklungsstadien verpl- und Kontrollpflanzen analysiert werden. Da die

Transkription vonSAG12in A. thalianamit zunehmendem Alter aktiviert, aber kaum durgteme
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Stimuli beeinflusst wird, wirde sich eine quanitatAnalyse der Transkriptakkumulation dieses
Gens zur Untersuchung der Blattseneszenz anbibiem (nd Amasino 19995AG13wird in sehr
frihen Stadien der entwicklungsspezifischen Semesaktiviert, die noch nicht durch die typischen
Symptome wie z.B. Chlorosen begleitet werden (Weaval. 1998). Die Analyse vdBAG13wirde
daher die Untersuchungen zur verfriihten Seneszemenpl-Mutanten erganzen. Kus et al. (2002)
konnten inP. syringaeinfizierten adulten aber noch nicht seneszentdrOcRflanzen die Expression
von SAG13 nachweisen, nicht aber in unbehandelten Pflaneenselben Entwicklungsstadium.
Offensichtlich fuhrt die Infektion selbst zur Akigrung von Seneszenzprozessen und damit
verbundenen Abwehrreaktionen. Aus den im Rahmen wieliegenden Arbeit durchgefihrten
Microarray-Analysen geht jedoch weder eine kontitnoch durchP. infestansnduzierte erhéhte
Expression von SAGs hervor. Moglicherweise wurdda dnalysen mit zu jungen Pflanzen
durchgefuhrt oder aber die nabh infestandBehandlung untersuchten Zeitpunkte sind zu frith, u
eine Veranderung in der Regulation von SAGs nackm@en. Die Annahme einer Bedeutung age
related resistancédechanismen fir dierpl-spezifische Pathogenantwort ist rein spekulatiinrite
aber mit wenigen Experimenten, die im zeitlicherhiRan der vorliegenden Studie nicht mehr

moglich waren, tberprift werden.

Einen weiteren bereits bekannten Zusammenhang ens6eneszenz und Abwehrreaktionen stellt
das Seneszenz-assoziierte G@hG101ldar. Gemeinsam mit EDS1 und PAD4 ist SAG101 in der
basalen- und R-Gen-vermittelten Resistenz, sowie dié postinvasive Nichwirtsresistenz von
Arabidopsis von Bedeutung (Feys et al. 2005, Ligkaal. 2005). Zwar scheinen diese Lipase-
ahnlichen Proteine in der Nichtwirtsresistenz géipen P. infestanskeine Rolle zu spielen, ein
Beitrag EDS1-PAD4-SAG101-a&hnlicher Komponenten gastinvasiven Resistenz ist jedoch nicht

auszuschlieRen.

4.3 DIE BEDEUTUNG UND ENTSTEHUNG VON CALLOSE-DEPOSITIONEN IN DER
PFLANZLICHEN ABWEHRANTWORT

Die erpl-Mutanten unterscheiden sich von Wildtyppflanzea. wWarin, dass nacP. infestans-
Infektion nicht nur Resistenzreaktionen in Epideszellen beobachtet werden, sondern auch in
Mesophylizellen  Zelltod und massive Calloseablaggem auftreten. Die  zellularen
Abwehrreaktionen von Arabidopsis gegBgh beschranken sich im Allgmeinen auf die Epidermis,
was vermutlich daraus resultiert, dass MehltaupildeR. nicht in tiefere Zellschichten vordringen
(Micali et al. 2008). In der Interaktion von Arabjkis undP. infestanskdonnen &ahnliche zellulare
Reaktionen beobachtet werden (Huitema et al. 20B®ar induziertP. infestansauch inpen2
Mutanten teilweise Zelltodreaktionen und Zellwand@kungen im Mesophyll, dierpl-spezifische

deregulierte Callose-Deposition konnte jedoch nyrein2erpiDoppelmutanten beobachtet werden.

In Arabidopsis ist die wund- und Pathogen-indueie@allosesynthese von der Aktivitat der
Glucansynthase GSL5 abhangig (Jacobs et al. 200&pationen inGSL5 fuhren zum Verlust der

Pathogen-induzierten Callose-Deposition, beeintigeh jedoch nicht die Papillenbildung (Jacobs et
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al. 2003). Wie ein Screen . cichoracearuneeigte, fuhrt der Verlust der GSL5-Aktivitat inrde
Mutante pmr4 zu einer erhdhten Resistenz gegeniber dem adaeptidfehltaupilz (Vogel und
Somerville 2000, Jacobs et al. 2003). Diese Rewisst SA-abhangig ist und geht mit postinvasiven
Zelltodreaktionen einher (Nishimura et al. 2003).viurde postuliert, dass nicht die GSL5-abhangige
Callose sondern das GSL5-Protein selbst durch ewrsdrer noch unverstandenen Mechanismus als
negativer Regulator der SA-abhangigen Abwehrantwart (Nishimura et al. 2003, Hickelhoven
2007).

Die Funktion der GSL5-abhangigen Callose in deh&ggnabwehr ist bisher noch nicht vollstandig
aufgeklart. In der inkompatiblen Interaktion mBigh flhrt die Mutation in GSL5 zu keinem signifikant
erhohten Penetrationserfolg aymr4-Pflanzen (Jacobs et al. 2003) und die reduzierte
Penetrationsresistenz vgenz2Mutanten geht nicht auf eine reduzierte Callospd3éion zuriick
(Lipka et al. 2005). Vergleichbares wurde in derchtwirtsresistenz vorA. thaliana gegenP.
infestansbeobachtet (Landtag 2006, eigene Daten). Dematisend scheint die Pathogen-induzierte
Deposition von Callose kein entscheidendes Kriteriiir eine effektive Penetrationsresistenz
darzustellen. Da im seltenen Fall einer erfolgreictiPenetration von Arabidopsis-Epidermiszellen
durch Bgh alle gebildeten Haustorien vollstdndig von Callbatigen Zellwandablagerungen
umschlossen wurden (Meyer et al. 2009), scheinCditose-Deposition auch in der posthaustoriellen

Nichtwirtsresistenz von Bedeutung zu sein.

Da in pmrdpen2Pflanzen keine Callose detektiert werden konmtgynirderptPflanzen hingegen in
epidermalen Papillen und Mesophyllzellen Callosehgawiesen wurde, scheinténpl-Mutanten ein
von GSL5 unabhangiger Mechanismus zur Pathogereieden Akkumulation von Callose zu flihren
(s. 3.6.2). Nebe@SL5wurden in Arabidopsis 11 weitere Glucansynthagdiétie Gene identifiziert.
Nishimura et al. (2003) postulierten, dass keindeagn GSL den Verlust von GSL5 in der Pathogen-
induzierten Callose-Synthese kompensieren kanerditigs konnte nicht nur fileSL5sondern auch
fur GSL6 und GSL11 eine erh6hte Transkriptakkumulation naBgh Behandlung nachgewiesen
werden (Jacobs et al. 2003). Im Gegensatz dazu keides derGSL-Gene in Arabidopsis-
Wildtyppflanzen nach Behandlung mR. infestansdifferentiell exprimiert (eigene Daten und
www.genevestigator.com). Ipen2 und pen2erpiPflanzen zeigte sich allerdings nahinfestans
Behandlung eine im Vergleich zu unbehandelten BP8anverringerte Transkriptakkumulation von
GSL12(6 hpi) und eine erhdhte Akkumulation v&sL6Transkript (12 hpi; Microarray-Daten, nicht
gezeigt).GSL12reqguliert die Plasmodesmata-Permeabilitat wahasrdWurzelzellentwicklung und
damit den Transport von Signalmolekilen zwischambkbarten Zellen (Vaten et al. 2011). Es ware
moglich, dass die Repremierung vdASL12 in pen2 und pen2erpl fur die interzellulare
Kommunikation wahrend der HR von Bedeutung ist. G#t in die Callose-Deposition entlang der
Aquatorialebene wahrend der Zellteilung involvigtbng et al. 2001). Eine duale Funktion von GSL6
in Zellteilungsspezifischer- und Pathogen-indueierCallosesynthese ist nicht auszuschlieBen, da
auch GSL5 nicht nur die Wund- und Pathogen-indtzi€allose-Deposition vermittelt, sondern auch

wahrend der Pollenentwicklung von Bedeutung istdqBa et al. 2003, Enns et al. 2005). Die Funktion
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von GSL11 ist bisher noch nicht aufgeklart. Die I@dsynthasen, welche in d&pl-spezifsche
Callosesynthese involviert sind, konnten im Rahrdeser Arbeit nicht identifiziert werden. Ein
moglicher Ansatz wéare die Erzeugung v@mplgsixDoppelmutanten. Da fur einige Callosesynthasen
redundante Funktionen aufgezeigt wurden, misstesnteell gstmehrfach-Mutanten imerpl-
Hintergrund generiert werden. Da die Expression @&3L6nachBgh und P. infestandBehandlung
aktiviert wird und auch fiiGSL11 eine Bghinduzierte Transkriptakkumulation beobachtet wurde
erscheinen diese Enzyme als interessante Kandidatermdglicher Funktion in der Pathogen-

induzierten deregulierten Callose-Synthese engqri-Mutanten.

Die Bildung von Papillen erfolgt typischerweiseatit unterhalb der Kontaktstelle zwischen Pflanze
und Pathogen im Apoplasten der pflanzlichen Zéflerdn et al. 2008a). Irerpl-Mutanten wurden
jedoch keineP. infestansStrukturen in unmittelbarer Umgebung der deregudie Callose-Deposition
im Mesophyll beobachtet. Dementsprechend schemterdl-spezifische Zellwandauflagerung im
Mesophyll keinen direkten Schutzmechanismus gegesuehte oder erfolgreiche Penetration ffon
infestans in diesen Zellschichten darzustellen. Da die MhbgbgCallose nur nach
Pathogenbehandlung beobachtet werden konnte uid kdmstitutiv gebildet wurde, wird deren
Synthese mdglicherweise durch diffusible Signalduiiert, die nach der Pathogenerkennung im

Rahmen deerpl-spezifischen HR im Mesophyll freigesetzt werden.

Als mdgliches diffusibles Signal kdme,® in Frage, das wéahrend der ROS-Akkumulation nach
Pathogeninfektion im Apoplasten gebildet wird ungl Zytosol und den Kern diffundieren kann (Ranf
et al. 2011). Die Funktionen von ROS in der pflat®n Abwehr sind vielfaltig: ROS kénnen direkt
antimikrobiell wirken, sind fur die Verfestigung rdéellwand und wéahrend der Papillenbildung von
Bedeutung, dienen als Signalmolekulle der Aktivigruarschiedener Abwehrmechanismen sowie der
Synthese von Phytoalexinen und fihren zur Induktion Zelltodreaktionen (Torres 2010). Sie
akkumulieren nicht nur direkt an der Interaktioeistund in der betroffenen Zelle, sondern auch in
Zellen und Geweben, die entfernt von der initidisteraktionsstelle lokalisiert sind, und fihren tdor
ebenfalls zur Induktion von Abwehrmechanismen umgresytemischen Resistenz (Alvarez et al.
1998, Vanacker et al. 2000). In Arabidopsis tragen NADPH-Oxidasen RbohD und RbohF zur
Akkumulation von ROS nach Pathogeninfektion beir(@® et al. 2002). Eine Mutation RBOHD
geht u.a. mit einer verringerten Callose-Depositiofig22-behandelten Blattern einher (Zhang et al.
2007) Moglicherweise tragt eine erhohte Transkription rodeerstarkte postranskriptionale
Aktivierung von NADPH-Oxidasen irrpl-Pflanzen zu der deregulierten Callose-Depositianhn
Infektion mitP. infestansoderBghbei. Die offentlich verfliigharen Expressiondateisenevestigator
(www.genevestigator.com) zeigen in Ubereinstimmungt den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Microarray-Analysen, dass 6 Stundanh P. infestandnfektion eine deutliche
Transkriptakkumulation voRBOHD zu verzeichnen ist, die innerhalb von 24 hpi wiealemrimmt. In
erpl-Mutanten ist dieseP. infestandnduzierte RBOHD-Expression im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen allerdings nicht erhéht (Daten hitigezeigt). Die Expression vaRBOHFist in P.

infestansbehandelten Pflanzen im Vergleich zu Wasser-bedltard Pflanzen unveréandert
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(www.genevestigator.com, eigene Daten). Diese Egiwasdaten legen nahe, dass RbohF keine
Funktion in derP. infestangnduzierten Akkumulation von ROS hat, und, dass deregulierte
Callose-Deposition inerpl-Mutanten nicht auf einer erhdhten Expression dé&ohl® beruht.
Andererseits kénnte die Bildung von ROS auch aukreiposttranskriptionalen Aktivierung der
NADPH-Oxidasen beruhen. So wurde z.B. gezeigt, digsdlg22-induzierte Phosphorylierung von
RbohD fiur dessen Aktivitat notwendig ist (Bensclebdal. 2007, Nuhse et al. 2007).

Da die Regulation der Rboh-Proteine in engem Zusamhang mit dem Anstieg des zytosolischen
Calcium-Spiegels nach Pathogenerkennung stehtg3 amd Dangl 2005), ware auch ein Einfluss der
Calcium-abhangigen Signaltransduktion in dgpl-spezifischen Pathogenantwort denkbar. Um eine
mogliche Beteiligung von ROS an der Entstehung eigrl-spezifischen Mesophyll-Callose zu
untersuchen, solltembohDerptDoppelmutanten erzeugt und nft infestansund Bgh infiziert
werden, um die zellulare Reaktion zu analysieren3&xdem konnte die ROS-Akkumulation nach
Pathogeninfektion pharmakologisch inhibiert werder3. mit Diphenyleniodonium (DPI), einem
Inhibitor der NADPH-Oxidasen (Alvarez et al. 199&ollten erpl-Mutanten daraufhin trotzdem
Callose im Mesophyll akkumulieren, steht dies innken Zusammenhang mit dé&. infestans
induzierten ROS-Bildung.

Pathogen-induzierte Umlagerungen des Zytoskeletiswies gerichtete Transport- und
Sekretionsprozessen sind fir die Bildung von Papitiach Pathogeninfektion von grofl3er Bedeutung
(Hardham et al. 2007). In Arabidopsis akkumulierdar ABC-Transporter PEN3 und die
Komponenten des PEN1-abhéngigen Sekretionssystemsrhalb weniger Stunden nadbgh
Behandlung im Bereich der versuchten PenetratiossdAd et al. 2004, Stein et al. 2006). Der
Nachweis von GFP-markiertem PEN1, SNAP33 und VAMP722 in der Papillenstruktur im
Apoplasten verdeutlicht aul3erdem, dass PEN1-SNARZ3kel Uber die Plasmamembran exportiert
und in die Papille integriert werden (Meyer et 2009). In mikroskopischen Analysen Mehltau-
infizierter Gerste- und Arabidopsis-Blatter wurdsiufig multivesikulare Koérperchemqltivesicular
bodies MVB) im Bereich von Papillenbildung und HaustorEinkapselungen beobachtet und es
wurde postuliert, dass MVBs fur den Export Abweglevanter Substanzen von Bedeutung sind (An
et al. 2006, Micali et al. 2008, Meyer et al. 2008)einer friheren Arbeit konnte der Inhalt soiche
MVBs mit spezifischer-1,3-Glucan-Antikrpern markiert werden (Xu und Mgen 1994). Auch in
denerpl-spezifischen Callose-Depositionen im Mesophyll deur elektronendichte Einschliisse und
Versikel-dhnliche Strukturen beobachtet, in dendn 1,3-Glucane nachgewiesen werden konnten
(s. 3.1.2). Bohlenius et al. (2010) zeigten, dagSerste die MVB-lokalisierte GTPase ARFA1b/1c fir
die Callose-Deposition und die Lokalisation von RORinem PEN1-Ortholog, im Bereich der
Papillenbildung nach Infektion mit GerstenmehltaanvBedeutung ist. Es wurde postuliert, dass
anstelle einer lokalen Callosesynthese ein MVB-vielter Transport von Callose zur Papille
stattfindet, in den die Komponenten der PEN1-abigimgSekretion involviert sind. Méglicherweise
sind ahnliche Mechanismen fur diepl-spezifische massive Callose-Deposition in Mesdpalfen

von Bedeutung. PEN1 spielt zwar in der Nichtwirssstenz von Arabidopsis gegenulferinfestans
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keine Rolle, aber die mit PEN1 interagierenden détnet VAMP721 und VAMP722 vermitteln die
Resistenz gegeniber einem breiten PathogenspeKtwon et al. 2008b)erplvamp7241 bzw.

erplvamp72Doppelmutanten  kdénnten  eventuell klaren, ob VAMB722-abhangige
Vesikelfusionsprozesse auch in der NichtwirtsresstgegentibeP. infestansund speziell in der

erpl-spezifischen Callose-Deposition im Mesophyll inkeit sind.

Die Entstehung deerpl-spezifischen Pathogen-induzierten massiven Caldé&emulation konnte

im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklart werden.e DBedeutung und Induktion von

Zellwandauflagerungen und Callose-Deposition sowi® Vesikel-vermittelten Sekretions- und
anderen Transportmechanismen in Pflanze-Pathoderaktionen wird in vielen Studien untersucht
und wird vermutlich mit der Weiterentwicklung deiknoskopischen Analysverfahren immer besser
verstanden werden. Basierend auf bisherigen Erkesssin und zukinftigen Daten kdnnten
verschiedene Resistenzmechanismen, die im Zusanamgmhit Callose-Deposition, Papillenbildung
und mdglicherweise auch Sterolhomobostase stehendeinerpl-spezifischen Pathogenabwehr

untersucht werden, um den noch bestehenden Frigegen nachzugehen.
4.4 ANALYSE DER GLOBALENGENEXPRESSION INerp1-MUTANTEN

4.4.1 VERANDERUNGEN IN DER BASALENGENEXPRESSION

Die Mutation inerpl-3 fuhrt zur Entstehung eines verfriihten STOP-Codionsgler kodierenden
Sequenz vonPSAT1und resultiert theoretisch in einem am C-Terminus 43 Aminosauren
verkirzten PSAT1/ERP1-Protein. In Eukaryoten ist ledbnservierter Mechanismus bekannt, durch
den Transkripte mit verfrihtem Translations-Terrnim@s-Codon [fremature translation-termination
codon abgebaut werden, um die Expression C-termindtiveter und fehlerhafter Genprodukte zu
vermeiden tionsense-mediated mMRNA dec&®alder und Muhlemann 2008). Der fehlende C-
terminale Teil des Proteins kdnnte dessen Konfaomaund damit Aktivitat, Lokalisation oder
Wechselwirkung mit anderen Proteinen beeinflussddie Transkriptakkumulation von
AtPSAT1/ERPI1ist in der erpl-3-Mutante im Vergleich zum Wildtyp kaum veranddgst 3.3).
Allerdings konnte nicht nachgewiesen werden, obverkirztes oder gar kein PSAT1/ERP1-Protein
in der Pflanze exprimiert wird. Die stark herabgetseSE-Menge irrpl-Mutanten deutet zumindest
auf einen Ausfall der PSAT1/ERP1-Aktivitat hin.

Eine Genmutation kann sich nicht nur auf die Exgimes des betroffenen Gens auswirken, sondern
kann auch zu einer veranderten Expression andexae @ihren. Zum einen kann dies auf einem
direkten Einfluss des betroffenen Genprodukts aah3kriptionsablaufe begrindet sein, wie dies z.B.
fur Transkriptionsfaktoren oder Komponenten degepetischen Genregulation bekannt ist (Griffiths
et al. 2000). Zum anderen ist eine differenziellen&pression als Reaktion auf veranderte
Stoffwechselprozesse oder bzw. und aufgrund eieegnderten Hormonhaushalts denkbar (Busch
und Benfey 2010). Basierend auf diesen Moglichkeitérd im Folgenden der Einfluss derpl-3

Mutation in At1lg04010(PSAT1/ERPJLauf die basale Genexpression in Blattern adétabidopsis-

Pflanzen diskutiert.
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Die globale Genexpression unbehandelter Arabiddgpiémzen wird durch dierpl-3Mutation kaum
beeinflusst (s. 3.9.1). Weder Abwehr-relevante Geoeh in die Sterolhomdostase involvierte Gene
sind in dererpl-3Mutante konstitutiv differenziell exprimiert. Leglich zwei Gene,NAD4 und
BONZ2, wiesen eine verdnderte Transkriptakkumulation ien dfir die Microarray-Analyse
verwendetenerpl-Mutanten auf. Allerdings scheint die Expressioesdr Gene aufgrund einer

second sitdMutation im genetischen Hintergrund aepl-3Mutante verandert zu sein (s. 3.9.1).

Aceituno et al. (2008) analysierten oOffentlich vgthare Daten globaler Expressionsanalysen in
Arabidopsis mit dem Ziel generelle Prinzipien deren@xpression zu extrapolieren. Die
Untersuchungen erbrachten, dass vor allem Orgatitidleand DNA-Methylierung die Genexpression
beeinflussen und nur 1,5% aller Gene einer Regulaturch externe Faktoren unterliegen. Au3erdem
zeigten nur die Mutanten ein relativ stark verateteiGenexpressionsmuster, die sich durch einen
deutlichen Entwicklungsphanotyp vom Wildtyp untérsiden wie z.B. digll- Mutanten, die keine
oder wenige Trichome ausbilden. Dementsprechersbigbhl die basale Genexpression als auch der
Einfluss externer Faktoren auf die Genexpressiarkston der Entwicklung der Pflanze und dem
untersuchten Organ abhangig. In der vorliegenddmeifmwurde die Genexpression in Blattern 4-5
Wochen alter und unter Kurztag-Bedingungen angemrgéArabidopsis-Pflanzen untersucht, da die
Behandlung mitP. infestansund anderen Pathogenen standardmafig unter diBsdimgungen
erfolgt. Mdoglicherweise wirkt sich dieerpl-3Mutation in anderen Entwicklungsstadien oder
Pflanzenorganen starker auf die globale Genexmmessis. Da PSAT1/ERP1 auch in Samen fur die
Speicherung neutraler Lipide von gro3er Bedeutahgrd dort eine im Vergleich zu adulten Blattern
erhohte PSAT1/ERPIFranskriptakkumulation nachgewiesen wurde (BouMewé et al. 2010;
http://www.bar.utoronto.ca/efp), ist ein starketnfluss der Mutation auf die Samen-spezifische
Genexpression denkbar. Des Weiteren zeiggri-Mutanten ca. 8 Wochen nach Aussaat eine im
Vergleich zu Kontrollpflanzen verfrihte Blattsenesz. Da die Blattseneszenz genetisch reguliert ist
und mit einer differentiellen Expression spezifectGene einhergeht (Lim et al. 2007), ware es
moglich, dasserpl-Pflanzen ein im Vergleich zu den noch nicht seaeten Kontrollpflanzen
verdndertes Genexpressionsmuster aufweisen. Um diestberprifen, konnten zusatzliche
Microarray-Analysen mit Blattmaterial vorerpl- und Kontrollpflanzen in verschiedenen
Entwicklungsstadien, z.B. im Alter von 6 und 8 Wenhund nach der Blitenentwicklung,
durchgefuhrt werden. Dabei wére darauf zu achtass $aatgut einer mehrfach riickgekreuetgd-
3-Linie verwendet wird, um den Einfluss von Hintengdmutationen zu minimieren. Au3erdem sollte
eine der beideRSATIERP1T-DNA-Insertionslinien mitgeflihrt werden.

4.4.2 P.INFESTANSINDUZIERTE VERANDERUNGEN DERGENEXPRESSION

AuRer der verfrihten Blattseneszenz zeigearpl-Mutanten keine  offensichtlichen
Entwicklungsphanotypen und &ahneln unter Normallmpdigen den Kontrollpflanzen. In der
Abwehrreaktion gegenibeP. infestans hingegen unterscheiden sicerpl-Pflanzen von den

Kontrollen. Im folgenden Abschnitt sollen die Vedé&nungen des Genexpressionsprofils betrachtet
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werden, die moglicherweise zu der differentiellepakkion vongll, pen2 erpl-3 und pen2erpl-3

Pflanzen nach Inokulation . infestandiihren.

Die in einem der Genotypen 6 bzw. 12 h nRcinfestansBehandlung differentiell exprimierten Gene
wurden durch den Vergleich des Genexpressionpifileafestansund Wasser-behandelter Pflanzen
identifiziert. Um die P. infestansnduzierte transkriptionelle Umprogrammierung inend
verschiedenen Genotypen auf Gemeinsamkeiten undot@reapezifische Unterschiede zu
untersuchen, wurden die naPh infestandBehandlung differentiell exprimierten Gene derzeinen

Genotypen miteinander verglichen (s. 3.9.2).

Aus den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgaéin Microarray-Analysen ging hervor, dass
die aktiven Abwehrmechanismen der Nichtwirtsregist@on A. thaliana gegenP. infestansmit
Verdnderungen im Genexpressionsprofil einhergelmsigesamt wurden allein in Coleg31-Pflanzen
973 Genen identifiziert, die na¢h infestandBehandlung differentiell exprimiert wurden (s. .29
Huitema et al. (2003) hingegen identifizierten &4dr Gene, deren ExpressionAn thalianaCol-3-
Pflanzen 16 Stunden nad¢h infestansBehandlung im Vergleich zu Wasser-behandeltennéia
verandert war (s. Anhang 8.14). Einige dieser 54eG#immen mit den im Rahmen der vorliegenden
Arbeit identifizierten Genen Uberein (s. Anhang4$. Die meisten Ubereinstimmungen der in beiden
Untersuchungen identifizierteld. infestangesponsiven Gene betreffen die Gruppe der Strgss-
Abwehr-relevanten Gene (s. Anhang 8.14). Die unkgeslliche Anzahl identifizierter Gene kann
verschiedene Ursachen haben: Zum einen wurdenidemeéirbeiten unterschiedliche Microarrays
verwendet. Wahrend der von Huitema et al. (2003)veadete Arabidopsigunctional Genomics
Consortium(AFGC)-Microarray nur ca. 11000 cDNAs abdecktedsauf den in der vorliegenden
Arbeit verwendeten ATH1GeneChip® von Affymetrix 24000 Gene des Arabidopsis-Genoms
vertreten. Zum anderen erfolgte die Analyse zu oléeslenen Zeitpunkten nadh. infestans
Behandlung und vermutlich mit unterschiedlich kortderten Sporensuspensionen durchgefuhrt
wurde. Die Konzentration der verwendeten Sporeresuspn ist in der Arbeit von Huitema et al.

(2003) nicht genau angegeben, sie scheint zwis2k&® und 5x18 Sporen mit betragen zu haben.

Die Microarray-Analysen der vorliegenden Studie séas vermuten, dass eine genetische
Umprogrammierung v.a. zu einem sehr frihen Zeitpurdch Infektion stattfindet und scheinbar
haufig transient verlauft (s. 3.9.2). Auch einegkeichende Analyse der globalen Genexpression in
Arabidopsis nach Behandlung mit dem adaptierten [tdepilz G. cichoracearumund dem nicht-
adaptierterBgh zeigte, dass v.a. zu friihen Zeitpunkten nach tidiekmit einem Nichtwirtspathogen
eine starke Veradnderung der Genexpression induziedt (Zimmerli et al. 2004). Moglicherweise
gingen Huitema et al. (2003) diese sehr friih nathdgen-Behandlung aktivierten bzw. reprimierten
Gene verloren. Gleichzeitig erscheint es mdoglicassdeinige von den in Huitema et al. (2003)
veroffentlichten Genen spezifisch zu spéateren Heitpen nachP. infestanBehandlung aktiviert
werden und daher in den Microarray-Experimenten \dwtiegenden Arbeit nicht erfasst werden

konnten.
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In gl1, pen2 pen2erpl-Anderpl-3wiesen zu beiden Zeitpunkten na@hinfestandBehandlung v.a.
solche Gene eine erhdhte TranskriptakkumulationdiafTranskriptionsfaktoren kodieren oder deren
Genprodukte in Transportprozesse und Mechanismebideschen Stressantwort involviert sind (s.
3.9.2). AuBRerdem wird 6 Stunden naéh infestandBehandlung verstarkt die Expression von
Komponenten der Signalweiterleitung und posttraimsialen Proteinmodifikation aktiviert.
Proteinmodifikationen und ein schnelternovervon Proteinen durch Abbau und Recycling-Prozesse
stellen Regulations- und Kontrollmechanismen fi@ Eflanze dar. Es wurde gezeigt, dass vor allem
Ubiquitinierungs-Prozesse und der proteasomalesipiadibau fiir Resistenzmechanismen von grol3er
Bedeutung sind (Trujillo und Shirasu 2010). Auchisehiedene Transportproteine, wie z.B. ATP-
abhéngige Protonenpumpen, ABC-Transporter und Ztrekesporter haben verschiedenen
Funktionen im Rahmen der Pathogenabwehr (Crouzet @006, Talbot 2010, ElImore und Coaker
2011).

Eine nachP. infestandBehandlung verringerte Akkumulation wiesen v.aari&kripte von Genen auf,
deren Genprodukte in der Photosynthese oder imefoetabolismus eine Rolle spielen. Dies wird
v.a. in Pflanzen mipen2Hintergrund deutlich (s. 3.9.2). Im Vergleich gil-Pflanzen werden in
pen2- und pen2erplMutanten nachP. infestandBehandlung deutlich mehr Gene differentiell
exprimiert. Mdoglicherweise resultiert dies aus dexnskriptionellen Aktivierung postinvasiver
Resistenzmechanismen, die der Aufrechterhaltung Niehtwirtsresistenz impen2Hintergrund
dienen. Dabei zeichnete sich keipen2spezifische Regulation bestimmter Signalwege &b, das
z.B. in pen3-IMutanten beobachtet wurde, die eine verstarkteivigking SA-abhangiger
Signalwege nactBghBehandlung aufwiesen (Stein et al. 2006). Die VA&tung zusatzlicher
Komponenten der Pathogenabwehr ipen2Mutanten geht mit der Reprimierung von
Photosyntheseprozessen und des Primarmetabolisemiser. Dass sich eine verstarkte Abwehr
negativ auf Fitness und Wachstum der Pflanze apsiilstie bereits in mehreren Studien beobachtet
(Koornneef und Pieterse 2008). Dies wird v.a. beir&htung von Mutanten mit konstitutiv aktiver
Abwehr deutlich, wie z.B. dieccellerated cell death §acd§-Mutante, die zwar resistent und
unempfindlich gegentbeP. syringaelnfektion ist, aber spontane Nekrosen und einazinkren
Wuchs aufweist (Rate et al. 1999).

Ca. 80% der naclP. infestandBehandlung ingl1l- bzw. erp1-3Pflanzen differentiell exprimierten
Gene werden auch ipen2- und pen2erplPflanzen nach Pathogeninfektion differentiell régyl
Diese Gene sind moglicherweise an der basalentBesigegenibdp. infestandeteiligt. So wurde
z.B. firPAD3 nachP. infestandBehandlung in allen 4 Genotypen eine starke Trgptsikkumulation
detektiert.PAD3 kodiert das Cytochrom-P450-Enzym Cyp71B15, welchedie Pathogen-induzierte
Synthese des antimikrobiellen Phytoalexins Camalémvolviert ist (Bottcher et al. 2009). Eine
erhohte Transkription voRAD3 kann auch nach Behandlung mit avirulenten undtradaptierterP.
syringaeStammen,Botrytis cinereaund G. orontii beobachtet werden (www.genevestigator.com).
Dementsprechend scheiRAD3 in der Abwehrantwort gegentiber einem breiten Rpghspektrum

aktiviert zu werden. Zwar synthetisier@ad3Mutanten kaum Camalexin nach Infektion riist
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DC3000, sind aber im Gegensatz zu anderen Phytoalefizienten Mutanten nicht gleichzeitig
anfalliger gegentuber diesen virulenten BakterietaZ€brook und Ausubel 1994, Glazebrook et al.
1996). Die Synthese von Camalexin fihrt also nihingend zu einem Vortelil fur die Pflanze. Auch
die Nichtwirtsresistenz gegeniulferinfestansvar inpad3Mutanten nicht beeintrachtigt (persénliche
Kommunikation L. Westphal, IPB Halle). Eine mogkchirsache hierfir kbnnte die Fahigkeit V@n
infestansdarstellen, das nach Infektion gebildete und dette Camalexin zu verstoffwechseln und
damit zu entgiften (Bottcher et al. 2009). Im Hiokl auf die hohe Anpassungsfahigkeit vBn
infestans(Haas et al. 2009) scheint es moglich, dass denyOet diese Fahigkeit evolutiv erworben
hat. In einigen kompatiblen Pflanze-Pathogen-Ikigmaen stellt die Fahigkeit zur Phytoalexin-
Detoxifizierung einen Virulenzfaktor dar (Colemarak 2011, Pedras et al. 2011).

Interessanterweise geht die Reaktion ypam2erpi3-Pflanzen aufP. infestansmit einer erhdhten
Transkription von Genen mit Funktion in der Reaktauf abiotischen Stress einher. Dabei kodieren
allein 8 der 11 (6hpi) bzw. 12 (12 hpi) Gene mitdter Transkriptakkumulationitdeshockpoteine
(HSPs). Die Expression von HSP-Genen wird unterwkEkung verschiedener Stressfaktoren
induziert (Swindell et al. 2007). Auch in der Niglitsresistenz scheinen HSPs teilweise von
Bedeutung zu sein. Die transkriptionelle Stillleguwon Hsp70 und Hsp90 M. benthamiandiihrt zu
einer herabgesetzten Nichtwirtsresistenz gegenBbarichorii und auf3erdem zum Ausbleiben der
INF1-induzierten HR (Kanzaki et al. 2003). Es wimeressant zu testen, ob die erhéhte Aktivierung
der HSRGene nachP. infestandnfektion auch zu einer erhéhten Thermotolerann pen2erpi
Pflanzen fuhrt und aulRerdem, ob ein Ausfall di€dene impen2erpl odererpl-Hintergrund derP.
infestansinduziertenerpl-Phanotyp beeinflusst. Da di¢SP-Gene spezifisch ipen2erpiPflanzen
differentiell exprimiert werden, scheint hier dieoidbination dererpl- und penzMutation von

Bedeutung zu sein.

Die erpl-3Mutation allein wirkt sich kaum auf did®. infestansnduzierte transkriptionelle
Umprogrammierung in Arabidopsis aus. Vergleicht maach P. infestandnokulation das
Expressionprofil deerpl-3Einzelmutante mit dem Expressionprofil vgi, pen2und pen2erp1-3
zeigen nur wenige Gene eimgpl-3spezifische differentielle Genexpression. Von eiessenen
stehen keine in einem offensichtlichen und direklisammenhang mit den erpl-3Mutanten

beobachteteR. infestandnduzierten Abwehrreaktionen oder dem verandestenolprofil.

Offenbar wirkt sich die Mutation ierpl-3vorrangig auf die Stoffwechselwege der Sterolhostese
aus und beeinflusst kaum die globale Genexpresaiarh nicht nach Pathogeninfektion, zumindest zu
den hier analysierten Zeitpunkten. Moglicherweisdlektieren die wenigenerpl-3spezifisch
regulierten Gene, die 6 bzw. 12 Stunden nBchinfestandnfektion erpl-3Pflanzen identifiziert
wurden, den zu diesen friihen Zeitpunkten noch @maobgepragten HR-Phanotyp. Eventuell wirkt sich
die Mutation inPSAT1/ERPZerst zu spateren Zeitpunkten, zu denen auclegig-3spezifischen
Abwehrreaktionen beobachtet werden konnten, auf Hie infestansnduzierte differentielle

Genexpression aus. Die Analyse der globalen Gemsgjon zu spateren Zeitpunkten naeh
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infestansinfektion konnte Signalwege und Mechanismen agiej die in Folge der Mutation in
PSAT1/ERP1zu Zelltodreaktion und Callose-Deposition in Mdsygfzellen fihren. Falls diese
Mechanismen jedoch generell nicht auf transkriggilen Ebene, sondern posttranskriptional oder
posttranslational reguliert werden, wirden zusételiMicroarray-Analysen keinen weiteren Einblick

in die Induktion deerpl-spezifischen Resistenzreaktionen ermdglichen.

4.5 FUNKTION UND LOKALISATION VON PSAT1/ERPIN ARABIDOPSIS

Im Rahmen dieser Studie konMBSAT1(At1g04010 als das in demrpl-3- und erpl-4Mutanten
betroffene Gen identifiziert werden, dessen Stérangderegulierten Callose-Ablagerungen und
Zelltodreaktionen im MesophylP. infestandehandelter Pflanzen fuhieSAT1/ERPkodiert die
Phopsholipid:Sterol-Acyltransferase 1, welche éagl-CoA-unabhangige Synthese von SEs aus FS
katalysiert (s.1.4.2). Mutationen RSAT1/ERPZXihren zu stark reduzierten SE-Mengen in Samen
und Blattern adulter Arabidopsis-Pflanzen (Banaal.e2005, Bouvier-Navé et al. 2010, eigene Daten
s. 3.4). Wahrend in den T-DNA-Insertionslinierpl-1(psatl-) underpl-2 (psatl-3 noch geringe
SE-Mengen in Arabidopsis-Keimlingen und Blattexteakadulter Pflanzen gemessen werden konnten
(Banas et al. 2005, Bouvier-Navé et al. 2010, eigbaten s. 3.4), wurden in den EMS-Mutanten
erpl-3 pen2erpl-3undpen2erpl-4nur Spuren von SEs detektiert (s. 3.4, die Siprd# inerpl-4
wurden nicht untersucht). In friheren Studien wurpestuliert, dass die verbleibende SE-
Akkumulation inpsattMutanten auf weitere im Blatt aktive SE-Synthagenickgeht, z.B. ASAT1
(Bouvier-Navé et al. 2010). Die Daten der vorliegem Studie deuten jedoch eher darauf hin, dass es
sich bei den T-DNA-Linien nicht um vollstandidess of functiofMutanten handelt, bei den EMS-
Mutanten hingegen schon. Da sowohl in den T-DNAettisnslinien als auch in den EMS-Mutanten
PSAT1/ERPIranskript nachgewiesen werden konnte, sollte ieitexflihrenden Analysen die
Expression des PSAT1/ERP1-Proteins und dessen itktivm den psatl/erpiMutanten Uberprift
werden. Trotz eines spezifischen Antikdrpers warilmsRahmen dieser Arbeit nicht mdglich,
PSAT1/ERPIn plantanachzuweisen. Banas et al. (2005) konnten die faakijvitat von PSAT1 nur

in mikrosomalen Membranfraktionen von PSAT1-Ubergrjgrenden transgenen Arabidopsis-Linien
analysieren. Moglicherweise ist die in Blattern watildtyp-Pflanzen vorliegende endogene PSAT1-
Konzentration zu gering, um Aktivitat oder Expressnachweisen zu kénnen. Man kdnnte allerdings
in Anlehnung an die Analysen von Banas et al. (200 Sterolestersyntheseaktivitat in
mikrosomalen Membranfraktionen Pro3BSATIERPX und Pro35%rpl-3exprimierender
transgenererpl-3Linien vergleichen, um zu Uberprifen, ob die Pomkation in PSAT1/ERP1

tatsachlich zu einem vollstandigen Ausfall der Enaktivitat flhrt.

SE spielen eine entscheidende Funktion in der Réignldes FS-Gehalts in der Zelle. Kommt es zur
Akkumulation von FS in Mengen, die den Bedarf dell&libersteigen, werden vermehrt SE gebildet
(Banas et al. 2005). In Tabak-Mutanten mit staHObter Sterolbiosynthese war die Bildung von SEs
im Vergleich zum Wildtyp induziert und die vermeBlsinthestisierten SE wurden in Lipidtrépfchen

gespeichert (Maillot-Vernier et al. 1991, Gondetkt1994). In Arabidopsis-Wildtyppflanzen wurde
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nach externer Zugabe von Squalen, einem Sterolttiosye-Vorlaufermolekil, eine erhdhte SE-
Akkumulation im Blatt beobachtet, die ebenfalls ™dr vermehrten Bildung von Lipidtroépfchen
einherging (Bouvier-Navé et al. 2010). FsattMutanten war die Squalen-Behandlung lethal,

vermutlich aufgrund des fehlenden Entgiftungsmeigmans' fir akkumulierende FS-Verbindungen.

Lipidtropfchen dienen der Speicherung neutraleiddpzu denen neben SEs auch Triacylglyceride
(TAG) gehdren. Bouvier-Navé et al. (2010) zeigteémss die Synthese und Akkumulation von TAGs
in Samen vorPSATIT-DNA-Insertionslinien im Vergleich zu Wildtyppfteen unveréndert ist. Der
TAG-Gehalt in Blattern vorerpl-Mutanten wurde bisher nicht untersucht. Da im awvebe von
erpl-Mutanten im Unterschied ZBSATIERPXPflanzen keine Lipidtropfchen nachgewiesen werden
konnten (s. 3.4), scheint die TAG-Synthese im Blattweder ebenfalls durch Mutationen in
PSAT1/ERPDeeintrachtigt zu werden, oder aber die TAG-Akklanan im Blatt ist zu gering, um

im erpl-Hintergrund durch Nilrot-Farbung nachgewiesen wardu kbnnen.

Die stark reduzierte Sterolestersyntheseeiipl-Mutanten geht mit erhéhten SG- und FS-Mengen
sowie einer verringerten Akkumulation von ASGs einfs. 3.4). Mutanten mit beeintrachtigter SG-
und ASG-Synthese zeigen im Gegenzug erhdohte MeageRS und SEs (DeBolt et al. 2009).
Dementsprechend scheint ein regulatorischer Riugklogsmechanismus zwischen der Synthese
freier bzw. veresterter und glycosylierter Stermlebestehen. Die erhdhte SG-Akkumulatioreipl-
Pflanzen kbnnte einen alternativen Mechanismus St@rolestersynthese darstellen, um aus der
Membran freigesetzte odede novo synthetisierte FS zu konjugieren und mdglichereveiai

detoxifizieren.

Die Synthese von SGs aus FS wird durch Sterolgijtassferasen (SGTs) katalysiert, deren
Aktivitat in Mais-Koleoptilen durch negativ geladeiPhospholipide stimuliert wird (Ullmann et al.
1993). Da Phospholipide, wie z.B. Phosphatidylethemin, als Acyl-Donor fir die Synthese von SEs
in Wildtyppflanzen dienen, ware es moglich, daseripl-Mutanten Phospholipde akkumulieren und
dadurch die SG-Synthese induziert wird.Smapis albawerden Sterolglycosidhydrolasen, die den
Abbau von SGs katalysieren, durch neutrale Lipidediert und durch Phospholipide inhibiert
(Kalinowska und Wojciechowski 1985). Da Arabidopaigch zu den Kreuzblitengewéchsen gehort,
ist ein &hnlicher Mechanismus vorstellbar, deeipl-Mutanten zu einem reduziertémrn-overund
somit einer verstarkten Akkumulation von SGs ful@b die erhéhte SG-Akkumulation auf einer
Induktion der SG-Synthese und bzw. oder einem iahi#n SG-Abbau beruht, kann anhand der im

Rahmen der vorliegenden Studie erhaltenen Datdm gaklart werden.

Die reduzierte ASG-Menge in Blattern vampl-Pflanzen deutet eine Beeintrachtigung der ASG-
Synthese aufgrund der Mutation IRSAT1/ERPlan. Bisher konnte keine Sterolglycosid-
Acyltransferase (SGAT) aus Pflanzen kloniert werdssiwurde aber gezeigt, dass die Ubertragung
von Acyl-Resten auf SG Acyl-CoA-unabhéngig erfdi@tille et al. 2010). Da auch PSAT1/ERP1 die
Ubertragung von Fettsauren unabh&ngig von Acyl-@atalysiert, kénnte man eine duale Funktion
von PSAT1/ERP1 in der SE- und ASG-Synthese verm@erPSAT1 allerdings in der Lage ist Acyl-
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Gruppen auch auf Hydroxyl-Gruppen von Zuckermoleki#u Ubertragen wurde bisher nicht gezeigt
bzw. untersucht. In deerpl-EMS-Mutanten ist die Akkumulation von ASGs zwautlieh reduziert,
aber nicht so stark beeintrachtigt wie die SE-Akliation. Folglich scheinen noch andere Enzyme in
die Synthese von ASGs involviert zu sein. Moglieteise wird auch die Aktivitdt der SGATS in
erpl-Mutanten durch akkumulierende SG, FS oder Phogptlel gehemmt. Ob tatséchlich
Phospholipde oder Lysophospholipide @mpl-Mutanten akkumulieren wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Falls demwge, konnte auch eine veranderte Phospholipid-
vermittelte Signalweiterleitung iarpl-Mutanten fir die veranderte Pathogenantwort vodeB&ing
sein (Laxalt und Munnik 2002).

Die subzellulare Lokalisation von PSAT1/ERP1 wind ER vermutet (Athenstaedt und Daum 2006),
da die beiden in Hefe identifzierten SE-Synthasesilp und Are2p im ER lokalisiert sind (Zweytick
et al. 2000b) und auRerdem der Nachweis der PSARYsaaktivitat in mikrosomalen Membranen
eine Lokalisation im Endomembransystem der Zelleenstiitzt (Banas et al. 2005). Die silico
Vorhersagen zur Lokalisation von PSAT1/ERP1 waliehtreindeutig, jedoch sagten die Programme
SignalP 4.0 (Petersen et al. 2011) und TargetREnianuelsson et al. 2000) eine 27 Aminosauren
lange hydrophobe Sequenz am N-Terminus von PSATRIERoraus, die mdglicherweise als
Signalpeptid erkannt und im sekretorischen WegRteteinbiosynthese prozessiert wird. Trotz der
Daten friherer Studien und darsilico-Vorhersagen wurde im Rahmen der vorliegenden S8tkeine
ER-Lokalisation von PSAT1/ERP1-GFP-Fusionsproteibeobachtet. An Stelle dessen wurde in
PSAT1/ERP1-GFP-exprimierenden Pflanzenzellen di®-Gkioreszenz in kleinen spharischen und
sich bewegenden Strukturen detektiert, deren Idgrith Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden
konnte. Die Bewegung der fluoreszierenden Struktutennte in ersten Vorexperimenten durch
Behandlung mit Cytochalasin A nicht aber durch Galin inhibiert werden (Daten nicht gezeigt),
was auf eine Aktinfilament-abhangige Bewegung hirtele In Hefe wurde beobachtet, dass einige
Enzyme des Stoffwechsels neutraler Lipide sowohERrMembranen als auch, bzw. z.T. nur, in
Lipidtropfchen aktiv sind (Sorger und Daum 2002uBeet al. 2007). Eine moégliche Lipidtrépfchen-
assoziierte Lokalisation von PSAT1/ERP1-GFP komtierdings in den im Rahmen der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrten Lokalisationsstudien nichegjgt werden (s. 3.5.1).

Auch fir die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA-Rektase (HMGR), welche die Synthese von
Mevalonat katalysiert, wurde eine ER-Lokalisatiamrhergesagtin vivo wurde allerdings eine duale

Lokalisation im ER und in zytoplasmatischen sowskuolaren Vesikeln unbekannter Herkunft
beobachtet (Leivar et al. 2005). Es wurde postylaass HMGR im ER synthetisiert und in dessen
Membranen eingebaut wird und dass es sich bei @ésik¥-Strukturen um ER-Segmente handelt, die
dem Transport der HMGR an die Orte der Mevalonaiti$gse dienen. Um zu Uberprifen, ob die
grun-fluoreszierenden Strukturen in PSAT1/ERP1-@kprimierenden Epidermiszellen selben
Ursprungs wie die HMGR-ER-Segmente sind, konnte éolokalisation beider Proteine getestet
werden. AulRerdem ist fur die Lokalisation der HM@& N-Terminus des Proteins von Bedeutung
(Leivar et al. 2005). Da in Vorexperimenten mit étrhinalen YFP-PSAT1/ERP1-Fusionsproteinen
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z.T. nicht mehr die zuvor beobachtete Vesikel-agste Fluoreszenz auftrat (s. Anhang 8.10), ist
eine dhnliche Bedeutung des N-Terminus fur die PBBERP1-Lokalisation vorstellbar. Diese konnte
mit Hilfe der Fluoreszenz N-terminal deletierter H3/ERP1-GFP-Versionen analysiert werden.
Zusétzlich konnte getestet werden, ob ein bestimmNtéerminaler Abschnitt des PSAT1/ERP1-

Proteins fur eine gerichtete Lokalisation von GRielén zytoplasmatischen Vesikeln ausreicht.

Die Lokalisationsstudien wurden in dieser Arbeit PSAT1/ERPASFP-Fusionen durchgefiuhrt, die
unter Kontrolle des 35S-Promotors konstitutiv empert wurden. Eine Uberexpression von
PSAT1/ERP1 fuhrt nicht zu einer erhdhten Sterotegtehese und entsprechende transgene Pflanzen
weichen morphologisch nicht vom Wildtyp ab (Bandsak 2005, Bouvier-Navé et al. 2010).
AulRerdem wurde im Rahmen der vorliegenden Arbai &omplementation derpl-spezifische HR

in transgenen Pflanzen beobachtet (s. 3.5.1). D¥mRkonnte die starke Expression und der GFP-
Anhang die Lokalisation und Aktivitat des Proteuesandern. Die Expression von PSAT1/ERP1-GFP
unter Kontrolle des endogenen Promotors oder eirsioR mit einem kleineren Anhang, wie z.B.
einem His-Tag, und der immunhistochemische Nachwdilsses Fusionsproteins konnte in

zukiinftigen Lokalisationsstudien getestet werden.

Unabhangig von der Lokalisation des PSAT1/ERP1-Ersz\bestatigten die vergleichenden Analysen
freier und konjugierter Sterolverbindungen in Biétt von erpl- und Kontrollpflanzen in der
vorliegenden Arbeit die Beobachtungen und Hypothefséherer Studien Uber die Bedeutung der

Sterolestersynthese fur die Aufrechterhaltung ééutaren Sterolhomdoostase.

4.6 MOGLICHE KONSEQUENZEN DER VERANDERTENSTEROLHOMOOSTASE IN
PSAT1/ERP-DEFIZIENTEN PFLANZEN

Mutationen inPSAT1/ERPIfihren zu einer veranderten Sterolhomdostase,Stheolbiosynthese
bleibt aber offensichtlich unbeeintrachtigt (s. Anjy 8.5). Anders als viele Sterolbiosynthese-
Mutanten zeigenerpl-Pflanzen dementsprechend auch keine auffalligenchdtams- oder
Entwicklungsphanotypen. Auch fir die Hefe-Doppelamién arelare2 wurden trotz signifikant
reduzierter SE-Level keine offensichtlichen Wachwsstérungen unter Standartbedingungen
beobachtet. Unter Stressbedingungen und beim Bewrider stationaren Wachstumsphase wiesen sie
allerdings ein reduziertes Wachstum auf (Zweytitkake 2000b). Die Fahigkeit zur SE-Bildung
scheint demnach unter normalen Wachstumsbedingungeht essentiell, bei veranderten
Wachstumsbedingungen in Stresssituationen undnrastin Entwicklungsphasen jedoch von Vorteil

Zu sein.

In den folgenden Abschnitten werden mogliche Aukwigen der beeintrachtigten
Sterolestersynthese und der damit einhergehendénderten Sterollipid-Zusammensetzungipl-
Pflanzen im Hinblick auf die entwicklungsspezifiscBlattseneszenz, Membraneigenschaften und die

Interaktion mit Pathogenen diskutiert.
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4.6.1 DIE ROLLE VON PSAT1/ERPIMWAHREND DERBLATTALTERUNG

Die Arbeit von Bouvier-Navé et al. (2010) und eigeDaten deuten auf eine Funktion von
PSAT1/ERP1 wahrend der AlterungsprozessA.ithalianahin. Fur alleerpl-Mutanten wurde eine

im Vergleich zu den Kontrollpflanzen friher eingtde Blattseneszenz beobachtet. Im Abschnitt 4.2
wurde bereits ein moglicher Zusammenhang zwiscHatidBneszenz und Pathogenabwehr diskutiert;
hier soll nun beleuchtet werden, warum die Mutaiio®SAT1/ERPXur verfriihten Blattseneszenz

fuhren konnte.

Die Blattseneszenz entspricht dem letzten StadienBthttentwicklung, dessen Einsetzen zum einen
durch verschiedene interne Faktoren, z.B. dasd¥ettund vorherrschende Phytohormon-Level, und
zum anderen durch externe abiotische und bioti&dh#isse reguliert wird (Lim et al. 2007). Dabei
ist die Blattalterung kein passiver und unkoordiigie Prozess, sondern umfasst streng regulierte und
vielfaltige Vorgange, die einer Umverteilung vonhxstoffen aus dem seneszenten Blatt in andere,
metabolisch noch aktive, Pflanzenorgane dienen (&inal. 2007). In seneszenten Blattern werden
Reaktionen der Kohlenstoffassimilation eingesteiftd durch den Abbau von Chlorophyll und
Makromolekilen ersetzt. Auerdem werden Membraregmadiiert, wobei Membranproteine, Lipide,
Fettsauren und Sterole freigesetzt werden (Lim.&2QD7). Die Mengen neutraler Lipide nehmen mit
fortschreitender Seneszenz im Blatt zu, ebenso die Transkription von PSAT1 und
DIACYLA.YCEROL £YLTRANSFERASHE (DGATY), deren Genprodukte die Synthese von SEs und
TAGs katalysieren (Kaup et al. 2002, Bouvier-Nawéaé 2010). Erhthte SE-Gehalte wurden
ebenfalls wahrend der Fruchtreife (Whitaker 198894) und in pflanzlichen Zellkulturen bei
Erreichen der stationaren Wachstumsphase (Dyds B2%il) beobachtet. In tierischen Geweben und
Hefe stellen SEs die Transportform freier Sterade (@yas und Goad 1993). Es wird angenommen,
dass auch in Pflanzen die Synthese neutraler Ligiel® Recycling und Transport freigesetzter
Membranbestandteile dient. Dabei konnten SE nidghtder Speicherung und spateren Bereitstellung
von Sterolen dienen, sondern auch der Kompartimentg von FS, um vorzeitige Membranschéden
wahrend der regulierten Blattalterung zu vermei{®ouvier-Navé et al. 2010). Dementsprechend
konnte man annehmen, dass der Verlust der PSAT /RBvitat mit fortschreitendem Blattalter in
einer erhohten Akkumulation von FS und Acyl-Restegsultieren, die bei Erreichen einer
zytotoxische Konzentration zum friiheren Absterbes Blattes flihrt. Zwar scheint die erhéhte SG-
Synthese irerpl-Mutanten einen kompensativen Mechanismus fur elidehde Sterolestersynthese
darzustellen, allerdings sind SG im Gegensatz z1S8Hikturkomponenten der Membran (Grille et al.
2010) und eine erhdhte SG-Konzentration kénnte &tigungen Membran-assoziierter Vorgange

bewirken.

Wahrend der Blattseneszenz scheint die PSAT1/ERBargige Sterolestersynthese die
Funktionsfahigkeit von Zellmembranen zu gewahristund die Akkumulation zytotoxischer

Membranbestandteile zu verhindern.
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4.6.2 EINFLUSS FREIER UND KONJUGIERTER STEROLE AUF

MEMBRANEIGENSCHAFTEN UNDMEMBRAN-ASSOZIIERTEREAKTIONEN

Da Phytosterole und deren glycosylierte Konjugateht aber SE, Komponenten der Membran sind
und als solche FlieBvermdgen und DurchlassigkeitiEmbran regulieren (Hartmann 1998), konnte

die veranderte Sterolhomdostaselipl-Mutaten die Eigenschaften von Zellmembranen bkeisén.

Je nach Temperatur und Zusammensetzung konnenhiggfene Phasen der Lipiddoppelschichten
unterschieden werden: flussidjq(id-disordered, flissig-kristallin ({iquid-ordered- und gelartig
(solid ordered (Beck et al. 2007). Die Phasenzustinde werdechdden Sattigungsgrad der Acyl-
Reste der Phospholipide, den Anteil an Sterolemirfgplipiden sowie Membranproteinen und die
Temperatur beeinflusst. Plasmamembran-Mikrodomariemembrane rafds sind dynamische
Membranbereiche, die aufgrund der stark geordneipidstruktur sowie der Anreicherung von
Sterolen und Sphingolipiden eine geringe Detergamkibslichkeit aufweisen und damit deguid-
ordered Phase ahneln (Simon-Plas et al. 2011). Zwar simdnbManfraktionen, die aufgrund ihrer
Detergenzien-Unloslichkeit isoliert wurdendefergent resistent domaindDRMs) nicht mit
funktionellen membrane raftsgleichzusetzen, bieten aber in Kombination mit emad in vivo
Analyse-Methoden eine gute Mdglichkeit Zusammensejz Struktur und akkumulierende Proteine

in Abhangigkeit von externen Stressfaktoren zu nsoiehen.

In erpl-Mutanten sind die FS im Blatt im Vergleich zu dEontrollpflanzen leicht erhéht, was
anscheinend v.a. auf einer verstarkten Akkumulation Sitosterol und Campesterol beruht (s. 3.4
und Anhang 8.5). Fir Sitosterol wurde ein starknerdler Effekt auf Lipidseitenketten pflanzlicher
Liposomen beobachtet, der mit einer effizientenriigerung der Wasserpermeabilitéat synthetischer
Phosphatidylcholin-Doppelschichten einherging ($het al. 1991). In DRMs aus Tabakblattern und
-Zellkultur wurde eine Anreicherung von Glycosykeriden, Stigmasterol, Sitosterol und Cholesterol
beobachtet (Mongrand et al. 2004). In Arabidopsgadingen und Lauch wurden neben FS und
Glycosylceramiden auch vermehrt SG in DRMs nachgsern (Laloi et al. 2007). Die veranderte
Sterolhomgostase ierpl-Mutanten konnte demnach die Komposition von Memivikrodomanen
beeinflussen. Mdglicherweise fuhrt die verstarktekdmulation von Sitosterol und SGs érpl-
Mutanten zu rigideren Zellmembranen und zu einetmetgn Anteilraft-ahnlicher Membranphasen.
Dadurch konnte zwar die Fluktuation membranstandigeoteine im Normalzustand der Zelle
erschwert, aber die Stress-induzierte raumlicheoAasion von Signalproteinen imembrane rafts
erleichtert werden. Die verstarkte Abwehrreakti@n erpl-Mutanten gegenubd?. infestanskénnte
somit auf einem erhOhten Reaktionspotential Memlassoziierter Signaltransduktionsprozesse

beruhen.

Membrane rafteermdglichen eine zeitliche und rdumliche Orgamsaton Membranproteinen und
bieten somit eine Plattform fur Proteininteraktionend die Weiterleitung perzipierter Signale

(Mongrand et al. 2010, Simon-Plas et al. 2011).dbabheint die Assoziation von Membranproteinen
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mit DRMs durch den Empfang externer Signale indtizie werden (Simon-Plas et al. 2011). Keinath
et al. (2010) beobachteten nach Behandlung von ideabis-Zellkulturen mit dem bakteriellen
Elicitor flg22 eine Veradnderung der Proteinzusamse¢rung in den DRMs, wobei v.a. RLKs,
darunter FLS2, und andere Signalproteine akkuntahein unbehandelten Zellen lag FLS2 hingegen
hauptsachlich in Detergenzien-léslichen Membranghagor. Proteine, die konstitutiv in DRMs
nachgewiesen wurden, sind vermutlich in unbehaedelellen inaktiv und werden erst nach
Signalperzeption und dadurch induzierte Rekrutigrurund Oligomerisierung anderer
Signalkomponenten aktiviert (Simon-Plas et al. 20Dk erpl-Mutanten kein verdndertes Wachstum
auf flg22-haltigem Medium zeigen und die Expresdig22-responsiver Gene imrpl-Hintergrund
nicht verandert ist, scheint die veranderte Sterlkosition inerpl-Pflanzen zumindest die FLS2-
vermittelte Signalweiterleitung nach flg22-Perzeptinicht zu beeintrachtigen. Weitere PAMPs

konnten in zukinftigen Analysen getestet werden.

Die erpl-spezifischen zellularen Abwehrreaktionen wurdehnafektion mitP. infestansBghundC.
higginsianum,aber nicht nach Infektion mit Bakterien, nachgeeie (Daten nicht gezeigt). Dies
deutet darauf hin, dass die verdnderte Sterolkoitiposin erpl speziell die Abwehrreaktion
gegenlber penetrierenden Pathogenen verandertEdganzung der bereits vorliegenden Daten
kénnte zum einen die zellulare Reaktion und dier&sgion von Signalkomponenten nach Perzeption
Pilz-spezifischer PAMPs, wie z.B. Chitin, émpl-Mutanten untersucht werden. Zum Anderen kdnnte
die fokale Akkumulation von Komponenten der Pen@msresistenz nach Infektion mit
penetrierenden Pathogenen Ulber die Zeit verfolgtdeve um mdgliche Veranderungen im Verlauf

zelluldrer Reaktionen zu beobachten.

In der kompatiblen Interaktion von Gerste Bighwurde neben der fokalen Akkumulation von MLO-
YFP, PEN1- und ROR1-GFP auch eine lokale Anreiamgruon Sterolen in der Plasmamembran
penetrierter Epidermiszellen nachgewiesen und ner dPathogen-induzierten Bildung von
Plasmamembran-Mikrodoméanen in Verbindung gebraBhat( et al. 2005). Die Sterolakkumulation
unterhalb von Penetrationsstellen wurde mit Hilfees d Sterol-bindenden fluoreszierenden
Antibiotikums Filipin visualisiert (Martin und Kormaka 2004). Auch im Rahmen dieser Studie wurde
die Filipin-Fluoreszenz nacR. infestandBehandlung inerpl- und Kontrollpflanzen untersucht, es
konnte jedoch aufgrund der relativ starken Hintengfarbung pflanzlicher Plasmamembranen und
Hyphenstrukturen keine spezifische Akkumulation Bareich der Penetrationsstellen beobachtet
werden. Des Weiteren sollte die fokale Akkumulatioon PEN3-GFP impen3 und erplpen3
Hintergrund analysiert werden. Diese Experimenteewaaufgrund starke®ilencingEffekte in der

Kreuzungsnachkommenschaft jedoch nicht aussagiekraft

Fur das Plasmamembranprotein Remorin (REM) wurdeTabakzellen eine DRM-assoziierte
Lokalisation beobachtet, die bei gestorter Steosimthese nicht mehr vorlag (Raffaele et al. 2009).
Mit Hilfe von REM-GFP-Fusionsproteinen ierpl- und Wildtyp-Hintergrund lie3e sich Gberprifen,
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ob die veranderte Sterolkomposition imerpl-Blattgewebe die Verteilung dieses

Plasmamembranproteins beeinflusst.

Mutationen in PSAT1/ERP1 scheinen nicht nur diedstersynthese, sondern auch die Acylierung
von SGs zu beeintrachtigen (s. 3.4). Zwar sindAdB&-Mengen in Blattern voarpl-Pflanzen nicht

so stark reduziert wie die SE-Mengen, die im Veadjlezu den Kontrollpflanzen signifikant
verringerte ASG-Akkumulation kdnnte dennoch die Nbeameigenschaften beeinflussen. So wurde
z.B. gezeigt, dass bei PhosphatmangelbedingungerHafer-Wurzeln ein grof3er Teil der
Plasmamembran-Phospolipide durch Digalactosyldigpsgrin (DGDG) ersetzt werden, wéahrend in
den stark geordneten DRMs v.a. ASGs diese Funkti@mnehmen (Andersson et al. 2003, Tjellstrom
et al. 2010). Im Vergleich zu Galactolipiden siné@s offensichtlich besser geeignet den hohen
Ordnungsgrad der Lipide in DRMs aufrecht zu erlmltda sie &hnlich wie z.B. Sitosterol die
Beweglichkeit der Fettsaureketten von Membranlipidanschranken (Tjellstrom et al. 2010).
Phosphatmangel fuhrt auch in Arabidopsis zu Verdmdgen in der Membranlipid-Zusammensetzung
und Wewer et al. (2011) zeigten, dass in Blattarsézlich zu ASGs auch verstarkt SGs und SEs
akkumulieren. Aufgrund des ordnenden Einflusses A&&®Gs auf Plasmamembran-Lipide wird flr
groRe ASG-Mengen auRerdem ein negativer Effektvarhbranen bei Kélte postuliert (Palta et al.
1993, Uemura und Steponkus 1994). Allerdings etghadowohl frosttolerante als auch frostanfallig
Kartoffelarten grof3e Mengen acylierter Sterolglydesin der Membran (Palta et al. 1993) und die
Arabidopsis ugt80A2ugt80BDoppelmutante zeigte sowohl bei Kélte als auch bermalen
Temperaturen ein leicht verringertes Wachstum (IeBbal. 2009). Ob die verminderten ASG-
Mengen in erpl-Pflanzen zu einer erhfohten Frost- bzw. Kaltetolerader einem reduzierten
Wachstum unter Phosphatmangelbedingungen fihrjevan Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht. Generell wiurde die Analyse der Reakyimmerpl-Mutanten auf abiotischen Stress die
bisherigen Daten ergénzen und eventuell einenréief&inblick in die Rolle der PSAT1/ERP1-
abhangigen Sterolestersynthese in der pflanzlidéetwicklung unter Einwirkung verschiedener

Stressfaktoren ermdglichen.

Die Sterollipid-Analysen wurden im Rahmen der vagénden Arbeit mit Gesamt-Lipid-Extrakten aus
Arabidopsis-Blattern durchgefiihrt. Die bisher arggamenen und diskutierten Veréanderungen der
Sterollipid-Zusammensetzung in Membranen egrl-Mutanten sind rein spekulativ und sollten in

weiterfihrenden Untersuchungen mit Membranfrakitioileerpriift werden.

4.6.3 PHYTOSTEROLE UNDSTEROLKONJUGATE IN DER PFLANZLICHEN
PATTHOGENABWEHR

Oomyceten der Gattung@&hytophthoraund Pythiumsind nicht in der Lage Sterole zu synthetisieren,

da ihnen im Vergleich zu den Sterol-prototrophem@ceten die genetische Information fir einige

Schlusselenzyme der Sterolbiosynthese, z.B. CyoeiR450-Enzyme der Gruppe CYP51, fehlt

(Tyler et al. 2006, Gaulin et al. 2010). Bereiti $6864 ist bekannt, dass Phytosterole das Wachstum

und die Reproduktion vorPhytophthora-und PythiumArten induzieren (Hendrix 1970). Um
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Sterolverbindungen aus den Membranen der Wirtspdlaau nutzen, sekretierdhytophtoraArten
Sterol-Carrier-Proteine, die aufgrund ihrer Zellinduzierenden Wirkung in Tabak als Elicitine
bezeichnet wurden (Ricci et al. 1989, Mikes et1808). Infestinl (INF1) wurde iR. infestansals
hauptsachlich sekretiertes Elicitin identifizidkafmoun et al. 1997b).

Die Abhéangigkeit vonP. infestansvon verfiigbaren Phytosterolen legte nahe, dasseli@énderte
Sterolhomoostase ierpl-Pflanzen die Interaktion mit dem Oomyceten dideg&einflusst. Liegen in
der Membran vorrpl-Mutanten mehr FS als in Wildtyppflanzen vor, k@ndies das Wachstum von
P. infestansbegunstigen, wodurch wiederum verstarkt Abwehrieakn induziert werden wurden.
Diese Hypothese konnte im Rahmen der vorliegendediés jedoch nicht bestatigt werden. Zum
einen wurde kein verstarktes Wachstum wrinfestansauf erpl-Pflanzen beobachtet (Daten nicht
gezeigt), und zum anderen wurden dipl-spezifischen Abwehrreaktionen sowohl durch Infekti
mit einem INF1-defizientenP. infestandsolat als auch in der Interaktion mBgh und C.
higginsianum induziert. AuRerdem wurde nach Infektion mR. infestans eine verringerte
Akkumulation von FS irerpl- und Kontrollpflanzen beobachtet, was der Annaleimer erhdhten
Sterolverfugbarkeit irrpl-Mutanten widerspricht. Andererseits kénnte dieniaderte FS-Menge in
Blattern P. infestandbehandelter Pflanzen auf einen Verbrauch der gbdien Membransterole
durch den Oomyceten oder die Pathogen-induzierteh8ge sekundarer Pflanzenstoffe oder von
Brassinosteroiden aus FS zurickgehen. In Kartoffatde z.B. gezeigt, dass Glykoalkaloide

vorrangig aus Cholesterol synthetisiert werderb(itet al. 2003).

Interessanterweise induzierte die Infektion Biinfestansowohl in Arabidopsis als auch in Kartoffel
eine verstarkte SE-Akkumulation, die anderen Klas$er konjugierten Sterole sind hingegen nicht
verandert. In Arabidopsis scheint d?e infestangnduzierte SE-Synhtese spezifisch auf die Aktivita
von PSAT1/ERP1 zuriickzugehen, die vermutlich passkriptionell nach Infektion induziert wird.
Zumindest war nach Behandlung ni#t infestansin Arabidopsis keine erhthte PSAT1/ERP1-
Transkriptakkumulation zu beobachten (s. 3.3) un&artoffel war die Expression des homologen
GensStPSATsogar reprimiert (s. 3.10.1).

Zur Untersuchung der Funktion von StPSATL1 in dert$ifiteraktion von Kartoffel un®. infestans
wurden StPSAT-RNAI-Linien erzeugt, wobei jedochka&iner dieser Linien eine effektive Reduktion
der StPSAT IFranskription erzielt wurde (s. 3.10.3). Dies deutéglicherweise auf eine essentielle

Funktion des Enzyms in Kartoffel hin, die bei v#im Ausfall in einem lethalen Phénotyp resultiert.

Keine der RNAI-Linien zeigte trotz der z.T. von ddfontrollen abweichenden Sterollipid-
Zusammensetzung eine veranderte Anfalligkeit gelger@. infestangs. Anhang 8.6). Scheinbar ist
die leicht veranderte Sterollipid-Zusammensetzundiesen Linien fur die Interaktion nit infestans
nicht von Bedeutung. Auch in friiheren Studien wukéen direkter Zusammenhang zwischen der
Zusammensetzung der Sterollipide von Blattern Veesiener Kartoffel- und Tomatensorten und
deren Anfalligkeit bzw. Resistenz gegeniBeiinfestandeobachtet (Langcake 1974, Bradford et al.
1981, 1982).
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Die ektopische Expression von AtPSAT1/ERP1 in Kifetaresultierte weder in einer veranderten
Anfalligkeit gegenibefP. infestansnoch in einem konstitutiv veranderten Sterolpr¢él 3.10.2).
PSAT1/ERP1 scheint in Kartoffel nicht funktional zein, oder endogene Mechanismen fihren zu

einer Aufrechterhaltung der Sterolhomdostase imsgganen Kartoffel-Linien.

Da dieerpl-spezifischen Abwehrreaktionen nicht ausschliefRirclder Nichtwirtsinteraktion miP.
infestans induziert wurden und das Sterollipid-Profil in Kaffel- und Arabidopsis-Blattern
offensichtlich nicht die Virulenz voR. infestandeeinflusst, scheint die Sterolestersynthese ediee
grundlegende Funktion in der Reaktion auf biotiscl®ress zu haben. Mdglicherweise dient sie,
ahnlich wie wéahrend der Blattseneszenz, der Konmpartierung und Detoxifizierung von Sterolen

und Fettsauren, die im Rahmen eines programmiga#tods aus Membranen freigesetzt werden.

Wie bereits in Abschnitt 4.6.2 diskutiert wurdeydvder Phasenzustand pflanzlicher Membranen nicht
nur durch den Anteil der verschiedenen Sterollifsisgen an der Gesamtheit der Sterolverbindungen
sondern auch durch die verschiedenen Arten vorol@telekilen beeinflusst. Die Synthese der vier
Hauptsterole Sitosterol, Stigmasterol, CampestandlCholesterol wird dabei hauptsachlich durch die
Aktivitdt der Sterol-Methyltransferasen (SMTs) undn Enzymen der Cytochrom-P450-Famile
reguliert. Die SMTs katalysieren die Alkylierungrd&terolseitenkette und regulieren damit die Menge
an 24-Methyl- und 24-Ethyl-Sterolen und des unmighgn Cholesterols (Diener et al. 2000,
Schaeffer et al. 2001). In Arabidopsis und Tomaterden mehrere Vertreter der CYP710A-
Enzymfamile als C22-Desaturasen identifiziert, wadpeziell CYP710A1 die Umwandlung vdh
Sitosterol zu Stigmasterol katalysiert (Morikawaakt2006).

In zwei unabhangigen Studien wurde eine erht@t¢P710Alabhangige Akkumulation von
Stigmasterol in Arabidopsis-Blattern nach Baktepigfall beobachtet (Griebel und Zeier 2010, Wang
et al. 2012). Dabei wurden allerdings gegensatlieffekte des erhdhten Stigmasterol-Gehalts auf
Bakterienwachstum beobachtet: In der Studie voreligti und Zeier (2010) wiesetyp710A1
Mutanten eine erhohte Resistenz gegenulber virulamte avirulenterdP. syringaeStammen auf, die
Interaktion mit einem Nichtwirts-Stamm war hingegeicht verandert. Es wurde postuliert, dass
Stigmasterol aufgrund der ungesattigkten Seiteekaitt Durchlassigkeit der Membran erhdht und
moglicherweise Membran-assoziierte AbwehrreaktiomenGunsten der Bakterien beeintréachtigt.
Wang et al. (2012), die u.a. mit einer andergp710A1T-DNA-Insertionslinie als Griebel und Zeier
(2010) arbeiteten, beobachteten hingegen ein s&gR&achstum virulenter, avirulenter und nicht-
adaptierter Bakterien auf Mutanten mit verringe®¢igmasterol-Akkumulation. Da diese Mutanten
z.T. auch einen erhdhten lonen- und Nahrstoffamsstnach Pathogeninfektion zeigten, wurde

spekuliert, dass eine Zunahme der Stigmasterol-BldigDurchlassigkeit der Membran reduziert.

Ungeachtet der bisher unverstandenen Funktion, sieYP710Alabhéngige Stigmasterolbildung
nicht nur durch bakterielle Pathogene sondern aacih PAMP-Perzeption, ROS-Akkumulation und
in der Interaktion mit dem nekrotrophen PBz cinereainduziert (Griebel und Zeier 2010). Im

Rahmen der vorliegenden Arbeit fihrte auch die Bdhang mitP. infestanszu einem Anstieg des



Diskussion|113

Stigmasterol-Gehaltes in Arabidopsis- und Kartditgitern. Scheinbar stellt die Umwandlung \n
Sitosterol zu Stigmasterol einen evolutiv konseteie Mechanismus der pflanzlichen Immunantwort

dar.

Mdoglicherweise ist die erhohte SE-Akkumulation n&thinfestandnfektion eine direkte Folge der

Pathogen-induzierten Stigmasterol-Synthese. Sotkon. in allen untersuchten Sterollipidklassen
ein erhéhter Anteil von Stigmasterol nach Pathagfektion beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
Griebel und Zeier (2010) zeigten, dass in mikrodemand Plasmamembran-Fraktionen ein ahnlich
erhdhtes Verhaltnis von Stigmasterol zu Sitosteooliegt, wie in Gesamt-Blatt-Extrakten beobachtet
wurden. Dies wiederum deutet darauf hin, dass daehnPathogeninfektion synthetisierten

Stigmasterol-Molekiile auch tatsachlich in die Meambmtegriert werden. Weder Griebel und Zeier
(2010) noch Wang et al. (2012) untersuchten jedecifter Sito- und Stigmasterol andere
Sterolverbindungen oder den Anteil der verschiedeésterollipidklassen an der Gesamtsterol-Menge

im Blatt oder in Membran-Fraktionen.

Sollten hohe Stigmasterol-Mengen tatsachlich irereimdheren Membrandurchlassigkeit resultieren
und dadurch das Pathogenwachstum begunstigen, vadistellbar, dass Pflanzen im Laufe der
Evolution Mechanismen entwickelt haben um dem egggeuwirken. Ein solcher Mechanismus wére
z.B. die Sterolestersynthese mit der Funktion zuhehound mdglicherweise schadigende
Sterolkonzentrationen in der Membran zu vermeidérulente Pathogene kénnten wiederum die
Fahigkeit erworben haben, diese Resistenzreaktiamierdriicken. Es ware interessant zu testen, ob
auch bakterielle Pathogene und PAMPs eine erhodbteS&E-Akkumulation hervorrufen und ob
Unterschiede nach Infektion mit adaptierten undhtaédaptierten bakteriellen sowie pilzlichen

Pathogenen mit verschiedenen Lebensweisen auftreten

Insgesamt zeigen die Daten aus der Literatur umdraldiegenden Arbeit, dass in Pflanzen infolge
eines Pathogenbefalls Synthese und KonjugatiorPdgtosterole differentiell reguliert werden. Die
Pathogen-induzierte Akkumulation bestimmter Stexddindungen scheint dabei keine direkte
Signalfunktion in der Pathogenabwehr zu haben, esondielmehr der Regulation von Membran-
Eigenschaften zu dienen. Ob die beobachteten Verdnden den Krankheitsverlauf oder die
Resistenzauspragung beglnstigen, konnte bishert reahdeutig geklart werden und héngt

moglicherweise von der Lebensweise und den Ansprugbrschiedener Pathogene ab.

4.7 MODELLVORSTELLUNG UBER DIEENTWICKLUNG DES SPEZIFISCHEN
NICHTWIRTSRESISTENZPHANOTYPSPSAT1/ERP-DEFIZIENTERPFLANZEN

In A. thaliana tragen zahlreiche Mechanismen zur Aufrechterhgltder Nichtwirtsresistenz
gegenibeP. infestandei. Die Perzeption des Oomyceten induziert lokdderehrreaktionen, die mit
der Akkumulation von ROS, der Expression von Kongdan der Penetrationsresistenz, gerichteten
zellularen Umlagerungsprozessen, damit verbunddmensport- und Sekretionsvorgédngen sowie
Zellwandverstarkungen einhergehen, mit dem ZieRdieetration zu verhindern (Huitema et al. 2003,
Nurnberger und Lipka 2005, Hardham et al. 2007, Kwb al. 2008a). AuRerdem kdnnten auch, in
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Analogie zu anderen und besser charakterisiertehoBgstemen, ein Anstieg des intrazellularen
Calcium-Gehalts nachP. infestanBehandlung auftreten. Im seltenen Fall der ertalgren
Penetration werden Mechanismen der postinvasiveisteez aktiviert, die im Rahmen einer HR zum
programmierten Zelltod der penetrierten Zelle filhreodurch dem hemibiotrophdh infestansn
frihen Phasen der Entwicklung die Lebensgrundlageogen und so ein weiteres Wachstum auf der

Nichtwirtspflanze effektiv unterbunden wird (Lipkaal. 2005).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine wereeReaktion in der Nichtwirtsinteraktion von
Arabidopsis mitP. infestansidentifiziert: die PSAT1/ERP1-abhéngige Synthesa BEs und die

damit verbundene Regulation der Sterolhomdostadgiaih

Eine Akkumulation von SEs wurde bisher in senesre@rganen verschiedener Pflanzenspezies, in
Pflanzenzellkulturen beim Erreichen der stationaré&hasen und bei Wachstum unter
Phosphatmangelbedingungen beobachtet (Dyas und I2&8] Zweytick et al. 2000b, Bouvier-Navé
et al. 2010, Wewer et al. 2011). Im Rahmen deriegehden Studie wurde erstmals eine Pathogen-
induzierte SE-Akkumulation gezeigt. Die stark béd@ichtigte Sterolestersynthese RSAT1/ERPL
defizienten Pflanzen geht mit einer friheren B&ateszenz und verstarkten Zelltodreaktionen sowie

deregulierten Callose-Depositionen nach Infektisghpmanetrierenden Pathogenen einher.

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Reaktionés,ird erpl-Mutanten mdglicherweise zu der
verfrihten Blattseneszenz und den verstarkten Abwaktion filhren und ingll-Pflanzen die

Wildtyp-Situation aufrecht erhalten, sind in Abhilty 4-1 zusammengefasst.

Die Vorgange der Blattseneszenz und der HR sirdisicHinblick auf die Induktion und die Ablaufe
des programmierten Zelltods relativ &hnlich (Lim &t 2007). Beide Prozesse involvieren die
Akkumulation von ROS, verénderte lonenstrome und Abbau von Zellbestandteilen. Aul3erdem
kénnte die PSAT1/ERP1-abhangige Sterolestersyntimebeiden Vorgangen dem Aufrechterhalten
der Sterolhomgostase in Zellmembranen und somit\M@@meidung vorzeitiger Zellschadigungen
dienen. Mdglicherweise beruht sowohl die friheratBEneszenz als auch der verdnderte HR-

Phéanotyp deerpl-Mutanten auf dem Verlust dieses Schutzmechanismus'

Die Fahigkeit FS zu acylieren und zu kompartimestieist inPSAT1/ERPHefizienten Pflanzen im

Vergleich zu Wildtyppflanzen stark herabgesetzedscheint unter Normalbedingung und bis zum
Erreichen eines gewissen Alters das Wachstum uadediwicklung dererpl-Pflanzen nicht zu

beeintrachtigen. In Situationen in denen verme&rtsinthetisiert oder aus der Membran freigesetzt
werden, scheint der Verlust der Sterolestersyntisgegen zu Zellschadigungen und Zelltod zu
fuhren. Ob diese Reaktionen auf einer Signalfumkékumulierender Sterolverbindungen oder aber
auf der veranderten Sterolhomdostase in Zellmengoréeruht, konnte im Rahmen der vorliegenden

Studie nicht geklart werden.

In tierischen Systemen spielt Cholesterol einedRiollder zellularen Signalweiterleitung. Proteiee d
HEDGEHOG (Hh) Familie sind fur die normale Entwigky von Menschen, Mausen und Drosophila
von Bedeutung (Edwards und Ericsson 1999). Ersh mir Bindung von Cholesterol an das Hh-
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Protein kann die autokatalytische Spaltung erfolgis fur die Signalweiterleitung nétig ist (Portr

al. 1996). Auch fur Phytosterole ist eine Funktals Signalkomponente denkbar. In dacket
Mutante akkumulieren neuartige Sterole und Steoeipithese-Zwischenprodukte, aber lediglich eine
Klasse dieser untypischen Sterole (8,14-Dienstptodeinflusste die Expression bestimmter Gene,
deren Genprodukte in Prozesse der Zellvergrol3amadg-teilung involviert sind (He und Gan 2002).
Das Genexpressionsprofil dempl-3Mutante weicht jedoch weder konstitutiv noch n&chinfestans
Infektion stark von dem der Kontrollpflanzen ab. Bach Griebel und Zeier (2010) eine direkte
Signalfunktion der akkumulierenden Stigmasterol-8kdlle bezweifelten, ist anzunehmen, dass auch
die erpl-spezifischen Phanotypen primdr auf verdnderten BManeigenschaften beruhen, die
wiederum andere Signalweiterleitungsprozesse Hassgn kdnnten. Diese Annahme sollte allerdings
in zukunftigen Untersuchungen tberprift werdenk&umnte z.B. die Durchlassigkeit der Membranen
unbehandelter- undP. infestandbehandelter erpl- und Kontrollpflanzen mit Hilfe wvon
Leitfahigkeitsmessungen untersucht werden (Metmaadn Dellagi et al. 1998). AuRerdem kdnnte der
pH der apoplastischen Waschflissigkeit vogrpl-Mutanten und Kontrollpflanzen nach

Pathogeninfektion verglichen werden.

Interessanterweise kann digpl-spezifische Zelltodreaktion und die damit verburaleeregulierte
Callose-Deposition erst bei Verwendung relativ idPeinfestansSporenkonzentrationen beobachtet
werden. AulRerdem treten diese Reaktionen nicht ttelivar nach Pathogeninfektion auf, sondern
werden erst im Verlauf der Pflanze-Pathogen-Inti&wakinduziert. Dieerpl-spezifischen zellularen
Reaktionen konnten erst 3 Tage nd&thinfestans-bzw. 6 Tage naciBgh-Behandlung beobachtet
werden. Mdglicherweise kdnnempl-Planzen bei biotischem Stress Uber eine gewisgeoder bis
zum Erreichen einer gewissen Infektionsstarke demmdlzustand der Zelle aufrechterhalten und erst
wenn diese Schwellen Uberschritten werden, kommgzugsAuspragung des Sterolestersynthese-
Defekts. Andererseits ware es moglich, dass eestrdektion mit hoch konzentrierte. infestans
Sporensuspensionen Zelltodreaktionen induziert ewsti dann der Verlust der Sterolestersynthese

andere Zellfunktionen beeinflusst.

Arabidopsis reagiert mit einer erhdhten Stigmas$tSymthese auf die Infektion mR. infestansund
anderen Pathogenen (Griebel und Zeier 2010, Warg). 62012, eigene Daten). Ein Anstieg des
Stigmasterol/Sitosterol-Verhaltniss‘ konnte in Kiafit und erpl-Pflanzen beobachtet werden (s. 3.4).
Wahrend aber in den Kontrollpflanzen gleichzeitig 8E-Menge nacR. infestandnfektion ansteigt,
ist dieser Regulationsmechanismusenpl-Mutanten gestort. Es ware demnach mdoglich, dask na
Pathogeninfektion freigesetzte und de novo syrdieete FS Uber die Zeit akkumulieren und erst beim

Erreichen einer gewissen Menge membran- oder hélligend wirken.

Die erpl-spezifische Abwehrreaktion kbnnte demnach aufremusatzlichen Beeintrachtigung der
Membranzusammensetzung nach Pathogeninfektion éerids ware vorstellbar, dass die veranderte
Sterolhomodostase nicht nur zur Stérung der Plasmiman fiahrt, sondern auch das

Endomembransystem und Membranen der Mitochondriglastiden sowie der Peroxisomen
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beeinflusst. Chloroplasten sind Entstehungsort 8@mnalmolekilen, wie z.B. ROS, Stickstoffoxid

und der Hormone SA und JA (Coll et al. 2011). AuchPeroxisomen werden im Rahmen von
Entgiftungsreaktionen ROS und andere Signalmolegélgldet (Nyathi und Baker 2006). Kommt es
einer Schadigung dieser Organellen, werden diegeraBnolekiile freigesetzt und tragen zu einer
Amplifikation der Pathogen-induzierten Abwehrmedsaren bei. Mdglicherweise filhren solche

Mechanimsen zu der verstarkten HR aspl-Pflanzen.

Sollte in erpl-Mutanten die Membranpermeabilitdt erhdht sein, ntén die wahrend der HR
freigesetzten diffusiblen Signale, wie z.B.*Cader HO, moglicherweise bis ins Mesophyll
vordringen, wo sie wiederum Abwehrreaktionen indvazn, die mit Zelltodreaktionen und Callose-
Synthese einhergehen. Da gezeigt wurde, dass begtiflembransterole auch die Aktivitat von
membranstandigen Enzymen beeinflussen kdnnen ({@Garsuund Melchior 1986, Cooke und Burden
1990, Grandmougin-Ferjani et al. 1997), wére eiakiier Einfluss der verdnderten Sterolhomfostase
in erpl-Mutanten auf die Aktivitat von Callosesynthasenldmr. Andererseits konnten die verstarkt
freigesetzen Abwehrsignale die entsprechenden &aljmthasen auf bisher noch unbekannte Weise

aktivieren.

Basierend auf diesen Hypothesen kénnte dipein2erpiMutanten im Vergleich zgpen2Mutanten
verstarkte HR und Callose-Deposition auf einem tadai Effekt derpen2abhangigen HR, die
aufgrund der herabgesetzten Penetrationsresistedaziert wird, und denerpl-spezifischen
Abwehrantworten, die aufgrund des Defekts in derdéstersynthese nach Pathogenbefall induziert

werden, beruhen.
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Abbildung 4-1. Modell Uber die Bedeutung der Sterol homd&ostase in der
Nichtwirtsrestisenz gegeniiber  P. infestans.

(A) In gll-Pflanzen tragen die Komponenten der préa- und postinvasiven Abwehr zu
Nichtwirtsresistenz bei. P. infestans-induzierte Abwehrreaktionen sind durch gelbe Pfeile
gekennzeichnet. Die Perzeption von P. infestans induziert den Einstrom von Calcium-lonen,
die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und die Bildung von Papillen im Bereich der
versuchten Penetration. Bei erfolgreicher Penetration kommt es zur Einzelzell-HR (graue
Zellen). In gl1-Pflanzen werden die Reaktionen der Nichtwirtsresistenz auf infizierten
Blattern nicht sichtbar. Nach Infektion mit P. infestans liegt ein erhdhtes Verhéltnis von
Stigma- zu Sitosterol im Blatt vor. Aulerdem werden nach P. infestans-Behandlung
vermehrt Sterolester (SE) gebildet, wodurch vermutlich eine tbermafige Akkumulation
freier Sterole (FS) in der Plasmamembran (PM) vermieden werden soll. Die Speicherung
von SEs erfolgt in Lipidtropfen. Die Sterolestersynthese im Blatt wird v.a. durch die
Phospholipid:Sterol-Acyltransferase 1 (PSAT1) katalysiert, die in vesikel-artigen Strukturen
unbekannter Herkunft lokalisiert ist. Synthese und Abbau von Sterolglycosiden (SG)
vermitteln  Sterol-Glycosyltransferasen (SGT) und Sterolglycosidhydrolasen (SGH).
Sterolglycosid-Acyltransferasen (SGAT) katalysieren die Synthese von acylierten
Sterolglycosiden (ASG), sind in Pflanzen bisher aber noch unbekannt. Die
Aufrechterhaltung der Sterolhomoostase bei biotischem Stress ist fir die Vermeidung
vorzeitiger Zellschaden von Bedeutung.
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(B) In erpl-Pflanzen tragen dieselben Mechanismen der pra- und postinvasiven Abwehr zur
Nichtwirtsresistenz gegeniber P. infestans bei. Allerdings treten im Vergleich zu gl1
verstarkt Zelltodreaktionen im Mesophyll auf (graue Zellen), die auf infizierten Blattern
makroskopisch sichtbar werden. In erpl-Mutanten fuhren Mutationen in PSAT1/ERP1 (rote
Sternchen) zu einer stark beeintrachtigten Sterolestersynthese (rotes Kreuz), was mit
erh6hten Mengen an FS und SGs einhergeht. Die Mengen an ASGs sind reduziert. Die im
Vergleich zu gl-Pflanzen veranderte Menge der Sterollipid-Klassen ist durch die Grofl3e der
roten Dreiecke symbolisiert. In erpl-Pflanzen konnten keine Lipidtropfen nachgewiesen
werden. Die veranderte Sterolhomdostase fiihrt moglicherweise zu einer veranderten
Permeabilitat von Zellmembranen (durch gestrichelte Linie gekennzeichnet) und damit zu
veranderten Membran-assoziierten Reaktionen. Au3erdem kdnnten durch Organellschaden
vermehrt Signalmolekiile freigesetzt werden, die in umgrenzende Zellen diffundieren und so
zu einer Verstarkung und Ausbreitung der P. infestans-induzierten Abwehrantwort fiihren.
AuRerdem konnte die veranderte Membranzusammensetzung friihzeitig zum Zelltod fihren,
wodurch wiederum Signalstoffe freigesetzt werden. Aufgrund der verstérkten
Abwehrreaktionen und bzw. oder des P. infestans-induzierten Zelltods wird in
Mesophylizellen tber bisher noch unbekannte Mechansimen eine massive PMR4/GSL5-
unabhéngige Callose-Deposition aktiviert.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Nichtwirtsresistenz ist die dauerhafteste undn aweitesten verbreitete Form der
Krankheitsresistenz  von Pflanzen und basiert aufafopmierten und induzierbaren
Abwehrmechanismen. In der Abwehr von penetrierend@athogenen werden zwei Ebenen
induzierbarer Nichtwirtsreaktionen unterschiedemmzeinen verhindern die an der Zellperipherie
aktiven Komponenten der prainvasiven ResistenzPdgiretration der pflanzlichen Zelle und zum
anderen tragen im Falle einer erfolgreichen Petietraie Komponenten der postinvasiven Resistenz

effektiv zur Aufrechterhaltung der Nichtwirtsresist bei.

Arabidopsis thalianast keine Wirtspflanze voRhytophthora infestansiem Erreger der Kraut- und
Knollenfaule bei Kartoffel. Fir die Penetrationsstenz von A. thaliana gegentber diesem
hemibiotrophen Oomyceten sind die Peroxisomen-destez Myrosinase PEN2 und der ABC-
Transporter PEN3 erforderlich. Dabei wird angenomnuass PEN3 u.a. den Export der durch PEN2
synthetisierten Indolderivate in den Apoplasten midelt. Weitere Komponenten der
Penetrationsresistenz oder die Mechanismen deinpasiven Abwehr gegenubé&. infestanssind

bisher nicht bekannt.

Mit dem Ziel weitere in die Nichtwirtsresistenz vén thaliana gegenibelP. infestansinvolvierte
Gene zu identifizieren, wurde ein Screen mit rememdsiertempen2Saatgut durchgefuhrt. Die 14
isolierten Mutanten zeigten nach Behandlungmniinfestansinen im Vergleich zpen2verstarkten
Abwehrphanotyp und wurden dementsprechend ealsanced _esponse to_IR/tophthora (erp)-

Mutanten bezeichnet. Im Rahmen der vorliegenderifvburde dieerpl-Mutante untersucht.

Zwei verschiedeneerpl-Allele, erpl-3 und erpl-4 prégen sich unabhdngig vopen2 mit
Zelltodreaktionen und deregulierten Callose-Depms@n im Mesophyll nachP. infestans
Behandlung aus. Das Hauptenzym der wund- und Pathiogluzierten Callosesynthese PMR4/GSL5
ist fur dieerpl-spezifische Callose nicht von Bedeutung. Welchdeeen Enzyme und Mechanismen
in die Entstehung desrpl-spezifischen Callose-Depositionen involviert sikdnnte im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht geklart werden.

DasERP1Gen @At1g04010 kodiert die Phospholipid:Sterol-Acyltransferag®B5AT1), welche eine
Acyl-CoA-unabhangige Synthese von Sterolesternl@tt®&n und Samen von Arabidopsis katalysiert.
T-DNA-Insertionslinien desPSAT1Gens weisen denselben Nichtwirtsresistenz-Phanatgp die

erpl-Mutanten auf.

Konstitutiv exprimiertes PSAT1/ERP1-GFP-Fusionsgirot lokalisiert in zytosolischen Vesikel-

ahnlichen Strukturen, die anscheinend weder Panmda noch Golgi-Vesikeln entsprechen.

Mutationen iINnPSAT1/ERPZXuhren zu einer veranderten Sterollipid-Zusammeseg im Blatt, mit

drastisch reduzierten Sterolester-Mengen, weniggresiten Sterolglycosiden, einem leichten Anstieg
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freier Sterole und einer erhdhten Akkumulation vdBterolglycosiden. Die veranderte

Sterolhomoostase IRSAT1/ERP-Hefizienten Pflanzen fiihrt zu einer verfrihtent®keneszenz.

Nach Infektion mitP. infestankonnte in allen Genotypen ein erhdhtes Verhaitais Stigmasterol zu
Sitosterol beobachtet werden, éleinfestansnduzierte Akkumulation von Sterolestern trat l@ggn

nur in Col-0,g11 undpen2nicht aber irerpl-Mutanten auf.

Die Infektion vonerpl-Pflanzen mit dem nicht-adaptierten Mehltau-Erreeimeria graminis f. sp.
hordei oder dem adaptierten Anthracnose-Erre@elietotrichum higginsianuninduzierte &hnliche
massive Callose-Ablagerungen wie nach Behandlung Fni infestans Bakterielle Pathogene

induzierten hingegen dearpl-spezifischen Phanotyp nicht.

Die Ubertragung de&tPSAT1/ERPGens in Kartoffel und die Stillegung des homologgans
StPSATIin der Wirtspflanze vonP. infestansfiihrte nicht zu Veranderungen der Sterollipid-
Zusammensetzung in unbehandelten oder infiziertesrtoelblattern und beeinflusste die
Anfalligkeit gegeniibeP. infestansiicht. Da aber, wie in Arabidopsis, auch in Kdetflattern nach
Infektion mit P. infestanserhdhte Sterolester- und Stigmasterol-Mengen geenes/urden, scheint
auch in der kompatiblen Wirt-Pathogen-Interaktioie dRegulation der Sterolhomdostase eine

Funktion zu haben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten aue eRolle der PSAT1/ERP1-abhangigen
Sterolestersynthese in Arabidopsis fur die Abweéngtrierender Pathogene hin. Eine Korrelation
zwischen Sterolestern und Reaktionen der Pathogetab wurde bisher nicht gezeigt.
Maoglicherweise ist die Sterolestersynthese in Atapsis entscheidend fur das Aufrechterhalten der
Sterolzusammensetzung in Zellmembranen wahrenthtiraktion mit filamentésen Pathogenen und

anderen Stress- oder Entwicklungssituationen, meddreie Sterole akkumulieren.
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8 ANHANG

8.1 AUFLISTUNG DER IN DER VORLIEGENDENSTUDIE VERWENDETENPRIMER
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Primer Bezeichnung Oligonukleotidsequenz in 5>3‘ Orientierung  Anwendung Fragmente (bp) '(A:,I:)
PSAT'qRTZ'neU-F TAAAGGTCACGCTCTTCCAA PR1PR2: Nachweis der T-DNA-
PSAT-qRT2-neu-R GCGAATTCGAAATCAGTAACG Insertion in SALK_037289 (erp1-1) 9™ 1081, CDS 519 55
PSAT-gRT1-neu-F TCTGCTAGTTCACGGGCTGT PR3PR4: Nachweis der T-DNA-
PSAT-gRT1-neu-R TGGCGGCCCTTCTATAGTATT Insertion in SALK_117091 (erp1-2) 9™ 968, CDS 503 55
erp11-SNP-CDS-F TGTCCATACACTCCGTTGGA CDNA Sequenzierung, Nachweis der CDS 505 55
erpl1-SNP-CDS-R GCTCCAACAGCGAAATAAGC Punktmutation in erp1-4
erpl-SNP-CDS-F TCATTCACTCTCTTGGTGCAA CDNA Sequenzierung, Nachweis der CDS 515 -
erpl-SNP-CDS-R GCAGATGTGTTCCTCAATCTACA Punktmutation in erp1-3
PSAT_FCD_F (mit CACC) CACCATGGGAGCGAATTCGAAATCAGTAAC pPENTR Klonierung
PSAT-FCD-F (ohne CACC) ATGGGAGCGAATTCGAAATCAGTAAC Amplifikation des offenen PSAT gen. 4426, CDS 1902 55
PSAT-FCD-R-Neu TTATATGTACTGGAGAAGCATATTAGCAGATGTG Leserasters
PSATerpl-STP (rev) GTAGCAATCCGCATCTCTAAGTGG _ _ _ _

Klonierung mit C-terminaler Fusion gen. 4423, CX94 55

PSATCol-STP (rev)

TATGTACTGGAGAAGCATATTAGCAGATGTG

4010-CAPS-Neu-F

CAACTTTGTCCTAAGTGAACATCC

erpl-3CAPS Marker,

gen. 353, nach Spaltung 203 %8

4010-CAPS-Neu-R CATGACATTCAGCCTGGTG Verdau:BseNl 150 (WT)

PMRA4-CAPS-F TTACCAGCCCAACCAATTTC pmr4-1CAPS Marker, gen. 799, nach Spaltung 482 £

PMR4-CAPS-R AGATCAGGGACATGGGACAG Verdau:Ead 317 (WT)

PEN2B-F GCATCTCTCAATCACGCATT gen. 1250, nach Spaltung 500
pen2CAPS Marker, + 300 + 250 (WT) bzw. 800 + 58

PEN2B-R TCCCTTTTGCCATCTGTTTT Verdau:BspPloderAlwl

250 pen)

CAPSerpl-11-F
CAPSerpl-11-R

GCTGGTTTAAGTGTATGGTGCT
TTTCAAAAGGAAAATCCAGTGA

erpl-4CAPS Marker,
Verdau:BsiXI

gen. 876, nach Spaltung 572 %8

304 (WT)

PR, Primer; bp, Basenpaare; MnnealingTemperatur; reueverse gen., genomische Sequenz; Cb&jing sequencaNT, Wildtyp
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8.2 SONDEN UNDPRIMER FUR RT-PCRANALYSEN

Gen- Sonden Nr. ,
. Genbank Nr. 1 Forward und Reverse Primer
bezeichnung (Katalog Nr.)
5-GACCGGAGCCAACTAGGAC-3
PP2A At1G13326 #29 (04687612001)
5-AAAACTTGGTAACTTTTCCAGCA-3
5-TTTTGACATGGTGGACAAAGA-3
RbohD At5G47916 #83 (04689062001)
5-GAGCTTGTTTGCAGAAGCACT-3
5'-GAGACTATTTGGCAGGTAAAAGGT-3
FRK1 At2G19196 #33 (04687663001)
5-AGGAGGCTTACAACCATTGTG-3’
5'-GGACGGTCACGATTTTGC-3
OXI1 At3G25253 #119 (04693531001)
5-GCGTCGCTCCATACAACAT-3’
5-CATGCTTATTTCGCTGTTGG-3’
PSAT1/ERP1 AtlgO401(§ #35 (04687680001)
5-CGAGCAGTTCCCTCAGAAAC-3
5“CACTGCCCAGGTCATCATC-3"
StEF L AB061263 #162 (04694490001)
5-GTCGAGCACTGGTGCATATC-3'
5'-CGATGAGCATGAACTTAAATCAA-3’
StPSAT TA31107_411§ #20 (04686934001)

5-GATAAACCTCATTCCCTCGAATC-3

" ROCHE Universal ProbeLibrary (www.roche-appliedescie.com);® Arabidopsis Genome initiative and
EMBL/GenBank;® TIGR Plant Transcript Assemblies Database

8.3 SEQUENZIERUNG VONPSAT1/ERPXDNA-FRAGMENTEN AUS erpl-3 UND
erpl-4

Gezeigt ist jeweils ein Ausschnitt der Sequenz ndieHilfe spezifischer Primer mittels One-Step-RT-
PCR aus erpl-3 und erpl-4 RNA amplifiziert wurde. Die PCR-Produkte wurden cha
elektophoretischer Auftrennung aus dem Agaroseetéért und in den Vektor PCR2.1 kloniert. Die
Plasmid-DNA von jeweils 2 Klonen pro Konstrukt wardmit M13-uni Sequenzier-Primern
sequenziert. Fuerpl-3underpl-4 konnten die SNPs an entsprechender Position dalf PEDNA
bestétigt werden (rote Box). Das Sequenzalignmdolgée mit dem Internettool ClustalW (s. 2.1.7).

erpl-3:
1_erpl-3 TGCGGATTGCTACT TTACGGGAAAGCCTGT TGTGCTTGGCAAGAATACT GTGAATA
2_erpl-3 TGCGGATTGCTACT! T TACGGGAAAGCCTGI TGTGCTTGGCAAGAATACTGTGAATA
4_pen2erpl-3 TGCGGATTGCTACT TTACGGGAAAGCCTGT TGTGCTTGGCAAGAATACT GTGAATA
6_pen2erpl-3 TGCGGATTGCTACT! T TACGGGAAAGCCTGI TGT GCTTGGCAAGAATACTGTGAATA
13_gl 1 TGCGGATTGCTACT TTACGGGAAAGCCTGT TGTGCTTGGCAAGAATACT GTGAATA
14_pen2 TGCGGATTGCTACT! T TACGGGAAAGCCTGI TGT GCTTGGCAAGAATACTGTGAATA
Rk S R R I RIEE R S R S R Rk Ok S O S S R R R O b S o S R R
erpl-4:
8_erpl-4 GAGTTTGGTATAGAAGCAAATGCAATTGTCGCTGT TCCATACGATT GATTGICACCA
9_erpl-4 GAGT TTGGTATAGAAGCAAAT GCAAT TGT CGCTGT TCCATACGATTGANGAT TGT CACCA
10_pen2erpl-4 GAGTTTGGTATAGAAGCAAATGCAATTGTCGCTGT TCCATACGATT GATTGICACCA
11_pen2erpl-4 GAGTTTGGTATAGAAGCAAAT GCAAT TGT CGCTGT TCCATACGATTGANGAT TGT CACCA
15 gl1 GAGTTTGGTATAGAAGCAAATGCAATTGTCGCTGT TCCATACGATT GATTGICACCA

16_pen2 GAGTTTGGTATAGAAGCAAATGCAATTGTCGCTGT TCCATACGATTAGRGATTGTCACCA

R R S R S Sk O bk R R S Sk S S S Sk R R R S O S R O S
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8.4 ANTI-PSAT1/ERPPEPTID-ANTIKORPER VONEUROGENTEC

AK PSAT-1 CDEEEYQSKYSGWPT
AK PSAT-2 CPVENPLTPWERPPIK

ERP1 (633 Aminosauren)

MGANSKSVTASFTVIAVFFLICGGRTAVEDETEFHGDYSKLSGIIPGFASQLRAWSILDCPYTPLDFENPL
DLVWLDTTKLLSAVNCWFKCMVLDPYNQTDHPECKSRPDSGLSAITELDPXITGPLSTVWKEWLKW
CVEFGIEANAIVAVPYDWRLSPTKLEERDLYFHKLKLTFETALKLRGGPSVFAHSMGNNVFRYFLEWL
RLEIAPKHYLKWLDQHIHAYFAVGAPLLGSVEAIKSTLSGVTFGLPVSEGTARLLSNSFASSLWLMPFSK
NCKGDNTFWTHFSGGAAKKDKRVYHCDEEEYQSKYSGWPTNIINIEIPSTETETALVNMTSMECGLPT
LLSFTARELADGTLFKAIEDYDPDSKRMLHQLKKLYHDDPVENPLTPWERRPIKNVFCIYGAHLKTEVG
YYFAPSGKPYPDNWIITDIIYETEGSLVSRSGTVVDGNAGPITGDETVPYBLSWCKNWLGPKVNITMAP
QPEHDGSDVHVELNVDHEHGSDIIANMTKAPRVKYITFYEDSESIPGKRTAWELDKTNHRNIVRSPVL
MRELWLQMWHDIQPGAKSKFVTKAKRGPLRDADCYWDYGKACCAWQEYCEYRYSFGDVHLGQSCR
LRNTSANMLLQYI

A OQQ Abbildung 8-1
Q Q\' Gesamtprotein-Extrakte aus Blattern von
kDa Q0 @ A2 A0 & N c.§< Q/Q‘ Pro35S:PSAT1/ERP1-GFP-exprimierenden

100
75
50

37

transgenen Arabidopsis Linien (T1
ERP1-GFP Generation) wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt  (10%iges Polyacrylamid-Gel).
Die Detektion des PSAT1/ERP1-GFP-

GFP Fusionsproteins erfolgte in (A) mit einem

2 anti-GFP  Antikdrper (Invitrogen, #A11122)
B und in (B) mit dem anti-PSAT1 Antikorper
2a 5a 7a 7b 8C 10a ERP1 '1‘55’3 PSAT-2. Als Positivkontrollen dienten in (A)

ERP1-GF 100 in E. coli rekombinant exprimiertes
ERP1 75 PSAT1/ERP1-GFP (ca. 100 kDa) und in

50 Tabak rekombinant exprimiertes GFP (ca.

37 30k Da). In (B) diente rekombinant in E. coli

exprimiertes PSAT1/ERP1 (ca. 70k Da) als
Kontrolle.
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8.5 STEROLPROFIL P. INFESTANSBEHANDELTER UND -UNBEHANDELTER

ARABIDOPSISerpl-MUTANTEN UND DER ENTSPRECHENDEN ONTROLLEN

Dargestellt sind Mittelwerte der Mengen (nmol m§W) der verschiedenen Sterollipid-Klassen und
freier Sterole. Die Extraktion der Lipide erfolgBeTage nach Tropfeninokulation nit infestans
(+Pinf, 5x1G Sporen nit) bzw. Sprithen mit Wasser (-Pinf). Werte, die signifikant von denen der
entsprechenden Kontrollpflanzen unterscheiden, héradig von der Behandlung, wurden durch
vertikal angeordnete Sternchen markiert (Mann Vdyitrest). Signifikanzunterschiede zwischen
unbehandelten uné. infestandehandelten Pflanzen innerhalb eines Genotyps lfdtammer
verbunden) wurden durch horizontal angeordneten&iten markiert (Zweifaktorielle Varianzanalyse
mit Bonferroni spost-hocTest). *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; 2 unhBngige Experimente,
n=10
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8.6 STEROLPROFIL TRANSGENERK ARTOFFEL-LINIEN

Dargestellt sind Mittelwerte der Mengen (nmol m§\W) der verschiedenen Sterollipid-Klassen und

freier Sterole. Die Extraktion der Lipide erfolgBeTage nach Tropfeninokulation nit infestans
(+Pinf, 5x10 Sporen mif) bzw. Sprithen mit Wasser (-Pinf). Werte, die signifikant von denen der

entsprechenden Kontrollpflanzen unterscheiden,

vertikal

héradig von der Behandlung, wurden durch

angeordnete Sternchen markiert (Mann Wyilrest). Signifikanzunterschiede zwischen

infestandehandelten Pflanzen innerhalb eines Genotyps lfdtammer

unbehandelten unéb.

verbunden) wurden durch horizontal angeordneten&ten markiert (Zweifaktorielle Varianzanalyse

Linien nabh infestansBehandlung

spost-hocTest). Die Sterol-Messung in RNAI-

FEN

mit Bonferroni

alle anderen Daten entsprechen 2

3, bzw. 6 fur Hientrollen),

wurde nur einmal durchgefihrt (n

unabhangigen Experimenten (n

6, bzw. 12 flr dietkatlen). ctrl., Kontrollen ¢mpty vectound

Wildtyp). *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.
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8.7 HOMOLOGIE DESS.TUBEROSUNESTTA31107_411%uU ATPSAT/ERP1

Gezeigt ist die vom EST kodiertAminosauresequenz im Vergleich mit 398 Aminoséaudes
AtPSAT1-C-Terminusinsgesamt sind 282 Aminosauren identisch, was &i&pricht. Markiert sin
funktionell bedeutsame Protebemanen (Banas et al., 2005) und die Region, gegeohe da:
RNAi-Fragment inStPSATRNAI-Pflanzen gerichtet i

grune Box putative Phosphoryliengsstell

blaue und pinke Box stark konservierte Domanen mit 2 der 3 Aminosauiet hinterlegt) de
katalytischen Triade von PSAT1 (-195,Asp-461, His-54p

rote Box in erpl-3durch Mutation verandertes Tryptophan an Positiat

rot markierter Sequenzabschnitt RNAi Regior

8.8 STERP}FRAGMENT FUR DIEKLONIERUNG IN DESIREEPFLANZEN

Klonierung in pHELLSGATES (sTabelle2-2)

StERP1-RNAIF ATTTATGGCGTAGATTCGAAGACTC
StERP1-RNAI-R CACCCTGGAAAACTTTCAGAATCCTCAT

ATTTATGGCGTAGATTCG AAGACTGAGGTTGGTTACTATTTTGCACCAAGTGGGAAGCCTTATC!
TGATAATTGGATTATAACAGATGTGATATATGAAATCGAA GGATCTCTGTATTCCCGGTCAGGAA!
TCTGGTTGAAGGAAACCCTGGTGCAACAAGTGGGGATGAGACGGTGCCATBCATTCCCTCTCCT(C
GTGCAAGAATTGGCTGGGGCCAAAAGTGAACATAACAAGGACACCACAGTANGAGCATGATGGCT
CAGCTGTACAAGTGCATCAAAATATAGAGCATCAACATGGTGAAGATATCATTCCCAATATGACAA
AGTTAGCTACAATGAAGTACATAACCTATT ATGAGGATTCTGAAAGTTTTCCAGG GGTG
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8.9 NILROT-FARBUNG zUM NACHWEIS DER NEUTRALLIPID-AKKUMULATION IN

LIPIDTROPFCHEN

Nilrot-Farbung von Blattscheiben 5 Wochen alteArabidopsisPflanzel. Gezeigt sind
Lichtbildaufnahmen, NiIroFIugreszenz zwischen 5%DOnm der im Lichtbild abgebildeten
Zellstrukturen (Nilrot) und die Uberlagerung bei¢t@méale (DIC + Nilrot). MaRRstab = 10}
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8.10 SUBZELLULARE LOKALISATION VON PSAT1/ERP1-Bzw. erpl-3-GFP-

FUSIONSPROTEINEN IN TRANSIENTENEXPRESSIONSYSTEMEN

(A) Arabidopsis-Protoplasten nach Tranfektion Ri635S:PSAT1/ERP1-GFBderPro35S:erpl-3-GFRozw.
Pro35S:YFP-PSAT1/ERP1 oder Pro35S:YFP-erpl-3. Baetiesind Maximalprojektionen eines Bildstapels (
stack) von 40 Einzelbildern. Gezeigt sind jeweils@mplarische Protoplasten-z-stacks.

(B) Epidermiszellen von Tabakblattern 3 Tage nach Sfoamation mit Pro35S:PSAT1/ERP1-GF@der
Pro35S:erpl-3-GFzw. Pro35S:YFP-PSAT1/ERRiderPro35S:YFP-erpl-3Malistab = 50um

(C) Transiente  Expression von Pro35S:PSAT1/ERP1-GFP bzw. Pro35S:erpl-3-GFP in
Zwiebelepidermiszellen. Mal3stab = 50um

~ERP1-GFP

2 ®» & ® = @

(: L«‘") 4
y {
P 3

w

YFP-ERP1




konstitutiv differentiell exprimierte Gene (6 hpi)

konstitutiv differentiell exprimierte Gene (12 hpi)

Vergleich AGl-Code TAIR Annotation x-fach Vergleich AGI-Code TAIR Annotation x-fach

(n at2e44490  PEN2 343 M at2¢30320 RN A pseudouridine svnthase -3.89
pen2/ gil — - pen/ gll

at2230320  tRNA pseudouridine synthase 2.4 P—— [ at2044490 PEN2 315

at1g06080 ADS1 2.03 pen2-1 erpi-3 at1280440 kelch repeat F-box protein -2.49

at5e10760 aspartvl protease 2.04 13 6 at5e38870 transposable element -2.29

atlg75040 PR5 230 A at2g05580 unknown -2.09

at4e23140 CRK6 243 atlg78410 VO motif protein -2.06

I atle76960 unknown 2,481 atle21120 O-methvltransferase -2.00

at3e57260 PR-2 353 at3gl1 1010 AtRLP34 2.06

at2g14610 PRI 4‘3(,] at5e64120 peroxidase 207

2) at2e07718 cvtochrome b 211 at1268600 unknown 2.13

erpl/ gl 42007671 ATPase, C subunit 222 at3244860 FAMT 2.16

(3) atee00690 PSBT 273 at5e04950 NASI 2,17

penZeplipen 01360 COXI 226 P"”fg”” at5206870 PGIP2 221

atce00590  ORF3 222 | at1276960 unknown 2.3

at4e33666 unknown -2.20 = at4g12490 LTP 3.62

at4e19430 unknown -2.07 konstitutity 12h at2e14610 PRI 5.]6|

at5a12050 unknown 222 pen2-1 erp1-3 () erpl/gll = -

4003060  AOP 2.00 2 4 0O at2e40610 ATEXPAS 248

at4212030 bile acid:sodium svmporter 2.15 A pentepilpol at5e23240 DNAJ heat shock protein 2225

atlgl6410 CYP79F1 2.15 at1e74670 gibberellin-responsive protein -2.25

at3gl9710 BCAT4 2.51 at4e25810 XTR6 2,02

at523020 IMS2 2,359 at1e75040 PRS 2.09

at3el5720 polvealacturonase (pectinase) 2.75 atl1e21250 WAKI 2.09

(1)und (3) at2e28450 zinc finger (CCCH-type) 275 at2e07671 H+-transporting two-sector ATPase 2.10

at3g30720 00S -2.33 at4¢23140 CRK6 2.18

at5e10140  FLC 3.59 penZerp1 at3e56400 WRKY70 2.24

(1) und (2) at5e16140  peptidvI4RNA hydrolase -3.60 20 at2e14560 LURP1 2.50

(2) und (3) atme00580  NAD4 2263 at5e03350 legume lectin protein 2.65

at5a07300 BON2 292 at5¢24530 DMR6 2.70

atme01370 _ ORFI11D 332 (Hund (3) at5e10760 aspartvl protease 2.57

(.2 und (3)_- - - [ atse10140 FLC 4.2

at3e57260 PR-2 225

at3e30720 008 -2.09

at2¢28450 zinc finger (CCCH-type) protein -3.52

(D und(2) at5e16140 peptidv-{RNA hydrolase 2,18

(2) und (3) atmg00580 NAD4 -2.06

at5207300 BON2 2.05

M. @ und () 44001370 ORF111D 2.02
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8.11 KONSTITUTIV
DIFFERENTIELL

EXPRIMIERTE GENE

Konstitutiv  differentiell
exprimierte Gene wurden
in Proben ermittelt, die 6
bzw. 12 Stunden nach
Wasser-behandlung
geerntet wurden. Rot
umrahmt sind die Gene,
die zu beiden Zeitpunkten
konstitutiv  differentiell
exprimiert wurden. Die
Venn-Diagramme zeigen
die Uberlappungen der in
pen2, erpl-3 und
pen2erpl-3 konstitutiv
differenziell exprimierten
Gene, die in der Tabelle
links (6 hpi) und rechts

(12 hpi) von den
Diagrammen aufgelistet
sind.
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8.126 STUNDEN NACH P. INFESTANSBEHANDLUNG DIFFERENTIELL EXPRIMIERTE

GENE

Auswahl von jeweils 10 Genen, die in Microarray-Ex¥menten nactP. infestansBehandlung (6 hpiim
Vergleich zu den Wasser-Kontrollen in den entspeeden Genotypen (linke Spalte) differentiell expeirn

wurden. Aufgefihrt sind die funf am starksten iniduten bzw. reprimierten Gene, deren AGI-Code sowie

die Bezeichnung und Funktion (nach TAIR).

AGI-Code TAIR Annotation Funktion x-fach
at3g49620 DIN11 (DARK INDUCIBLE 11) Entwicklung 128
™ at3g26830 PAD3 (PHYTOALEXIN DEFICIENT 3) Cytochroral50 120,68
‘g- at1lg26380 FAD-binding domain protein unbekannt 74,4
o5 at3g22600 lipid transfer protein (LTP) Samenspaich 55,99
— . B-1,3-
g. at4g16260 hydrolyzing O-glycosyl compounds Glucanhydrolases 51,09
% at1lg20190 ATEXPA11l (EXPANSIN 11) Zellwandmodi. 45
2 at5g46690 bHLHO71 (beta HLH protein 71) Transkrg&®ation -4,24
ol
& at5g55620  unbekannt unbekannt -3,49
3.' at5g58310 MES18 (METHYL ESTERASE 18) unbekannt 13,3
35
at3g12610 DRT100 (DNA-DAMAGE REPAIR/TOLERATION 100) DNA-Reperatur -3,14
at1g32350 AOX1D (alternative oxidase 1D) ATP systhe 108,39
atlgl9250 FMO1 (FLAVIN-DEPENDENT MONOOXYGENASE 1) x{@asen 100,53
2 at1g33960 AIG1l (AVRRPT2-INDUCED GENE 1) biotiscttress 75,16
g' atlg61810 BGLU45 (BETA-GLUCOSIDASE 45) Glucosidase 69,37
%J at2g24850 TAT3 (TYROSINE AMINOTRANSFERASE 3) unbeka 61,67
g' at2g40610 ATEXPAS8 (EXPANSIN A8) Zellwandmodi. -8,3
5 at4g38860 auxin-responsive protein Auxin-responsiv -6,26
%J at3g45970 ATEXLAL (EXPANSIN-LIKE Al) Zellwandmodi. -6,06
2 at1g20030 pathogenesis-related thaumatin biotisttiess -5,56
XTH9 (XYLOGLUCAN .
at4903210 £\ pOTRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASE 9) Zellwandmodi. 558
at4g29700 type | phosphodiesterase Nukleotide 3,39
at1g23800 ALDH2B7; 3-chloroallyl aldehyde dehydrogse Garung 3,35
at5g41080 glycerophosphoryl diester phosphodiesgera Lipidabbau 3,35
at5g52400 CYP715A1 Cytochrome 3,16
%1 at4g15620 integral membrane family protein unbekann 2,98
© at5g12050 unbekannt unbekannt -3,70
at5g15770 AtGNA1l N-Acetylierung -3,27
at3g46610 pentatricopeptide (PPR) repeat-contaimiatgin unbekannt -3,19
atcg00690 photosystem Il 5 kD protein subunit PISII- Lichtreaktion -3,11
at4g22756 SMOL1-2 (STEROL C4-METHYL OXIDASE 1-2) idstoffwechsel -3,08
at3g12580 HSP70 abiotischer Stress 14,35
at2g44080 ARL (ARGOS-LIKE) unbekannt 13,56
L ) Proteinabbau
™ -
N4 at4gl7245  zinc finger (C3HC4-type RING finger) (Ubiqu. E3) 4,86
g' at2g38940 ATPT2 (PHOSPHATE TRANSPORTER 2) Phospdnagport 4,44
% at5g05340 peroxidase Peroxidase 4,36
= at5g24150 SQP1; squalene monooxygenase Hormone (BR) -5,50
at3g15720 glycoside hydrolase Zellwandabbau -4,62
at1g51090 heavy-metal-associated domain-contajmioitgin unbekannt -4,39



Anhang| 145

Fortsetzung
AGI-Code TAIR Annotation Funktion x-fach
Proteinabbau
at2g01150 RHA2B (RING-H2 FINGER PROTEIN 2B) (Ubiqu. E3) -3,78
at2g18300 (bHLH) family protein Transkr. Regulation3,47
at2g39725 unbekannt unbekannt 2,10
@
—
g— at5g18170 GDH1 (GLUTAMATE DEHYDROGENASE 1) N-Metdismnus 2,14
°
c
>
™
~
g_ t1g78820
a , - : . . .
%1 at1g78830 mannose-binding lectin family protein Myrosinase 272,
o
at2g44480 BGLU17 (BETA GLUCOSIDASE 17) Glucosidase 2,49
GAMMA-VPE (GAMMA VACUOLAR PROCESSING .
at4g32940 ENZYME) Proteintransport 2,44
atlg58420 unbekannt unbekannt 2,17
at1g20160 unbekannt unbekannt 2,16
2 at5g59780 MYB59 (MYB DOMAIN PROTEIN 59) Transkr. Rdation 2,13
g' at1g07040 unbekannt unbekannt 2,07
at2g20950 unbekannt unbekannt 2,06
at1g31820 amino acid permease family protein Andnostransport2,06
at3g23920 BAML1 (BETA-AMYLASE 1) Kohlenstoffwechsel 2,01
at3g15680 zinc finger (Ran-binding) G-Protein -2,12

Signaltransduktion
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8.1312 STUNDEN NACH P. INFESTANSBEHANDLUNG DIFFERENTIELL EXPRIMIERTE
GENE

Auswahl von jeweils 10 Genen, die in Microarray-Exmenten nachP. infestansBehandlung (12 hpi
im Vergleich zu den Wasser-Kontrollen in den en¢gtienden Genotypen (linke Spalte) differentiell
exprimiert wurden. Aufgefuhrt sind die finf am $$ten induzierten bzw. reprimierten Gene, deren-AGI
Code sowie die Bezeichnung und Funktion (nach TAIR)

AGI-Code TAIR Annotation Funktion x-fach
at3g22600 lipid transfer protein (LTP) family priote unbekannt 103,95
at3g26830 PAD3 (PHYTOALEXIN DEFICIENT 3) Cytochror 50 65,92
at4g08770 peroxidase unbekannt 68,76
at3g49620 DIN11 (DARK INDUCIBLE 11) Entwicklung &9

at2g30770 CYP71A13
at5g08640 FLS (FLAVONOL SYNTHASE)
at5g05270 chalcone-flavanone isomerase

at4g12880 plastocyanin-like domain-containing prote

at5g48880 ;’)KTZ (PEROXISOMAL 3-KETO-ACYL-COA THIOLASE

at4g30610 BRS1 (BRI1 SUPPRESSOR 1)

Cytochrome P450 63,65
Sekundarmetabol. -13,61
Sekunddraieta -8,68
unbekannt -8,48

Aminsoauren -7,80

gl1, pen2, pen2erpl-3, erpl-3

Hormone (BR) 46-7,

at1g19250 FMO1 (FLAVIN-DEPENDENT MONOOXYGENASE 1) nbekannt 90,95
at1g33960 AIG1 (AVRRPT2-INDUCED GENE 1) biotisct&tress 77,95
2 at3g13610 oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase kartre: 42,80
g' at3g11340 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase unbekannt 38,62
N
é_ atlgl7170 2A4;GSTU24 (GLUTATHIONE S-TRANSFERASE TAUunbekannt 34.79
2 atlg65060 4CL3; 4-coumarate-CoA ligase Sekundépobt  -7,73
sj at1g23205 invertase/pectin methylesterase inhibitor unbekannt -7,18
§_ atlg74670 gibberellin-responsive protein Hormona)(G -6,47
at1g60590 polygalacturonase, putative Zellwandabbau -6,21
at5g20630 GER3 (GERMIN 3) abiotischer Stress -5,94
at2g02990 RNS1 (RIBONUCLEASE 1) RNA-Prozessierung134
at2g23270 unbekannt unbekannt 3,87
at1g28390 protein kinase family protein Signaltchridion 3,86
at1lg06620 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase XReatas 3,55
N at4g23140 CRK6 (CYSTEINE-RICH RLK 6) Signaltranktdan 3,29
é at2g23000 scpll0 (serine carboxypeptidase-like 10) Proteinabbau -7,11
at5g06790 unbekannt unbekannt -3,56
at5g14410 unbekannt unbekannt -3,31
at5g12050 unbekannt unbekannt -3,28
atlg21910 AP2 domain-containing transcriptiondact Transkr. Regulation -3,09
at1g05680 UDP-glucosyl transferase family protein nbekannt 16,48
at2g47000 ABCB4 (ATP BINDING CASSETTE SUBFAMILY B4)  Transport 11,06
™ at2g21640 oxidative stress response unbekannt 6,88
‘g- at1g03660 unbekannt unbekannt 6,83
N at3g60140 DIN2 (DARK INDUCIBLE 2) Entwicklung 6,65
g_ at1g35140 PHI-1 (PHOSPHATE-INDUCED 1) Signaltrarigchn ~ -5,03

at5g17220 ATGSTF12 (GLUTATHIONE S-TRANSFERASE PHI)1 unbekannt -4,21
at5g48490 lipid transfer protein (LTP) family priote Samenspeicher -3,99
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Fortsetzung
AGI-Code TAIR Annotation Funktion x-fach
at5g49330 AtMYB111 Transkr. Regulation -3,38
at3g58120 ATBZIP61 Transkr. Regulation  -3,13
pen2erpl-3 und erpl-3 keine Uberlappung

) atlg78270 AtUGT85A4 (UDP-glucosyl transferase 85A4) unbekannt 2,07

—

o

© atlgl8360 hydrolase, alpha/beta fold family protein unbekannt -2,14

8.14 P.INFESTANSINDUZIERTE DIFFERENTIELLEGENEXPRESSION IMV ERGLEICH

Vergleich der in Huitema et al. (2003) und der igrénden Arbeit identifizierten Gene, die in CqlFRiitema et
al. 2003) bzw.gll nachP. infestandBehandlung differentiell exprimiert werden. Die leiden Arbeiten als
differentiell exprimierte Gene sind rot gekennzeieh Die Einordnung der Gene verschiedene funkigona
Gruppen wurde aus der Arbeit von Huitema et al0o8@ibernommen.

Huitema, et al. (2003) vorliegende Studie

mogliche Funktion AGI Code 16 hpi (x-fach) 6 hpi (xfach) 12 hpi (x-fach)
Stress/Abwehr Replika1l Replikat 2
leucine-rich repeats protein At5g25350 3,02 4,05 - -
catalase 3 At1g20620 2,02 3,00 - 3,01
peroxidase At2g37130 2,08 4,03 2,56 3,65
glutathione transferase At2g30860 2,04 2,06 - 2,21
glutathione transferase At4g02520 2,02 2,07 10,48 12,34
family 1l lipase EXL3 At1g75900 2,03 2,06 - 2,41
lipoxygenase AtLOX2 At3g45140 -1,80 -2,30 2,25 2,41
thaumatin-like protein At1g75030 -1,30 -1,30 - -
Zellwandmodifikation - -
xylosidase At5g49360 2,04 3,01 - -
xylosidase At5g64570 2,09 4,01 - -
[3-galactosidase At5g56870 2,05 4,07 3,81 -
galactosidase At3g13750 2,01 2,07 - -
Entwicklung
ethylene response sensor ERS At2g40940 2,05 3,06 - -
SEN1 At4935770 2,02 3,00 3,24 4,03
dormancy-associated protein At1g28330 2,04 2,07 - -
auxin-regulated protein At2g33830 2,04 2,08 - -
cytochrome P450 CYP83B1 At4g31500 2,09 4,02 3,02 2,89
late embryogenesis abundant  At4g02380 5,00 6,02 14,22 3,40
nodulin-like protein At5g14120 2.00 3.01 i i
Metabolismus
amino transferase At1g10070 3,04 3,05 23,79 5,43
keto-acid dehydrogenase At1g21400 3,07 3,06 3,32 -
tetrahydrofolate synthetase At1g50480 2,03 2,08 - 2,14
acetolactate synthase At2g31810 2,08 2,07 - -
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Fortsetzung

Huitema, et al. (2003)

vorliegende Studie

mogliche Funktion AGI Code 16 hpi (x-fach) 6 hpi (xfach) 12 hpi (x-fach)
Metabolismus
phytochelatin synthase AtPCS1 At5g44070 2,02 3,01 - -
formate dehydrogenase FDH  At5g14780 2,01 3,00 - 2,11
aldehyde dehydrogenase At1g54100 2,02 2,09 3,40 2,04
triosephosphate isomerase At2g21170 2,01 2,02 - -
molybdopterin synthase At5g55130 2,05 2,01 - -
glucose transporter Atlg11260 2,05 2,02 - -
Transkription
AP2 domain protein RAP2.3 At3g16770 1,02 1,03 - -
transcription regulator protein At3g48530 1,02 1,03 - -
Andere
RNA binding protein AtGRP7 At2g21660 1,02 1,02 - -
putative patatin At2g26560 1,02 1,05 5,64 11,98
similar to ubiquitin At1g26270 2,08 1,02 - -
villin 3 fragment At3g57410 2,07 2,08 - -
putative myosin heavy chain At2932240 3,05 4,07 3,92 2,25
elongation factor 1-alpha Atlg07940 2,05 2,05 - -
60S ribosomal protein L7A At3g62870 1,09 3,04 - -
Unbekannt
unknown ORF At1g31580 2,09 1,02 - -
expressed protein At5g57655 1,01 3,12 - -
expressed protein At2g36320 2,10 1,03 - -
expressed protein At3g01290 2,66 4,24 5,25 2,88
expressed protein At3g15450 1,01 1,02 - -
expressed protein At1g21680 2,05 1,03 - -
unknown protein At2g30600 2,04 1,02 - -
unknown protein Atlg73960 1,02 1,03 - -
unknown protein Atlg78110 2,08 1,02 - -
conserved hypothetical protein At3g24860 2,05 1,03 - -
hypothetical protein At4g16110 1,03 1,01 - -
hypothetical protein At3g49590 2,07 1,02 - -
putative protein At4g17900 1,02 1,03 - -
putative protein At4924690 2,05 1,03 - -
putative protein At5g53160 1,02 1,04 - -
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