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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Pflanzliche Abwehrmechanismen gegen biotischen
Stress

Um zu iberleben miissen Pflanzen in der Lage sein, sich an verschiedene
Umweltbedingungen anzupassen. Bedingungen, die abiotischen Stress in den Pflanzen
erzeugen, sind Trockenheit, Kilte, Hitze, Salinitit, Verdnderung der Lichtintensitit,
Sauerstoffmangel im Wurzelbereich und Luftverschmutzung. Zusdtzlich konnen
Pflanzen aber auch biotischen Stressen, wie zum Beispiel Viren, Bakterien, Pilzen oder
Insekten, ausgesetzt sein.

Zum Schutz gegen Pathogenbefall haben Pflanzen sowohl allgemeine als auch sehr
spezifische Abwehrmechanismen entwickelt. Zu den allgemeinen Abwehrmechanismen
gehoren physikalische Barrieren wie die Kutikula und die Zellwénde der Pflanzen,
sowie chemische Barrieren in Form von antimikrobiellen Substanzen. Spezifische
Abwehrmechanismen treten dann in Kraft, wenn das Pathogen diese Barrieren
tiberwunden hat. Dadurch wird ein Netzwerk aus intra- und interzelluldren
Signaltransduktionen sowie eine Aktivierung bestimmter Gene induziert, die das
Ausbreiten des Pathogens verhindern sollen (DELANEY, 1997).

Ob eine Pflanze gegen ein bestimmtes Pathogen resistent ist, hidngt davon ab, wie
schnell die Erkennung des Pathogens erfolgt und wie effektiv die Abwehrmechanismen
aktiviert werden. Suszeptible Pflanzen haben eine langsame und schwache Abwehr, so
dass die Vermehrung und Ausbreitung des Pathogens zum Tod der Pflanze fiihren kann.
In diesem Fall wird das Pathogen als virulent bezeichnet und die Interaktion zwischen

Pflanze und Pathogen als kompatibel.
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1.1.1 Die lokale Pathogenabwehr der Pflanze

Bei resistenten Pflanzen unterscheidet man zwei unterschiedliche Resistenz-
mechanismen, die nach dem Befall mit einem Pathogen aktiviert werden konnen, die
wirtsspezifische und die nichtwirtsspezifische Resistenz. Bei der wirtsspezifischen
Resistenz wird das Avirulenzprotein (avr) eines Pathogens durch spezifische
Pflanzenresistenzproteine (R) erkannt und dadurch eine schnelle Abwehr induziert
(Gen-fiir-Gen Modell, FLOR, 1955; VAN DER BIEZEN und JONES, 1998). Héufiger
tritt die nichtwirtsspezifische Resistenz auf, bei der keine avr/R Interaktion stattfindet.
Statt dessen werden die Pathogene durch bestimmte konservierte Strukturen,
sogenannte PAMPs (pathogen-associated molecular pattern), von der Pflanze erkannt.
PAMPs sind normalerweise fiir den bakteriellen Stoffwechsel und/oder die Pathogenitit
wichtig und kommen daher in derselben Form in verschiedenen Pathogenen vor.
Beispiele fiir PAMPs sind Chitin, Lipopolysaccharide, Pepide oder Flagellin. Mit Hilfe
von speziellen Rezeptoren werden die PAMPs von der Pflanze erkannt und die Abwehr
induziert (KIM et al., 2005; PARKER, 2003). Daher laufen &hnliche biochemische
Prozesse wie bei der wirtsspezifischen Erkennung ab, so dass die angreifende Pathogene
schnell abgewehrt werden konnen.

Nach der Erkennung des Pathogens werden direkt an der Infektionsstelle
Abwehrmechanismen aktiviert. Als eine der ersten Reaktionen erfolgt in der Pflanze im
Rahmen der HR (hypersensitive response) ein sogenannter oxidativer ,,burst™, bei dem
sehr schnell hohe Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) gebildet werden
(APOSTOL et al., 1989; LAMB und DIXON, 1997). Die Bildung der ROS geschieht
im Apoplasten durch eine NADPH-abhédngige Oxidase, welche mit NADPH als
Elektronendonator die Entstehung von Superoxid aus Sauerstoff katalysiert (SAGI und
FLUHR, 2001). Das im Apoplasten gebildete H,O, diffundiert in die Zellen und 16st
dort die Pflanzenabwehr und den programmierten Zelltod aus (DANGL und JONES,
2001). Die Bildung von H,O, erfolgt wiahrend einer inkompatiblen Interaktion von
Pflanze und Bakterium in zwei Phasen. Auf eine erste, sehr schnelle H,O,
Akkumulation folgt eine zweite, sehr lang anhaltende H,O, Produktion. Im Verlauf
dieser hypersensitiven Antwort entstehen nekrotische Lisionen am Infektionsort, die
auf einen lokalen programmierten Zelltod zuriickzufiihren sind (LAM et al., 2001). Bei

einer kompatiblen Interaktion, in der das Pathogen die Pflanzenabwehr durchdringt,
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erfolgt nur die erste Phase der H,O, Akkumulation und es entstehen keine nekrotischen
Lasionen (BAKER und ORLANDI, 1995).

Zusitzlich zur ROS Bildung werden bei der Abwehr pflanzliche Schutzgene induziert,
die zum Beispiel flir Glutathion S-Transferasen und Proteinase-Inhibitoren codieren,
und es erfolgt ein Anstieg des Glutathiongehaltes in den befallenen Bléttern (NOCTOR
et al., 2002). Oft kommt es auch zur Anderung der Ionenfliisse iiber den Membranen
und zur Verstirkung der Zellwénde durch Kallose, Lignin und Suberin Einlagerungen
(VAN LOON et al., 1999). Dadurch wird die Ausbreitung und Vermehrung der
Pathogene verhindert. Parallel werden an den infizierten Stellen und spater auch in der
ganzen Pflanze PR-Gene (pathogenesis-related) exprimiert (KOMBRINK und
SOMSSICH, 1997). Die Funktion der PR-Proteine ist noch weitgehend unbekannt, aber
fiir einige wurde in vitro antimikrobielle Aktivitdt nachgewiesen (VAN LOON et al.,
1999).

Die systemische Expression der PR-Gene ist ein Hinweis auf die Etablierung eines
molekularer Schutzschildes, welches die gesamte Pflanze iiber eine langen Zeitraum

gegen eine Vielzahl von Pathogenen schiitzt.

1.1.2 Systemisch erworbene Resistenz

Unter einer systemischen Pathogenresistenz (SAR: systemic aquired resistance) versteht
man eine lang anhaltende Resistenz gegen ein breites Spektrum von Mikroorganismen,
in Pflanzen, die eine Erstinfektion iiberlebt haben. Auf molekularer Ebene wird die
SAR durch die gesteigerte Expression verschiedener PR-Gene charakterisiert. Das
wichtigste Signalmolekiil der systemischen Resistenz ist die Salizylsdure, welche als
Signal fiir die Induktion der SAR dient. So zeigten MALAMY et al. (1990), dass in
Tabakpflanzen nach der Infektion mit dem Tabak-Mosaik-Virus sowohl im lokalen als
auch im systemischen Gewebe die Salizylsdurekonzentration anstieg und dies mit der
Induktion von PR-Genen korrelierte. In Pflanzen, die keine Erstinfektion erlebt haben,
kann durch exogene Zugabe von Salizylsdure eine SAR ausgelost und die gleiche
Gruppe von PR-Genen induziert werden (KLESSIG und MALAMY, 1994; WARD et
al., 1991). Dass Salizylsdure als endogenes Signal fiir die SAR bendtig wird, zeigten
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GAFFNEY et al. (1993), indem sie das bakterielle NahG-Gen in Pflanzen exprimierten.
NahG codiert fiir eine Salizylat-Hydroxylase, die eine Umwandlung von Salizylsdure zu
Catechol katalysiert. Diese Pflanzen akkumulierten nach einer Pathogeninfektion nur
geringe Mengen an Salizylsdure und waren nicht in der Lage, PR-Gene zu induzieren

oder eine SAR zu etablieren.

Das systemische Signal der SAR:

JENNS und KUC (1979) zeigten in Pfropfungsexperimenten, dass in den lokalen
Blittern ein systemisches Signal fiir die SAR produziert wird. Uber die Natur dieses
Signals gibt es verschiedene Theorien.

Lange Zeit wurde vor allem Salizylsdure als systemisches Signal diskutiert. Studien mit
Hin vivo* '®O,-markierter Salizylsdure zeigten, dass 69% der Salizylsiure in
systemischen Geweben in den infizierten Blittern gebildet und von dort aus exportiert
wurden (SHULAEV et al., 1995). Allerdings gibt es auch Studien, die zeigen, dass
Salizylsdure nicht das systemische Signal sein kann. In Experimenten mit
Tabakpflanzen wurde auf ecine NahG-exprimierende Pflanze eine Wildtyppflanze
aufgepfropft. Obwohl der NahG exprimierende Teil keine Salizylsdure akkumulieren
konnte, wurde nach einer Infektion dieses Pflanzenteils das SAR Signal produziert und
nach oben in den Teil der Wildtyppflanze transportiert (VERNOOIJ et al., 1994).

In neueren Studien werden Molekiile auf Lipid-Basis als mobiles Signal der SAR
diskutiert. In dirl (defective in induced resistance 1) Mutanten findet eine normale
lokale Abwehr der Pathogene statt, aber sie entwickeln keine SAR (MALDONADO et
al., 2002). Das Wildtyp DIR1 Protein hat Sequenzdhnlichkeiten zu Lipidtransfer-
proteinen und ist wahrscheinlich im Apoplasten lokalisiert. Ein anderes Protein,
welches an der Bildung eines systemischen Signals beteiligt sein konnte, ist CDR1
(constitutive disease resistance 1). Die Uberexpression von CDR1, einer im Apoplasten
lokalisierten Aspartat-Protease, fiihrt zur erhohten SA-Mengen und einer konstitutiven
PR1-Expression. Es wird vermutet, dass durch die Aktivitit von CDR1 ein mobiles
Signal gebildet wird, dass die Abwehrantwort im systemischen Gewebe auslosen kann.
Unterstiitzt wird dieses Modell durch die Tatsache, dass durch die Inokulation der
Zellfliissigkeit von CDR1-liberexprimierenden Pflanzen in Wildtyppflanzen sowohl die
lokale als auch die systemische Abwehr ausgelost wird (SUZUKI et al., 2004).
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Die Rolle der Salizylsdure in der SAR:

Obwohl Salizylsdure wahrscheinlich nicht als systemisches Signal dient, bleibt sie eine
wesentliche Komponente der SAR. Die Synthese der Salizylsdure wéihrend der SAR
erfolgt liber den Isochorismat-Weg. Pflanzen mit einer Mutation im [ICS1
(Isochlorismate-Synthase 1)-Gen, zum Beispiel sid2 und edsl16, konnen nach einer
Infektion nur 5-10% der Salizylsduremengen von Wildtyppflanzen akkumulieren und
zeigen eine eingeschriankte basale und systemische Resistenz (WILDERMUTH et al.,
2001). Normalerweise erfolgt nach Pathogenbefall sowohl im lokalen als auch im
systemischen Gewebe eine Induktion der ICS1.

Die Kontrolle der Salizylsduresynthese ist ein wichtiger regulatorischer Schritt in der
Aktivierung der SAR. Zu den Mutanten, die nach Pathogenbefall nur geringe Mengen
an Salizylsdure bilden konnen, gehoren die edsl (enhanced disease susceptibility 1) und
pad4 (phytoalexin deficient 4) Mutanten, die beide einen Defekt in einem Lipase-
dhnlichen Protein haben (FALK et al., 1999; JIRAGE et al., 1999). Normalerweise
verstirken EDS1 und PAD4 nach einer Pathogeninfektion ihre eigene Expression durch
eine positive Riickkopplung, und die erhdhten Mengen an EDS1 und PAD4 induzieren
dann eine verstirkte Salizylsdureproduktion (FEYS et al., 2001). In den edsl- und
pad4-Mutanten fiihrt die Infektion mit Pathogenen, die einen EDSI-unabhéngigen
Signaltransduktionsweg induzieren, zu einer normalen HR, aber nicht zur
Akkumulation von Salizylsdure oder einer Ausbildung der SAR (ZHOU et al., 1998).
Auf der Suche nach Komponenten, die in der Signaltransduktionskette oberhalb von
ICS1 agieren, wurden Mutanten mit konstitutiv erhohten Salizylsduremengen
identifiziert. Die Mutanten cprl, cpr5 und cpr6 (constitutive expresser of PR genes)
zeigen eine konstitutive ICS1-Expression und eine erhohte Resistenz gegen Pathogene.
Die Mutanten sSi4 und scnl haben Mutationen in R-Genen, die zu einer konstitutiven
lokale Abwehr fiihren und somit wahrscheinlich einen Schritt in der Signalkette
oberhalb der SA Synthese beeinflussen (SHIRANO et al., 2002). Ein anderes R-Gen,
RPS4, induziert ebenfalls die Salizylsduresynthese, benétigt dazu aber EDS1 und
PAD4. Eine weitere Komponente in der Regulation der Salizylsduremengen sind
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die zusammen mit Salizylsdure in einer
Riickkopplungs-Schleife reguliert werden. Auf der einen Seite bindet Salizylsdure an

H,0,-detoxifizierende Enzyme wie Katalasen und Ascorbat-Peroxidasen (APX),
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wodurch die Aktivitit der Enzyme gehemmt wird. Dadurch steigen die H,O, Mengen
an und induzieren eine Signaltransduktionskette, die zur PR-Gen Expression und zur
Abwehrreaktion der Pflanze fiihrt (CHEN et al., 1993; DURNER und KLESSIG, 1995).
Auf der anderen Seite zeigten spétere Studien, dass H>O, in der Signalkette oberhalb
von Salizylsdure steht. Tabakpflanzen, die mit HO, behandelt wurden, zeigten eine
Dosis-abhingige Salizylsdureakkumulation und PR1-Expression
(NEUENSCHWANDER et al., 1995). Es wird vermutet, dass in systemischen Geweben
niedrige Salizylsduremengen und die Entstehung von geringen ROS Mengen

(,,microburst®) zusammenwirken, um eine SAR zu induzieren (DRAPER, 1997).

Weitere Komponenten der SAR:

Bei der Suche nach weiteren Komponenten des Salizylsdure-abhdngigen Signalwegs
wurde das NPR1/NIM1 (nonexpressor of PR genes / non immunity) Protein identifiziert
(CAO et al., 1994). nprl Mutanten konnen nach Pathogeninfektion oder Behandlung
mit Salizylsdure nur geringe PR1-mRNA Mengen akkumulieren und keine SAR
etablieren. Da nprl Mutanten aulerdem hohe endogene Salizylsduremengen haben,
scheint NPR1 fiir eine Riickkopplungs-Regulation der Salizylsduresynthese wichtig zu
sein (CAO et al., 1997). NPR1 hat zwei Protein-Protein-Interaktionsdoménen, eine
Region mit vier Ankyrinmotiven, eine BTB/POZ-Doméne (broad-complex, tramtrack,
bric-a-brac / poxvirus, zinc finger), und eine putative Kernlokalisationssequenz.
Normalerweise wird NPR1 in geringen Mengen in der ganzen Pflanze exprimiert. Nach
Pathogenbefall oder SA-Behandlung steigen die mRNA Mengen auf das zwei- bis
dreifache an. Eine Uberexpression von NPR1 fiihrt zu einer erhdhten Resistenz der
Pflanze aber nicht zur konstitutiven Expression der PR-Gene (CAO et al., 1998).
AuBerdem reicht eine erhohte Expression von NPR1 nicht aus, um eine SAR
auszuldsen, da eine zusitzliche Aktivierung des Proteins notig ist.

Um weitere Komponenten der Signaltransduktionskette zu finden, wurde in
verschiedenen ,,Yeast-two-Hybrid“-Analysen nach Interaktionspartnern fiir NPRI1
gesucht. Eine Gruppe von Interaktionspartnern waren die Mitglieder der TGA Familie,
die zur Klasse der pflanzlichen bZIP-Transkriptionsfaktoren gehdren. Sie besitzen eine
basische DNA-Bindedomine und eine Leucin-reiche Region, welche eine oa-Helix

bildet und fiir die Dimerisierung der Faktoren ndtig ist. TGA-Faktoren binden als
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Dimere an as-1 (activating sequence) oder as-l-dhnliche Promotorelemente
(KATAGIRI et al., 1989), die in vielen Genen, die an der Pflanzenabwehr beteiligt sind,
vorkommen. Zum Beispiel konnte LEBEL et al. (1998) in der Promotorregion von PR1
zwei as-1 dhnliche Elemente nachweisen, die als Bindungsstellen fiir TGA-Faktoren
dienen.

Die Bedeutung der TGA-Faktoren fiir die Ausbildung der SAR zeigten Studien von
ZHANG et al. (2003) an tga6-1 tga2-1 tga5-1 Knock-Out Pflanzen. Durch die
Behandlung mit INA konnte in den Mutanten weder eine PR-Gen Expression noch eine
Pathogenresistenz induziert werden. Auch die Infektion mit avirulenten Pseudomonaden
fiihrte zu keiner systemischen Resistenz. Das zeigt, dass diese drei TGA-Faktoren wie
NPR1 als positive Regulatoren der SAR dienen.

TGA-Faktoren und NPR1 werden in der Pflanze konstitutiv exprimiert, aber eine
Interaktion findet nur nach Induktion mit Salizylsdure statt. NPR1 existiert im Cytosol
in einer oligomeren Form, die durch intermolekulare Disulfid-Briicken zwischen den
einzelnen Monomeren gebildet wird. MOU et al. (2003) zeigten, dass durch Induktion
mit INA oder durch Infektion mit Pseudomonaden die Cysteinreste der Disulfid-
Briicken reduziert werden und NPR1 dadurch von der oligomeren Form zu Monomeren
umgewandelt wird. Als Monomer kann NPR1 in den Kern gelangen und dort mit den
TGA-Faktoren interagieren, um die PR-Gen Expression zu induzieren.

Eine weitere wichtige Komponente im SAR-Signalweg ist das SNI1-Protein, das als
Suppressor von NPR1 entdeckt wurde. Die rezessive snil (suppressor of nprl-1,
inducible 1) Mutante stellt im nprl Hintergrund die Induzierbarkeit der PR-Gene durch
Salizylsdure und die Resistenz bei Pathogenbefall wieder her (LI et al., 1999). Da die
snil Mutante ohne Induktion der SAR normale Salizylsduremengen und nur eine leicht
erhohte Expression der PR-Gene aufweist, wird davon ausgegangen, dass Snil in der
Signaltransduktionskette unterhalb von nprl agiert. Ein mdgliches Modell konnte sein,
dass SNII ein negativer Regulator der PR-Gen Expression und der SAR ist, dessen
reprimierende Wirkung durch NPR1 aufgehoben wird. Da SNII {iiber keine DNA-
Bindedoménen verfiigt, scheint seine reprimierende Wirkung nicht durch direkte
Bindung an bestimmte Promotoren stattzufinden, sondern durch Interaktion mit anderen
Faktoren. Als mogliche Interaktionspartner werden zur Zeit WRKY Faktoren diskutiert
(DURRANT und DONG, 2004), da unter anderem im PR1-Promotor W-Box (WRKY
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binding sites) Motive vorhanden sind (LEBEL et al.,1998). NOUTOSHI et al. (2005)
konnten in Gelretardationsanalysen zeigen, dass das WRKY-Protein SLH1 (sensitive to
low humidityl) an die W-Box des PcPR1-1 Gens aus Petersilie bindet. Weiterhin
konnten sie in Arabidopsis slhl-Mutanten, in denen die WRKY-Domine von SLH1
mutiert ist, eine erhohte konstitutive PR1-Expression nachweisen.

Dass in der snil/nprl Doppelmutante eine geringe basale Expression der PR-Gene
vorhanden ist und ihre Expression durch Induktion gesteigert werden kann, ist ein
Hinweis, dass neben der NPR1 vermittelten Inaktivierung von SNI1, auch noch ein SA-
abhingiger aber NPRI1-unabhingiger Signalweg fiir die Induktion der PR-Gene
vorhanden ist. Als mogliche Kandidaten fiir die NPR 1-unabhédngige Regulation der PR-
Gen Expression, wird die Familie der Whirly (Why) Transkriptionsfaktoren diskutiert
(DESVEAUX et al., 2002). In Kartoffel konnte DESVEAUX et al. (2004) zeigen, dass
StWhyl spezifisch an den PR10a Promotor bindet. In Arabidopsis wird durch
Salizylsdurebehandlung sowohl in Wildtyp-Pflanzen als auch in nprl-Mutanten die
DNA-bindende Aktivitat von AtWhyl induziert. atwhyl-Mutanten zeigen nur noch eine
reduzierte DNA-Bindung, die SA-induzierte PR1-Expression ist vermindert und die
Pflanzen sind suszeptibler gegen Infektion mit P. parasitica. Die NPR1-unabhéngige
Induktion von AtWhyl und die verminderte PR1-Expression in der atwhyl-Mutante
deuten darauf hin, dass AtWhyl fiir die NPR1-unabhingige PR1-Expression wichtig

sein konnte.

1.1.3 Beteiligung des as-1-Elementes an der Stressantwort

Das as-1-Element (activating sequence-1) ist ein wichtiges cis-Element in den
Promotoren vieler Salizylsdure- und/oder Pathogen-aktivierter Gene. Es wurde erstmals
1989 als funktionelles cis-Element im 35S-Promotor des Blumenkohlmosaikviruses
identifiziert (BENFEY et al., 1989). Eine stabile Integration des 35S-Promotors in das
pflanzliche Genom, fiihrt zu einer erhohten Expression der nachgeschalteten
Reportergene (ODELL et al., 1985). Bei einem Minimalpromotor, in dem die
Sequenzen stromaufwirts der Position —90 deletiert (35S(-90)) wurden, erfolgt die

Expression des Reportergens nur noch in Wurzel- und Sprossspitzen oder in Auxin-
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bzw. Salizylsdure-induzierten Blédttern (BENFEY und CHUA, 1990; QIN et al., 1994).
Dieses gewebespezifische und induzierbare Expressionsmuster ist auf das 17 bp lange
as-1-Element zuriickzufithren, welches aus zwei imperfekten Palindromen besteht, die

von der Konsensussequenz TGACGTCA abgeleitet sind:
5'- TGACGTAAgggaTGACGCA-3’

as-1-dhnliche Elemente sind auch in den Promotoren anderer pflanzenpathogener Viren,
wie dem Figwort Mosaic Virus (BOUCHEZ et al., 1989) und dem Commelina Mottle
Virus (MEDBERRY et al., 1992), und in Bakterien (Agrobacterium tumefaciens)
gefunden worden.

In Pflanzen wurden as-1-dhnliche Elemente in den Promotoren von Genen identifiziert,
die an der Abwehrreaktion der Pflanze beteiligt sind. Dabei konnen diese Gene
beziiglich ihrer Kinetik nach Salizylsdureinduktion in zwei Klassen eingeteilt werden.
Die frithen Gene, wie GST1 oder GST6 (Glutathion-S-Transferase) aus Arabidopsis,
werden sehr schnell nach Salizylsdurestimulus exprimiert. Sie bendtigen fiir ihre
Induktion keine Proteinneusynthese (YANG et al., 1998; CHEN et al., 1996) und sind
auller durch Salizylsdure auch durch Auxin induzierbar (QIN et al., 1994; LIU und
LAM, 1994). BLANCO et al. (2005) zeigten, dass die frithen Gene in zwei Gruppen
eingeteilt werden konnen: In der ersten Gruppe befinden sich Proteine, die am Schutz
der Zelle beteiligt sind, wie zum Beispiel Glutathion S-Transferasen oder
Glycosyltransferasen. Zu der zweiten Gruppe gehdren Proteine, die an der
Signaltransduktion beteiligt sind, wie zum Beispiel Proteinkinasen. Wihrend die Gene
der zweiten Gruppe fiir ihre Expression nach SA-Stimulus NPR1 benétigen, erfolgt die
Induktion der Gene aus der ersten Gruppe NPRI1-unabhingig. Promotoranalysen der
frithen Gene zeigten, dass nur in den Promotoren der NPRI1-unabhdngig regulierten
Gene as-1-dhnliche Elemente vorkommen. Dabei betrdgt der Abstand zwischen den
palindromischen Symmetrieachsen des as-1-dhnlichen Elementes 12 bp.

Spiate Abwehrgene, wie PR1, benétigen eine Proteinneusynthese fiir ihre Aktivierung
und werden erst im spateren Zeitverlauf der Induktion exprimiert (UKNES et al., 1993).
Im Gegensatz zu den frithen Abwehrgenen konnen sie nicht durch Auxin induziert
werden und der Abstand zwischen den palindromischen Symmetrieachsen des as-1-

dhnlichen Elementes ist nicht konserviert.
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Wihrend der Pflanzenabwehr spielt auch chemischer Stress ein gro3e Rolle, der zum
Beispiel wihrend des oxidativen ,burst” entsteht. Da Glutathion S-Transferasen
cytotoxische Produkte detoxifizieren kdnnen und so das Gewebe vor oxidativen
Schiaden schiitzen (DANIEL, 1993; LEVINE et al., 1994), konnten as-1-dhnliche
Elemente auch durch oxidativen Stress induzierbar sein. GARRETON et al. (2002)
konnten zeigen, dass oxidative Spezies die Salizylsdure-induzierte Aktivierung der as-
1-dhnlichen Elemente vermitteln.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass as-l-dhnliche Elemente sowohl bei der
Regulation der frithen als auch der spiten SA-induzierbaren Gene eine funktionelle
Bedeutung haben. Da sie sowohl durch Salizylsdure als auch durch oxidativen Stress
induzierbar sind, konnen isolierte as-1-&hnliche Elemente in Verbindung mit einem
Minimalpromotor genutzt werden, um in Pflanzen Untersuchungen iiber eine

Transkriptionsaktivierung von Reportergenen durch einen dieser Stimuli durchzufiihren.

1.2  Suizidsystem zur ldentifizierung von Mutanten der
Salizylsaure-abhéngigen Signaltransduktion

BRENNER (2002) entwickelte im Rahmen seiner Dissertation ein konditionales
Suizidsystem, mit dessen Hilfe Arabidopsis Mutanten identifiziert werden sollten, in
denen der Signaltransduktionsweg zwischen Salizylsdurestimulus und der Induktion der
frithen Abwehrgene unterbrochen ist. Dabei wurde das as-1-Element als einziges Cis-
Element in einem Minimalpromotor verwendet, um die Transkription des Suizidgens in
dhnlicher Weise wie frithe Abwehrgene zu steuern. Die gesuchten Mutanten wiren
daran zu erkennen, dass sie Bedingungen iiberleben, in denen die nicht mutierten
Pflanzen sterben, da durch die Mutation das Suizidgen unter der Kontrolle des
Minimalpromotors nicht mehr induziert werden kann.

Als Suizidgen wurde eine Aminosduredeacetylase aus Stenotrophomonas spec.
verwendet (BARTSCH et al., 1996). Dieses Enzym setzt das ungiftige Pro-Herbzid N-
Acetyl-Phosphinothricin  (NAcPT) durch Hydrolyse in das giftige Herbzid
Phosphinothricin (BASTA) um (BARTSCH et al., 1996, KRIETE et al., 1996).

Phosphinothricin hemmt in den Pflanzen die Glutaminsynthetase, welche essentiell fiir
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die Stickstoffassimilation und die Detoxifizierung von Produkten der Photorespiration
ist.

Fir die Selektion wurde die Deacetylase unter der Kontrolle eines synthetischen
Promotors aus fiinf as-1 Elementen exprimiert. Um zwischen einer Mutation im
Deacetylase-Gen (Deac) und einer Mutation in der Siganltransduktionskette
unterscheiden zu konnen, wurde als zweites Reportergen die f~Glucuronidase (Gus)
unter der Kontrolle des gleichen Promotors in die Pflanzen transformiert. In den daraus
entstandenen homozygoten 5GuDe-Pflanzen (5 x as-1 Gus, 5 x as-1 Deac) zeigte sich,
dass der 5 x as-1 Promotor eine starke Hintergrundaktivitit aufwies. Dadurch war die
Expression der Deacetylase auch im uninduzierten Zustand schon so stark, dass in
Gegenwart von NAcPT alle Pflanzen starben. Dieses Problem 16ste BRENNER (2002)
durch eine differentielle Selektionsstrategie. Dabei wurden parallel zu den
mutagenisierten Pflanzen, die mit Salizylsdure induziert wurden, zwei nicht
mutagenisierte Kontrollgruppen mit NAcPT behandelt. Eine dieser Kontrollgruppen
wurde ebenfalls induziert, die andere nicht. Die Selektion wurde beendet, wenn die
induzierte Kontrollgruppe abgestorben war, die uninduzierte aber noch lebte.

Aus dieser Selektion gingen 60 Uberlebende hervor, von denen zwdlf Pflanzen nach
einer Transkriptionsanalyse als potentielle Signaltransduktionsmutanten identifiziert
wurden. In allen zw6lf Pflanzen war die Induktion der Reportergene Deacetylase und £
Glucuronidase deutlich reduziert.

Aus diesen zwolf Pflanzen wurden zwei flir eine weitere Analyse im Rahmen dieser

Arbeit ausgewihlt (Kapitel 4.1).
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1.3 Zielsetzung

Um genauere Kenntnisse iiber den Salizylsdure-abhidngigen Signaltransduktionsweg,
der wéhrend der Pathogenantwort der Pflanzen aktiviert wird, zu gewinnen, miissen die
beteiligten Komponenten identifiziert werden.

Daher entwickelte BRENNER (2002) ein Suizidsystem, mit dessen Hilfe Pflanzen
identifiziert wurden, die voraussichtlich eine Mutation im Signalweg zwischen
Salizylsdurestimulus und der Induktion der Abwehrgene hatten. Durch eine genaue
Analyse dieser Pflanzen konnten neue Komponenten der SA-abhédngigen
Signaltransduktion entdeckt werden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, zwei der Pflanzen, die den Suizidscreen iiberlebt hatten,
genauer zu charakterisieren.

Im ersten Schritt wurden die Ergebnisse von BRENNER dahin gehend iiberpriift, ob es
sich bei den Pflanzen tatsdchlich um Signaltransduktionsmutanten handelt.

Im zweiten Schritt wurden die Phédnotypen der Pflanzen sowohl im uninduzierten
Zustand als auch nach Reaktion auf verschiedene Stressfaktoren analysiert.

Weiterhin wurden die Nachkommen der Kreuzungen von den Mutanten mit NahG-
Pflanzen analysiert, um die Bedeutung der Salizylsdure fiir die Phénotypen zu

untersuchen.
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2 Material

21 Gerate

Gerate Modell Hersteller/Bezugsquelle
Autoklav 3870 ELV Tuttnauer

Automatische Pipetten Gilson

Bioimager /Phosphoimager | BAS-1000 Fuji

Elektroelutionsapparatur

Werkstatt der Universitit

Elektroporationsapparatur

Gene Pulser® 11

BioRad

Fluorometer CytoFluorll Plate Reader PerSeptive
Geldokumentationsstation MWG Biotech
Gelelektrophoresekammern Werkstatt der Universitét
Handmonitor Contamat Eberline

Heizblock Boekel Scientific
Heizriihrer RCT basic IKA Labortechnik
Heizschiittler Thermomixer 5436 Eppendorf
Hybridisierungsofen Bachhofer
Hybridisierungswasserbad | Belly Dancer Stovall
Inkubationsschrinke WTC binder; Memmert
Kiihlzentrifuge Sorvall RC 5B Plus DuPont

Luciferase Kamera Hamamatsu
Morsergerit MM301 Retsch

Netzgerite E323 Benedikt Heinemann
Netzgerite EC 105 EC Apparatus Corporation
PCR-Geriite MiniCycler™ PTC-150 MIJ Research
Peristaltikpumpe Cyclo 1 Roth

pH-Meter HI 9321 Hanna Instruments
Photometer Unikon 720 LC Kontron

Real-time PCR Gerit MJMini Biorad
RNA-/DNA-Calculator GeneQuant II Pharmacia

Scanner ScanJet 4c Hewlett Packard
Sequenzanalysegerét ABI PRISM 310 Perkin-Elmer
Spektralphotometer fiir MRX Dynex Plate Reader | Dynex
Mikrotiterplatten

Standzentrifuge mit uJ3S Christ
Ausschwingrotor

Sterilbank, horizontales Microflow Laminar Nunc

Geblése

Sterilbank, vertikales Microflow Biohazard Nunc

Geblise
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Geréte Modell Hersteller/Bezugsquelle

SzintillationsmeBgerat Raytest Isotopenmefgerite
GmbH

Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus Christ

Tischzentrifuge, kiihlbar 5403 Eppendorf

Ultraschallgerét Soniprep 150 MSE

UV-Transilluminator FLX-20 M Vilber Lourmat

Vortex L46 Labinco BV, Niederlande

Wasseraufbereitungsanlage | Option 4, Maxima ELGA

2.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller / Bezugsquelle
Elektroporationskiivetten BioRad
FlieBpapier 3SMM Whatman

Kunststoff-Einwegmaterial

Biozym; Eppendorf; Greiner; Roth
Sarstedt

>

Mikrotiterplatten Roth

Nylon-Membran Hybond N Amersham

Parafilm M American National Can™
PVDF-Membran Immobilon™-P Millipor

2.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller / Lieferant
Abscisinsiure Sigma

Agarose SeaKem LE Biozym
Ampicillin AGS

Bakto Pepton Difco
Bromphenolblau Roth

[0-2P] dATP ; 800 Ci/mmol Hartmann Analytic
[o->P] Hartmann Analytic
2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D) Sigma
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Roth
Dithiothreitol (DTT) Sigma

DNTPs MBI; Roth
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) AppliChem
Ethidiumbromid Roth

HEPES Roth
Heringssperma-DNA (HSP) Sigma
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Chemikalie

Hersteller / Lieferant

Hydroxyethyl-Cellulose medium vis.
(HEC)

Fluka

Isopropylthiogalactosid (IPTG) Bio Tech Trade
Jasmonséure Aldrich
Kanamycin Sigma
Luciferin Synchem
B-Mercaptoethanol Roth
Murashige und Skoog Medium Duchefa
Orange G Sigma

Phenol AppliChem
Phenylmethansulfonylchlorid (PMSF) Fluka
Polydesoxyinosin-desoxycytidylsdure Sigma
(Polydl/dC)

Rifampicin Duchefa
Salicylsdure (SA) Merck

Select Agar Life Technologies
Streptomycin Duchefa

Triton X-100 Roth

Tween20 Roth

X-Gal Bio Tech Trade
X-Gluc Roth

2.4  Kits

Kit Hersteller / Bezugsquelle

BigDye  Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit

Perkin-Elmer Corporation

DNeasy Kit Quiagen
ET-Mix ABI PRISM™
Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit Invitek

Megaprime  DNA Labelling Systems

Amersham Life Science

Nucleo Spin® Extrakt II

Macherey-Nagel

Nucleo Spin® Plasmid

Macherey-Nagel

pGEM®-T Vector System Promega
Qiagen Plasmid Preparation Kits (Midi, Qiagen
Maxi)

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
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25 Enzyme

Enzym Hersteller / Bezugsquelle
AmpliTaq® DNA Poymerase, FS ABI PRISM™

Immolase Bioline
Klenow-DNA-Polymerase exo MBI Fermentas

MolTaq Molzym
Restriktionsenzyme MBI Fermentas

RNase A (DNase-frei) Qiagen

T4 DNA-Ligase MBI Fermentas

2.6 Nucleinsauren

2.6.1 Primer

Die Primer wurden von den Firmen OPERON Biotechnologies, GIBCO BRL sowie

MWG synthetisiert.

Die Schmelzpunkte (Ty,) errechnen sich nach folgender Formel:
Tm [°C] = 69,3 + 0,41 x (% GC-Gehalt) — 650 / n (n = Anzahl der Nukleotide)

Primer Sequenz 5> 3 Tm [°C]
CNGCH4 fwd GGG GTC AGA GAA AAT CAG AAC 60,6
CNGC4 rev ACG AAC AGG GCC TAT ATA CAC 60,6
GST11 fwd CTCCACCTTGCTTTAAGAACA 59.4
GSTI11 rev GAGGTCATCGCCACTTTATTC 60,9
nahG anti TCG GTG AAC AGC CACTTG CAC 62,4
nahG sense GCC TTA GCA CTG GAA CTC TG 62,4
ICS1-2 fwd GCT GTT TCT TCT CTC GTC CG 60,1
ICS1 rev CTG CCC TAG TTA CAA CCC GAA AAG 64,6
Oligo(dt) ITTT TTT TTT TTT TTT TTT TT 39,9
PR2 fwd CCT CTC AGC CTT GTA ATA GCT TCC 61,8
PR2 rev GCC CAC AAG TCT CTA AGG ATT AGT 61,2
PRS5 fwd CTC CAG TAT TCA CAT TCT CTT CCT CG 65,5
PRS rev ACC CGA CTG TAT CTA ACT CGA AGC 64,1
RD22 fwd GGTGGCTAAGAAGAACGCAC 62,5
RD22 rev CACACAACATGAGTCTCCGG 62,5
RD29a fwd TTA CAC CAA ACC CAC TGA ATC 58,6
RD29a fwd TTA CAC CAA ACC CAC TGA ATC 58,6
Rev23 TTC ACA CGG AAA CAG CTATGA C 62,4
Uni24 ACG ACG TTG GTA AAA CGA CGG CCA G 71,9
WRKY25 fwd TTC TTG GTT CTT CCG GCG TTG 62,6
WRKY?25 rev CTC TCT CGT CTG CTG CGG ATC 66,5
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2.6.2 Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pCIB200-NahG | Binirer Vektor, enthélt die Syngenta

Codierregion des NahG-Gens inseriert
zwischen einem 2 X 35S-Promotor und
dem tml-3"Terminator, km"

pGEM-GSTI 1

GST11-Gen aus Arabidopsis thaliana in
pGEM-T (pGEM® 52f (+) Vektor mit
Eco RV linearisiert, an beiden 3 'Enden
ein Thymidin angehingt), amp"

WEIGEL, unveroffentlicht

pGEM-PDF1.2

pGEM-T-Derivat, enthilt die
Codierregion der PDF1.2-cDNA aus
Arabidopsis thaliana, amp"

HERDE, unveré6ffentlicht

pGEM-T

PGEM-5Zf(+)-Derivat, nach
Linearisierung mit EcoRV wurden dT-
Uberhiinge an die 3"-Enden angehiingt,
Klonier- und Sequenziervektor, amp'

Promega

pSK-T

Klonier- und Sequenziervektor, lacZa.,
amp’

KRIETE, unveroffentlicht

pSK-AtPR1

pSK-T-Derivat, enthilt die
Codierregion der PR1-cDNA aus
Arabidopsis thaliana, amp"

BRENNER, 2002

pSK-CNGC4

pSK-T-Derivat, enthélt die
Codierregion der CNGC4-cDNA aus
Arabidopsis thaliana, amp"

diese Arbeit

pSK-(-90)Deac

-90-Fragment des CaMV 35S-
Promotors vor dem Deacetylasegen aus
Stenotrophomonas spec und dem ocs-
Terminator, amp"

BRENNER, 2002

pSK-ICS1

pSK-T-Derivat, enthélt die
Codierregion der ICS1-cDNA aus
Arabidopsis thaliana, amp"

diese Arbeit

pSK-RD22

pSK-T-Derivat, enthilt die
Codierregion der RD22-cDNA aus
Arabidopsis thaliana, amp"

diese Arbeit

pSK-RD29a

pSK-T-Derivat, enthilt die
Codierregion der RD29a-cDNA aus
Arabidopsis thaliana, amp'

diese Arbeit

pSK-WRKY25

pSK-T-Derivat, enthilt die
Codierregion der WRKY25-cDNA aus
Arabidopsis thaliana, amp"

diese Arbeit
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2.6.3 Hybridisierungssonden

Sonde

Eigenschaften

Referenz

CNGC4

2025 bp Fragment mit den Primern
CNGC4 fwd / CNGC4 rev aus dem
Plasmid pSK-CNGC4 amplifiziert

diese Arbeit

DEAC

990 bp Eco911 Fragment aus pSK-(-90)
Deac

BRENNER, 2002

GSTI11

700 bp Fragment mit den Primern
GSTI11 fwd / GST11 rev aus pGEM-
AtGST11 amplifiziert

WEIGEL, unveroffentlicht

ICS1

1578 bp Fragment mit den Primern
ICS1-2 fwd / ICSI rev aus pSK-ICS1
amplifiziert

WEIGEL, unveroffentlicht

PDF1.2

731 bp Fragment mit den Primern uni24 /
rev 23 aus pGEM-PDF2.1 amplifiziert

diese Arbeit

PR-1

500 bp EcoRI-Fragment aus pSK-AtPR1

BRENNER, 2002

RD22

307 bp Fragment mit den Primern RD22
fwd / RD22 rev aus pSK-RD22

amplifiziert

diese Arbeit

RD29a

1031 bp Fragment mit den Primern
RD29a fwd / RD29a rev aus pSK-RD29a
amplifiziert

diese Arbeit

ZAT7

696 bp Fragment mit den Primern uni24 /
rev23 aus der REGIA Stammsammlung
(pUC-Derivat) amplifiziert

diese Arbeit

ZATI12

678 bp Fragment mit den Primern uni24 /
rev23 aus der REGIA Stammsammlung
(pUC-Derivat) amplifiziert

diese Arbeit

WRKY25

1092 bp Fragment mit den Primern
WRKY25 fwd / WRKY2S5 rev aus pSK-
WYRKY?25 amplifiziert

diese Arbeit

2.6.4 DNA Fragmentlangenstandarts

Als Fragmentlédngenstandard wurde der MassRuler™ DNA Ladder Mix der Firma MBI
Fermentas verwendet.

FragmentgroBen in bp:

10000 / 8000 / 6000 / 5000 / 4000 / 3500 / 3000 / 2500 / 2000 / 1500 / 1200 / 1031 / 900
/800 /700 /600 /500 /400/300/200/100
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2.7 Organismen

2.7.1 Bakterien

Bakterienstamm Eigenschaften Referenz
Escherichia coli DH5a F’, gyrA96 (Nalr), recAl, HANAHAN (1983)

endAl, thi-1, hsdR 17 (rk-
mk+), ginV44, deoR, D
(lacZYA-argF) U169
[p80dD(lacZ)M15]

Pseudomonas syringae pv. |pLAFR3 INNES et al., 1993
tomato DC3000 (pLARR3)

Pseudomonas syringae pv. |pABLI18 INNES et al., 1993
tomato DC3000 (pABL18)

avr Rpt2

Pseudomonas syringae pv. |pLAFR3 WHALEN et al., 1991
maculicola ES4326

Pseudomonas syringae pv. |pLH12 WHALEN et al., 1991

maculicola ES4326 avrRpt2

2.7.2 Arabidopsis thaliana Pflanzen

Pflanze Beschreibung Referenz

Columbia, Col-0 Wildtyp NASC Stock Nr. N1092,
NASC 2002

aca38#8 F2-Generation der Linie ana38 |diese Arbeit

(BRENNER, 2002) aus der EMS-
Mutagenese von SGuDe

acadl=ana4l

Fine der Linien aus der EMS-
Mutagenese von SGuDe

BRENNER, 2002

cpr5-2

Mutante, die das PR5-Gen

konstitutiv exprimiert

BOWLING et al., 1997

ICS1::LUC

Transgene Pflanze im Col-0
Hintergrund, die die Codierregion
des Luciferase-Gens unter der
Kontrolle des ICS1-Promotors
exprimiert

Jonathan Jones

NahG

Transgene Col-0 Pflanze, die das
NahG-Gen (Salizylathydroxylase,
baut SA zu Catechol ab)
exprimiert

GAFFNEY et al., 1993

nprl-1

Mutante, die eine Punktmutation
im NPR1-1 Gen hat

CAO-etal., 1994
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Pflanze Beschreibung Referenz

5GuDe Transgene Linie im  Col-0| BRENNER, 2002
Hintergrund, die die Codierregion
der Deacetylase und des GUS
Gens unter der Kontrolle von 5 as-
1-Elementen exprimiert

5GuDe x ICS1::LUC |Kreuzung zwischen 5GuDe und |diese Arbeit
ICS1::LUC (Donorpflanze)

acad4l x ICS1::LUC |Kreuzung zwischen acad4l und |diese Arbeit
ICS1::LUC (Donorpflanze)

aca4l x NahG Kreuzung zwischen aca4l und|diese Arbeit
NahG (Donorpflanze)

cpr5 x ICS1::LUC Kreuzung zwischen cpr5 und|diese Arbeit
ICS1::LUC (Donorpflanze)

2.8 Nahrmedien und Zusatze

2.8.1 Nahrmedium fur Bakterien

dYT-Medium 20 g/l Trypton; 10 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl

King's B- 10 g/l Proteose-Pepton Nr.3; 1,5 g/l di-Kaliumhydrogenphosphat; 15

Medium g/l Glyzerin; pH 7 mit HCI; nach dem Autoklavieren zugeben: 5 ml/I
IM MgSO,; Antibiotika nach Bedarf

LB-Medium 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl

SOC-Medium 20 g/l Trypton; 5 g/l Hefextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; nach

dem Autoklavieren sterilfiltriert zugeben: 10 mM MgCl,; 10 mM
MgSO4; 20 mM Glucose

Fiir die Herstellung von Festmedien wurden jeweils 15 g/l bakteriologischer Agar
zugesetzt.

2.8.2 Nahrmedien fir Pflanzen

2 MS-Medium 4,4 g/l MS-Medium; 20 g/l Saccharose; pH 5,8 mit KOH
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2.8.3 Zusatze

Zusatz Endkonzentration [mg/l] | Stammlésung [mg/ml]
Ampicillin 100 mg/1 100 mg/ml in H,O
Gentamycin 25 mg/l 25 mg/ml in H,O

IPTG 60 ul pro Platte 26 mg/ml in DMF
Kanamycin 50 mg/l 50 mg/ml in H,O
Rifampicin 50 mg/I 10 mg/ml in H,O mit HCI
Spektomycin 10 mg/I 10 mg/ml in H,O
Streptomycin 100mg/1 20 mg/ml in H,O
Tetracyclin 10 mg/1 50 mg/ml in H,O
X-Gal 60 pl pro Platte 20 mg/ml in DMF
X-Gluc 2 mM 100 mM in DMF

2.9 Standartldsungen und Puffer

SSC (20 X)

TAE (20 )

TE 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5

2 M Na(Cl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 mit HCI1

0,8 M Tris, 2,3 % (v / v) Essigsdure, 20 mM EDTA
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3 Methoden

3.1  Anzucht und Kultivierung von Mikroorganismen und
Pflanzen

Die Medien fiir die Anzucht von Escherichia coli und Pseudomonas syringae enthielten
entsprechende Antibiotika, um das Wachstum von Resistenz-tragenden Bakterien unter
Selektionsdruck zu gewéhrleisten. Die Inkubation von Fliissigkulturen wurde im
Schiittler bei 250 rpm durchgefiihrt.

3.1.1 Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht von E.coli erfolgte auf LB-Festmedium oder in dYT-Fliissigmedium tiber
Nacht bei 37°C.

3.1.2 Anzucht von Pseudomonas syringae

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in King’s B-Medium (KING et al., 1954) bei 28°C
fiir 2 Tage.

3.1.3 Dauerhafte Lagerung von Bakterienkulturen

150 pl einer Bakterienkultur wurden mit 850 pl sterilem 87% Glycerin versetzt und
griindlich gemischt. Diese Glycerinkulturen konnen bei —80°C iiber mehrere Jahre
gelagert werden.

3.1.4 Anzucht von Arabidopsis thaliana Pflanzen

3.1.4.1 Anzucht auf Erde

Vor der Aussaat wurde die Erde einmal fiir 30 min bei 90°C gedampft. Die Samen
wurden 1-2 Tage im Dunkeln bei 4 °C stratifiziert, um eine gleichméfige Keimung zu
erreichen. Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte in einer Klimakammer entweder unter
Langtags- (16 h Licht, 8 h Dunkel) oder unter Kurztags- (8 h Licht, 16 h Dunkel)
Bedingungen.
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3.1.4.2 Anzucht in Sterilkultur

Die Samen wurden vor der Aussaat oberflichensterilisiert (Kapitel 3.1.5) und auf
Petrischalen mit MS-Medium ausgelegt. Die Stratifizierung erfolgte fiir 2 Tage im
Dunkeln bei 4°C. Anschliefend wurden die Petrischalen in einer Klimakammer unter
Langtagsbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkel) inkubiert.

Fiir die Paraquat-Behandlung wurde MS-Medium mit verschiedenen Konzentrationen
an Paraquat verwendet.

3.1.5 Oberflachensterilisation von Samen

Die Oberfliachensterilisation erfolgte in Anlehnung an CLOUGH und BENT (1998 und
2000).

Arabidopsis Samen wurden in geeigneten GefdBlen (Kunststoff, 0,5 — 50 ml) mit
geoffnetem Deckel in einem Exsikkator platziert. Ein Becherglas mit etwa 100 ml
konzentrierter Hypochloritlosung wurde dazugestellt und mit 5 mL konzentrierter
Salzséure versehen. Der Exsikkator wurde rasch geschlossen und ein geringes Vakuum
angelegt, um den Exsikkator luftdicht zu verschlieBen, und eine Verdiinnung des
Chlorgases zu vermeiden. Nach 4 h war eine ausreichende Sterilisation erreicht.

3.1.6 Kreuzung von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Die Bliiten von Arabidopsis thaliana sind so aufgebaut, dass sie sich bereits wahrend
des Offnens selbst bestduben. Daher kénnen Kreuzungen nur an unreifen Bliiten im
Knospenstadium vorgenommen werden, die zuvor emaskuliert wurden. Fiir eine
Kreuzung wurden daher junge, kréiftige Bliitenstinde ausgewéhlt, an denen bereits zwei
bis drei Bliiten gedffnet waren. Von diesen Bliitenstinden wurden oberhalb der
gedftneten Bliiten zwei bis drei noch geschlossene Knospen fiir die Kreuzung verwandt.
Alle Manipulationen wurden mit Hilfe eines Binokulars beobachtet.

Die zu kreuzende Knospe wurde mit einer feinen, weichen Federstahlpinzette so dicht
wie moglich unterhalb der Kelchblitter ergriffen und festgehalten. Mit einer scharfen,
spitzen Prédparationspinzette wurden die vier Kelchblitter nach schriag unten abgezogen.
Auf die gleiche Weise wurde mit den vier Bliitenbléttern und den zwei langen und vier
kurzen Antheren verfahren, wobei die Fruchtanlage nicht beschédigt werden durfte. Der
Donorpflanze wurde dann ein frisches Staubblatt entnommen und der Pollen auf dem
Pistill der emaskulierten Bliite abgestreift. AnschlieBend wurde mit dem Binokular
tiberpriift, ob Pollen auf dem Pistill hdngen geblieben war und wenn noétig die
Bestdubung mit einem neuen Staubblatt wiederholt. Die gekreuzten Knospen wurden
durch Entfernen der unterhalb liegenden Bliiten und der oberhalb befindlichen ein bis
zwei Knospen isoliert und der gekreuzte Bliitenstand mit einem kleinen Umhéngeschild
markiert.
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3.1.7 Samengewinnung aus Arabidopsis thaliana

Zur Ernte von Samen einzelner Pflanzen wurden Aracons (Lehle Seeds, RoundRock,
TX, USA) verwendet. Die Unterteile der Aracons wurden bei beginnender Bliite auf die
Topfe gestellt, die Bliitenstédnde durch die zentrale Bohrung gefiihrt und die Folien der
Oberteile auf die Unterteile gesetzt. Bei fortschreitender Samenreife wurden die
Pflanzen aus der Klimakammer entfernt und im Gewichshaus getrocknet. Nach dem
Trocknen wurden die Bliitenstdinde abgeschnitten und zur Aufbewahrung in
Butterbrottiiten gesteckt.

3.1.8 Infektion von Arabidopsis thaliana Pflanzen mit Pseudomonaden

Zur Bestimmung der Verbreitung von Pathogenen innerhalb einer Pflanze werden die
Miroorganismen isoliert und ihre Kolonienzahl durch Titern ermittelt, indem die
Bakterien auf einem semi-selektiven Medium ausgezdhlt werden (modifiziert nach
KNOCHE und DUVICK, 1987). Zur Quantifizierung des Bakterienwachstums wurden
von den Pseudomonaden ii.N. Vorkulturen angezogen, abzentrifugiert (5000 rpm, 5
min, RT) und die optische Dichte bestimmt.

3.1.8.1 Bestimmung des Bakterienwachstums in Pflanzen nach
Infiltration

Fiir die Infiltration wurden die Pseudomonaden auf eine Dichte von 5 x 10> cfu / ml mit
10 mM MgCl, verdiinnt. Eine Blatthélfte wurde mit einer 1 ml-Spritze ohne Nadel von
der Blattunterseite infiltriert. Das Volumen einer Inokulation betrug ca. 10 pl.

Das Bakterienwachstum wurde zu den Zeitpunkten 0 Tage (etwa 1 h nach der
Behandlung) und 3 Tage nach Infektion aufgenommen. Von 9 infizierten Pflanzen
wurden die Infektionsflichen (<& 0,5 cm) infiltrierter Blatthilften ausgestochen,
zusammengefasst und in 240 pul 10 mM MgCl, homogenisiert. Die homogenisierten
Proben wurden jeweils kurz gemischt und in einer Verdiinnungsreihe (Tag 0: 1:10,
1:50, 1:250, 1:500; Tag 3: 1:100, 1:500, 1:5000, 1:50000) auf King's B-Medium mit
entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die Platten wurden 2 Tage bei 28 °C inkubiert
und die Anzahl der Kolonien ausgezihlt. Es wurden die Bakterienzahlen der gleichen
Linien gemittelt und die Standardabweichung ermittelt
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3.1.8.2 Bestimmung des Bakterienwachstums in Pflanzen nach ,Dippen*

Fiir diese Methode wurden die Pseudomonaden auf eine Dichte von 5 x 10°cfu / ml mit
10mM MgCl, verdiinnt und 0,002% Silwett zugegeben. AnschlieBend wurden
Netzballen mit ca. 20 3 Wochen alten Pflanzen in diese Bakteriensuspension getaucht.

Am Infektionstag und nach 3 Tagen wurden von jeder Linie 8-12 Blattchen geerntet und
zusammen in 1 ml 10 mM MgCl, fiir 15min geschiittelt. Die Proben wurden dann in
einer Verdlinnungsreihe (Tag 0: 1:10, 1:50; Tag 3: 1:10, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000)
auf King’s B-Medium mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die Platten wurden 2
Tage bei 28 °C inkubiert und die Anzahl der Kolonien ausgezahlt.

Bei einigen Experimenten wurden die Pflanzen sowohl einen Tag vorher als auch am
Morgen des Infektionstages mit 0,1 mM Salizylsdure vorbehandelt.

3.1.8.3 Infektion von Arabidopsis thaliana mit Pseudomonaden fir eine
RNA-Isolation

Die Infektion von A. thaliana mit Pseudomonaden erfolgte durch Dippen der Blétter in
eine Suspension mit Pseudomonaden von einer ODgpp = 0,2 in 10 mM MgCl, mit
0,002% Silwett. Die Pflanzen wurden anschliefend bei hoher Luftfeuchtigkeit unter
einer Haube kultiviert.

3.1.9 Induktion der Genexpression in Arabidopsis thaliana Pflanzen

Arabidopsis thaliana in Erdkultur wurden durch Besprithen mit wissrigen Losungen
mittels handelsiiblicher Spriihflaschen, die in der Lage waren, einen feinen Sprithnebel
zu erzeugen, bespriiht, bis die Pflanzen gut benetzt waren. Die Induktionsldsungen
wurden fiir jede Sprithbehandlung frisch hergestellt.

Folgende Konzentrationen wurden verwendet:

1 mM Salizylsdure; 100 uM 2,4-D; 0,1 mM ABA; 1 mM Luciferin; 200 mg/l N-
Acetylphosphinothricin
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Methoden zur Isolierung von Plasmid-DNA
3.2.1.1 Analytische Mengen

3.2.1.1.1 Alkalische Lyse

Zur schnellen Pridparation von Plasmid-DNA zu analytischen Zwecken wurde eine
modifizierte alkalische Lyse der Bakterien (BIRNBOIM & DOLY, 1979; ISH-
HOROWICZ & BURKE, 1981) vorgenommen. 1,5 ml einer stationdren E. coli-Kultur
wurden pelletiert (1 min, 13000 rpm) und die Zellen nach Dekantieren des Uberstandes
in 100 pl Losung I resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte im alkalischen Milieu
durch Zugabe von 200 ul Losung I1. Nach Invertieren wurde zur Neutralisation 150 pl
Losung III zugegeben, der Ansatz gemischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Préazipitate wurden durch Zentrifugation (5 min, 15000 rpm, 4°C)
sedimentiert. Die obere, wéssrige Phase wurde zur Prézipitation der DNA mit 2,5
Volumen Ethanol (-20°C) gemischt und 1 h bei -20°C inkubiert. AnschlieBend wurde
der Ansatz fiir 10 min, 15000 rpm, 4°C zentrifugiert. Die pelletierte DNA wurde mit
70% Ethanol gewaschen und fiir 10 min im gekiihlten SpeedVac Concentrator
getrocknet. Die gewonnene DNA wurde in 100 pl TE gelost und kann zur
Restriktionsanalyse eingesetzt werden

3.2.1.1.2 Plasmidisolierung mit dem QIAprep Spin Miniprep-Kit

Fiir Sequenzierreaktionen wurde hochreine Plasmid-DNA mit Hilfe des QIAprep Spin
Miniprep-Kits der Firma Qiagen isoliert. Die Préparation erfolgte nach
Herstellerangaben. Abweichend vom Protokoll wurden stets 3 ml stationdre E. coli-
Kultur eingesetzt und die DNA mit 50 pl EB-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) eluiert.

3.2.1.2 Préaperative Mengen

GroBere Mengen Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad wurden mit Hilfe der Midi-
und Maxi-Kits der Firma Qiagen isoliert. Die Durchfiihrung erfolgte gemil3 den
Herstellerangaben.
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3.2.1.2.1 DNA-Elution aus Agarosegelen

Fiir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (Kapitel 3.2.3.2.1)wird der
QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach
dem Protokoll des Herstellers.

3.2.2 Methode zur Isolierung genomischer DNA aus Arabidopsis

3.2.2.1 Schnellextraktion fir eine anschlielende PCR

100 mg Pflanzenmaterial wurden in 200 pl Microprep Puffer (25% DNA
Extraktionspuffer (350 mM Sorbit, 100 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 7.,5), 25%
Kernlysepuffer (200 mM Tris-Base, 50 mM EDTA, 2 M Natriumchlorid, 2%
Cetyltrimethylammoniumbromid), 10% Sarcosyllosung (5% w/v), 40% Wasser, 0,3 g
Natriumbisulfit / 10 ml Puffer) aufgenommen und mit der Bohrmaschine zerkleinert.
AnschlieBend wurden 550 pl Microprep Puffer dazugegeben. Die Suspension wurde gut
durchmischt und 30-120 min bei 65°C inkubiert. Danach wurden 700 pl Chloroform /
Isoamylalkohol (24:1) dazugegeben und die Losung gut durchmischt. Nach der
Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 5 min wurde die wéssrige Phase in ein neues Gefil3
iiberfiihrt, 2 / 3 bis 1 Volumen kaltes Isopropanol dazugegeben und der Ansatz gut
durchmischt. Es folgte eine Zentrifugation von 5 min bei 13000 rpm. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Die Zentrifugation wurde
wiederholt, der Uberstand abgenommen und das Pellet getrocknet. Die trockene DNA
wurde in 50 pl TE aufgenommen.

3.2.3 Methoden zur Charakterisierung von Nukleinsduren

3.2.3.1 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Konzentrationsbestimmung wurde der GeneQuant II der Firma Pharmacia
verwendet. Da die Absorption von Nukleinsduren in einer wéssrigen Losung im UV-
Bereich bei 260 nm gemessen werden kann, lieB3 sich hierdurch die Konzentration der
DNA bestimmen. Das Absorptionsmaximum bei dieser Wellenlinge wurde durch die
Anregung des m-Elektronensystems in den Heterozyklen der Basen hervorgerufen. Bei
einer Schichtdicke von 1 c¢cm entspricht somit eine OD,gp von 1,0 einer Nukleinsdure-
Konzentration von 50 pg / ml bei dsDNA und 40 pg / ml bei RNA. Im Vergleich zur
Absorption bei der Wellenldnge 280 nm, bei der die aromatischen Seitenketten von
Proteinen angeregt werden, ldsst sich nun der Quotient aus der Absorption der
Wellenlidngen 260 / 280 nm als ein MaB fiir den Reinheitsgrad der DNA- oder RNA-
Préaparation darstellen. Der Reinheitsgrad sollte idealerweise zwischen 1,7 und 2,0
liegen. Gemessen werden 1:100 Verdiinnungen der Préparationen um den linearen
Messbereich des Photometers einzuhalten.
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3.2.3.2 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

3.2.3.2.1 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA fiir analytische und priparative Zwecke
wurde in horizontalen Agarosegelen (10 cm x 7 cm x 0,3 cm, 16 Taschen) mit 1 x TAE
(40 mM Tris-HCI pH 8,0; 1,15 % (v/v) Essigsdure; 1 mM EDTA) als Laufpuffer
durchgefiihrt. Fiir DNA-Molekiile im GroBBenbereich von 500 bp bis 14 kb wurden Gele
mit einer Konzentration von 1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE benutzt. Fiir die
Auftrennung kleinerer Molekiile wurden sogenannte HEC-Gele (1 % (w/v) Agarose und
0,7 % (w/v) Hydroxyethylcellulose (HEC) in 1 x TAE) eingesetzt (PERLMAN und
HALVORSON, 1987). Die DNA-Proben wurden zundchst mit 1/5 Volumen
Probenpuffer (5 x Probenpuffer: 20 x TAE, 66,6 % Glycerin, jeweils eine Spatelspitze
Bromphenolblau, Xylencyanol FF und Orange G) versetzt und bei 90-120 V iiber einem
Zeitraum von 0,5-1,5 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Der Verlauf der
Elektrophoresefront konnte anhand der Farbmarker verfolgt werden. Um die DNA im
Anschluss an die Auftrennung sichtbar zu machen, wurde das Gel 10 min in einer
Ethidiumbromidlosung (1 mg/l EtBr in H;O) inkubiert, anschlieBend der
Gelhintergrund kurz in H,O entfirbt und der Bandenverlauf auf dem UV-
Transilluminator (302 nm) mit Hilfe der Geldokumentationanslage dokumentiert.

3.2.3.2.2 Auftrennung von RNA in denaturierenden Agarosegelen

Die -elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen, um das Ausbilden von Sekundirstrukturen zu verhindern. Die
Elektrophorese fand in horizontalen, formaldehydhaltigen Agarosegelen (1% (W/v)
Agarose, 5,5% (v/v) Formaldehyd) statt mit 1 x MEN (20 mM MOPS; 5 mM
Natriumacetat; 1 mM EDTA, pH 7,0 mit NaOH) als Puffersystem. Die Gele hatten eine
GroBe von 15 cm x 10 cm x 1 cm und besaBen 15 ,,groBBe* (90 pl Probenvolumen) oder
20 ,.kleine* (60 pl Probenvolumen) Taschen. Vor dem Auftragen wurden jeweils 5-10
ug der RNA mit RNase-freiem H,O auf gleiche Volumina gebracht und mit 3 x RNA-
Probenpuffer (3 x MEN; 3,7% (v/v) Formaldehyd; 43% (v/v) Formamid; 10% (v/v)
Glycerin; 4 mM EDTA; 0,1% (v/v) gesittigte Bromphenolblauldsung) versetzt, welcher
1 pg Ethidiumbromid pro Ansatz enthielt. Die RNA-Proben wurden anschlieBend durch
Inkubation bei 65°C fiir 10 min denaturiert und bis zum Auftragen auf Eis gelagert. Die
Elektrophorese erfolgte nach Beladen des Gels und dem vollstindigen Auffiillen (mit 1
x MEN) der Taschen bei 12 Watt fiir 0,2 kVh. Als Laufpuffer wurde 1 x MEN
verwendet, lediglich an das Gel angeschichtet, ohne es zu bedecken. Die Auftrennung
der RNA wurde auf dem UV-Transilluminator mit Hilfe der Geldokumentationsanlage
sichtbar gemacht.
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3.2.3.3 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen erfolgten mit Hilfe des BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kits von Perkin-Elmer. Das Prinzip beruht auf der
Kettenabruchmethode (SANGER et al., 1977).

Sequenzierung von Plasmid-DNA

Fiir die PCR-Reaktion mit einem Gesamtvolumen von 10 pl wurden 600 ng Plasmid-
DNA, 5 pmol Primer und 2 pul RR- (ready reaction) Mix eingesetzt. Im Thermocycler
wurden folgende Schritte 25 mal durchlaufen: 20 sec 95°C, 15 sec 50°C und 2 min
60°C. AnschlieBend fand eine Ethanol-Féllung statt, um nicht eingebaute Nukleotide zu
entfernen. Hierzu wurde der Ansatz mit 9,5 ul H,O und 30,5 ul EtOH abs. versetzt und
1 h bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 15 min (Biofuge) wurde
der Uberstand vollstindig abgenommen, das DNA-Pellet mit 150 ul 70 % (v/v) EtOH
gewaschen, 1 min bei 95°C getrocknet und in 20 pl TSR (Template Suppression
Reagent von Perkin-Elmer) resupendiert. Nach dem Denaturieren bei 95°C fiir 2 min
wurde die Probe sofort 5 min auf Eis gestellt und fiir die Sequenzanalyse im ABI Prism
310 in spezielle Sequenziergefalle tiberfiihrt.

3.2.3.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (MULLIS & FALOONA, 1987) werden
Nukleinsdure-Bereiche definierter Lange und Sequenz ausgehend von geringsten
Mengen an DNA-Molekiilen (Template-DNA) in vitro amplifiziert. Zunidchst werden
die beiden Stringe der Template-DNA thermisch aufgeschmolzen (Denaturierung).
AnschlieBend binden zwei chemisch synthetisierte Oligonukleotide (Primer) antiparallel
an die 5’-Randbereiche der zu amplifizierenden Zielsequenz (Annealing). Die
hitzestabile Tag-Polymerase katalysiert im ndchsten Schritt die komplementére
Polymerisation von Nukleotiden an die freie 3 -OH-Gruppe der Primer (Elongation).
Bei mehrfacher Wiederholung der Reaktionsfolge aus DNA-Denaturierung, Annealing
und Elongation kommt es exponentiell zu einer selektiven Anreicherung der DNA-
Sequenz, die durch die Oligonukleotide flankiert wird. Da die eingesetzten
Oligonukleotide spéter Bestandteile des Amplifikationsproduktes sind, kann man durch
modifizierte Primer z.B. Restriktionsschnittstellen in die Randbereiche der
amplifizierten DNA einfiigen. Ein Standard-PCR-Ansatz (20ul) enthielt Matrizen-DNA
(10 ng Plasmid-DNA oder 50 ng Pflanzen-DNA), jeweils 20 pmol der beiden Primer,
dNTPs (0,2 mM je Nukleotid) und 2,5 U Tag-Polymerase in 1 x Tag-Puffer (20 mM
Tris-HCI, pH 8,55; 1,5 mM MgCl2; 16 mM (NH4),SO4). Die Amplifikation wurde in
einem Thermocycler mit folgenden Programmen durchgefiihrt:
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Programm 1
Erste Denaturierung: 1 min 94°C
— Denaturierung: 30 sek 94°C
10 Zyklen | Annealing: 30 sek 60°C
Elongation: 1 min 72°C
— Denaturierung: 30 sek 94°C
20 Zyklen Annealing: 30sek  60°C
- Elongation: 1 min 72°C  +10sek / Zyklus
Finale Elongation: 7 min 72°C

Programm 1 wurde als Standardprogramm verwendet, wobei die Annealingtemperatur
gegebenenfalls an die verwendeten Primer angepasst wurde.

3.2.3.5 Modifizierte RT-PCR

Die RT-PCR ist neben dem Nothern-Blot eine sehr empfindliche Methode, um die
Menge der mRNA eines Gens in einer Probe abzuschitzen. Dafiir wird RNA in cDNA
mit Hilfe des Enzyms reverse Transkriptase (RNA-abhidngige DNA Polymerase) in
vitro transkribiert. Der Startpunkt der Reaktion kann durch einen fiir das Gen
spezifischen Antisense Primer bestimmt werden. Anschliefend erfolgt eine PCR mit
spezifischen Sense und Antisense Primern (der Antisense Primer ist meist identisch mit
dem der RT-Reaktion), als Template der PCR dient die in der ersten Reaktion
gewonnene cDNA. Das Prinzip dieser Methode ist, dass mRNA, die in einer Probe
haufig ist, statistisch 6fter in cDNA umgeschrieben wird. Damit steht von dieser cDNA
Spezies mehr Template fiir die nachfolgende Amplifikation in der PCR zur Verfiigung.
In dieser Arbeit wurde die RT-PCR nicht verwendet, um Aufschluss iiber die Menge
der jeweiligen mRNA in der Ausgangsprobe zu erhalten, sondern um spezifische
Hybridisierungssonden fiir eine Northern-Blot Analyse herzustellen.

Dazu wurde RNA verwendet, in der das gewlinschte Gen vermutlich angereichert war,
zum Beispiel durch Induktion mit SA oder anderen Stimuli. In einem 11 pl Ansatz
wurden 1 pg RNA (Kapitel 3.2.3.8.2) und 15 pmol Antisense Primer gemischt und fiir 5
min bei 70°C inkubiert. Auf Eis erfolgte die Zugabe von 4 pl 5 x Reaktionspuffer fiir
Reverse Transkriptase, 2 pl 10mM dNTPs, 1 pl Ribonuclease Inhibitor und 1 pl
Wasser. Nach 5 min Inkubation bei 37°C wurde 1 pl Reverse Transkriptase (200 U)
zugegeben, und der Ansatz fiir 60 min bei 42°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 10
min Erhitzen bei 70°C abgestoppt. Von der erhaltenen cDNA wurden 2,5 pl fiir eine
PCR Reaktion mit genspezifischen Primern eingesetzt, um das gewiinschte Fragment zu
amplifizieren.
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3.2.3.6 Methoden zur Modifikation von Nukleinsauren

3.2.3.6.1 Restriktionsspaltung von DNA

Doppelstrangige DNA kann mit Hilfe von Restriktionsenzymen des Typs 11
sequenzspezifisch gespalten werden. Je nach Enzym entstehen dabei 3'- oder 5'-
iiberhdngende (,,sticky*) oder glatte (,,blunt“) DNA-Enden. Die fiir die verschiedenen
Restriktionsenzyme  optimalen  Reaktionsbedingungen wurden mit zehnfach
konzentrierten Restriktionspuffern der Firma MBI Fermentas eingestellt. Die Aktivitit
von Restriktionsendonukleasen wird in ,,Units* (U) angegeben, wobei mit 1 U die
Enzymmenge definiert ist, die 1 pg A-DNA (48500 bp) innerhalb von 60 Minuten unter
optimalen Bedingungen vollstindig spaltet. Die minimale Enzymmenge (Uy,in), die 1 ug
einer Proben-DNA in einer Stunde komplett schneidet, errechnet sich nach folgender
Formel:

bp [A-DNA] x Schnittstellen [DNA]
Unmin = (bp [A] =48500)
Schnittstellen [A-DNA] x bp [DNA]

Da Art und Reinheitsgrad der DNA die Enzymaktivitit beeinflussen, wurde fiir einen
vollstindigen Verdau meist ein Uberschuss an Restriktionsenzym eingesetzt oder die
Reaktionszeit  verldngert. Um  unspezifische Reaktionen durch zu hohe
Glycerinkonzentrationen in den Spaltungsansitzen zu vermeiden, wurden die Volumina
so gewdhlt, dass der Anteil der Enzymldsung am Gesamtvolumen unter 10 % lag. Die
Inkubation der Restriktionsansidtze erfolgte in der Regel bei 37°C, dem
Temperaturoptimum der meisten Enzyme.

3.2.3.6.2 Ligation

Die T4-DNA-Ligase katalysiert eine Phosphordiesterbindung zwischen benachbarten
5’-Phosphat- und 3’- OH-Gruppen. Als Kosubstrat muss ATP in geeigneter
Konzentration im Puffermedium vorliegen. Das zu inserierende DNA-Fragment wurde
in 10-fachem molaren Uberschuss zu der gespaltenen Vektor-DNA (50 fmol)
zugegeben. Die Ligation erfolgte im Ligationspuffer (40 mM Tris-HCI; 10 mM MgCly;
10 mM DTT; 0,5 mM ATP, pH 7,5) mit 3 Units T4-DNA-Ligase. Die Ligationsansétze
mit einem Endvolumen von 15 pl wurden mindestens 1 h bei RT inkubiert.
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3.2.3.7 Transformation von Mikroorganismen und Pflanzen

Da weder E. coli noch A. tumefaciens iiber ein natiirliches System zur Aufnahme
nackter DNA aus dem umgebenden Medium verfiigen, miissen Bakterienzellen mit
geeigneten Verfahren kompetent gemacht werden.

3.2.3.7.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Fiir die Herstellung kompetenter Zellen nach einer modifizierten Methode von INOUE
et al. (1990) wurden Bakterien des E. coli-Stammes DH5a verwendet.

Von einer frisch ausgestrichenen Platte wurde zunéchst eine Vorkultur in SOC-Medium
angeimpft, die nach etwa 8 h Inkubation als Inokulum fiir eine 5 ml (SOC-Medium)
Ubernachtkultur diente. Die Ubernachtkultur wurde am nichsten Tag in 300 ml SOC-
Medium verdiinnt und bis zu einer ODgy von 0,2 - 0,25 bei 37°C in einem 2 1
Erlenmeyerkolben geschiittelt. Das weitere Wachstum der Zellen erfolgte dann bei einer
Temperatur von 18°C. Bei einer ODgypp von 0,4 - 0,5 wurden die Bakterien durch
Zentrifugation (4000 rpm, 4°C, Eppendorf-Kiihlzentrifuge) pelletiert und in 90 ml
eiskaltem, sterilem Transformationspuffer (10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KClI,
55 mM MnCl,, pH 6,7 vor Zugabe von MnCl, eingestellt) vorsichtig resuspendiert.
Nach einer 15-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut pelletiert und in
30 ml Transformationspuffer aufgenommen. Es folgte der zweimalige Zusatz von je
1050 ul DMSO, wobei die Zellen nach jeder Zugabe 5 min auf Eis inkubiert wurden.
Die Zellen wurden aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert. Die Transformationseffizienz betrug 107 cfu/pg DNA.

3.2.3.7.2 Transformation von E. coli

Kompetente E. coli-Zellen sind in der Lage nackte DNA aus dem Umgebungsmedium
aufzunehmen. Mit Hilfe der nachfolgenden Methode (HANAHAN, 1983) wurden E.
coli-Zellen mit Plasmid-DNA transformiert. 200 ul kompetente Zellen wurden auf Eis
aufgetaut, dann erfolgte die Zugabe der Plasmid-DNA und Inkubation fiir 30 min auf
Eis (Anheftung der DNA an die Zellen). Durch einen Hitzeschock der Zellen fiir 90 sek
bei 42°C erfolgte die Aufnahme der DNA. Eine Regeneration der Zellen schloss sich
nach Zugabe von 800 pl LB-Medium fiir 60 min bei 37°C an. Danach wurde der
Transformationsansatz auf LB-Selektionsmedium ausplattiert und bei 37°C ii.N.
inkubiert.
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3.2.3.7.3 Herstellung kompetenter Agrobakterien-Zellen

Die Transformation von Agrobacterium tumefaciens mit DNA erfolgte mittels
Elektroporation (DOWER et al., 1988). Es wurde eine ii.N. Kultur der Bakterien in
YEB-Medium verwendet und in 250 ml Medium verdiinnt. Nachdem die Kultur bei
28°C eine ODgyy von 0,5 erreicht hatte wurde sie durch Zentrifugation (5 min, 5000
rpm) geerntet und die Zellen 3 mal in 4°C sterilem kalten H,O gewaschen. Das Pellet
wurde in 1 ml 15% Glyzerin resuspendiert, zu je 50 pl aliquotiert und in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die kompetenten Zellen kénnen bis zur Verwendung bei —80°C
gelagert werden.

3.2.3.7.4 Gentransfer in Agrobacterium tumefaciens

Zur Elektroporation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit der gewlinschten DNA
versetzt und in eine Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 2 mm) tiberfiihrt. Die
Transformation erfolgte im Elektroporator bei einer Spannung von 2,5 kV, Kapazitit
von 25 pF und Widerstand von 400 W. Die Zellen wurden nach der Elektroporation mit
1 ml SOC-Medium versetzt und 1 h bei 28°C inkubiert. Nach der Regeneration wurden
die Zellen auf Selektionsmedium ausplattiert und 2 - 3 Tage bei 28 °C inkubiert.

3.2.3.7.5 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

"Floral-dip' Transformation

Fiir die Agrobakterien-vermittelte Transformation von Arabidopsis thaliana wurde eine
einfache Methode entwickelt (CLOUGH und BENT, 1998; BENT, 2000). Pflanzen, die
gerade begonnen haben zu blithen, werden in Medium mit den entsprechenden
Agrobakterien und einem Benetzungsmittel (Silwettl.-77) getaucht. Dabei scheinen sich
entwickelnde Eizellen das bevorzugte Ziel produktiver Transformationen zu sein
(BENT, 2000). Aus diesen Zellen entstechen heterozygote Samen. Fiir die
Transformation wurden pro Topf ( & 6 cm) bis zu 20 Samen ausgesit. Weniger, aber
stirkere Pflanzen pro Topf erhéhen die Transformationsrate. Die Pflanzen wurden bis
zur Bliite angezogen. Die ersten Bliiten wurden abgeschnitten, um die Bildung vieler
sekundirer Bliitenstdnde anzuregen.

Die Anzucht der Agrobakterien-Vorkultur erfolgte in 25 ml YEB mit entsprechenden
Antibiotika iiber Nacht. AnschlieBend wurde eine 400 ml YEB-Hauptkulur mit der
.N.-Kultur beimpft und bis zu einer ODgyy von etwa 2.0 wachsen gelassen. Die
Bakterien wurden bei 1000 x g fiir 10 min pelletiert und in 5% Saccharose bis zum
Erreichen einer ODgyp von etwa 0,8 resuspendiert. Die Pflanzen wurden fiir einige
Sekunden bis zur Rosette in die Agrobakterien-Losung gedippt und dabei leicht bewegt.
Anschliefend wurden sie zuriick in die Klimakammer gestellt, 1-2 Tage mit einer
Haube abgedeckt und bis zur Samenreife (2-3 Wochen) weiterkultiviert.
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Die Pflanzen trockneten im Anschluss in Papiertiiten trocknen. Die trockenen Pflanzen
wurden dann vorsichtig mit den Fingern zerrieben, um die Schotchen aufzubrechen. Die
Samen wurden durch Sieben grob von den iibrigen Pflanzenteilen getrennt und kénnen
bei RT trocken gelagert werden.

3.2.3.8 Northern-Blot Analyse

Im Northern-Blot-Verfahren (SAMBROCK et al., 1989) wird die zu analysierende
RNA durch eine denaturierende Agarosegelelektrophorese (Kapitel 3.2.3.2.2)
aufgetrennt und mittels Kapillar-Blot auf eine Nylonmembran transferiert. Die auf der
Membran immobilisierte RNA kann nun durch Hybridisierung mit radioaktiv
markierten DNA-Sonden (siehe Kapitel 3.2.3.8.5) analysiert werden.

3.2.3.8.1 Isolierung von RNA aus Pflanzen mit dem Invisorb® Spin Plant RNA
Mini Kit

Zur RNA-Priparation aus Arabidopsis-Blittern wurde der Invisorb® Spin Plant RNA
Mini Kit der Firma Invitek verwendet. Die Aufarbeitung erfolgte mit Hilfe des
Herstellerprotokolls. Zur Extraktion wurde der DCT-Puffer verwendet. Eingesetzt
wurden 150 mg Material.

3.2.3.8.2 Isolierung von RNA aus Pflanzen mit der Trizolmethode

Die Methode kann dazu verwendet werden aus demselben Pflanzenmaterial sowohl
RNA, als auch DNA und Proteine zu gewinnen (CHOMCZYNSKI, 1993 sowie
CHOMCZYNSKI und SACCHI, 1987). In diesem Fall wurde das Protokoll auf die
RNA-Gewinnung in Pflanzen optimiert. Das normalerweise verwendete Trizol (Gibco,
BRL) wurde durch den Extraktionspuffer ersetzt (Mengenangaben nach AFGC 2002).
Die Methode basiert auf einer Phenol/Chloroform Extraktion, die die Tatsache ausnutzt,
dass RNA sich besser in der hydrophilen, wéssrigen Phase 16st, wihrend Chlorophyll
und andere Bestandteile besser in der hydrophoben Chloroform-Phase geldst werden.
Die beiden Thiocyanat-Salze im Extraktionspuffer inhibieren RNasen und verhindern
damit eine Degradation der RNA. Die Féllung der RNA mit Isopropanol, sowie den
Salzen NaCl und Natriumcitrat dient der Einengung des Volumens.

Nach Aufmorsern der Proben unter fliissigem Stickstoff werden pro 150 mg Material
1,3 ml Trizol (380 ml/l Phenol mit 0,1M Citratpuffer pH 4,3 gesittigt; 0,8 M
Guanidiniumthiocyanat; 0,4 M Ammoniumthiocyanat; 33,4 ml Na-Acetat, 3M, pHS5,2;
5% Glycerin) zugegeben. Die Proben werden fiir 20 min bei RT geschiittelt. Nach
Zufiigen von 260 pl Chloroform und erneutem Schiitteln, werden die Proben fiir 30-60
min bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Zu den 900 ul Uberstand werden 325 ul



3 Methoden 35

HSPB (1,2 M NaCl; 0,8 M tri-Natrium-Citrat) gegeben und invertiert. Nach Zugabe von
325 pl Isopropanol und 10 miniitiger Inkubation bei RT werden die Ansdtze erneut
zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wird in 40 ul DEPC-H,O aufgenommen.

3.2.3.8.3 Kapillar Blot

Mittels Kapillar-Blot wurde die durch eine denaturierende Agarosegelelektrophorese
aufgetrennte RNA auf eine Nylonmembran transferiert. Dazu wurden zwei Lagen
FlieBpapier mit 10 x SSC (1,5 M NaCl, 150 mM Natriumcitrat, pH 7,0 mit HCl)
aquilibriert und so auf einer ebenen Glasplatte aufgebracht, dass die Enden in ein 10 x
SSC-Pufferreservoir tauchten. Das RNA-Gel wurde luftblasenfrei mit der Oberseite
nach unten auf das FlieBpapier gelegt. Die Kanten des Gels wurden mit Haushaltsfolie
abgedeckt. Die Nylonmembran (Hybond N+ von Amersham) wurde luftblasenfrei auf
das Gel gelegt, mit zwei Lagen FlieBpapier und Papiertiichern bedeckt und mit einem
Gewicht (ca. 500 g) gleichméBig beschwert. Der Kapillarblot erfolgte fiir mindestens 14
h. Die RNA wurde durch kurze UV-Bestrahlung auf dem Transilluminator und durch
zweistlindige Inkubation bei 80°C auf der Membranoberfldche fixiert.

3.2.3.8.4 Herstellung eines radioaktiv markierten DNA-Fragments

Fiir die Herstellung radioaktiv markierter Hybridisierungssonden wird ein DNA
Fragment nach Restriktionsspaltung oder nach einer PCR aus einem Agarosegel eluiert.
Die Markierungsreaktion erfolgte nach der Random-Prime-Labeling-Methode nach
FEINBERG und VOGELSTEIN (1983) bei der Hexanukleotide zufilliger Sequenz an
die Matrizen-DNA binden: Die annealten Hexanukleotide dienen dann als Primer fiir
die Neusynthese eines komplementidren Stranges durch die Klenow-Polymerase unter
Einbau von radioaktiven Nukleotiden. Die verwendete Klenow-Polymerase ist
modifiziert, so dass sie keine Exonucleaseaktivitit (exo-) mehr besitzt. Die
Markierungsreaktion wird mit Hilfe des MegaprimeTM DNA labeling system Kits von
Amersham Pharmacia vorgenommen. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll
des Herstellers.

3.2.3.8.5 Hybridisierung des Filters

Die Hybridisierung erfolgte in modifizierter Form nach der Methode von CHURCH und
GILBERT (1984). Alle Inkubationen erfolgten bei 65°C im Rotations-
Hybridisierungsofen. Die zu hybridisierende Membran wurde in Hybridisierungsréhren
tiberfiihrt und 60 min in 10 ml Church-Losung (1 mM EDTA, 7% (w/v) SDS, 0,5 M
NaHPO,, pH 7,2) vorhybridisiert. Die radioaktive Sonde wurde nach 15-miniitiger
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Denaturierung bei 100°C im Wasserbad zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir
mindestens 14 h.

3.2.3.8.6  Waschen der Northern-Blot-Membran

Nach der Hybridisierung wurde die Membran standardmifig zweimal flir 5 min mit
Waschlosung 1 (2 x SSC, 0,1% (w/v) SDS) im Rotations-Hybridisierungsofen und
zweimal fir 10 min mit Waschléosung II (1 x SSC, 0,1% (w/v) SDS) im
Hybridisierungsschiittler bei 65°C gewaschen. Durch Waschschritte unter Verwendung
von Waschlésungen unterschiedlicher Salzkonzentrationen werden unspezifisch
bindende Sondenmolekiile entfernt. Bei hohen Salzkonzentrationen ist die Stabilitit
unspezifischer DNA-RNA-Hybride grofler als bei geringen Salzkonzentrationen. Nach
dem Waschen wurde der Filter feucht in Haushaltsfolie eingeschweiflit und in einer
Expositionskassette mit einem Bioimager-Screen fiir einige Stunden oder Tage
exponiert. Die Auswertung des Screens erfolgte am Bioimager (BAS-1000 von Fuji).
Fiir die Quantifizierung wurden die Programme PCBAS®2.09 und TINA®2.0 der
Firma raytest Isotopenmessgerite benutzt. Eine Normalisierung der Signale wurde iiber
den Vergleich mit der dokumentierten Ethidiumbromidfirbung der RNA (Kapitel
3.2.3.2.2) erzielt.

3.2.3.8.7 Rehybridisierung

Die auf der Membranoberfliche fixierte RNA kann nacheinander mit mehreren
verschiedenen Sonden hybridisiert werden. Dazu miissen die auf dem Filter
befindlichen radioaktiven Sonden aus der vorhergehenden Hybridisierung durch
Denaturierung der RNA-DNA-Hybride in Waschlosung bei hoher Temperatur abgeldst
werden. Die Membran wurde durch Inkubation mit kochendheier 0,1%iger SDS-
Losung fiir zweimal 30 min im Hybridisierungsschiittler bei 65°C gewaschen. Danach
war der Filter fiir eine erneute Hybridisierung einsetzbar.

3.2.4 Transkriptionsfaktoranalyse mit REGIA Array Filtern

3.2.4.1 Herstellung radioaktiv markierter cDNA-Sonden

Die Herstellung der radioaktiv markierten cDNA-Sonden erfolgt nach dem Protokoll fiir
die Verwendung der REGIA Array Filter. Damit nur mRNA in ¢cDNA transkribiert
wird, verwendet man einen Oligo(dT)-Primer, dieser hybridisiert mit dem Poly-Adenin-
Schwanz der mRNA und der entstehende Doppelstrang dient als Startpunkt fiir die
Aktivitdt der reversen Transkriptase, sie baut dann bei der cDNA-Synthese neben nicht
radioaktiv markierten Nukleotiden auch [a33 P]-dCTP.
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Fiir die Herstellung radioaktiv markierter cDNA werden 30 ug RNA (Kapitel 3.2.3.8.2.)
zusammen mit 100 pM Oligo (dt) Primer in einem Gesamtvolumen von 20 pl fiir 2 min
auf 70°C erwédrmt und anschlieBen auf Eis gestellt. Fiir die reverse Transkription
wurden zu dem Ansatz 5 pl M-MulV RT Puffer, 1 pl ANTP-Mix (dATP, dGTPd TTP
jeweils 10 mM und dCTP 0,1 mM), 1 ul RNAse Inhibitor, 5 pl P*> dCTP (10 pCi / pl)
und 1 pl Reverse Transkriptase gegeben und auf ein Gesamtvolumen von 50 pl mit
Wasser aufgefiillt. Die Proben wurden bei 42°C fiir 60 min inkubiert und anschlieen
bei 70°C fiir 10 min, um die Reaktion abzustoppen. Nach Zugabe von 50 pl Wasser,
wurde die Probe auf eine Sephadex-Sdule gegeben und fiir 2 min bei 2700 rpm
zentrifugiert. Die aufgereinigte Sonde wurde mit 100 pl Heringssperma-DNA versetzt,
fiir 10 min bei 100°C im Wasserbad erhitzt.

3.2.4.2 Hybridisierung und Waschen der REGIA Array Filter

Die Hybridisierung und das Waschen der REGIA Array Filter erfolgte im Wesentlichen
nach der selben Methode wie beim Northern Blot (Kapitel 3.2.3.8.5 und 3.2.3.8.6).
Abweichend davon wird allerdings die radioaktiv-markierte Sonde mit Heringssperma-
DNA versetzt und die Exposition des Filters erfolgte mindestens 4 Tage oder auch
langer.

3.2.4.3 Auswertung der Arrays mit der Software Arrayvision

Zunichst wurden die radioaktiven Signale als Bild-Datei (Fuji-Bas) in das Programm
eingelesen. Dann wurde eine Matrix iiber das Bild gelegt, die dem Programm angibt, in
welchem Bereich die Stirke des radioaktiven Signals gemessen werden und welchem
Gen dieser Wert zugeordnet werden sollte. Fiir jedes Bild musste die Matrix neu
manuell angepasst werden, was durch eine automatische Erkennung der Signale durch
das Programm erleichtert wurde. Nach der Anpassung der Matrix konnte das Programm
die Stédrke des radioaktiven Signals in diesem Bereich messen und zum Hintergrund des
Filters in Beziehung setzen.

Es wurden parallel zwei Filter, die mit der RNA verschiedener Pflanzen hybridisiert
wurden, eingelesen und bearbeitet. Das Programm war dann in der Lage, das Wertepaar
des gleichen Fragmentes aus beiden Filtern miteinander zu verrechnen. Es wurde zur
Auswertung die Differenz aus der Stirke des Signals in der Probe und der Kontrolle
verwendet (Induktion/Repression = Signalprobe — Signalkontrolie). Im Falle der Induktion
war der Wert positiv und die Induktion war um so stérker, je grofler der Wert war, bei
der Repression galt genau das Gegenteil. In einer Darstellung, die als Elemental Display
bezeichnet wird, stellte das Programm jedes Gen als Punkt dar. Die Farbung des
Punktes zeigte die jeweilige Induktion oder Repression bzw. Konstitutivitit eines
Faktors, die jeweiligen Schwellenwerte fiir eine Einfarbung konnten frei festgesetzt
werden.

Die weitere Analyse der Mikroarray-Ergebnisse wurde mit dem Programm
»Genevestigator der ETH Ziirich durchgefiihrt (http://www.genevestigator.ethz.ch/).
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3.2.4.4 Amplifikation der Gene aus dem REGIA Array

Die Expression der Transkriptionsfaktoren, die anhand der Arrayauswertung als
interessant eingestuft wurden, mussten anschlieBen in Northern-Blot Analysen
nachgetestet werden. Dafiir war es notig Hybridisierungsonden fiir die entsprechenden
Transkriptionsfaktoren herzustellen. Entweder konnte dies iiber eine RT-PCR (Kapitel
3.2.3.5) gemacht werden oder es wurde die REGIA Bakterienstammsammlung benutzt.
Diese Bakterien enthalten alle auf dem Array vorkommenden Gene in einem pUC-
Derivat, so dass sie mit den Primern uni24 und rev23 in einer PCR Reaktion
amplifiziert werden konnten.

3.3 Biochemische Methoden
3.3.1 Bestimmung der Oberflachenpermeabilitat von Blattern

Um die Permeabilitit der Cuticula zu untersuchen, wurde die Geschwindigkeit
gemessen, mit der Chlorophyll aus den Rosettenbléttern austritt (AHARONI et al.,
2004). Dazu wurde die Rosette in 30 ml 80% Ethanol im Dunkeln unter Schiitteln
inkubiert. Alle 10 min wurde 1 ml der Lésung entnommen und die Absorption bei 664
nm und 647 nm bestimmt. Je schneller der Chlorophyllgehalt anstieg, desto
durchldssiger war die Membran der untersuchten Pflanze. Nach der Formel von LOLLE
et al. (1997) wurde die genaue Chlorophyllmenge pro g Frischgewicht berechnet :

Chlorophyllmenge (umol/g) = (7,93 (Assa) + 19,53 (Ags7)) / g Frischgewicht

3.3.2 Luciferase-Assay

Das Luciferase Gen (luc) des Leuchtkéfers Photinus pyralis kann als Reportergen
benutzt werden, um die Genexpression in Pflanzen visuell darzustellen (SCHNEIDER
et al., 1990). Die cDNA des luc Gens wurde von DE WET et al. (1987) kloniert. Die
Methode beruht darauf, dass die Luciferase eine Reaktion katalysiert bei der Licht
freigesetzt wird. Die Reaktion 14uft in zwei Schritten ab, und benétigt Luciferin, ATP
und Sauerstoff als Substrat.

1) Luciferase + Luciferin + ATP «<—— Luciferase + Luciferyl-AMP + PP;
2) Luciferase + Luciferyl-AMP + O,<—> Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO, + hv

Wird ein Uberschuss an Luciferin eingesetzt, ist die Menge des emittierten Lichtes
proportional zur Menge der Luciferase in der Pflanze.

In dieser Arbeit wurde Luciferin (1 mM in 0,01% TritonX-100) auf transgene Pflanzen
gespriiht, die das Luciferase Gen unter der Kontrolle des ICS1-Promotors exprimieren.
Direkt im Anschluss wurden die Pflanzen in Dunkelheit gestellt, um die
Autofluoreszenz des Chlorophylls abzuschwichen. Nach ca. 5 — 10 min konnte die
Luminiszenz der Pflanzen fotografiert werden. Die Auswertung erfolgte mit dem
Programm Wasabi 1.5.
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3.4 Trockenstressanalyse von Pflanzen

Die Resistenz von Pflanzen gegen Austrocknung wurde getestet, indem bei adulten
Pflanzen das Giellen eingestellt wurde. Wahrend des laufenden Experimentes mussten
die Pflanzen mehrmals in der Klimakammer umgestellt werden, um ein
ungleichmifliges Austrocknen der Pflanzen auf Grund von Windstromungen zu
vermeiden. Entweder wurde der Phénotyp der Pflanzen fotografisch dokumentiert oder
der Wasserverlust der Pflanzen durch Wiegen analysiert. Fiir letzteres wurde die Erde
mit Frischhaltefolie abgedeckt, um einen Feuchtigkeitsverlust iiber die Erdoberflédche zu
verhindern, und jeden Tag das Gewicht der Pflanzen (mit Topf und Erde) bestimmit.

3.4.1 Messung der Transpirationsrate

Die Bestimmung der genauen Transpirationsrate eines Blattes wurde in Wiirzburg im
Labor von Prof. Rieder (Lehrstuhl fiir Botanik II — Okophysiologie und Vegitations-
okologie) durchgefiihrt. Nach CHEN et al. (2004) wurde die Transpiration von
abgeschnittenen Blittern gemessen und die Transpirationsrate berechnet als
Wasserverlust pro Sekunde pro Blattfliche (g Wasser m?s?).

Direkt vor Versuchsbeginn wurden die Pflanzen griindlich gegossen, damit die Blétter
mit Wasser gesidttigt und die Stomata zu Beginn des Versuches gedffnet waren.
Anschliefend wurden einzelne ausgewachsene Blitter abgeschnitten und deren Stengel
kurz in Wachs getaucht, um dort einen Fliissigkeitsverlust zu verhindern. Danach wurde
das Blatt sofort in ein geschlossenes System mit einer Luftfeuchtigkeit von 0 %
transferiert, welches sich auf einer Mikrowaage befand. Die Mikrowaage war mit einem
Computersystem verbunden, wodurch alle 10 min das Gewicht des Blattes ermittelt
wurde. Nach Abschluss des Experimentes wurde die Blattfliche und das Trocken-
gewicht des Blattes bestimmt. Mit diesen Daten konnte dann die Transpirationsrate
berechnet werden.
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4 Ergebnisse
4.1  Auswahl der zu analysierenden EMS-Mutanten

Aus den zwolf Arabidopsis Linien, die BRENNER (2002) als potentielle
Signaltransduktionsmutanten beschrieb (Kapitel 1.2) und die daher nicht in der Lage
sein sollten, die ,,frithen® Abwehrgene zu aktivieren, wurden zwei Linien fiir die weitere
Charakterisierung im Rahmen dieser Arbeit ausgewédhlt. Bei diesen Linien handelte es
sich um die Nachkommen der Pflanzen, die den Mutagenesescreen iiberlebt hatten. Die
Linien ana4l und ana38 wurden als echte Salizylsdure-Signaltransduktionsmutanten
bezeichnet, da die Induktion der Reportergene Deacetylase (Deac) und f-
Glucuronidase (GUS) im Vergleich zur transgenen Ausgangslinie SGuDe nach SA-
Behandlung signifikant verdndert war. Dies korrelierte mit einer in beiden
Mutantenlinien verdnderten Induktion der Abwehrgene GST6 und PR1 nach SA-
Behandlung.

Zunichst wurde in dieser Arbeit gekldrt, ob es sich bei ana4l und ana38 um
homozygote Linien handelt. Weiterhin wurde gepriift, ob der NAcPT-resistente
Phéanotyp (Kapitel 1.2) auf der geringen Induktion der Deacetylase oder auf einer

Mutation im Gen selbst beruht.

41.1 Linieana4l

Die Linie ana4l erwies sich als homozygot, da alle Pflanzen von BRENNER (2002)
und alle Nachkommen in den folgenden zwei Generationen den selben Phinotyp hatten.
Dabei wurde einerseits auf den Wachstumsphénotyp geachtet und andererseits auf die
Expression des Abwehrgens PR1 (Kapitel 4.3.1). Die GroB3e der Pflanzen war sowohl
unter Langtagsbedingungen als auch unter Kurztagsbedingungen im Vergleich zu
5GuDe deutlich reduziert (Abbildung 1), obwohl ana4l als eine Mutante ohne
auffilligen Wachstumsphanotyp beschrieben worden war. Alle folgenden Versuche

wurden mit der F2-Generation der Ausgangslinie von ana4l durchgefiihrt.
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Abbildung 1: Wachstum von ana4l im Vergleich zur transgenen Ausgangslinie. Die Pflanzen
wurden sechs Wochen unter Kurztagsbedingungen kultiviert.

4.1.2 Linie ana38#8

Die Nachkommen der Uberlebenden des Mutagenesescreens der Linie ana38 bildeten
eine heterozygoten Population. Bei Beobachtung des Wachstums der Pflanzen fielen
drei unterschiedliche Phidnotypen auf. Es gab Pflanzen mit gelblichen Blittern, aber
normaler Grof3e, Pflanzen, die aussahen wie 5GuDe, und Pflanzen, mit sehr kleinem
Wuchs und krausen Bléttern. Letztere wurden ana38#8 genannt (Abbildung 2), und mit
den F2-Nachkommen dieser Pflanzen wurde weitergearbeitet. In der F2-Generation

zeigten alle Pflanzen den krausen Wachstumsphénotyp.

ana38#8 5GuDe

Abbildung 2: Wachstum von ana38#8 im Vergleich zur transgenen Ausgangslinie. Die Pflanzen
wurden sechs Wochen unter Kurztagsbedingungen kultiviert.
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4.2 Analyse des Reportergens Deacetylase

4.2.1 Expression des Deacetylase-Gens

Um zu untersuchen, ob die beiden Mutanten-Linien Signaltransduktionsmutanten sind
oder ob nur das Deacetylase-Gen mutiert ist, wurde zunédchst die Induzierbarkeit des
Gens tiberpriift.

Beide Pflanzenlinien wurden mit Salizylsdure induziert und die Expression der
Deacetylase iiber einen Zeitraum von 24h dokumentiert.

In der Mutantenlinie ana4l lieB sich eine Induktion der Deacetylase nach 2h
nachweisen. Das Signal war allerdings schwiécher als in der Kontrolllinie 5GuDe, in der
die Expression der Deacetylase auch noch zu spéteren Zeitpunkten nachweisbar war
(Abbildung 3). Das stimmt mit den Daten aus der Arbeit von BRENNER f{iberein, in der

gezeigt wurde, dass die Deacetylase in ana4l nur schwach induzierbar ist.

5GuDe ana4l
0 2 6 122410 2 6 1224/h SA
Deac - - -
28S rRINA [ s b b i b v b o o

Abbildung 3: Expression der Deacetylase in der Mutante ana4l. Northern-Blot Analyse der Linie
ana4l sowie der Ausgangslinie nach 24-stindger Inkubation mit 0,1 mM SA. Fur jeden
RNA-Extrakt wurden die Blatter von je zwei 3 Wochen alten Langtagspflanzen geerntet.
Es wurden 10 pg RNA aufgetragen.

In der Mutantenlinie ana38#8 wurde ebenfalls die Expression der Deacetylase nach
Induktion mit Salizylsdure getestet. Im Gegensatz zur Linie ana4l wurde in ana38#8
das Deacetylase-Gen Kkonstitutiv exprimiert, eine zusidtzliche Induktion durch
Salizylsdaure war nach 3h erkennbar (Abbildung 4). Obwohl die konstitutive Expression
der Deacetylase in der Arbeit von BRENNER (2002) nicht beobachtet wurde, ist auch
in dieser Mutante das Gen wie beschrieben kaum durch Salizylsdure induzierbar. Es

konnte sich also auch hier um eine Signaltransduktionsmutante handeln.
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5GuDe ana38#8
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Abbildung 4: Expression der Deacetylase in der Mutanten ana38#8. Die Versuchsdurchfihrung
erfolgte wie in Abbildung 3 beschrieben.

4.2.2 Test der Deacetylase-Aktivitat

Um zu iiberpriifen, ob die Mutantenlinie ana4l den Suizidtest (Kapitel 1.2) auf Grund
der geringeren Expression der Deacetylase iiberlebt hatte oder weil das Enzym nicht
funktionsfahig war, wurde der Test mit F1-Pflanzen der Riickkreuzung von ana4l mit
5GuDe durchgefiihrt.

Durch die Kreuzung von ana4l mit 5GuDe, liegt in der daraus folgenden F1-Generation
eine Kopie des intakten Deacetylase-Gens aus 5GuDe vor. Nach Induktion mit
Salizylsdure und der Behandlung mit NAcPT gibt es fiir die F1-Generation zwei
Moglichkeiten. Uberlebt die F1-Generation die Behandlung, kénnte es sich bei ana41l
um eine dominante Signaltransduktionsmutante handeln, da dann die Deacetylase aus
5GuDe nur schwach induziert wére und daher nicht zum Absterben der Pflanzen fiihrt.
Uberlebt die F1-Generation den Screen nicht, gibt es wiederum zwei Moglichkeiten.
Entweder ist die Deacetylase in ana4l mutiert, weswegen ana4l {iberlebt aber die F1-
Generation auf Grund des intakten Deacetylase-Gens aus 5GuDe stirbt, oder es handelt
sich um eine rezessive Signaltransduktionsmutante.

Fir die Analyse wurden Pflanzen der F1-Generationen, ana4l und die transgene
Ausgangslinie 5GuDe im Alter von zwei Wochen dreimal wochentlich mit Salizylsdure
und NACcPT bespritht. Durch Salizylsdure wird die Deacetylase Expression induziert
und das NAcCPT wird von der Deacetylase in das giftige Herbizid BASTA
umgewandelt, wodurch die Pflanzen sterben. Sobald die 5GuDe Pflanzen erste

Anzeichen des Absterbens zeigten, wurde die Behandlung eingestellt.
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Dass die F1-Generation ana4l x 5GuDe wie die Kontrollpflanze 5GuDe die
Behandlung mit den beiden Reagenzien nicht iiberlebte (Abbildung 5), spricht dafiir,
dass entweder die Mutation im Signaltransduktionsweg rezessiv oder die Deacetylase
mutiert ist.

Um diese beiden Moglichkeiten unterscheiden zu konnen, wurde die F1-Generation der
Kreuzung von ana4l mit Arabidopsis thaliana Ecotyp Landsberg (Ler) untersucht, die
bereits aus anderen Experimenten vorlag. Da der Wildtyp iiber keine Kopie der
Deacetylase verfiigt, liegt in der F1-Generation nur die Deacetylase aus ana4l vor und
die eventuelle Mutation in der Signaltransduktionskette. Handelt es sich um eine
rezessive Mutation in der Signaltransduktionskette und die Deacetylase ist intakt,
tiberlebt die F1-Generation die Behandlung nicht. Wére allerdings die Deacetylase
selbst mutiert, wiirden alle Pflanzen tiberleben.

Da die Fl-Generation ana4l x Ler die Behandlung mit Salizylsdure und NAcPT
iberlebte (Abbildung 5), muss man davon ausgehen, dass die Deacetylase in ana4l

mutiert und nicht funktionsfihig ist.

5GuDe

ana4l x 5GuDe F1 ana4l x Ler F1

Abbildung 5: Nachweis der Deacetylase-Aktivitat. Die Pflanzen wurden zwei Wochen nach der
Keimung dreimal wdéchentlich mit 0,2 mg/ml NAcPT und 1 mM SA bespriht bis das
Absterben der 5GuDe Pflanzen deutlich sichtbar wurde.
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Auch mit den F1-Generationen der Kreuzungen von ana38#8 x 5GuDe und ana38#8 x
Ler wurde der Suizidtest durchgefiihrt. Wie in dem Test mit ana4l iiberlebten nur
ana38#8 und die F1 Linie ana38#8 x Ler die Behandlung mit Salizylsdure und NAcPT
(Abbildung 6). Also ist auch in ana38#8 das Deacetylase-Gen so mutiert, dass es nicht
mehr funktionell ist. Daher konnte die Mutante den Screen trotz konstitutiver

Expression der Deacetylase iiberleben.

5GuDe ana38#8 x 5GuDe F1

ana38#8 anal38#8 x Ler F1

Abbildung 6: Nachweis der Deacetylase-Aktivitat. Die Pflanzen wurden zwei Wochen nach der
Keimung dreimal wdéchentlich mit 0,2 mg/ml NAcPT und 1 mM SA bespriiht bis das
Absterben der 5GuDe Pflanzen deutlich sichtbar wurde.

Da nach BRENNER die Expression endogener Abwehrgene nach Salizylsdureinduktion
in den Mutanten im Vergleich zu 5GuDe verdndert war und in dieser Arbeit eine
verdanderte Expression der Deacetylase gezeigt werden konnte, wurde die Analyse der

Mutanten trotz mutiertem Reportergen fortgesetzt.
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4.3 Biotischer Stress

4.3.1 Expression von SA-induzierbaren Genen

In den Linien ana4l und ana38 wurde in der Arbeit von BRENNER (2002) sowohl die
Expression der frithen Abwehrgene (z.B. GST6) als auch der spiaten Abwehrgene (z.B.
PR1) getestet. Beide Gene waren in den Mutanten durch Zugabe von Salizylsdure nur
leicht induzierbar. Um dieses Ergebnis zu reproduzieren, wurden die F2-Generationen
der Linien ana4l und ana38#8 mit Salizylsdure induziert und die Genexpression iiber
einen Zeitraum von 24h beobachtet. Als frithes Abwehrgen wurde GST11 anstelle von

GST6 gewdhlt. Zusitzlich zu PR1 wurde die Expression von PR2 und PR5 analysiert.

ana4l

Die Expression von GST11 war in ana4l und in 5GuDe durch Salizylsdure nach 2h
induzierbar und war nach 6h am stirksten. Allerdings wurde in ana4l GST11 schwach
konstitutiv exprimiert, was besonders gut zu den Zeitpunkten Oh und 24h sichtbar war
(Abbildung 7 A).

Die spiten Abwehrgene PR1, PR2 und PR5 waren in anadl sehr stark konstitutiv
exprimiert, wihrend in der Kontrolllinie 5GuDe eine normale Induzierbarkeit der Gene
durch Salizylséure beobachtet werden konnte. Die Expression von PR1 und PR5 konnte
bei ana4l durch die Zugabe von Salizylsédure noch gesteigert werden (Abbildung 7 B).
Es handelt sich also bei ana4l nicht um eine Mutante, in der die Salizylsdure abhingige
Signaltransduktion reprimiert ist. Stattdessen scheint es sich um eine Mutante zu
handeln, in der der Salizylsdure-abhingige Signalweg konstitutiv angeschaltet ist, was
zur dauerhaften Expression der Abwehrgene fiihrt. Deshalb wurde die Mutante in
Anlehnung an ihren alten Namen in aca4l (as-1-element constitutive active) umbenannt

und wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit unter diesem Namen gefiihrt.
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Abbildung 7: Expression von SA-induzierbaren Genen in aca4l. 3 Wochen alte Langtagspflanzen
wurden mit 1 mM SA bespriiht und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Fir die
Northern-Blot Analyse wurden 5 pg RNA eingesetzt. A) Hybridisierung des Filters mit
GST11 B) Hybridisierung der Filter mit PR1, PR2 und PR5.

ana38#8

In ana38#8 wurde ebenfalls die Expression des frithen Abwehrgens GST11 und der
spiten Abwehrgene PR1 und PR2 nach Induktion mit Salizylsdure analysiert. Alle drei
Gene waren schon zum Nullzeitpunkt so stark exprimiert, dass eine weitere Steigerung
der Expression durch Zugabe von Salizylsdure kaum moglich war (Abbildung 8). Nur
bei PR1 war durch Salizylsdurebehandlung noch eine leichte Expressionssteigerung
sichtbar. Also scheint es sich bei dieser Mutante, wie bei aca4l, um eine Linie zu
handeln, in der der Salizylsdure-abhingige Abwehrweg konstitutiv angeschaltet ist.

Dementsprechend wurde auch der Name von ana38#8 in aca38#8 umgeéndert.
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A) 5GuDe aca38#8
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Abbildung 8: Expression von SA-induzierbaren Genen in aca38#8. 3 Wochen alte Lantagspflanzen
wurden mit 1 mM SA bespriiht und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Fir die
Northern-Blot Analyse wurden 5 pug RNA eingesetzt. A) Hybridisierung des Filters mit
GST11 B) Hybridisierung des Filters mit PR1 und PR2.

4.3.1.1 Analyse der Ruckkreuzungen mit 5GuDe

Um zu klédren, ob es sich bei der konstitutiven Expression der Abwehrgene in den
Linien aca4l und aca38#8 um einen dominanten oder rezessiven Phénotyp handelt,
wurden beide Linien mit der Ausgangslinic 5GuDe riickgekreuzt. Dazu wurde der
Pollen der Mutantenlinien auf den Stempel der SGuDe Pflanzen {iibertragen (Kapitel
3.1.6). Sowohl die daraus folgende F1- als auch die F2-Generation, wurden auf ihre

PR1-Expression hin untersucht.

aca4l

Zunichst wurden die F1-Pflanzen im Alter von drei Wochen ohne vorherige Induktion
geerntet und die PR1-Expression analysiert. In keiner der F1-Pflanzen war eine PR1-
Expression nachweisbar (Abbildung 9). Es handelt sich bei der konstitutiven PR1-

Genexpression also um einen rezessiven Phinotyp.
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acadl x 5GuDe F1
1 4 7 8 91213141617

PRI NN RS

28S rRNA

5GuDe
acadl

Abbildung 9: Analyse der PR1-Expression in der F1-Generation der Kreuzung aca4l x 5GuDe.
Verwendet wurde das Blattmaterial 3 Wochen alter uninduzierter Pflanzen. Es wurden 5
pug RNA eingesetzt.

Die analysierten F1-Pflanzen wurden bis zur Samenreife weiter kultiviert, um auch die
nachfolgende F2-Generation auf ihre PR1-Expression zu testen. Auch hier wurden
uninduzierte Pflanzen geerntet und die PR1-Expression einzelner Nachkommen im
Northern-Blot analysiert (Abbildung 10). Insgesamt wurden 114 F2-Pflanzen
verschiedener F1-Linien getestet, um eine ausreichende Statistik zu gewéhrleisten. Von
diesen 114 Pflanzen zeigten 24 Pflanzen eine PR1-Expression, was ungefahr 25%
entspricht. Die PR1-Expression war dabei immer deutlich stirker als in der
Kontrolllinie 5GuDe, allerdings teilweise schwicher als in der Ausgangslinie aca4l
(zum Beispiel in Linie 3 und 9, Abbildung 10). Nur in 8 der 114 Linien war das Signal

der PR1-Expression vergleichbar stark wie in aca4l.

acadl x 5GuDe F2#4

1 23 45 67 89 101112

Abbildung 10: Expressionsanalyse einer F2-Linie der Kreuzung aca4l x 5GuDe. Untersucht
wurden die Nachkommen der F1-Linie 4 (Abbildung 9). Es wurden 10 pug RNA aus
uninduziertem Pflanzenmaterial eingesetzt.

Es konnte also sein, dass zwei Mutationen nétig sind, um eine konstitutive PR1-
Expression in derselben Stirke wie in aca4l zu induzieren. Nur wenn in der F2-
Generation beide Mutationen aus aca4l vorldgen, wiirde man ein starkes PR1-Signal
erhalten, bei der Vererbung nur einer der Mutationen, wire die Stirke der PR1-

Expression reduziert.



4 Ergebnisse 50

Insgesamt bestdtigte die Analyse der F2-Generation, dass es sich bei der konstitutiven

PR1-Expression um einen rezessiven Phinotyp handelt.

aca38#8

Auch die F1-Pflanzen der Riickkreuzung von aca38#8 mit 5GuDe wurden auf ihre
PR1-Expression im uninduzierten Zustand hin analysiert. Dafiir wurde das Blattmaterial
einzelner Pflanzen geerntet, die fiinf Wochen lang im Kurztag gewachsen waren. Es
konnte gezeigt werden, dass es sich bei der PR1-Expression in aca38#8 um einen
rezessiven Phinotyp handelt. Es war zwar ein schwaches Signal in den F1-Pflanzen
erkennbar, aber im Vergleich zur Stirke des PR1-Signals in aca38#8 konnte das als
Hintergrund vernachlissigt werden (Abbildung 11).

aca38#8 x 5GuDe F1
1 2 3 4 56

v ) wesEes

28S TRNA | () S S W W W . o

aca38#8
5GuDe

Abbildung 11: Analyse der PR1-Expression in der F1-Generation der Kreuzung aca38#8 x 5GuDe.
Verwendet wurde das Blattmaterial 5 Wochen alter uninduzierter Pflanzen aus dem
Kurztag. Es wurden 5 ug RNA eingesetzt.

Weiterhin wurden zwei F2-Linien, die aus der Selbstbefruchtung der F1-Pflanzen
hervorgegangen waren, auf ihre PR1-Expression untersucht. Insgesamt zeigten 12 von
56 uninduzierten F2-Pflanzen (circa 25%) ein konstitutives PR1-Signal, das dem der
Ausgangslinie aca38#8 entsprach. Ebenfalls 25% der Pflanzen zeigten wieder den
kleinen, krausen Wachstumsphinotyp der Ausgangslinie (ohne Abbildung), der in der
F1-Generation nicht auftrat. Die Linien aca38#8 x 5GuDe F2#6.2 und 6.7 wuchsen
klein und kraus, und nur in diesen Linien konnte das PR1-Signal nachgewiesen werden
(Abbildung 12). Auch in weiteren Analysen der F2-Generation zeigte sich, dass nur in
Pflanzen mit dem Wachstumsphénotyp von aca38#8 eine konstitutive PR1-Expression
nachweisbar war. Die PR1-Expression scheint also mit dem andersartigen Wuchs der

Pflanzen zu korrelieren.
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Abbildung 12: Beispiel einer Expressionsanalyse der F2-Generation der Kreuzung aca38#8 x
5GuDe. Es wurden die uninduzierten Nachkommen der F1 Linie 6 (Abbildung 11)
untersucht. Dazu wurden 10 pg RNA eingesetzt.

4.3.1.2 Vergleich der PR1-Expression in aca4l und aca38#8 mit den cpr-
Mutanten
Eine konstitutive PR1-Expression wie sie in aca4l und aca38#8 gefunden wurde, war
bereits fiir andere Mutanten-Linien beschrieben worden. In den Linien cprl
(constitutive expresser of PR genes), cpr5 und cpr6 wurden eine konstitutive PR1-
Genexpression und konstitutiv erhohte Salizylsduremengen nachgewiesen (BOWLING
et al., 1994; BOWLING et al., 1997 und CLARKE et al., 1998). Um zu untersucht, ob
die Stirke der PR1-Expression in aca4l und aca38#8 mit der Expressionsstirke in den
cpr-Mutanten vergleichbar ist, wurden die cpr-Mutanten parallel mit den aca-Mutanten
und 5GuDe als Kontrolle ausgelegt und in zwei unabhingigen Experimenten Blétter
von nicht behandelten Pflanzen geerntet. Die PR1-Expression wurde anschliefend
durch eine Northern-Blot Analyse nachgewiesen.
Die PR1-Expression in aca4l und aca38#8 war mir der Expressionsstirke von cpr5
vergleichbar, die von den cpr-Mutanten die stirkste PR1-Expression zeigte (Abbildung
13).
In beiden Mutantenlinien ist also die PR1 Menge nicht nur signifikant im Vergleich zur
Kontrollpflanze erhoht, sondern ist durchaus vergleichbar mit den PR1 Mengen in

bereits beschriebenen Mutantenlinien.



4 Ergebnisse 52

A) B)

5GuDe
acal38#8

5GuDe
aca4l
cpr5

cprl
cpr5
Ccpré

28S rRNA MRS 255 RNA|W - W

$

Abbildung 13: PR1-Expression in den aca-Mutanten im Vergleich zu den cpr-Mutanten. Fir die
RNA wurde das Blattmaterial von je zwei uninduzierten Kurztagspflanzen vereinigt und
je 10 ug RNA fur die Northern-Blot Analyse eingesetzt. A) Vergleich der PR1-
Expressionsstdrke von aca4l und cprl, cpr5 und cpré B) Vergleich der PRI1-
Expressionsstarke von aca38#8 und cprb.

4.3.2 Bestimmung der Salizylsauremengen

Nachdem gezeigt wurde, dass aca4l und aca38#8 erhohte PR1 Mengen exprimieren,
wurde nach Griinden fiir diese erhohten Expression gesucht. Normalerweise wird das
PR1-Gen tber einen Salizylsdure-abhingigen Signaltransduktionsweg induziert, zum
Beispiel nach Befall mit Bakterien oder anderen Pathogenen. In den cpr-Mutanten
hingegen sind auch ohne dulleren Einfluss die Salizylsduremengen in den Pflanzen so
stark erhoht, dass sie zu einer konstitutiven Expression von PR1 fiihren. Daher wurden
vermutet, dass auch in aca4l und aca38#8 die endogenen Salizylsduremengen
konstitutiv erhoht sein konnten. Um die Mengen an endogener Salizylsdure zu
bestimmten, wurden die Pflanzen unter Langtagsbedingungen angezogen und ohne eine
vorherige Behandlung geerntet. Die Messungen der endogenen Salizylsduremengen
wurden im Institut fiir Biochemie der Pflanze in Géttingen und in der GSF in Miinchen

durchgefiihrt.

aca4l

Die endogenen Mengen an freier Salizylsdure in aca4l wurden in vier Parallelproben
bestimmt und der Mittelwert gebildet. Als Kontrollen wurden sowohl die

Salizylsauremengen der Ausgangslinie SGuDe als auch von cpr5 bestimmt. cpr5 diente



4 Ergebnisse 53

dabei als Positivkontrolle, da die Menge an freier Salizylsdure ca. 30-fach gegentiber
dem Wildtyp erhoht sein sollte (BOWLING et al., 1997).

Diese 30-fach Erhohung der endogenen Salizylsdurewerte von cpr5 konnte unter
unseren Versuchbedingungen nicht reproduziert werden. Im Vergleich zu 5GuDe wurde
in cpr5 eine 8-fache Erhohung der Salizylsduremenge gemessen und in aca4l eine 4-
fach Erh6hung (Abbildung 14). Auch wenn die Werte aus der Literatur nicht erreicht
wurden, konnte fiir aca4l und fiir cpr5 nachgewiesen werden, dass die Mengen an
freier Salizylséure in beiden Linien im Vergleich zu 5GuDe erhoht sind. Diese Mengen

konnten ausreichen, um eine konstitutive Expression von PR1 zu induzieren.
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Abbildung 14: Bestimmung der Mengen an freier Salizylsdure. Fur die Messungen wurden 3
Wochen alte Langtagspflanzen verwendet. Es wurden vier Parallelproben gemessen,
wobei fur jede Probe 10-15 Pflanzen vereinigt wurden. Die Messungen wurden von Dr. C.
Gobel (Biochemie der Pflanze, Albrecht-von-Haller Institut fir Pflanzenwissenschaften,
Gottingen) durchgefiihrt.

aca38#8

Auch fiir die Mutante aca38#8 wurden die Mengen an freier Salizylsdure im
uninduzierten Zustand bestimmt. Als Kontrolle diente 5GuDe und es wurden zwei
unabhingige Messungen durchgefiihrt. Die Mengen an freier Salizylsdure sind in
aca38#8 doppelt so hoch wie in SGuDe (Abbildung 15). Da die Pflanzen unter anderen
Bedingungen angezogen wurden und die Messungen in einem anderen Institut
erfolgten, konnten die Werte nicht direkt mit den Messwerten von aca4l und cpr5
verglichen werden.

Aber in allen drei Mutanten sind die Mengen an freier Salizylsdure erhoht, was zur

konstitutiven Expression von Salizylsdure induzierbaren Genen fiihren konnte.
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Abbildung 15: Bestimmung der Mengen an freier Salizylsdure in aca38#8. Es wurden zwei
unabhangige Messungen in der Abteilung von Prof. Dr. G. Bahnweg (GSF, Miinchen)
durchgefiihrt. Dabei wurde jeweils eine Probe gemessen, die aus dem vereinigten
Blattmaterial von 2-3 Langtagspflanzen bestand.

4.3.3 Expression des ICS1-Gens

WILDERMUTH et al. (2001) haben durch Untersuchungen an sid2 (SA induction
deficient)-Mutanten gezeigt, dass die Salizylsdure, die wihrend der Abwehrreaktion der
Pflanze gegen Bakterien gebildet und fiir die SAR bendtigt wird, durch die
Isochorismat-Synthase (ICS1) synthetisiert wird. ICS1 katalysiert die Reaktion von
Chorismat, einem Produkt des Shikimat-Signalwegs, zu Isochorismat, der direkten
Vorstufe der Salizylsdure. sid2 (SA induction deficient)-Mutanten haben eine Mutation
im ICS1-Gen, wodurch die Funktion der Choristmat-bindenden Doméne zerstort ist.
WILDERMUTH et al. (2001) zeigten, dass sid2-Mutanten sowohl nach Infektion mit
virulenten als auch mit avirulenten Pathogenen suszeptibler als der Wildtyp waren und
weder Salizylsdure akkumulieren noch PR-Genen exprimieren konnten. Weiterhin
filhrte die Infektion mit avirulenten Pseudomonaden nicht zur Ausbildung einer SAR.
Ein zweites Salizylsdure bildendes Enzym, die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL),
sorgt fiir eine gewisse Grundmenge an Salizylsdure in den Pflanzen und spielt im
Rahmen des Zelltodes eine Rolle.

Um herauszufinden, welches Enzym fiir die Salizylsdureproduktion in aca4l und
aca38#8 verantwortlich ist, wurde erneut das Blattmaterial uninduzierter Pflanzen
geerntet und in einer Northern-Blot Analyse die Expression von ICS1 und PAL

untersucht. Dabei zeigte sich, dass das PAL-Gen sowohl in der Kontrollpflanze als auch
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in den Mutanten gleich stark exprimiert wurde (ohne Abbildung). Deshalb erschien es

unwahrscheinlich, dass dieser Syntheseweg in den Mutantenpflanzen eine Rolle spielt.

aca4l

Die ICS1-Expression unterschied sich allerdings deutlich in den Mutanten und der
Kontrollpflanze. Wihrend 5GuDe im uninduzierten Zustand kein 1CS1 exprimiert, war
in aca4l und cpr5 ein deutliches Signal erkennbar. Diese konstitutiv erh6hten Mengen
an Isochorismat-Synthase in der Pflanze sorgen anscheinend fiir eine andauernde
Produktion von Salizylsdure und damit auch fiir die konstitutive Expression der PR-

Gene.

5GuDe
aca4l
cprs

ICS1

28S rRNA [

Abbildung 16: Expression von ICS1 in den Mutanten aca4l und cpr5. Die RNA wurde aus dem
Blattmaterial drei Wochen alter uninduzierter Pflanzen gewonnen. Als Kontrollpflanze
diente 5GuDe. Es wurden 10 pg RNA eingesetzt.

Da die Stirke der PR1-Genexpression in der F2-Generation der Riickkreuzung von
aca4l mit 5GuDe in den einzelnen Individuen unterschiedlich ausfiel (Kapitel 4.3.1.1),
wurde untersucht, ob die Stirke des ICS1-Signals in der F2-Generation ebenfalls
variiert. Dazu wurde aca4l mit ICS1::LUC-Pflanzen gekreuzt, die das Luciferase-Gen
unter der Kontrolle des ICS1-Promotors exprimieren. Werden 1CS1::LUC-Pflanzen, in
denen der ICS1-Promotor induziert ist, mit Luciferin behandelt, wird dieses durch die
Luciferase abgebaut und dabei Licht emittiert. Das Leuchten der Pflanzen kann mit
einer Digitalkamera festgehalten werden. Es wurde erwartet, dass die Pflanzen der F2-
Generation, in denen die Mutation aus acad4l vorliegt, nach der Behandlung mit
Luciferin leuchten. Als Positivkontrolle wurde parallel die F2-Generation der Kreuzung

cpr5 x ICS1::LUC analysiert (Abbildung 17).
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A) aca4lx ICS1::LUC

B)

Abbildung 17: ICS1-Expression in uninduzierten 5 Wochen alten Pflanzen der F2-Generation der
Kreuzung von aca4l bzw. cpr5 mit ICS1::LUC. Die Pflanzen wurden mit 1 mM Luciferin
bespriiht. A) Lichtbild und Luminiszenzbild von aca4l x ICS1::LUC B) Lichtbild und
Luminiszenzbild von cpr5 x 1CS1::LUC.

Ist ein rezessives Gen fiir die ICS1-Expression verantwortlich, miissten ca. 19% der F2-
Pflanzen leuchten. Zwar lige in 25% der Pflanzen die Mutation homozygot vor, aber
von diesen 25% besitzen wiederum nur 75% das ICS1::LUC Konstrukt in homo- oder
heterozygoter Form. Von den 103 analysierten F2-Pflanzen der Kreuzung cpr5 x
ICS1::LUC leuchteten 19, was knapp 19% entspricht (Beispiel: Abbildung 17 B). Das
zeigt sowohl, dass in cpr5 eine rezessive Mutation fiir die ICS1-Expression
verantwortlich ist als auch, dass die Stirke der Lichtemission nicht davon abhingt, ob

ICS1::LUC homo- oder heterozygot vorliegt.
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Von den 62 analysierten F2-Pflanzen der Kreuzung aca4l x ICS1::LUC leuchteten 10
Pflanzen, was ca. 16% entspricht. Aullerdem variierte die Stirke der Lichtemission in
den Pflanzen der F2-Generation und nur zwei Pflanzen leuchteten sehr intensiv
(Beispiel: Abbildung 17 A). Es scheint also, dass die Stirke der ICS1-Expression
genauso wie die Starke der PR1-Expression in der F2-Generation nicht homogen ist.

Es ist also wahrscheinlich, dass in aca4l zwei Mutationen oberhalb von ICS1
zusammen wirken miissen, um die ICS1-Expression zu induzieren. Dabei konnte es ein,
dass eine der Mutationen ausreicht, um ein schwaches ICS1-Signal zu induzieren. Eine
zweite Mutation, die alleine nicht zur ICS1-Expression fiihrt, kdnnte nétig sein, um das
ICS1-Signal der ersten Mutation zu verstdrken, damit es der Expression in acadl
entspricht. Da die Stirke des ICS1-Signals die endogenen Salizylsduremengen und
damit auch die Expression von Abwehrgenen beeinflusst, konnte das erklaren, warum in

der F2-Generation aca4l x SGuDe PR1 unterschiedlich stark exprimiert wurde.

aca38#8

Die ICS1 Mengen in uninduzierten aca38#8 Pflanzen waren ebenfalls erhéht und mit
den ICS1 Mengen in cprS vergleichbar (Abbildung 18). Also konnten auch in aca38#8
wie in aca4l die hohen Mengen an freier Salizylsdure iiber einen ICS1-abhingigen Weg

gebildet werden.

5GuDe
acal38#8
cpr5
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Abbildung 18: Expression von ICS1 in den Mutanten aca38#8 und cpr5. Die RNA wurde aus dem
Blattmaterial drei Wochen alter uninduzierter Pflanzen gewonnen. Es wurden 10 ug
RNA eingesetzt.
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4.3.4 Infektion mit dem bakteriellen Pathogen Pseudomonas syringae

Hohe Salizylsduremengen und eine konstitutive Expression vom PR-Genen sind beides
Merkmale der systemischen Pathogenresistenz (SAR: systemic aquired resistance), die
zu einer erhohten Resistenz gegen Befall mit virulenten Bakterien fithrt. Daher wurde
untersucht, ob die SA-Mengen und die PR-Gen Expression in aca4l mit einer erhdhten
Resistenz gegen Pseudomonadeninfektion korreliert. Es wurde sowohl das
Erscheinungsbild der Pflanzen nach Infektion mit Pseudomonas syringae untersucht, als
auch das Wachstum der Bakterien in der Pflanze bestimmt. Die Analysen wurden nur
mit acad4l durchgefiihrt, da die GroBe der aca38#8 Pflanzen fiir diese Versuche nicht

ausreichte.

4.3.4.1 Beobachtung des Phanotyps

Um die GroBBe der Lasionen nach einer Infektion mit Pseudomonas syringae in der
Pflanze zu beobachten, wurden aca4l und als Kontrolle 5GuDe mit dem virulenten P.
syringae Stamm DC3000 infiziert. Dazu wurden die Bakterien in mehreren
unabhingigen Versuchen in je ein Blatt von 4-10 Pflanzen mit der Spritze infiltriert und
die GroBe der Léasionen nach drei Tagen dokumentiert.

Dabei zeigte sich, dass die GroBe der Lasionen in aca4l und in 5GuDe sehr dhnlich war
(Abbildung 19). Es scheint also, als ob beide Linien gleich stark auf die Infektion mit

den Bakterien reagieren und aca4l trotz der erhohten SA-Mengen keinen Vorteil hat.
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Abbildung 19: aca4l und Kontrolllinie nach Infektion mit Pseudomonas syringae. Bei 6 Wochen
alten Kurztagspflanzen wurde je ein Blatt mit dem P. syringae Stamm DC3000 (OD 0,01)
infiltriert. Nach drei Tagen wurden die infizierten Blatter abgeschnitten und fotografiert.

4.3.4.2 Bestimmung des Bakterienwachstums in der Pflanze

Das Bakterienwachstum in der Pflanze wurde mit zwei unterschiedlichem Methoden am
Tag der Infektion und nach drei Tagen bestimmt.

Fiir die erste Methode wurden sechs Wochen alte Kurztagspflanzen verwendet und die
Bakterien mit einer Spritze in die Blitter der einzelnen Pflanzen injiziert. Dieser
Versuch wurde dreimal durchgefiihrt, zweimal erfolgte die Infektion mit den Stimmen
P. syringae pv maculicola ES3426 und ES3426avrRpt2 (Abbildung 20 A) und einmal
mit den Stdimmen P. syringae DC3000 und DC3000avrRpml (ohne Abbildung). In
allen drei Versuchen war nach der Infektion mit den virulenten Stimmen kein
Unterschied des Bakterienwachstums in aca4l und 5GuDe feststellbar. Allerdings war
nach der Infektion mit den avirulenten Stamm ES3426avrRpt2 das Wachstum in aca4l
um den Faktor 12 im Vergleich zu 5GuDe reduziert. Es scheint also, als ob die
endogenen Salizylsdure- und PR1-Mengen in aca4l nicht ausreichen, um eine erhohte
Abwehr gegen virulente Pseudomonaden zu gewdhrleisten. Warum die Abwehr gegen
avirulente Stimme erhoht war, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklirt werden.
Bei der zweiten Infektionsmethode wurden drei Wochen alte, dicht ausgeséte Pflanzen
fiir die Infektion in eine Bakterienlosung mit dem virulenten P. syringae Stamm
ES3426 getaucht, und anschliefend das Bakterienwachstum bestimmt. Zusétzlich zu
aca4l und 5GuDe wurde das Bakterienwachstum parallel auch in cpr5 und nprl (non-

expressor of PR genes) durchgefiihrt. AuBerdem wurde ein Teil der Pflanzen vorher mit
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Salizylsdure bespriiht, um eine SAR auszuldsen. In cpr5 wurde auch ohne vorherige
SA-Behandlung ein 10-fach geringeres Bakterienwachstum als in Wildtyppflanzen
erwartet (BOWLING et al., 1997), da in dieser Mutante dic SAR konstitutiv aktiviert
ist. Die nprl Mutanten hingegen sollte suszeptibler gegeniiber den Bakterien sein und
nur schwach auf eine SA-Behandlung reagieren, da in dieser Mutante Salizylsdure nicht
in der Lage ist, eine SAR auszulésen (ZHANG und SHAPIRO, 2002).

Der Versuch wurde sechsmal durchgefiihrt und der Mittelwert bestimmt (Abbildung 20
B). In der unbehandelten cpr5 Mutante war das Bakterienwachstum wie erwartet um
den Faktor 10 im Vergleich zu 5GuDe reduziert. In aca4l war das Bakterienwachstum
um den Faktor 5 reduziert, was dem vorherigen Experiment widerspricht. Durch eine
Vorbehandlung der Pflanzen mit Salizylsdure konnte in allen Linien die Abwehr
gesteigert werden. Dadurch wuchsen in 5GuDe, aca4l und cpr5 nach
Salizylsdurebehandlung ungefihr gleich viel Bakterien, wihrend in der nprl Mutante
ein deutlich héheres Bakterienwachstum nachweisbar war.

In diesem Versuch zeigten aca4l und cprdS ohne SA-Vorbehandlung eine deutliche
Verminderung des Bakterienwachstums im Vergleich zu 5GuDe, welche allerdings in
aca4l nicht so signifikant wie in cpr5 war.

Es konnte also sein, dass das Abwehrverhalten von aca4l von der Art der Infektion
abhéingt. Da durch den kleinen Wuchs von cpr5 keine Infektion mit der Spritze moglich
war, lief sich nicht kldren, ob die Abwehr von cpr5 durch diese Methode, dhnlich wie
in acadl, schwicher wire als in Abbildung 20 B.

Allerdings entspricht eine Bakterieninfektion iiber die Oberfliche der Pflanzen, wie
beim ,,Dipping*“, eher den natiirlichen Bedingungen als ein direktes Einspritzen der
Bakterien in die Pflanze. Daher spiegeln die Ergebnisse von Abbildung 20 B mehr das
Abwehrverhalten der Pflanzen unter realen Umstéinden wieder als die Ergebnisse der
Infiltration. Deshalb kann man sagen, dass sowohl aca4l als auch cpr5 resistenter
gegen eine Infektion mit virulenten Pseudomonaden sind als 5GuDe. Eine mdgliche
Erklarung fiir die effektivere Pathogenabwehr von cpr5 liefern die endogenen

Salizylsduremengen, die in cpr5 doppelt so hoch wie in aca4l sind (Kapitel 4.3.2).
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Abbildung 20: Bestimmung des Bakterienwachstums in verschiedenen Mutantenlinien. A) 6
Wochen alte Kurztagspflanzen wurden per Spritze mit dem P. syringae Stamm ES3426
bzw. ES3426avrRpt2 infiziert (Kapitel 3.1.8.1). B) 3 Wochen alte Langtagspflanzen
wurden durch ,,Dippen* mit dem P. syringae Stamm ES3426 infiziert (Kapitel 3.1.8.2).
Ein Teil der Pflanzen wurde vor der Infektion mit 1 mM SA bespriiht.
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4.3.5 Expression von PDF1.2 in aca4l und cpr5

Neben Salizylsdure konnen auch andere Signalmolekiile, wie zum Beispiel Jasmonsdure
(JA) oder Ethylen (ET), an der Pflanzenwehr beteiligt sein (GLAZEBROOK, 2001).
Daher wurde untersucht, ob die Mutation in aca4l neben dem SA-Weg auch den
JA/ET-Signalweg beeinflusst.

Dazu wurde die Expression von PDF1.2, einem Markergen fiir Jasmonsiure, in
uninduzierten 5GuDe, aca4l und cpr5 Pflanzen untersucht (Abbildung 21). Die cpr5
Mutante diente als Positivkontrolle, da bei ihr neben dem Salizylsdureweg auch der
JA/ET-Signalweg dauerhaft aktiviert ist, was durch die konstitutive Expression von
PDF1.2 deutlich wird (BOWLING et al., 1997).

Da nur in cpr5 ein deutliches PDF1.2 Signal detektierbar war, scheint also nur in cprb
aber nicht in acad4l der JA/ET-Weg aktiviert zu sein. Die hoher Resistenz bei
Pathogenbefall von cpr5 im Vergleich zu aca4l konnte also nicht nur auf die héheren
Salizylsduremengen in cpr5 zuriickgefiihrt werden, sondern auch auf die Expression

von Abwehrgenen durch den JA/ET-Signalweg.
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Abbildung 21: Expression von PDF1.2 in uninduzierten Pflanzen. Verglichen wurde die PDF1.2-
Expression von 5GuDe und aca4l mit der von cpr5. Es wurden je 10 pg RNA von drei
Wochen alten, nicht behandelten Langtagspflanzen eingesetzt.
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4.4  Makroarray-Analyse

Die Mutation in cpr5 ist sowohl fiir die Aktivierung des SA- als auch des JA/ET-
Signaltransduktionswegs verantwortlich, wéhrend in aca4l anscheinend nur der SA-
Weg aktiviert ist. Um herauszufinden, ob in aca4l wirklich nur der SA-Signalweg
beeinflusst ist oder ob auch hier pleiotrophe Effekte auftreten, wurde eine Makroarray-
Analyse durchgefiihrt.

Es wurden REGIA-Arrayfilter verwendet, auf denen 1200 Transkriptionsfaktoren
gespottet sind.

Um eine Aussage liber die Gene treffen zu konnen, die konstitutiv in den Pflanzen
exprimiert werden, wurde die Genexpression von uninduzierten 5GuDe und aca4l
Pflanzen verglichen. Falls ausschlielich der SA-Weg in aca4l beeinflusst ist, sollten
nur Salizylsdure-induzierbare Gene konstitutiv exprimiert werden. Sind noch andere
Signalwege von der Mutation betroffen, miissten auch SA-unabhédngige Gene induziert

sein.

Analyse der verwendeten RNA

Um RNA fiir die Makroarray-Analyse zu gewinnen, wurde das Blattmaterial von 10-12
Pflanzen geerntet und vereinigt, die unter Langtagsbedingungen gewachsen waren. In
einer Northern-Blot Analyse wurde sowohl die Qualitit der gewonnenen RNA
tiberpriift als auch die Stirke des PR1-Signals getestet. In aca4l konnte die PR1-
Expression nachgewiesen werden, wihrend in 5GuDe kein PR1-Signal detektierbar war
(Abbildung 22). Die Pflanzen waren also nicht durch duBlere Einfliisse vorinduziert und
die RNA konnte fiir die weiteren Analysen verwendet werden.

Dazu wurde die RNA beider Pflanzen in ¢cDNA umgeschrieben (Kapitel 3.2.3.5),
radioaktiv markiert und die REGIA-Filter mit den so entstanden Sonden hybridisiert.
Der Screen wurden fiir vier Tage exponiert und anschlieBend die Signale mit der

Software Arrayvision ausgewertet (Kapitel 3.2.4.3).
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Abbildung 22: Northern-Blot Analyse der Pflanzen fiir den Makroarray. Die RNA wurde aus dem
vereinigten Blattmaterial von 10-12 aca41 bzw. 5GuDe Pflanzen gewonnen. Es wurden 10
Hg RNA eingesetzt und die Hybridisierung erfolgte mit der PR1 Sonde.

Ergebnis der Array-Analyse

Fiir die Auswertung wurden im Programm Arrayvision die Kriterien fiir eine Induktion
der Gene solange verdndert, bis zum einen die Mehrzahl aller Zwillinge (zwei Stellen
auf dem Filter, die das gleiche Fragment tragen) sichtbar war und zum anderen maximal
70 Faktoren induziert erschienen. Ein Transkriptionsfaktor wurde als nicht induziert
bezeichnet, wenn die Differenz aus dem Signal von aca4l und 5GuDe unter 5 lag oder
der Faktor augenscheinlich keine Induktion aufwies. Dabei wurden sowohl Gene
beriicksichtigt, die in aca4l stirker induziert waren als in 5GuDe (Tabelle 1) als auch

Gene, die in aca4l reprimiert waren (Tabelle 2).

Tabelle 1: Liste der Gene, die in aca4l starker exprimiert waren als in 5GuDe. Dabei wurden nur
Gene bericksichtigt, deren Expression mindestens um den Faktor 5 verstarkt war.
Angegeben sind die Namen der Gene und die dazugehdrigen AGI-Codes.

10fach |At2g14610 |Arabidopsis thaliana putative pathogenesis-related PR-1 protein
At3g46090  |Arabidopsis thaliana zinc finger (C2H2 type) family protein (ZAT7)
At3g56560  |Arabidopsis thaliana no apical meristem (NAM) family protein

Sfach  |Atlg75040 |Arabidopsis thaliana pathogenesis-related protein 5 (PR-5)

At2g42360  |Arabidopsis thaliana zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
At3g46070  |Arabidopsis thaliana zinc finger (C2H2 type) family protein

At4g23810  |Arabidopsis thaliana WRKY family transcription factor (WRKY53)
At5g59820  |Arabidopsis thaliana zinc finger (C2H2 type) family protein (ZAT12)
At2g17040  |Arabidopsis thaliana no apical meristem (NAM) family protein
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Tabelle 2: Liste der Gene, die in aca4l im Vergleich zu 5GuDe reprimiert sind. Dabei wurden nur
Gene bericksichtigt, deren Expression mindestens um den Faktor 5 verstarkt war.
Angegeben sind die Namen der Gene und die dazugehdrigen AGI-Codes.

10fach At3g61910  |Arabidopsis thaliana no apical meristem (NAM) family protein
Atlg63040 |Arabidopsis thaliana putative AP2/EREBP transcription factor
Sfach At2g01150  |Arabidopsis thaliana zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein

At5g51990  |Arabidopsis thaliana putative AP2/EREBP transcription factor
At2g45650  |Arabidopsis thaliana MADS-box protein (AGL6)

Atlg61110  |Arabidopsis thaliana no apical meristem (NAM) family protein
At1g09530  |Arabidopsis thaliana phytochrome interacting factor 3 (PIF3)

Zunichst fiel auf, dass nur wenige Gene in aca4l im Vergleich zu 5GuDe induziert
oder reprimiert waren. Die gefundenen Gene wurden dahin gehend untersucht, nach
welchen Stressinduktionen sie in anderen Arrayanalysen induziert wurden. Zu diesem
Zweck wurde eine in silico Analyse mit dem Programm Genevestigator/Metaanalyzer
der ETH Ziirich durchgefiihrt. In Abbildung 23 ist eine Auswahl der verschiedenen
Stressinduktionen dargestellt. Die verwendeten Farben spiegeln die Richtung der
Regulation wider. Ein rotes Kistchen bedeutet eine erhohte Expression, ein griines
Kaéstchen entspricht einer niedrigeren Expression. Die Farbintensitit gibt die Stirke der
Regulation an. Je heller der Farbton, desto stdrker die Regulation des jeweiligen Gens.
Die Gene, die in acadl stark exprimiert waren, werden durch biotische Stresse, wie
Befall mit P. syringae oder M. persicae, und durch verschiedene Hormone induziert,
aber kaum durch abiotischen Stress (Abbildung 23 A). Dabei war ca. die Hilfte der
Gene durch Salizylsdure induzierbar, darunter typische SA-induzierbare Gene, wie PR1
und PR5. Auflerdem wurden in aca4l drei Transkriptionsfaktoren verstirkt exprimiert,
die durch oxidativen Stress induzierbar sind: Zat12, Zat7 und WRKY25 (war nur um den
Faktor 2 induziert). Nach RIZHSKY et al. (2004) wird als Antwort auf oxidativen
Stress gleichzeitig die Expression der Zink-Finger-Proteine Zat12 und Zat7 und des
putativen WRKY Transkriptionsfaktors WRKY25 erhoht. Die weitere Analyse dieser
Gene wird in Kapitel 4.5.1 beschrieben. Die Gene, die in acad4l reprimiert waren,
werden hauptsdchlich durch abiotische Stresse wie Kélte, Salzstress und osmotischen
Stress induziert (Abbildung 23 B).

Mit Hilfe der Datenbank des Genevestigator/Metaanalyzers wurde untersucht, ob die in
aca4l induzierten Gene auch in cpr5 konstitutiv exprimiert werden. Es zeigte sich, dass

alle in aca4l induzierten Gene auch in cpr5 hochreguliert sind (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Liste der Gene, die in aca4l und in cpr5 konstitutiv exprimiert sind. Vergleich der
Ergebnisse aus der Arrayanalyse mit aca41l und der Datenbankanalyse mit cpr5.

acadl cpr5
10fach 60fach At2g14610 |PR-1 protein
18fach At3g56560 |NAM family protein
Sfach 15fach Atlg75040 |PR-5 protein
15fach At2g42360  |zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
2fach At3g46070 |zinc finger (C2H2 type) family protein
Sfach At4g23810 |WRKYS53 protein
Sfach At5259820 |ZATI2 protein
18fach At2g17040 |[NAM family protein

Da nicht alle der in acad4l konstitutiv exprimierten Gene SA-induzierbar sind

(Abbildung 23 A), konnte es sein, dass die Mutation mehr als einen Signal-

transduktionsweg in acadlbeeinflusst und dadurch Gene auch unabhingig vom SA-

Signalweg induziert werden.



4 Ergebnisse

67
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) N 5 O O I 214610 PRI

Biotic: A. brassiciola {(+}
Biotic: A. tunefaciens (+}
Biotic: B. cinerea {+}
Biotic: E. cichoracearun {(+}
Biotic: E. orontii {+}
Biotic: F. occidentalis {(+)
Biotic: H. persicae {+)
Biotic: H. persicae {(+}

Biotic: mycorrhiza {+)
Biotic: nenatode {(+)
Biotic: P. infestans (+}
Biotic: P. rapae (+)}
Biotic: P. syringae {(+)}
Biotic: P. syringae {+}
Chenical: 2,d4-dichlorophenoxyacetic acid
Chenical: chitin {+}
Chenical: ozone {(+}
Hormnone: ABA {+}

Hormonei ACC (+)}

Hormone: BL {+)

Hormone: BL / H3BO3 {(+)}
Hornone: ethylene (+)
Hormone: GA3 (+)}

Hornone: IAA (+)}

Hornmonei HJ {(+}

Hornone: salicylic acid {+}
Hormone: zeatin {(+}

Hutrient: glucosedsucrose {+}

.Stress: anoxia (+}
. Stress: cold

. Stress: drought

. Stress: genotoxic
. S5tress: heat
.Stress: hypoxia {+3
. S5tress: osnotic

. Stress: oxidative
. Stress: salt

[ stress: wv-B

-- S5tress: wounding
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. Biotic: A. brassiciola {(+)
Biotic: A. tumefaciens {(+}
Biotic: B. cinerea (+}
Biotic: E, cichoracearum {+}
Biotic: E., orontii (+}
Biotic: F, occidentalis {+}
Biotic: H. persicae {(+}
Biotic: H. persicae (+)

Biotic: mycorrhiza {(+}
Biotic: nematode {(+)
Biotic: P, infestans {(+}
Biotic: P, rapae {(+3}
Biotic: P, syringae {(+}
Biotic: P. suringae {(+}
Chenical: 2.4=-dichlorophenoxyacetic acid (+)}
[chenical: chitin ¢+}
.Chenical: ozone (+)
.Hor‘m:lne: ABA {+}
.Hurnune: ACC <+)
.Horm:lne: BL {+}
Hornone: BL # H3IBOD3 (+)
.Hurnune: ethylene (+3
.Hor‘m:lne: GA3 {+}
.Hurnune: IAA (+)
.Hor‘m:lne: HJ {+}
.Hurnune:
.Horm:lne:
.Hutr‘ient: glucosessucrose {+}

salicylic acid {+)}

zeatin {+}

PCD: senescence
anoxia {(+)
cold
drought
genotoxic
heat
hypoxia {+)
osnotic
oxidative
salt

uv-g

I A IO 9 A 13661910

I8 X U O O 1 209530
I A 6i10

wounding

Abbildung 23: Darstellung der Expressionsstarke nach verschiedenen Stressen. Die Analyse wurde
mit dem Programm Genevestigator/Metaanalyzer durchgefiihrt. In allen Abbildungen
konnten nur die Gene bericksichtigt werden, die auch in der Genevestigator-Datenbank
erfasst sind. Ein rotes Késtchen bedeutet eine verstarkte Expression, ein griines Késtchen
eine schwéachere Expression und ein schwarzes Kastchen bedeutet, dass kein Unterschied
in der Regulation des Gens vorhanden wird. Die Intensitat der Farbe gibt die Starke der
Regulation wieder A) In dieser Abbildung sind die Gene dargestellt, deren Expression in
acadl verstarkt war. B) In dieser Abbildung sind die Gene dargestellt, deren Expression
in aca4l reprimiert war.
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4.5 Abiotischer Stress

451 Oxidativer Stress

Bei der Transkriptionsfaktoranalyse von uninduzierten SGuDe und aca4l Pflanzen mit
Hilfe des REGIA-Arrays, wurden drei durch oxidativen Stress induzierbare Gene
identifiziert (Kapitel 4.4). Um die Arrayresultate zu unterstiitzen, wurde zunéchst die
Expression der Gene Zatl2, Zat7 und WRKY25 in einer Northern-Blot Analyse
iberpriift. =~ AnschlieBend  wurde  getestet, ob  die  Expression  dieser
Transkriptionsfaktoren zu einer erhdhten Resistenz der Pflanzen bei oxidativen Stress

fihrt.

4.5.1.1 Expression von Markergenen

Um die Arrayergebnisse zu verifizieren, wurden SGuDe, aca4l und cpr5 Pflanzen unter
Langtagsbedingungen angezogen und ohne vorherige Induktion geerntet. Das
Blattmaterial von 2-3 Pflanzen wurde vereinigt und mit der gewonnenen RNA eine
Northern-Blot Analyse durchgefiihrt. Die Hybridisierung erfolgte mit Zatl2, Zat7 und
WRKY25. Alle drei Gene wurden nicht in der Kontrolllinie 5GuDe, aber in aca4l und
cpr5 exprimiert (Abbildung 24). Damit konnten die Ergebnisse der Arrayanalyse
bestitigt und auch fiir cpr5 eine konstitutive Expression dieser Stressgene nachgewiesen

werden.
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1|15GuDe
acadl

Zat7
Zatl?

WRKY25
28S rRNA

Abbildung 24: Expressionsanalyse einiger oxidativer Stressgene in uninduzierten Mutanten-Linien.
Es wurden je 10 ug RNA von 3 Wochen alten nicht behandelten Langtagspflanzen
eingesetzt. Der Filter wurde mit den Sonden Zat7, Zat12 und WRKY25 hybridisiert.

aca38#8

Obwohl mit der Linie aca38#8 keine Arrayanalysen durchgefiihrt wurden, wurde die
Expression der oxidativen Stressgene auch in dieser Linie getestet. Da aca4l und
aca38#8 aus einem Mutagenese-Screen hervorgegangen waren und die Expression der
Abwehrgene PR1 und PR2 sehr dhnlich war, wurde vermutet, dass auch eine dhnliche
Expression von Zat12, Zat7 und WRKY25 mdglich ist.

Fiir die Northern-Blot Analyse wurden die Pflanzen wie oben beschrieben angezogen
und geerntet. Als Kontrollen dienten 5GuDe und cpr5. Es konnte gezeigt werden, dass
in aca38#8 alle drei Transkriptionsfaktoren konstitutiv exprimiert werden (Abbildung
25). Allerdings ist die Expression von Zatl2 nur schwach, wéhrend die von Zat7 und
WRKY25 stérker ist.



4 Ergebnisse 71

cprs

5GuDe
| |aca3sus

Zat7
Zatl?2

WRKY25 -r

&Rl
Abbildung 25: Expressionsanalyse einiger oxidativer Stressgene in uninduzierten Mutanten-Linien.

Es wurden je 10 pg RNA von 3 Wochen alten nicht behandelten Langtagspflanzen
eingesetzt. Der Filter wurde mit den Sonden Zat7, Zat12 und WRKY25 hybridisiert.

28S rRNA

4.5.1.2 Analyse der Genexpression im NahG-Hintergrund

Die Arrayanalyse zeigte, dass sowohl PR1 als auch Zatl2 durch Salizylséure induziert
werden konnen (Abbildung 23 A). Falls in aca41 aber auch noch andere Signalwege zu
einer Induktion von Genen fiihren, konnte es sein, dass beide Gene auch unabhingig
von den endogenen Salizylsduremengen exprimiert werden. Um das heraus zufinden,
wurde aca4l mit der transgenen NahG Pflanze gekreuzt. NahG Pflanzen exprimieren
konstitutiv das NahG-Gen von Pseudomonas putida, welches fiir eine Salizylat-
Hydroxylase codiert. Dieses Enzym baut Salizylsdure zu Catechol ab, wodurch selbst
nach Induktion, z.B. mit Pathogenen, die Salizylsduremengen in den Pflanzen extrem
gering sind (VAN WEES und GLAZEBROOK, 2003). In Pflanzen der Kreuzung aca4l
x NahG sollten also auch die Salizylsduremengen stark reduziert sein. Exprimieren die
Pflanzen trotzdem noch PR- oder Zat-Gene, wiirde das unabhingig von den endogenen

Salizylsduremenge erfolgen.
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Kreuzung von aca4l mit NahG

Fiir die Kreuzung von aca4l und NahG wurde der Pollen von NahG Pflanzen auf den
Stempel von aca4l iibertragen. Da das NahG-Gen cinfach per PCR nachzuweisen ist,
konnte so in der F1-Generation der Erfolg der Kreuzung liberpriift werden.

Dazu wurde das Blattmaterial von fiinf aca4l x NahG F1 Pflanzen geerntet. Per PCR
mit den Primern nahG sense und nahG anti wurde das NahG-Gen in allen getesteten

Pflanzen nachgewiesen (Abbildung 26).

acadl x NahG F1

NahG
acadl

i

e W -

Abbildung 26: PCR-Analyse der F1-Generation der Kreuzung aca4l x NahG. Die Reaktion wurde
mit den Primern nahG sense und nahG anti durchgefiihrt. Es wurden jeweils 50 ng
genomische DNA aus Blattern fiir die PCR eingesetzt. Das 1%ige Agarosegel wurde mit
jeweils 10 pl PCR-Ansatz beladen.

Eine dieser F1-Pflanzen wurde bis zur Samenreife gebracht und die daraus folgende F2-

Generation fiir weitere Analysen eingesetzt.

Analyse der Genexpression in der F2-Generation

Insgesamt wurden 30 F2-Pflanzen auf ihre Genexpression hin untersucht. Bei den
Ergebnissen muss man beriicksichtigen, dass in einer F2-Generation immer 25% der
Pflanzen nur Genmaterial von einem der beiden Eltern haben. Da die Phinotypen von
acadl alle rezessiv sind, konnen in maximal 25% aller analysierten F2 Pflanzen die
gewiinschten Merkmale auftreten. Der NahG Phénotyp ist dominant, wodurch in 75%
aller F2-Pflanzen Salizylsdure zu Catechol abgebaut wird.

Analysiert wurde die Expression von ICS1, NahG, PR1 und Zat12 (Abbildung 27). Da
ICS1 in der Signalkette oberhalb von Salizylsdure steht, wird seine Expression von
NahG nicht beeinflusst. Aber eine erhohte ICS1 Expression ist ein Hinweis, dass diese
Pflanzen verstérkt Salizylsdure produzieren. Von 15 Pflanzen hatten drei eine erhohte

ICS1 Expression. Zwei von diesen Pflanzen (1 und 15) exprimierten kein NahG. In
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Pflanze 4, die ebenfalls ICS1 exprimierte, war NahG nachweisbar. In dieser Pflanze
wurden also die entstehenden Salizylsduremengen gleich wieder abgebaut. Nur in
Pflanzen mit ICS1 Expression aber ohne NahG wurde PR1 exprimiert. Zat12 hingegen
wurde auch in Pflanze 4 exprimiert, in der NahG nachweisbar war.

Die PR1 Expression war also wie erwartet Salizylsdure abhéngig, da sie nur in Pflanzen
ohne NahG Nachweis erfolgte. Zat12 scheint Salizylsdure unabhingig zu sein, da eine
Zat12 Expression sowohl in Pflanzen mit NahG erfolgte als auch in Pflanzen ohne ICS1
Expression (Linie 12 und 13). In Linie 4 konnte Zatl2 durch einen Nebeneffekt des
Catechols, das eine H,O,-Produktion in Pflanzen vermittelt, induziert sein (VAN WEES
und GLAZEBROOK, 2003).

acadl x NahG F2
1 23 45 67 8 9 101112 1314 15

ICS1
NahG

PR1
Zatl2

28S rRNA[W

Abbildung 27: Expressionsanalyse in der F2-Generation der Kreuzung aca4l x NahG. Es wurde
Blattmaterial von 15 uninduzierten F2 Pflanzen geerntet, als Kontrollen dienten die
Ausgangslinien. Es wurden 10 pg RNA eingesetzt. Die Hybridisierung des Filters erfolgte
mit den Sonden ICS1, NahG, PR1 und ZAT12.

4.5.1.3 Resistenz gegen oxidativen Stress

Die Transkriptionsfaktoren Zatl?2, Zat7 und WRKY25, die normalerweise durch
oxidativen Stress induziert werden, werden in acadl, aca38#8 und cpr5 konstitutiv
exprimiert. RIZHSKY et al. (2004) konnten zeigen, dass transgene Pflanzen, die Zat12
oder Zat7 Tlberexprimieren, resistenter gegen oxidativen Stress sind als
Wildtyppflanzen. Dabei spielt Zatl2 nach der Induktion durch oxidativen Stress die
wichtigste Rolle, da in Knock-Out-Zatl2 Pflanzen weder Zat7 noch WRKY25 induziert

werden konnen.
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Um die Resistenz gegen oxidativen Stress zu testen, wurde ein Plattenassay mit
Keimlingen durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden auf 2MS-Medium angezogen und nach
einer Woche auf MS-Platten mit 0,05 pM Paraquat, einer Superoxid-erzeugenden
Substanz, tibertragen. Um das Wurzelwachstum beobachten zu konnen, standen die
Platten aufrecht in der Klimakammer. Nach weiteren drei Wochen wurden die Pflanzen
zunidchst fotografiert und anschlieBend aus dem MS-Medium gezogen, um die
Wurzelldnge genau zu messen. Je resistenter eine Pflanze gegen oxidativen Stress ist,
desto langer werden die Wurzeln. Als Kontrolle fiir die normale Wurzellinge ohne

Stress, wurden Pflanzen auf senkrechten MS-Platten ohne Paraquat angezogen.

acadl

Das Wurzelwachstum von aca4l wurde mit 5GuDe und cpr5 verglichen. Wihrend die
Wurzeln von cprS auf den Kontrollplatten dieselbe Lénge hatten wie die Wurzeln von
5GuDe, waren die Wurzeln von aca4l deutlich verkiirzt (Abbildung 28). Durch
Paraquat war bei allen Pflanzen eine Verringerung der Wurzelldnge feststellbar.

Im Vergleich zur jeweiligen Ausgangslinge der Wurzeln ist das Wachstum durch
Paraquat bei 5GuDe um 74%, das von aca4l um 42% und das von cpr5 um 55%
reduziert worden. Sowohl aca4l als auch cpr5 sind demnach resistenter gegen den
Einfluss von Paraquat als die Wildtyppflanze, da die Lange der Wurzel weniger stark
reduziert war. Nach diesem Ergebnis konnte die konstitutive Expression von Zatl2 in
cpr5 und acad4l Pflanzen fiir eine erhohte Resistenz gegen oxidativen Stress

verantwortlich sein.
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ohne Paraquat 0,05 uM Paraquat

—_— —&

5GuDe

acadl

cprs

Abbildung 28: Wurzelwachstum mit und ohne oxidativen Stress. Die Keimung der Pflanzen
erfolgte auf 2 MS-Platten. Nach 7 Tagen wurden die Keimlinge auf 2 MS-Platten ohne
und mit 0,05 uM Paraquat gesetzt und die Platten senkrecht in die Klimakammer
gestellt. Nach drei Wochen wurden die Pflanzen fotografiert und anschlieBend die
Waurzellange gemessen.

aca38#8

Auch mit der Linie aca38#8 wurde eine Analyse der Wurzelldnge durchgefiihrt. Sowohl
ohne als auch mit Paraquat war das Wachstum der Wurzeln von aca38#8 und von
5GuDe identisch (Abbildung 29). In beiden Féllen wurde das Wurzelwachstum durch
Paraquat um 74% reduziert. aca38#8 ist somit nicht resistent gegen oxidativen Stress.
Da die Expression von Zat12, dem wichtigsten Ausloser einer Abwehr gegen oxidativen
Stress, in aca38#8 schwicher als in cpr5 oder acadl ist, konnte es sein, dass die

Transkriptmenge in aca38#8 nicht ausreicht, um eine Resistenz zu vermitteln.
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Ohne Paraquat 0,05 uM Paraquat

5GuDe

aca38#8

Abbildung 29: Wurzelwachstum von aca38#8 mit und ohne oxidativen Stress. Der Versuch wurde
wie unter Abbildung 28 beschrieben durchgefihrt.

45.1.4 Induzierbarkeit von ICS1 durch oxidativen Stress

Wabhrscheinlich sind in aca4l mehrere Mutationen vorhanden, von denen eine an der
Abwehr gegen Pathogenbefall beteiligt ist, wihrend die andere eine Resistenz gegen
oxidativen Stress vermitteln. Dabei konnte Mutation 1 oberhalb von ICS1 zur
Akkumulation von Salizylsdure fithren, wodurch die PR-Gene induziert werden.
Mutation 2 kdnnte oxidativen Stress in der Pflanze erzeugen, der zur Expression von
Zat1? fiihrt und fiir die kurzen Wurzeln in aca4l verantwortlich ist (Abbildung 30).

Da die Analysen der ICS1- (Kapitel 4.5.1.1) und PR1-Expression (Kapitel 4.3.1.1)
darauf hindeuten, dass eine Mutation nicht ausreicht, um beide Gene in der gleichen
Stirke wie in aca4l zu exprimieren, konnte es sein, dass zusitzlich zu Mutation 1 auch

Mutation 2 die Expression dieser Gene beeinflusst.
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Mutation 1 Mutation 2
Voo I
ICS1 «——————— Oxidativer Stress ——p» Kurze Wurzeln
SA-Menge p Zatl?
PR1 Resistenz gegen

oxidativen Stress

Abbildung 30: Hypothetisches Modell der Mutationen in aca4l.

Mit Hilfe der ICS1::LUC-Pflanzen (Kapitel 3.3.2) wurde untersucht, ob ICS1 durch
oxidativen Stress induziert werden kann. 5 Wochen alte 1CS1::LUC-Pflanzen wurden
mit H,O, oder mit Paraquat bespriiht, um oxidativen Stress in der Pflanze auszuldsen.
Als Positivkontrolle wurden einige Pflanzen mit P. syringae DC3000 infiziert, da
bekannt ist, dass diese Behandlung eine [CS1-Expression induziert. Als
Negativkontrolle blieben einige Pflanzen unbehandelt, bzw. wurden mit einer
entsprechenden Konzentration Tween, dem Losungsmittel der Paraquatinduktion,
bespriiht. Einen Tag nach der Induktion wurden die Pflanzen mit Luciferin behandelt
und die Luminiszenz der Pflanzen beobachtet (Abbildung 31).

Nur die Pflanzen, die vorher mit Bakterien infiziert worden waren, leuchteten. Die
Pflanzen, die mit oxidativen Stress erzeugenden Chemikalien behandelt wurden,
leuchteten nicht. Es wurde also weder durch die Behandlung mit Paraquat noch mit
H,0O; eine Induktion des ICS1-Promotors ausgelost. Um endogen in den Pflanzen
oxidativen Stress zu erzeugen, wurden die Pflanzen nicht mehr gegossen. Pflanzen, die
unter Trockenstress leiden, bilden reaktive Sauerstoff-Molekiile und leiden somit unter
oxidativen Stress (INGRAM und BARTELS, 1996). Als die ersten Pflanzen zu welken
begannen, wurde erneut eine Behandlung mit Luciferin durchgefiihrt. Es leuchteten aber
wieder nur die Pflanzen, die vorher mit P. syringae infiziert worden waren (keine
Abbildung). Nach diesem Versuch scheint ICS1 nicht durch oxidativen Stress

induzierbar zu sein.
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A) B)

Abbildung 31: ICS1-Expression in der Pflanze nach verschiedenen Stimuli. 5 Wochen alte
ICS1::LUC-Pflanzen wurden mit 10 uM Paraquat (P), 10 mM H,O; oder 0,2 % Tween
(Losungsmittel der Paraquatinduktion) (T) bespriht, einige Pflanzen wurden dem P.
syringae Stamm DC3000 (OD 0,2) infiziert (Pst). Nach einem Tag wurden die Pflanzen
mit 1 mM Luciferin bespriiht. A) Lichtbild der Pflanzen B) Luminiszenzbild.

4.5.1.5 Analyse der Glutathionmengen in aca4l

Im Gegensatz zu anderen antioxidierenden Komponenten der Pflanze wird Glutathion
nicht nur durch oxidativen Stress sondern auch als Antwort auf Pathogenbefall induziert
und akkumuliert in der Pflanze (EDWARDS et al., 1991). Im Glutathionpool liegt
Glutathion normalerweise zu 96% in reduzierter Form (GSH) vor. Nur extremer
oxidativer Stress filihrt kurzfristig zu einer Oxidation des Pools, so dass ca. 20% des
Glutathions in oxidierter Form (GSSG) vorliegen (VANACKER et al., 2000; SMITH et
al., 1984). MOU et al. (2003) zeigten, dass durch die Behandlung mit INA, einem
funktionellem Analogon der Salizylsdure, die Glutathionmengen in Pflanzen erhoht
werden konnen. Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, ob in aca4l die
Glutathionmengen und/oder den Redox-Zustand des Glutathionpools im Vergleich zu
5GuDe verindert sind.

Um sowohl die Gesamtmenge an Glutathion als auch den Redox-Status des
Glutathionpools im Grundzustand der Pflanzen zu untersuchen, wurde Blattmaterial von
uninduzierten aca4l und 5GuDe Pflanzen geerntet. Die Proben wurden sofort in
fliissigem Stickstoff eingefroren und auf Trockeneis nach Heidelberg in das Institut fiir

Pflanzenwissenschaften geschickt, wo die Messung der Proben erfolgte.
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Der Redoxzustand des Glutathionpools, also das Verhiltnis von reduziertem GSH zu
oxidiertem GSSG, war in aca4l und 5GuDe gleich (Abbildung 32 A) und entsprach
dem normalen Redox-Status in uninduzierten Pflanzen. Dafiir traten signifikante
Unterschiede in der Menge des Gesamtglutathions auf. Wihrend in 5GuDe 80 pmol
Gesamtglutathion pro mg Blatt gemessen wurden, waren es in aca4l 115 pmol
Gluthation pro mg Blattmaterial (Abbildung 32 B). Es konnte sein, dass in aca4l die
endogenen Salizylsduremengen zu einem Anstieg der Glutathionmenge fiihren.

Da die Messung allerdings nur einmal durchgefiihrt wurde, miisste das Experiment noch
einmal mit unabhédngig angezogenen Pflanzen wiederholt werden, um eine sichere

Aussage treffen zu kdnnen.

A) B)
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Abbildung 32: Messung der Glutathiongesamtmenge und des Redox-Status des Glutathionpools in
acad4l und 5GuDe. Analysiert wurden je 20 uninduzierte Pflanzen, die sechs Wochen
unter Kurztagsbedingungen gewachsen waren. A) Bestimmung des Verhaltnisses von
GSH zu GSSG B) Bestimmung der Gesamtmengen an Glutathion in den Pflanzen. Die
Messungen wurden im Labor von Dr. M. Wirtz (Heidelberger Institut fir
Pflanzenwissenschaften) durchgefihrt.
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452 Trockenstress

Im Laufe der Untersuchungen von aca4l und aca38#8 fiel auf, dass beide Mutanten oft
noch griin und gesund waren, wihrend 5GuDe Pflanzen schon die ersten Zeichen von
Wassermangel zeigten. Um dieses Phdnomen genauer zu analysieren, wurden gezielt

Trockenstressexperimente an beiden Mutantenlinien durchgefiihrt.

4.5.2.1 Beobachtung der Austrocknungstoleranz

Da sowohl acad4l als auch aca38#8 im ausgewachsenen Zustand kleiner sind als
5GuDe, musste zunichst ausgeschlossen werden, dass dieser Groenunterschied bei der
Austrocknungstoleranz  eine  Rolle spielt. Deshalb wurden zundchst alle
Trockenstressexperimente an zwei Wochen alten Pflanzen durchgefiihrt. In diesem
Wachstumsstadium war kein Grofenunterschied zwischen den Mutanten und 5GuDe

feststellbar.

acadl

Im Alter von zwei Wochen wurden aca4l und 5GuDe nicht mehr gegossen und die
Pflanzen jeden Tag nach den ersten Anzeichen von Wassermangel untersucht. Bei
5GuDe waren die Blatter nach 7-8 Tagen schlaff, wéhrend die Turgeszenz der Blatter
von aca4l zu diesem Zeitpunkt noch nicht reduziert war. Das Experiment wurde so
lange weitergefiihrt, bis SGuDe deutlich vertrocknet war. Nach 14 Tagen waren die
5GuDe Pflanzen abgestorben, wéhrend die Blitter von aca4l immer noch turgeszent
waren (Abbildung 33 A). Damit war bestétigt, dass unabhidngig von der Grofe der
Pflanzen aca4l deutlich ldnger ohne Wasser leben konnte als SGuDe.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Geschwindigkeit des Wasserverlustes durch
die Blétter wéihrend eines Trockenstressexperimentes analysiert. Dazu wurden die Topfe
von drei Wochen alten Langtagspflanzen mit Frischhaltefolie umwickelt, um einen
Feuchtigkeitsverlust iiber die Erde auszuschlieBen. AnschlieBend wurden die Pflanzen
noch ein letztes Mal griindlich gegossen und der gesamte Topf mit Pflanze gewogen.

Wihrend des Trockenstressexperimentes wurden die Pflanzentdpfe jeden Tag zur
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gleichen Zeit gewogen bis 5SGuDe abgestorben war. Das Experiment wurde unabhingig
voneinander zweimal durchgefiihrt, wobei jedes Mal drei Parallelpflanzen analysiert
wurden. Da iiber die Erdoberfliche keine Fliissigkeit austreten konnte, entspricht die
gemessene Gewichtsabnahme dem Wasserverlust iiber die Pflanzenblitter. Fiir die
Auswertung wurde das Anfangsgewicht der Pflanzen gleich 100% gesetzt (Abbildung
33 B). Es wurde deutlich, dass der Wasserverlust in aca4l langsamer als in SGuDe war.
Besonders zwischen Tag 6 und Tag 12 sind die aca4l Pflanzen noch 20% schwerer als
5GuDe. Dies konnte ein Hinweis sein, warum zu diesem Zeitpunkt 5GuDe bereits
welkt, wihrend acad4l noch voll turgeszent ist. Erst nach 16 Tagen war der
Fliissigkeitsverlust in aca4l so hoch wie in 5GuDe nach 9 Tagen. Zu diesem Zeitpunkt
war 5GuDe allerdings schon verwelkt.

Es konnte gezeigt werden, dass bei aca4l weniger Wasser iiber die Blitter verdunstet

wird als bei 5GuDe und daher aca41 einen lingeren Zeitraum ohne Wasser tliberlebt.

A) B)
5GuDe aca4l 110,0

=
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o
I
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Gewicht der Pflanzen (%)

Oh 3d 6d 9d 12d 16d

Abbildung 33: Trockenstressresistenz in aca4l. A) Beobachtung des Phéanotyps nach 14 Tagen ohne
Wasser B) Bestimmung des Gewichts der Pflanzen wéhrend eines Trockenstress-
experimentes (Kapitel 3.4). Die Daten ergeben sich aus den Werten zweier unabhangiger
Experimente.
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aca38#8

Das Austrocknungsverhalten von aca38#8 wurde auf dieselbe Weise getestet wie bei
aca4l. Zunichst wurde die Trockentoleranz von zwei Wochen alten Pflanzen
untersucht (Abbildung 34 A). Dabei zeigte sich, dass auch aca38#8 nach 14 Tagen ohne
Wasser noch turgeszent war, wihrend die Kontrollpflanzen vertrocknet waren.

Der gemessene Gewichtsverlust wahrend des Trockenstressexperimentes war sogar
noch geringer als bei aca4l (Abbildung 34 B). Nach 16 Tagen hat aca38#8 immer noch
mehr Wasser gespeichert als 5GuDe nach 9 Tagen. Auflerdem hatte aca38#8 nach 12
Tagen noch 68% seines urspriinglichen Gewichtes, wihrend aca4l nur noch 58% des
Anfangsgewichtes hatte.

aca38#8 kann also auch deutlich ldnger ohne Wasser leben als der Wildtyp und ist

vielleicht sogar etwas trockenstressresistenter als aca4l.

A) B)

- 110,0

5GuDe aca38#8 °\° 100,0 -
= 90,0 -
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N 800 -
=700 - B GuDe
(a9
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= 50,0
5 400
2 30,0 -
(D]
O 20,0 A

Oh 3d 6d 9d 12d 16d

Abbildung 34: Trockenstressresistenz in aca38#8. A) Beobachtung des Phanotyps nach 14 Tagen
ohne Wasser B) Bestimmung des Gewichts der Pflanzen wéhrend eines Trockenstress-
experimentes (Kapitel 3.4). Die Daten ergeben sich aus den Werten zweier unabhéngiger
Experimente.

Um zu analysieren, wie effizient die geringe Wasserverdunstung {ber die
Blattoberfldchen die Mutanten vor der Austrocknung schiitzt, wurden je eine Mutante
zusammen mit einer SGuDe Pflanze ein einem Topf kultiviert. Als Kontrolle dienten je
zwei 5GuDe bzw. zwei Mutanten in einem Topf. Nach 13 Tagen ohne Wasser waren
die 5GuDe Pflanzen vertrocknet, wihrend aca38#8 und acadl, die zu zwei in cinem

Topf wuchsen, turgeszent waren. Die Mutanten, die zusammen mit 5GuDe kultiviert
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worden waren, zeigten deutliche Anzeichen des Welkens (Abbildung 35). Es scheint
also, als ob die erhohte Trockentoleranz der Mutanten damit zusammenhédngt, dass sie
sparsamer als 5GuDe mit dem vorhandenen Wasser umgehen und daher ldnger
iiberleben. Wachsen die Mutanten hingegen mit SGuDe Pflanzen, die das Wasser aus
der Erde schnell verbrauchen, zusammen in einem Topf, welken sie zum selben

Zeitpunkt wie 5GuDe.

5GuDe/5GuDe aca38#8/aca38#8 5GuDe/aca38#8 aca4l/aca4l  5GuDe/aca4l

Abbildung 35: Trockenstressresistenz der Mutanten aca38#8 und aca4l bei direkter Konkurrenz
durch 5GuDe. Vergleich des Phanotyps der Mutanten, die zu zweit in einem Topf
wuchsen, mit den Mutanten, die zusammen mit 5GuDe in einem Topf wuchsen.

4.5.2.2 Expression von rd29A wéahrend des Trockenstresses

Um die Theorie zu stiitzen, dass die Mutanten weniger Wasser verbrauchen als 5GuDe
und daher erst spéter unter Trockenstress leiden, wurde die Expression von rd29A in
aca38#8 und acadl analysiert. Die Expression von rd29A kann durch Dehydration,
hohe Salzkonzentrationen, niedrige Temperaturen und ABA induziert werden
(NARUSAKA et al., 2003).

Um die Genexpression zu untersuchen, wurden die Trockenstressexperimente im
Langtag durchgefiihrt und nach 0, 5 und 7 Tagen Blattmaterial fiir die Northern-Blot
Analyse geerntet. Das Experiment wurde sowohl mit aca4l als auch mit aca38#8

dreimal unabhéngig voneinander wiederholt.
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acadl

Die Expression von rd29A war nach 5 Tagen ohne Wasser in SGuDe deutlich erhoht
und stieg bis Tag 7 noch weiter an. In aca4l war weder nach 5 noch nach 7 Tagen eine
rd29A-Expression feststellbar (Abbildung 36).

Die rd29A Induktion zeigt, dass SGuDe bereits nach 5 Tagen unter Trockenstress leidet,
wiahrend acadl selbst nach 7 Tagen auch auf genetischer Ebene keine Anzeichen von
Trockenstress zeigt.

Dieses Ergebnis unterstiitzt die Vermutung, dass acad4l sparsamer mit seinem Wasser
haushaltet als der Wildtyp, und deshalb erst spiter unter Wassermangel leidet und

langer tiberlebt.

0 5 7 Tage
G 41|G 41|1G 4

rd20A [ “ﬁ*’"ﬁﬂk
255 rRNA | U A -

Abbildung 36: Expression von rd29A, einem Trockenstress-responsiven Gen, in aca4l. 0, 5 und 7
Tage nach Beginn des Trockenstressexperiments unter Langtagsbedingungen wurde das
Blattmaterial der Mutanten aca4l (41) und der transgenen Kontrollpflanzen 5GuDe (G)
geerntet. Fir die Northern-Blot Analyse wurden 10 ug RNA eingesetzt.
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aca38#8

Das Expressionsmuster von rd29A in den Trockenstressexperimenten mit aca38#8
entsprach dem von aca4l. Wihrend in 5GuDe rd29A durch den Trockenstress nach 5
und 7 Tagen induziert war, konnte es zu diesen Zeitpunkten in aca38#8 nicht
nachgewiesen werden (Abbildung 37).

Wie acadl verbraucht also auch aca38#8 weniger Wasser, gerét daher erst spéter unter

Wassermangelbedingungen und kann so ldnger tiberleben.

0 5 7 Tage

G 38#8 G 38#8

rd29A | e -

Abbildung 37: Expression von rd29A in aca38#8. Der Versuch wurde auf die gleiche Weise durch-
gefihrt wie in Abbildung 36 beschrieben.

28S rRNA

4.5.2.3 Analyse der Cuticula

Pflanzen verlieren Wasser sowohl durch Offnung der Stomata wihrend der
Photosynthese als auch durch die Verdunstung iiber die Blattoberfliche. Um die
unkontrollierte Wasserdampfabgabe iiber die Blattoberfliche moglichst gering zu
halten, ist die Epidermis der Blitter von einer Cuticula liberzogen.

Ein mdglicher Grund fiir die erhdhte Trockenstressresistenz von aca4l konnte eine
verringerte Permeabilitdt der Cuticula sein. Fiir die Analyse der Cuticula wurden
Rosetten ganzer Pflanzen in 80% Ethanol inkubiert (Kapitel 3.3.1) und die
Konzentration des ausgetretenen Chlorophylls bestimmt. Je schneller das Chlorophyll
aus den Blittern austritt, desto diinner und durchldssiger ist die Cuticula (AHARONI et
al., 2004). Der Versuch wurde siebenmal mit jeweils zwei Parallelproben durchgefiihrt.
Zunidchst wurde alle 10 Minuten, spiter jede halbe Sunde die Chlorophyllmenge
bestimmt. Der Mittelwert aller Versuche zeigt, dass das Chlorophyll in 5GuDe und
aca4l mit derselben Geschwindigkeit aus den Blittern austrat (Abbildung 38). Da
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zwischen den einzelnen Versuchen die gemessenen Chlorophyllmengen zu den
angegebenen Zeitpunkten stark schwankten, ergaben sich relativ  hohen
Standardabweichungen.

Nach diesem Experiment unterschiedet sich die Durchléssigkeit der Cuticula in aca4l
nicht von der des Wildtyps. Also liegt die erhdhte Trockenstressresistenz von aca4l

wahrscheinlich nicht an einer Verdanderung der Cuticula, sondern hat vermutlich andere

Griinde.

30,00 -
25,00 - é
20,00 T —e—5GuDe

—O—aca4l

umol Chlorophyll / g FG
10min
20min
30min
40min
50min
90min
120min
240min
24h

Abbildung 38: Analyse der Permeabilitat der Cuticula von aca4l. Die Rosetten von drei Wochen
alten Pflanzen wurden in 80% Ethanol inkubiert und der Chlorophyllgehalt zu den
angegebenen Zeitpunkten in der Ethanollésung photometrisch bestimmt.

4.5.2.4 Bestimmung der Stomataanzahl

Eine weitere Mdoglichkeit flir die Trockentoleranz der Mutante konnte eine verénderte
Anzahl der Stomata sein. Je weniger Stomata pro Blattfliche eine Pflanze hat, desto
geringer ist der Fliissigkeitsverlust iiber die Stomata und die Pflanze konnte ldnger mit
weniger Wasser leben.

Um die Anzahl der Stomata unter dem Mikroskop auszéhlen zu konnen, wurden Blétter
von aca4l und 5GuDe einen Tag lang in einer Fixierlosung inkubiert. Dadurch verloren
die Blitter ihre Farbe und die Stomata waren besser zu erkennen. Es wurden
ausgewachsene Blitter von acht verschiedenen Pflanzen pro Linie verwendet und pro
Blatt zwei verschiedene Stellen bei 400facher VergroBerung ausgezihlt und die Werte

gemittelt. Es zeigte sich, dass die Blatter von aca4l eine groere Anzahl Stomata pro
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Flache hatten als 5GuDe (Abbildung 39). Da sich allerdings die Standardabweichungen
beider Linien iiberschneiden, ist der Unterschied nicht signifikant. Das spricht dafiir,
dass die Anzahl der Stomata vermutlich keinen Einfluss auf die erhohte

Trockenresistenz der Linie aca4l hat.

50

40 -

30 1 MW acadl
20 - OGuDe

10 ~

Stomataanzahl

0

Abbildung 39: Auszahlung der Stomata in aca4l im Vergleich zu 5GuDe. Unter dem Mikroskop
wurden die Stomata von ausgewachsenen Blattern gezéhlt. Von 8 Pflanzen wurden je
zwei Blatter genommen und von diesen je zwei verschiedene Bereiche ausgezéhlt. Die
Stomata wurden in dem gesamten Bereich ausgezahlt, der bei 400facher VergréRerung
unter dem Mikroskop sichtbar war.

4.5.2.5 Expression von CNGC4

Da in aca4l die Stomataanzahl im Vergleich zu 5GuDe nicht signifikant veréndert war,
konnte es sein, dass die Offnungsweite der Stomata in acadl verindert ist. PEI et al.
(2000) vermuteten, dass bei der Abscisinsdure-vermittelten SchlieBung der Stomata
H,0, fiir die Aktivierung von Kalzium-Kanélen in den Stomata verantwortlich ist. Ein
Kalzium-Kanal, der vermutlich an der Regulation der Stomata beteiligt ist, ist der
CNGC4 (cyclic nucleotide-gated channel)-Kanal. In Arrayanalysen von Knock-Out-
Apx1 (ascorbate peroxidase) Pflanzen, die hohe Mengen an H,O, akkumulieren, wurde
eine erhohte CNGC4 Expression gefunden. In diesen Pflanzen ist auch die Reaktion der
Stomata verdndert. Bei einem Transfer der Pflanzen vom Dunkeln ins Licht, sind
Knock-Out-Apx1l Pflanzen nicht in der Lage ihre Stomata vollstindig zu o6ffnen.
PNUELI et al. (2003) vermuteten einen Zusammenhang zwischen der erhéhten CNGC4
Expression und dem verdnderten Stomataverhalten.

Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit die CNGC4 Expression in uninduzierten
Pflanzen analysiert. Die CNGC4 Expression war in aca4l im Vergleich zu 5GuDe
leicht erhoht (Abbildung 40). Dieses Ergebnis ist ein Indiz, dass in aca4l das Verhalten
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der Stomata verdndert ist. Es konnte sein, dass sich in aca4l wie in der beschriebenen
Knock-Out-Apx1l Linie die Stomata nicht weit 6ffnen. Dadurch wére dann unter
gleichen Wachstumsbedingungen der Wasserverlust in aca41 geringer als in 5GuDe.

Gleichzeitig konnte die geringere Offnungsweite der Stomata der Grund fiir den etwas
kleineren Wachstumsphdnotyp von acad4l sein. Denn durch den niedrigeren
Gasaustausch bei leicht geschlossenen Stomata, wire die Leistung der Photosynthese
und damit der Energiegewinn und Produktion von Biomasse in acad4l gegeniiber

5GuDe reduziert.

5GuDe
acadl

CNGC4

28S rRNA

Abbildung 40: Expression von CNGC4 in uninduzierten Pflanzen. Verglichen wurde die CNGC4
Expression der Mutante aca4l im Vergleich zu 5GuDe. Es wurden je 10 ug RNA von 3
Wochen alten, nicht behandelten Langtagspflanzen eingesetzt.

4.5.2.6 Messung der Transpirationsrate

Eine genaue Messung der Transpirationsrate von aca4l und SGuDe wurde durch eine
Kooperation mit der Universitdit Wiirzburg ermdglicht (Kapitel 3.4.1). Mit Hilfe der
dortigen Apparatur wurde der Gewichtsverlust von abgeschnittenen Blittern alle 10
Sekunden automatisch registriert. Zusammen mit dem Anfangsgewicht, dem
Trockengewicht und der Blattfliche konnte daraus die Transpirationsrate der Blétter pro
Fliche und Zeiteinheit berechnet werden. Man erhélt eine Grafik in der die
Transpirationsrate gegen das relative Wasserdefizit der Blétter aufgetragen ist
(Abbildung 41).

Zu Beginn der Aufzeichnung ist die Transpirationsrate sehr hoch, da zu diesem
Zeitpunkt die Stomata der Blatter noch gedffnet sind. Wenn das Wasserdefizit in den
Bléttern groBer wird, beginnen sich die Stomata zu schlieBen, wodurch die

Transpirationsrate abnimmt. Am Ende der Messung sind die Stomata geschlossen und
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es gibt nur noch einen Wasserverlust iiber die Cuticula, die sogenannte minimale

Transpirationsrate.
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Abbildung 41: Bestimmung der Transpirationsrate von aca4l. Es wurde der Wasserverlust
einzelner Blatter von 5 Wochen alten Kurztagspflanzen bestimmt und daraus die
Transpirationsrate berechnet (Kapitel 3.4.1).

Es wurden zwei unabhidngige Messungen fiir 5GuDe und aca4l durchgefiihrt, die beide
dasselbe Ergebnis zeigten. Es gab zwei wichtige Unterschiede im Vergleich von aca4l
und 5GuDe. Zum einen reagierte aca4l frither auf das einsetzende Wasserdefizit und
schloss daher die Stomata eher als 5GuDe. Zum anderen ist die minimale
Transpirationsrate in aca4l nur halb so hoch wie in 5GuDe. Allein dadurch ist aca4l in
der Lage doppelt so lange wie 5GuDe mit einem bestimmten Wasservorrat
auszukommen. Zusammen konnten diese beiden Phénomene zu einer erhohten

Trockenresistenz von aca4l fiihren.

4.5.2.7 Einfluss von Abscisinséure auf die Genexpression in aca4l

Die Hauptfunktion des Pflanzenhormons Abscisinsdure (ABA) besteht in der
Regulation der Pflanzenantwort auf verschiedene abiotische Stresse. Bei Trockenheit,
Kélte oder hohen Salzkonzentrationen akkumulieren Pflanzen erhhte Mengen an ABA
(HU et al., 2005). Bei Wassermangel akkumuliert ABA in den Nebenzellen der
Stomata, wodurch diese ihren Turgor verlieren und die Spaltéffnungen sich schlielen

(BRAY, 1997).
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Falls in acadl konstitutiv erhohte Mengen an ABA vorliegen, konnte das zu einem
veridnderten Offnungsmodus der Stomata fiihren. Die Stomata kdnnten eine geringere
Offnungsweite haben, was zu einem geringern Wasserverlust in aca41 fiihren wiirde.
Um zu erfahren, ob die endogenen ABA Mengen in aca4l erhoht sind, wurde die
Expression von rd22, einem ABA-responsiven Gen, untersucht (GOH et al., 2003).
Dazu wurden drei Wochen alte Langtagspflanzen mit ABA bespriiht bzw. zur Kontrolle
mit dem Losungsmittel von ABA in entsprechender Verdiinnung. Sowohl von den
unbehandelten Pflanzen (0 Stunden) als auch 2 und 8 Stunden nach der Induktion wurde
Blattmaterial geerntet. Man erkennt bei 5GuDe wund acad4l ecine leichte
Hintergrundexpression in den unbehandelten und den Kontrollpflanzen (Abbildung 42).
2 Stunden nach ABA Induktion ist nur in acad4l eine leichte Induktion von rd22
erkennbar, wéhrend nach 8 Stunden in beiden Linien ein deutliches rd22 Signal
detektierbar ist.

In aca4l wird rd22 demnach nicht konstitutiv exprimiert, statt dessen sind sich die
Expressionsmuster von aca4l und von 5GuDe nach der ABA Behandlung sehr dhnlich.
Es ist also nicht wahrscheinlich ,dass in aca4l konstitutiv erhohte ABA-Mengen
vorhanden sind, die ein verdndertes Verhalten der Stomata verursachen. Allerdings
konnte das leichte rd22 Signal in aca4l, 2 Stunden nach Induktion, ein Anzeichen dafiir
sein, dass acadl sensitiver auf ABA reagiert als 5GuDe. Da bei Trockenstress ABA das
Signal fiir die SchlieBung der Stomata ist, konnte eine schnellere Reaktion auf
ansteigende endogene ABA-Mengen in acad4l zu einer schnelleren SchlieBung der

Stomata fuhren.

5GuDe acadl

ABA M ABA M
0 2 82 8|0 2 8|2 8]h

rd22 . '
28S rRNA

Abbildung 42: Expression von rd22, einem ABA-responsiven Gen. Die Pflanzen wurden mit 0,1
mM ABA bzw. dem Lésungsmittel Methanol (1:1000) bespriiht und zu den angegebenen
Zeitpunkten geerntet. Es wurden jel0 ug RNA aufgetragen.
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4.5.2.8 Vererbbarkeit der Trockentoleranz in den Folgegenerationen

Parallel zu den Analysen, in denen nach mdglichen Griinden fiir die Trockentoleranz
der Pflanzen gesucht wurde, erfolgte eine Untersuchung der Riickkreuzungen von
aca4l und aca38#8 mit 5GuDe auf ihre Trockentoleranz. Durch die Analyse der
jeweiligen F2- und F3-Generationen wurde gekldrt, wie stabil die Trockenstress-
resistenz vererbt wird und ob es sich um einen rezessive oder dominanten Phinotyp

handelt.

aca4l

Die Trockenstressexperimente wurden im Kurztag an 4-5 Wochen alten Pflanzen der
F2-Generation acad4l x 5GuDe durchgefiihrt. Als Kontrolllinien dienten in jedem
Experiment sowohl 5GuDe als auch aca4l Pflanzen. Die F2-Pflanzen galten dann als
trockenstressresistent, wenn sie zu dem Zeitpunkt, zu dem alle 5GuDe Pflanzen
vertrocknet waren, noch ebenso turgeszent waren wie aca4l. Insgesamt wurden vier
unabhingige Trockenstressexperimente mit jeweils 28 F2-Pflanzen durchgefiihrt. Es
zeigte sich, dass bei jedem Experiment nur 1-3 F2-Pflanzen den Trockenstress genauso
gut iliberlebten wie acadl (ohne Abbildung). Allerdings gab es auch einige wenige
5GuDe Pflanzen, die Trockenstressresistent erschienen. Daher war es moglich, dass es
sich auch bei den anscheinend trockenstresstoleranten F2-Pflanzen nur um zufillig
Uberlebende handelte und nicht um echte trockenstressresistente Mutanten.

Um auszuschlieBen, dass es sich bei den selektierten F2-Pflanzen nur um zufillig
Uberlebende  handelt, wurden die Nachkommen von drei vermutlich
trockenstressresistenten  F2-Pflanzen einem erneuten Trockenstressexperiment
unterzogen. Keine der analysierten F3-Pflanzen war so trockenstressresistent wie aca4l.
Einige vertrockneten zwar etwas langsamer als 5GuDe aber trotzdem deutlich schneller
als aca4l (ohne Abbildung).

Der Phénotyp der Trockenstressresistenz konnte in riickgekreuzten Pflanzen also nicht
stabil vererbt werden. Wire nur ein rezessives Gen fiir diesen Phianotyp verantwortlich,
hitten 25% der F2-Generation resistent sein miissen und die Nachkommen dieser

Pflanzen zu 100%. Es ist also wahrscheinlich, dass mehr als eine Mutation fiir die
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Trockenstressresistenz verantwortlich ist, und dass diese Mutationen nur mit einer

geringen Wahrscheinlichkeit zusammen vererbt werden.

aca38#8

Auch mit den F2-Pflanzen der Riickkreuzung von aca38#8 x 5GuDe wurden vier
unabhingige Trockenstressexperimente im Kurztag durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass
alle F2-Pflanzen, die genauso klein und kraus wuchsen wie aca38#8,
trockenstressresistent ~waren. Es gab aber auch pro Experiment 2-3
trockenstressresistente Pflanzen ohne auffalligen Wachstumsphéinotyp (Abbildung 43).
Es war also moglich trockenstressresistente F2-Pflanzen mit normalem Wuchs zu
erhalten, aber nicht kleine, krause F2-Pflanzen, die empfindlich waren gegen
Wassermangel.

Die Trockenstressresistenz wurde bei aca38#8 mit einer Haufigkeit von 25% vererbt,
was fiir eine rezessiven Phénotyp spricht, der nach den Mendelschen-Regeln vererbt

wird.

A) B)

G 8 aca38#8 x 5GuDe F2

Abbildung 43: Trockenstressexperiment mit der F2-Generation der Kreuzung aca38#8 x 5GuDe.
A) Schema der Pflanzenverteilung auf dem Tablett: 5GuDe (G), aca38#8 (8), F2 aca38#8
x 5GuDe (Nummern von 1-28) B) Zustand der Pflanzen nach 11 Tagen ohne Wasser
unter Kurztagsbedingungen. Trockenstressresistent sind die Pflanzen F2#2, 6, 7, 9, 14,
15, 16, 18, 20, 25, 27.
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Ein Ziel dieser Arbeit war es, die verschiedenen Phdnotypen einer Mutante voneinander
zu trennen. Da die Trockenstressresistenz anscheinend von dem andersartigen Wuchs
segregieren konnte, wurden von den trockenstresstoleranten Pflanzen mit Wildtypwuchs
Samen geerntet. Die daraus entstandene F3-Generation wurde erneut auf ihre Fahigkeit
ohne Wasser auszukommen getestet. Insgesamt wurden drei verschiedene F3-
Generationen untersucht.

Es zeigte sich, dass die Trockenstressresistenz in allen F3-Generationen nicht mehr so
stark ausgeprigt war, wie in der F2-Generation oder der Ausgangslinie. Aullerdem war
der Phénotyp der Pflanzen nicht homogen, da einige schneller vertrockneten als andere.
Insgesamt konnte man sagen, dass sich die F3-Pflanzen intermediir verhielten, da die
Mehrheit der Pflanzen schneller vertrockneten als aca38#8 aber langsamer als S5GuDe.
(Abbildung 44). Es war nicht mdglich eine F3-Linie zu finden, in der die Resistenz

gegen Wassermangel so deutlich war wie in aca38#8.

5GuDe aca38#8 aca38#8 x 5GuDe F3#14

N

Abbildung 44: Trockenstressexperiment mit der F3-Generation der Kreuzung aca38#8 x 5GuDe.
Zustand der Pflanzen nach 12 Tagen ohne Wasser unter Kurztagsbedingungen. Wéhrend
der Durchfiihrung des Experimentes standen die Pflanzen ungeordnet auf dem Tablett,
um ein ungleichmaBiges Austrocknen auf Grund des Standortes zu verhindern.
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4.5.2.9 Analyse der Kreuzung aca4l x NahG auf ihre Trockentoleranz

Um zu untersuchen, ob die Austrocknungstoleranz von aca4l Salizylsdure-abhiangig ist,
wurden der Phanotyp von Pflanzen der F2-Generation der Kreuzung aca4l x NahG bei
Wassermangel analysiert. Dazu wurden insgesamt 80 Pflanzen in zwei unabhdngigen
Experimenten getestet. Drei Wochen alten Langtagspflanzen wurde je ein Blatt fiir eine
DNA-Extraktion abgeschnitten und anschlieBend das GieBen der Pflanzen eingestellt.
Nach 12 Tagen ohne Wasser waren alle NahG Pflanzen vertrocknet, wéihrend alle aca4l
und ca. 10% der F2-Generation noch keine Anzeichen des Welkens zeigten. Abbildung
45 A zeigt exemplarisch einige iiberlebende F2-Pflanzen (rot markiert). Sowohl von
einigen trockenstressresistenten als auch von einigen vertrockneten F2-Pflanzen wurde
eine DNA Analyse durchgefiihrt (Abbildung 45 B), um das NahG-Gen nachzuweisen.
In einigen der iiberlebenden F2-Pflanzen war NahG nachweisbar, in anderen nicht. Das
gleiche galt fiir die F2-Pflanzen, die empfindlich auf den Wasserstress reagierten.

Die erhohte Toleranz bei Wassermangel konnte demnach unabhingig von den
Salizylsduremengen in der Pflanze sein. Allerdings wire es auch moglich, dass die
Trockenstressresistenz, wie die Expression von Zatl2 (Kapitel 4.5.1.2), durch die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch das Catechol in den NahG-Pflanzen

beeinflusst worden ist.
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A)
B)
aca4l x NahG F2
Trockenresistent |nicht Resistent% 2
6371 74 83 8691| 66 80 87 88|& 2

Abbildung 45: Analyse der F2-Generation der Kreuzung aca4l x NahG. Untersucht wurden 3
Wochen alte Langtagspflanzen auf ihre Austrocknungstoleranz. A) Pflanzen nach 12
Tagen ohne Wasser (rot: trockenresistent (41=aca4l), gelb: vertrocknete Pflanzen (G=
NahG); aulRerdem wurden einige F2-Pflanzen der Kreuzung aca4l x NahG in den
entsprechenden Farben gekennzeichnet) B) Nachweis des NahG Gens in den markierten
Pflanzen aus Versuch A mit PCR. Die Reaktion wurde mit den Primern nahG sense und
nahG anti durchgefihrt. Es wurde jeweils 50 ng genomische DNA aus Blattern fir die
PCR eingesetzt. Das 1%ige Agarosegel wurde mit jeweils 10 pl PCR-Ansatz beladen.
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5 Diskussion

Wiéhrend der Pathogenabwehr der Pflanze wird ein Salizylsdure-abhidngiger
Signaltransduktionsweg aktiviert, der zur Expression einer Reihe von Abwehrgenen
fithrt. Die Promotoren einiger Abwehrgene enthalten als funktionelle cis-Elemente as-1
dhnliche Sequenzen. Um neue Komponenten dieses Signalwegs zu identifizieren, wurde
mit Hilfe eines konditionierbaren Suizidsystems nach Pflanzen gesucht, in denen der
Signalweg zwischen Salizylsdurestimulus und der Induktion von Genen, mit as-1
dhnlichen Promotorelementen, mutiert ist (BRENNER, 2002). Insgesamt iiberlebten 60
Pflanzen die Bedingungen des Suizidtests, von denen 12 Pflanzen von BRENNER als
mogliche Signaltransduktionsmutanten eingestuft wurden.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden zwei dieser Mutanten, ana4l und ana38 (as-1 not
active), fiir eine genauere Charakterisierung ausgewahlt. Beide Mutantenlinien wurden
zundchst bis zur F2-Generation herangezogen, damit alle nachfolgenden Arbeiten mit
homozygoten Linien durchgefiihrt werden konnten, und in aca4l und aca38#8 (as-1
constitutiv active) umbenannt (Kapitel 4.3.1).

5.1 Das Suizidgen ist in beiden Mutantenlinien nicht
funktionell

Als Suizidgen verwendete BRENNER die Deacetylase unter der Kontrolle eines
Minimalpromotors mit 5 x as-1 Elementen, damit die Expression des Gens durch
Salizylsdure induzierbar war. Durch gleichzeitige Behandlung der Pflanzen mit
Salizylsdure und NAcPT wird die Deacetylase induziert und katalysiert die Reaktion
von NACPT in ein fiir Pflanzen giftiges Herbizid, wodurch die Pflanze abstirbt. Wird
die SA-abhingige Expression der Deacetylase durch eine Mutation im Signalweg
verhindert, Giberleben die Pflanzen den Suizidtest.

Laut BRENNER war die Expression der Deacetylase in den Mutanten nach Behandlung

mit Salizylsdure im Vergleich zur Kontrolllinie 5GuDe deutlich reduziert. Um dieses
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Ergebnis zu reproduzieren, wurde in den Linien aca4l und aca38#8 im Rahmen dieser
Arbeit die Deacetylase-Expression nach Salizylsdureinduktion analysiert. Fiir beide
Linien lieB sich das Ergebnis von BRENNER dahin gehend bestétigen, dass die
Transkriptmenge der Deacetylase durch Salizylsdure nur geringfligig gesteigert werden
konnte. Allerdings war in Linie aca38#8 schon im uninduzierten Zustand eine deutliche
Expression der Deacetylase erkennbar. (Kapitel 4.2.1.).

Die konstitutive Expression der Deacetylase in Linie aca38#8 warf die Frage auf,
warum die Pflanzen trotz der hohen Deacetylase-Expression den Suizidscreen iiberlebt
hatten. Daher wurde in einem neuen Suizidscreen die Funktionalitit der Deacetylase in
beiden Linien tiberpriift. Es stellte sich heraus, dass in beiden Mutanten die Deacetylase
nicht mehr funktionell war und die Mutanten deshalb das Auswahlverfahren von
BRENNER (iberlebt hatten.

Unabhingig von der Funktion der Deacetylase, war in beiden Mutantenlinien die
Expression der Deacetylase im Vergleich zur Kontrolllinie signifikant verdndert. Daher
konnte davon ausgegangen werden, dass in beiden Linien eine Mutation im
Salizylsdure-abhéngigen Signalweg vorliegt, die zu einer verdnderten Expression von

Genen mit as-1 dhnlichen Promotorelementen fiihrt.

5.2  Konstitutive Expression von PR-Genen

Auf Grund der verdnderten Expression der Deacetylase, stellte sich die Frage, in wie
weit die Expression von endogenen Abwehrgenen nach Salizylsdurestimulus in den
Mutanten beeinflusst ist.

Nach der Arbeit von BRENNER war die Expression der Abwehrgene GST6 und PR1 in
Linie ana4l und Linie ana38 nach Salizylsdurebehandlung nur schwach induzierbar,
wobei PR1 schon in uninduzierten Pflanzen deutlich exprimiert war. Aus diesem
Ergebnis schloss er, dass in beiden Linien eine Mutation die Salizylsdure-abhidngige
Induktion von Genen, die ein as-1 dhnliches Element im Promotor haben, verhindert.
Bei der Reproduktion des Experimentes in dieser Arbeit zeigte sich, dass sowohl GST11
als auch PR1, PR2 und PR5 in Linie aca4l und aca38#8 konstitutiv exprimiert wurden.

Durch Zugabe von Salizylsdure konnte die Expression der Gene weiter gesteigert
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werden (Kapitel 4.3.1). Es scheint also in beiden Linien eine Mutation im Salizylsdure-
abhédngigen Signaltransduktionsweg zu geben, welche zu einer konstitutiven Expression

von Salizylsdure-abhdngigen Genen fiihrt.

In der Literatur wurden bereits mehrere Mutanten mit konstitutiver Expression von
Abwehrgenen beschrieben, darunter acd2, ldsl, mpk4 und die cpr-Mutanten. In den
rezessiven cprl- und cpr5-Mutanten (constitutive expresser of PR genes) und in der
dominanten cpr6-Mutante ist die SAR dauerhaft aktiviert, was durch erhohte SA-
Mengen, die konstitutive Expression der PR-Gene und eine verstiarkte Resistenz gegen
Pilz- und Bakterienbefall deutlich wird (BOWLING et al., 1994, BOWLING et al.,
1997; CLARKE et al., 1998). In cpr5 und cpr6 ist neben dem SA-Signalweg auch der
Jasmonsdure (JA) / Ethylen (ET)-Signalweg dauerhaft aktiviert, wodurch PDF1.2
konstitutiv exprimiert wird (BOWLING et al., 1997; CLARKE et al., 1998). Als
einzige der cpr-Mutanten hat cpr5 anomale Trichome und zeigt das Auftreten von
spontanen Lasionen (BOCH et al., 1998; BOWLING et al., 1997). KIRIK et al. (2001)
zeigten, dass CPRS fiir ein neues putatives Transmembranprotein codiert, dessen
cytoplasmatischer N-terminus ein Kernlokalisationsmotiv enthélt. Auf Grund dieser
Sequenzanalyse spekulierten die Autoren, dass CPRS dhnlich wie Membran-gebundene
Transkriptionsfaktoren funktionieren konnte, die in der Membran verankert sind, aber
nach einem Stimulus abgespalten werden und so in den Kern gelangen konnen.

Spontane Lésionen wie in cpr5 treten auch in der acd2 (accelerated cell death 2)- und
Isd1 (lesion simulating disease resistance response 1)-Mutante auf (GREENBERG et
al., 1994; DIETRICH et al., 1994). In beiden Mutanten erfolgt die Bildung der
Lésionen abhingig vom Alter der Pflanzen und steht im direkten Zusammenhang mit
der Expression von Markern der SAR. Nur acd2-Mutanten mit Lasionen haben erhéhte
SA-Mengen, eine konstitutive PR-Gen Expression und sind resistent gegen virulente
Pseudomonaden (DIETRICH et al., 1994). Auch in der Isd1-Mutante korreliert das
Auftreten von spontanen Lésionen mit der konstitutiven Expression von PR-Genen. Im
Gegensatz zur acd2-Mutante war allerdings in Isdl die Pathogenabwehr auch in
Pflanzen ohne Lasionen erhoht (GREENBERG et al., 1994). LSDI1 gehort zu einer
neuen Unterfamilie der Zink-Finger Proteine, in der die einzelnen Zink-Finger Motive

untereinander eine starke Homologie aufweisen (Dietrich et al., 1997). Die mpk4 (MAP
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Kinase 4)-Mutante zeigt ebenfalls eine konstitutive SAR mit erhdhten SA-Mengen und
einer verstirkten Resistenz gegen Bakterien. Zusédtzlich ist in der Mutante der JA-
Signalweg unterbrochen, was dadurch gezeigt wurde, dass PDF1.2 nach Induktion mit
JA nicht exprimiert wird. Damit scheint MPK4 nicht nur fiir die SAR, sondern auch fiir
die Expression von JA-abhingigen Genen nétig zu sein (PETERSEN et al., 2000).

Auf Grund der bekannten Mutationen mit konstitutiver PR-Gen Expression, stellte sich
die Frage, ob es sich bei acad4l oder aca38#8 um eine der bereits beschriebenen
Mutanten handelt. Da weder bei aca4l noch bei aca38#8 spontane Lasionen auftreten,
ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei einer der beiden Mutanten dieser Arbeit um
eine cprb, acd2 oder Isd1-Mutante handelt. Dass aca4l nicht mit der cpr5-Mutante
identisch ist, wird zuséitzlich dadurch unterstiitzt, dass in uninduzierten aca4l Pflanzen
kein PDF1.2-Signal detektiert werden kann (Kapitel 4.3.5). Das deutet darauf hin, dass
in aca4l der JA/ET-Weg anders als in cpr5 nicht dauerhaft aktiviert ist. Der Wuchs von
mpk4 wurde dhnlich wie in aca38#8 als klein und kraus beschrieben (PETERSEN et al.,
2000). Da aber in aca38#8 PDF1.2 durch JA Behandlung induziert werden konnte
(Daten nicht gezeigt), scheint es sich bei aca38#8 nicht um die mpk4-Mutante zu
handeln.

Um die Stirke des konstitutiven PR1-Signals in aca4l und aca38#8 mit der
Genexpression in bereits beschriebenen Mutanten zu vergleichen, wurde eine Northern-
Blot Analyse mit uninduzierten aca4l, aca38#8, cprl, cpr5 und cpr6 durchgefiihrt. Die
Starke des PR1-Signals in der cpr5 Mutante, die von allen drei cpr-Mutanten die
stirkste PR1-Gen Expression aufwies, war mit der Signalstdrke in aca4l und aca38#8
vergleichbar (Kapitel 4.3.1.2).

Als mogliche Ursache fiir die konstitutive Expression der PR-Gene in acad4l und
aca38#8 wurden dauerhaft erhohte Salizylsduremengen vermutet. Die Messung der
endogenen Salizylsduremengen in uninduzierten Pflanzen zeigte, dass in aca4l die
Salizylsauremengen 4-fach hoher waren als in 5GuDe. Als Positivkontrolle wurden die
Salizylsduremengen von cprb gemessen, die laut BOWLING et al. (1997) ca. 30-fach
hoher sein sollten als im Wildtyp. In dieser Arbeit waren die Salizylsduremengen in

cpr5 nur 8-fach hoher als in 5GuDe, womit der Literaturwert nicht erreicht wurde.
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Trotzdem konnte gezeigt werden, dass sowohl in cpr5 als auch in acad4l die
Salizylsduremengen deutlich hoher als in 5GuDe waren (Kapitel 4.3.2). In aca38#8
waren die Salizylsduremengen nur doppelt so hoch wie in 5GuDe. Die Messung erfolgte
allerdings in einem anderem Labor als die Messungen an aca4l und cpr5, so dass die
Ergebnisse nicht untereinander verglichen werden konnten.

Kreuzungsexperimente von aca4l mit NahG-Pflanzen, die Salizylsdure zu Catechol
abbauen, zeigten, dass die PR1-Expression in aca4l von den endogenen SA-Mengen
abhingig ist (Abbildung 27). Daher ist es wahrscheinlich, dass auch in aca38#8 die
endogenen Mengen an Salizylsdure fiir die konstitutive PR-Gen Expression
verantwortlich sind.

WILDERMUTH et al. (2001) zeigten, dass nach Pathogenbefall die Isochorismat-
Synthase (ICS1) das entscheidende Enzym fiir die Bildung der Salizylséure ist. Sowohl
aca4l und aca38#8 als auch cpr5 exprimierten im uninduzierten Zustand konstitutiv
das ICS1-Gen (Kapitel 4.3.3). Es ist also wahrscheinlich, dass in beiden Mutantenlinien
die Salizylsdure iiber einen |CSl-abhdngigen Weg gebildet wird, in den Pflanzen

akkumuliert und so zu einer konstitutiven Expression der Abwehrgene fiihrt.

Da in aca4l wahrscheinlich ein bisher unbekanntes Gen oberhalb von ICS1 mutiert ist,
wire es interessant dieses Gen zu kartieren, um neue Kenntnisse iiber den
Signaltransduktionsweg der zur ICS1- und damit auch zur PR1-Expression fiihrt, zu
gewinnen. Vor einer Kartierung sollte allerdings geklart werden, ob die Mutation
rezessiv oder dominant vererbt wird, und ob wirklich nur eine Mutation fiir die
beobachteten Phanotypen verantwortlich ist. Daher wurde in aca4l sowohl die PR1- als
auch die ICS1-Expression in verschiedenen Riickkreuzungsexperimenten untersucht.

Die Analyse der F1- und F2-Generation der Riickkreuzung von acad4l mit 5GuDe
zeigte, dass es sich bei der konstitutiven PR-Gen Expression um einen rezessiven
Phénotyp handelt (Kapitel 4.3.1.1). Wéhrend in der F1-Generation kein PR1-Signal
detektierbar war, zeigten 25% der F2-Pflanzen eine PR1-Gen Expression. Allerdings
war in 2/3 dieser F2-Pflanzen die PR-Gen Expression deutlich schwicher als in der
Ausgangslinie. Es konnte also sein, dass nicht nur eine Mutation fiir die konstitutive
PR-Gen Expression verantwortlich ist, sondern noch eine weitere Mutation die

Expression beeinflusst. Diese zweite Mutation diirfte nicht in der Lage sein, alleine die
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PR-Gen Expression zu induzieren, da sonst mehr als 25% der F2-Pflanzen ein PR-
Signal zeigen miissten. Statt dessen diirfte sie nur die PR1-Expression, die durch die
erste Mutation ausgeldst wird, verstirken. Liegen in einer F2-Pflanze beide Mutationen
gleichzeitig vor, wiirde ein PR1-Signal in der gleichen Stirke wie in aca4l induzieren
werden.

Mit Hilfe der F2-Generation der Kreuzung von aca4l mit ICS1::LUC Pflanzen wurde
die Vererbung der konstitutiven ICS1-Expression analysiert (Kapitel 4.3.3). Dabei
zeigte sich, dass nur 16% der F2-Pflanzen ICS1 konstitutiv exprimierten und nur
vereinzelte Pflanzen eine wirklich starke ICS1-Expression zeigten.

Das unterstiitzt die Vermutung, dass in aca4l zwei Mutationen zusammenwirken
miissen, von denen aber nur eine in der Lage ist, die ICS1-Expression zu induzieren,
wihrend die andere Mutation eine verstirkende Wirkung hat. Beide Mutationen
scheinen im Signalweg oberhalb von ICS1 zu liegen, da in den F2-Pflanzen einer
Kreuzung beide Mutationen vorhanden sein miissen, um eine ICS1-Expression wie in
aca4l zu induzieren. Nur in dem Fall wird so viel Salizylsdure gebildet, um eine PR1-
Expression in vergleichbarer Stirke wie in aca4l zu induzieren. Dass 25% aller F2-
Pflanzen PR1 exprimieren, aber nicht bei 25% ein ICS1-Signal detektierbar war, konnte
daran liegen, dass die Methode der Luminiszenz nicht sensitiv genug ist, um eine sehr
schwache ICS1-Expression nachzuweisen.

Um den Signalweg oberhalb von ICS1 weiter zu untersuchen, miissten zunichst mit
Hilfe von Riickkreuzungen beide Mutationen voneinander segregiert werden und

anschlieBend das Gen, das die ICS1-Expression induzieren kann, kartiert werden.

In Linie aca38#8 wurde nur die Vererbung des PR1-Signals untersucht. Bei der Analyse
der F1-Generation der Kreuzung von aca38#8 mit 5GuDe fiel auf, dass nicht nur die
PR-Gen Expression, sondern auch der kleine, krause Wachstumsphénotyp der Pflanzen,
ein rezessiver Phinotyp ist. Alle Pflanzen der F1-Generation sahen im Wuchs aus wie
5GuDe und hatten im uninduzierten Zustand keine PR1-Gen Expression. In der F2-
Generation trat in 25% der Pflanzen sowohl wieder der kleine, krause Wuchs auf als
auch eine konstitutive PR-Gen Expression in der gleichen Stirke wie in aca38#8. Dabei
war das PR1-Signal nur in den kleinen, krausen Pflanzen nachweisbar. Es scheint also,
dass die konstitutive PR-Gen Expression mit dem andersartigen Wuchs der Pflanzen

zusammen vererbt wird. Daher muss entweder eine Mutation fiir beide Phinotypen
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verantwortlich sein, oder die Informationen fiir die beiden Phanotypen liegen auf sehr

eng benachbarten Stellen auf dem Chromosom und werden daher zusammen vererbt.

5.3 Resistenz von aca4l gegen Bakterieninfektion

Die Merkmale der systemischen Resistenz, wie hohe SA-Mengen und konstitutive
Expression der PR-Gene, sind in aca4l vorhanden. Allerdings treten in aca4l im
Gegensatz zu anderen Mutanten mit konstitutiver SAR kaum pleiotrophe Effekte, wie
zum Beispiel die Entwicklung von spontanen Lésionen, auf. Die Mutation in aca4l
scheint also in der Signalkette ndher an ICS1 zu liegen als in den anderen Mutanten.
Daher stellte sich die Frage, ob die Mutationen in aca4l ausreichen, um eine erhohten
Resistenz bei Pathogenbefall auszulosen.

Um diese Frage zu beantworten, wurde in der vorliegenden Arbeit die Abwehr von
acadl gegen Befall mit Pseudomonas syringae untersucht. Die Pathogenabwehr von
aca38#8 wurde nicht analysiert, da die Pflanzen auf Grund ihres kleinen Wuchses nicht
fiir eine Infektion mit Bakterien geeignet waren. Wurden die Bakterien mit einer Spritze
unmittelbar in die Blatter injiziert, zeigte acad4l nach drei Tagen genauso grof3e
Lésionen wir 5GuDe (Kapitel 4.3.4.1). Bei der Bestimmung der Bakterienmenge in den
Pflanzen drei Tage nach Infektion, konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen dem
Bakterienwachstum in aca4l und 5GuDe festgestellt werden. Nur nach Infektion mit
einem avirulenten Pseudomonaden-Stamm schien aca4l resistenter zu sein als 5SGuDe,
da die Menge der Bakterien um den Faktor 12 reduziert waren.

Wurden die Pflanzen zur Infektion in eine Bakterienlosung mit virulenten
Pseudomonaden getaucht, waren Unterschiede im bakteriellen Wachstum zwischen
Mutante und 5GuDe erkennbar. Als Kontrolle fiir eine effektive Abwehr wurde das
Bakterienwachstum in der cpr5-Mutante analysiert, die auf Grund der konstitutiven
SAR ein 10-fach reduziertes Bakterienwachstum in Vergleich zum Wildtyp aufweisen
sollte (BOWLING et al., 1997). Tatsdchlich war das Bakterienwachstum in cpr5 drei
Tage nach Infektion um den Faktor 10 reduziert. In aca4l war das Bakterienwachstum

im Vergleich zu 5GuDe reduziert, aber nicht so deutlich wie in cpr5.
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Durch Behandlung der Pflanzen mit Salizylsdure vor der Pathogeninfektion konnte in
allen drei Linien die Abwehr gesteigert werden, so dass das Bakterienwachstum nach
drei Tagen in 5GuDe, aca4l und cpr5 gleich stark gehemmt war. Selbst im Fall von
cpr5 fiihrte also die durch exogenen Stimulus ausgeloste SAR noch zu einer
Verstirkung der Abwehrreaktion. CLARKE et al. (1998) zeigte, dass Wildtyppflanzen
nach INA-Behandlung, einem funktionellen Analogon der Salizylsdure, eine stdrkere
Pathogenresistenz aufwiesen als die cpr6-Mutante. Auch in cpr5 ist die Resistenz gegen
Pseudomonaden etwas geringer als in mit INA-behandelten Wildtyppflanzen
(BOWLING et al. 1997). Es scheint also, als ob exogen applizierte Salizylsdure eine
effektivere SAR auslost als endogen erhohte SA-Mengen.

Von beiden Infektionsmethoden die in dieser Arbeit angewendet worden sind,
entspricht es eher dem natiirlichen Verlauf einer Infektion, wenn die Bakterien nur auf
die Oberfliche der Pflanzen aufgebracht werden, wie es beim Eintauchen in eine
Bakterienlosung der Fall ist. Daher kann man davon ausgehen, dass aca4l unter realen
Bedingungen resistenter als 5GuDe, aber suszeptibler als cpr5, ist. Nur bei starkem
Pathogendruck, wie er zum Beispiel durch das direkte Einspritzen der Bakterien in das
Gewebe entsteht, bricht die Abwehr von aca4l zusammen.

Eine mogliche Erkldrung fiir die bessere Resistenz von cpr5 koénnten die hdheren
endogenen Salizylsduremengen sein. Da allerdings laut SUMMERMATTER et al.
(1995) die SA-Mengen in systemischen Bléttern nach Infektion mit Pseudomonaden ca.
um den Faktor 4-5 ansteigen, sollten die SA-Mengen in aca4l ausreichen, um eine
konstitutive SAR zu vermitteln. Daher ist es wahrscheinlicher, dass die
Abwehrmechanismen die in cpr5 zusitzlich durch den JA/ET-Weg induziert werden,

fiir die effektivere Abwehr verantwortlich sind.

Die cpr5-Mutante ist ein Beispiel dafiir, dass eine einzelne rezessive Mutation
verschiedene, scheinbar von einander unabhédngige, Phdnotypen und Signal-
transduktionsketten beeinflussen kann. Bisher deuten die Untersuchungen an aca4l
darauf hin, dass ausschlieBlich der SA-Weg von den Mutationen betroffen ist. Um
herauszufinden, ob vielleicht andere bisher in aca4l unentdeckte Signaltransduktions-
wege Dbeeinflusst sind, wurden in einer Arrayanalyse die Expression von

Transkriptionsfaktoren in uninduzierten aca4l und 5GuDe Pflanzen verglichen (Kapitel
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4.4). Wire in aca4l nur der Salizylsduresignalweg von der Mutation beeinflusst, diirfte
ausschlieBlich die Expression von Salizylsdure-induzierbaren Genen in aca4l
konstitutiv hochreguliert sein. Es stellte sich heraus, dass nur ca. die Hilfte der in aca4l
konstitutiv  exprimierten =~ Gene  nach  Analyse mit dem = Programm
Genvestigator/Metaanalyzer durch Salizylséure induzierbar sind (Abbildung 23 A). Das
wiirde bedeuten, dass in aca4l neben dem SA-Weg auch noch andere Signalwege von
den Mutationen betroffen sind, die zur Induktion von Genen fiihren. Allerdings wird die
Aussagekraft dieses Experimentes durch zwei Tatsachen geschwicht. Zum einen
scheinen durch die Auswertung mit dem Programm Arrayvision einige SA-induzierbare
Gene zu fehlen. Zum Beispiel ist WRKY6 laut Array in aca4l nicht exprimiert, obwohl
es sich um ein SA-induzierbares Gen handelt, das in aca4l konstitutiv exprimiert wird
(Daten nicht gezeigt). Zum anderen gehort laut Genvestigator/Metaanalyzer-Analyse
PR5 nicht zu den SA-induzierbaren Genen. Da PR5 aber durch Salizylsdure induziert
werden kann (Abbildung 7 B), konnte es sein, dass auch anderen Gene durch SA
induzierbar sind, obwohl die Auswertung mit dem Datenprogramm etwas anderes
ergeben hat. Es wire also moglich, dass in aca4l nur der SA-Weg beeinflusst ist. Dafiir
wiirde auch sprechen, dass die Expression aller in acad4l reprimierten Gene, durch

Salizylsdure gehemmt werden kann (Abbildung 23 B).

54 Reaktion der Mutanten auf oxidativen Stress

Durch den Vergleich uninduzierter aca4l und 5GuDe Pflanzen im Array wurden drei
Gene, Zatl2, Zat7 und WRKY25, identifiziert, die in acad4l konstitutiv exprimiert
werden (Kapitel 4.4). Durch anschlieBende Northern-Blot Analysen konnte gezeigt
werden, dass diese drei Gene nicht nur in aca4l, sondern auch in aca38#8 und cpr5
konstitutiv exprimiert werden (Kapitel 4.5.1.1). RIZHSKY et al. (2004) zeigten, dass
Zat1? fiir die Expression von Zat7 und WRKY25 essentiell ist, da in Knock-Out Zat12-
Pflanzen weder Zat7 noch WRKY25 induziert werden konnen. Allerdings flihrte eine
Uberexpression von Zatl2 nicht zu einer konstitutiven Expression der anderen beiden
Gene, woraus RIZHSKY et al. (2004) schlossen, dass noch ein weiterer Stimulus fiir

die Expression von Zat7 und WRKY25 nétig sein muss.
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Die Analyse von Zatl2 mit dem Programm Genvestigator/Metaanalyzer hatte ergeben,
dass Zatl2 zu den SA-induzierbaren Genen gehort (Abbildung 23 A). Um zu
analysieren, ob Zatl? in aca4l SA-abhingig induziert wird, wurde die Expression von
Zatl? in der F2-Generation der Kreuzung von aca4l mit NahG untersucht (Kapitel
4.5.1.2). Nach diesem Experiment scheint die Zatl2-Expression nicht Salizylséure-
abhédngig zu sein. Zum einen erfolgt die Expression von Zatl2 in Pflanzen, die NahG
exprimieren, d. h. Salizylsdure zu Catechol abbauen. Zum anderen wird Zatl2 auch in
Pflanzen ohne ICS1-Expression, d. h. ohne erhohte Salizylsduremengen, exprimiert.
Obwohl also Zat12 zu den Salizylsdure-induzierbaren Genen gehort, scheint es in aca4l
iiber einen anderen Signalweg induziert zu werden.

In den Untersuchungen von RIZHSKY et al. (2004) wurde gezeigt, dass Zatl2, Zat7
und WRKY25 durch oxidativen Stress induziert werden kénnen und die Uberexpression
von Zatl2 zu einer erhohten Resistenz gegen oxidativen Stress fiihrt. Es konnte also
sein, dass eine der Mutationen in aca4l oxidativen Stress erzeugt und dadurch die
Expression von Zatl2, Zat7 und WRKY25 induziert. Die Expression dieser Gene miisste
in aca4l, aca38#8 und cpr5 zu einer erhdhten Resistenz gegen oxidativen Stress fiihren.
Durch Bestimmung der Wurzelldnge von aca4l, aca38#8, cpr5 und 5GuDe, die auf
Medium mit und ohne Paraquat, einer Superoxid-erzeugenden Substanz, wuchsen,
wurde untersucht, ob die Mutanten resistenter gegen oxidativen Stress als 5GuDe sind.
Zunichst fiel aber bei dem Vergleich der Wurzelldngen nicht gestresster Pflanzen auf,
dass die Wurzeln von aca4l auch ohne oxidativen Stress deutlich kiirzer waren als die
Wurzeln der anderen Pflanzen (Abbildung 28). Das konnte ein Hinweis darauf sein,
dass aca4l tatsichlich dauerhaft unter leichtem oxidativen Stress leidet und dadurch die
Expression der Zat-Gene induziert wird.

Durch Bestimmung der Wurzellinge von Pflanzen die auf Medium mit Paraquat
wuchsen, konnte gezeigt werden, dass sowohl aca4l als auch cpr5, aber nicht aca38#8,
eine erhohte Resistenz gegen oxidativen Stress aufweisen (Kapitel 4.5.1.2). Es konnte
also sein, dass Zatl2 in acad4l und cpr5 die hohere Toleranz gegeniiber oxidativen
Stress vermittelt. Da in aca38#8 die Expression von Zatl2 schwicher war als in den
beiden anderen Linien, wire es moglich, dass in aca38#8 die Zatl2 Mengen nicht

ausreichen, um eine erhohte Resistenz auszuldsen.



5 Diskussion 106

Durch Untersuchungen an ICS1::LUC-Pflanzen wurde versucht in aca4l eine
Verbindung zwischen der Resistenz gegen oxidativen Stress und der konstitutiven
ICS1-Expression und den damit verbundenen erhdhten SA-Mengen herzustellen
(Kapitel 4.5.1.4). Um zu kldren, ob ICS1 durch oxidativen Stress induzierbar ist,
wurden die Pflanzen mit H,O, oder Paraquat behandelt. Durch beide Behandlungen
konnte ICS1 nicht induziert werden. Nach diesem Ergebnis ist es also nicht
wahrscheinlich, dass die Mutation, die in acad4l oxidativen Stress erzeugt und die
Expression der Zat-Gene induziert, auch die Expression von ICS1 induzieren kann. Wie
schon bei den Expressionsanalysen von PR1 und ICS1 vermutet, scheint es in aca4l
zwel Mutationen zu geben, von denen eine die Expression der Gene induziert, wihrend
die andere Mutation eher eine unterstiitzende Wirkung hat. Es konnte also sein, dass es
sich bei der Mutation, die den oxidativen Stress erzeugt, um dieselbe Mutation handelt,
die auch die Expression von ICS1 und PR1 verstirken aber nicht alleine induzieren
kann (Abbildung 46).

Durch Analysen von Pflanzen der Riickkreuzung von aca4l mit 5GuDe wire es
moglich herauszufinden, ob die Resistenz gegen oxidativen Stress und die ICS1-
Expression unabhdngig voneinander vererbt werden konnen und wie stark die

Phanotypen dann noch ausgeprégt sind.

Mutation 1 Mutation 2
ICil ¢t Oxidativtr Stress
S% ZaiZ
PFil Zat7/\N¢R KY25
Erhohte Pathogenabwehr Resistent gegen

oxidativen Stress

Abbildung 46: Hypothetisches Modell der zwei Mutationen in aca4l.
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MITTLER et al. (1999) zeigte, dass Tabakpflanzen, die oxidativem Stress ausgesetzt
wurden, bei einer anschlieBenden Pseudomonadeninfektion nur eine verringerte
Abwehrreaktion aufwiesen. Falls acad4l also tatsdchlich dauerhaft unter leichtem
oxidativem Stress leidet, konnte das dazu beitragen, dass die Resistenz gegen
Bakterienbefall in aca4l trotz konstitutiver Expression der PR-Gene nicht besonders

stark ausgepragt ist.

55 Reaktion der Mutanten auf Trockenstress

Wihrend der Untersuchungen an aca4l und aca38#8 fiel auf, dass beide Mutanten eine
erhohte Toleranz gegen Austrocknung zeigten. Da die Mdoglichkeit bestand, dass eine
weitere Mutation flir diese Trockentoleranz verantwortlich ist, wurden Analysen
durchgefiihrt, um neue Erkenntnisse iiber die Vermittlung der Trockentoleranz in
Arabidopsis zu gewinnen.

Dazu wurden zunidchst in mehreren unabhingigen Experimenten sowohl die
Geschwindigkeit des Welkens als auch der Wasserverlust iiber die Bldtter gemessen
(Kapitel 4.5.2.1). Beide Mutanten waren nach 14 Tagen ohne Wasser noch turgeszent,
wiéhrend 5GuDe zu diesem Zeitpunkt verwelkt war. Die Messung des Gewichts der
Pflanzen wihrend eines Trockenstressexperimentes deutete darauf hin, dass beide
Mutantenlinien einen geringeren Wasserverbrauch haben, da ihre Gewichtsabnahme
deutlich langsamer erfolgte als die von 5GuDe (Abbildung 33, Abbildung 34). Die
geringere Grofle der Mutanten spielte bei der verdnderten Trockentoleranz keine Rolle,
da die Versuche an jungen Pflanzen durchgefiihrt wurden, die alle die gleiche Grof3e
hatten.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass aca4l und aca38#8 den vorhandenen Wasservorrat
langsamer aufbrauchen und dadurch ldnger ohne neue Zugabe von Wasser leben
konnen, war die Beobachtung des Welkverhaltens der Mutanten, wenn sie zusammen
mit 5GuDe in einem Topf wuchsen (Abbildung 35). In diesem Fall welkten die

Mutanten zum gleichen Zeitpunkt wie 5GuDe. Da 5GuDe das vorhandene Wasser aus
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der Erde relativ schnell verbrauchte, hatte die jeweilige Mutante insgesamt weniger
Wasser zur Verfiigung und der geringere Verbrauch bot keinen Uberlebensvorteil mehr.
Dass die Mutanten durch ihren sparsameren Verbrauch des Wasservorrates erst zu
einem spiteren Zeitpunkt unter Trockenstress geraten, konnte auch auf genetischer
Ebene gezeigt werden. Dafiir wurde die Expression von rd29A, einem Gen das unter
anderem durch Dehydration induziert wird, in aca4l, aca38#8 und 5GuDe analysiert
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI und SHINOZAKI, 1992). Wihrend in 5GuDe schon
nach 5 Tagen ohne Wasser rd29A induziert war, wurde in den Mutanten selbst nach 7
Tagen kein rd29A-Expression detektiert (Abbildung 36, Abbildung 37). Dieses
Ergebnis zeigt, dass die Mutanten, durch ihren geringeren Wasserverbrauch, unter
Trockenstressbedingungen nicht nur spéter welken, sondern tatsdchlich auch erst spiter

unter Wassermangel leiden als 5GuDe.

Grinde fir die Trockentoleranz in aca4l

Der Wasserverlust in Pflanzen erfolgt im wesentlichen iiber die Cuticula und durch die
Spaltoffnungen wihrend der Transpiration. Ein mdéglicher Grund fiir den geringeren
Wasserverbrauch der Mutanten konnte eine verringerte Wasserverdunstung sein, zum
Beispiel durch die Verdnderung der Zusammensetzung der Cuticula, der Stomataanzahl
oder der Spaltoffungsweite.

Da die Anzahl der Stomata in 5GuDe und aca4l vergleichbar war (Abbildung 39),
wurde das SchlieBverhalten der Stomata in aca4l als moglicher Grund fiir die
Trockentoleranz genauer untersucht. Eines der ersten Signalmolekiile bei beginnendem
Trockenstress ist das Hormon Abscisinsdure (ABA), welches die SchlieBung der
Stomata induziert. Bei diesem Vorgang fiihren erhohte H,O,-Mengen zur
Akkumulation von Kalzium im Cytosol, wodurch Ionen-Exportkandlen gedffnet, der
Turgor gesenkt und damit die Stomata geschlossen werden (BLATT, 2000;
SCHRODER et al., 2001). CNGC4 codiert fiir einen Kanal, der am Kalzium-Signalweg
und an der Regulation der Stomata beteiligt ist. PNUELI et al. (2003) zeigten, dass in
Knock-Out-Apx1 Pflanzen, in denen die endogenen H,O,-Mengen erhoht sind, CNGC4
verstirkt exprimiert wird und die Pflanzen ihre Stomata nicht vollstindig 6ffnen
konnen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in acadl CNGC4 konstitutiv
exprimiert wird (Abbildung 40). Als mogliche Ursache fiir die CNGC4 Expression
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kdme der oxidative Stress in acadl in Frage, der in der Mutante zu erhohten H,O,-
Mengen wie in der Knock-Out-Apx1 Pflanze fiihren und dadurch die Expression von
CNGC4 induzieren konnte. Durch die verstirkte Expression von CNGC4 wiren die
Stomata dhnlich wie in der Knock-Out-Apx1 Pflanze beeinflusst und wiirden sich nicht
mehr vollstindig 6ffnen. Das wiirde zu einem geringeren Wasserverlust durch die
Transpiration fiihren und die Pflanzen konnten ldnger als SGuDe mit einem bestimmten
Wasservorrat {liberleben. Eine verminderte Transpiration wiirde zu einer geringeren
Photosyntheserate fiihren, was ein Grund fiir den kleineren Wuchs von aca4l sein
konnte.

Um weitere Anhaltspunkte fliir das SchlieBverhalten der Stomata unter
Trockenstressbedingungen zu finden, wurde in aca4l die Expression von rd22, einem
ABA-responsiven Gen, untersucht (ABE et al., 1997). Nach Behandlung mit ABA
erfolgte die Expression von rd22 in aca4l schneller als in 5GuDe (Abbildung 42). Das
konnte ein Hinweis darauf sein, dass aca4l sensitiver auf erhohte ABA-Mengen
reagiert als 5GuDe. Wiirden also bei einsetzendem Trockenstress die endogenen ABA-
Mengen ansteigen, konnte aca4l schneller darauf reagieren und dem entsprechend auch
schneller die Spaltdffnungen schlieBen, um Wasserverlust zu vermeiden.

Das genaue SchlieBverhalten der Stomata von aca4l und 5GuDe konnte durch Messung
der Transpirationsrate unter Trockenstressbedingungen analysiert werden (Abbildung
41). Dabei zeigte sich, dass aca4l schneller auf das einsetzende Wasserdefizit reagierte
und daher die Stomata frither schloss als 5GuDe. Zusitzlich war die minimale
Transpirationsrate, d. h. die Wasserverdunstung bei geschlossenen Stomata iiber die
Cuticula, in der Mutante nur halb so hoch wie in 5GuDe. Dadurch verdunstet in 5GuDe
das Wasser doppelt so schnell wie in aca4l. Nach diesem Experiment scheint also die
Cuticula von aca4l verdndert und daher weniger Wasserdurchléssig zu sein.

Dem widersprechen Versuche, bei denen die Permeabilitit der Cuticula analysiert
wurde (Abbildung 38). Dazu wurden die Pflanzen in Ethanol inkubiert und die
Geschwindigkeit mit der das Chlorophyll in die Losung diffundierte ermittelt. Dabei
konnten keine signifikanten Unterschiede der Permeabilitdt der Cuticula in aca4l und
5GuDe festgestellt werden. Da allerdings die Messwerte der einzelnen Versuche stark
variierten, konnte es sein, dass diese Methode nicht geeignet war, um Aufschluss iiber

die Eigenschaften der Cuticula zu gewinnen. Daher scheint die Messung der
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Transpirationsrate die bessere Methode zu sein, da sich das Ergebnis der geringeren
minimalen Transpirationsrate in aca4l reproduzieren liel, was dafiir spricht, dass die
Cuticula von aca4l tatsichlich weniger permeabel als die von 5GuDe ist.

Insgesamt scheint acadl schneller auf einen beginnenden Trockenstress zu reagieren,
vielleicht durch die hohere Sensitivitit gegeniiber Abscisinsdure, und dadurch die
Stomata schon sehr friih zu schlieBen. Zusammen mit der geringen Wasserverdunstung
iiber die Cuticula, fithrt das zu einem sehr niedrigen Wasserverbrauch. aca4l kann
daher ldnger mit einer bestimmten Wassermenge lberleben als 5GuDe und die
Merkmale des Trockenstresses, wie Verlust der Turgeszenz oder auch die Expression

von Trockenstress-induzierten Genen, erfolgt erst spéter.

Vererbung der Trockentoleranz und der Einfluss von Salizylsaure:

In Trockenstressexperimenten mit der F2-Generation der Kreuzung acad4l x NahG
wurde der Einfluss von Salizylsdure auf die Austrocknungstoleranz untersucht. Im
Rahmen des Experimentes gab es sowohl trockenstressresistente F2-Pflanzen mit und
ohne NahG Transkript, als auch suszeptible Pflanzen mit und ohne NahG Transkript
(Abbildung 45). Deshalb scheint Salizylsdure nicht flir die Vermittlung der
Trockenstressresistenz wichtig zu sein. Allerdings konnte es sein, dass auch Catechol,
das Abbauprodukt der Salizylsdure, indirekt die Trockentoleranz erhoht. Durch die
Akkumulation von Catechol entstehen reaktive Sauerstoffspezies (SCHWEIGERT et
al., 2001; VAN WEES und GLAZEBROOK, 2003) und diese konnten als
Signalmolekiil dienen, um die SchlieBung der Stomata zu induzieren. Pflanzen ohne
NahG Transkript, die suszeptibel auf den Trockenstress reagierten, konnten zu den 75%
der F2-Pflanzen gehdren, in denen die Mutation aus acad4l gar nicht oder nur
heterozygot vorliegt. Um sicher zu sein, dass Salizylsdure nicht fiir die Vermittlung der
Trockentoleranz nétig ist, miisste das Experiment mit einer Kreuzung von aca4l mit der
sid2 (SA-induction deficient)-Mutante wiederholt werden. Die sid2-Mutanten hat eine
Mutation im ICS1-Gen und ist deshalb nicht in der Lage Salizylsdure zu bilden
(NAWARATH und METRAUX, 1999). Wenn in der F2-Generation der Kreuzung von
acadl x sid2 trockenstressresistente Pflanzen mit einer Mutation im ICS1-Gen auftreten

wiirden, dann wére Salizylsdure fiir diesen Phanotyp nicht relevant.
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Wie schon bei der Expression von ICS1, zeigten deutlich weniger als 25% der F2-
Pflanzen eine erhohte Trockentoleranz (Kapitel 4.5.2.8). Diese geringe Haufigkeit mit
der die Trockentoleranz in der F2-Generation der Kreuzung acad4l x 5GuDe vererbt
wird, weist darauf hin, dass auch fiir die Trockenstressresistenz in aca4l mehr als eine

Mutation verantwortlich ist.

Bei der Analyse der Trockenstressresistenz in der F2-Generation der Kreuzung von
aca38#8 x 5GuDe stellte sich heraus, dass alle Pflanzen mit kleinem, krausen Wuchs,
aber auch einige Pflanzen mit ,,normalem® Wuchs eine erhohte Trockentoleranz hatten
(Abbildung 43). Bei der Analyse der Nachkommen der trockenresistenten F2-Pflanzen
mit Wildtypwuchs, war die Toleranz gegen Wassermangel in verschiedenen Pflanzen
unterschiedlich stark ausgeprigt, aber insgesamt immer deutlich schwicher als in
aca38#8 (Abbildung 44). Es konnte also sein, dass auch in aca38#8 mehr als eine
Mutation fiir eine hohe Trockentoleranz notig ist. Allerdings wire es ebenfalls moglich,
dass es sich bei der analysierten F3-Generation um Nachkommen von Pflanzen
handelte, die den Test nur zuféllig {iberlebt hatten. Das wiirde auch erklidren, warum in
der F3-Generation keine wirklich trockenstressresistenten Pflanzen mehr identifiziert
werden konnten. In diesem Fall gidbe es in aca38#8 wahrscheinlich nur eine Mutation,
die auf der einen Seite fiir den Wuchsphdnotyp verantwortlich ist und auf der anderen

Seite fiir die Aktivierung des SA-Signalwegs und die erhohte Trockentoleranz.

5.6 Hypothetisches Modell der Mutationen in aca4l und
aca38#8

acadl

Alle bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass in aca4l mehrere Mutationen
vorhanden sind. Diese Vermutung wird dadurch unterstiitzt, dass alleine in der
mutierten Deacetylase drei Basenaustausche nachgewiesen werden konnten (Daten
nicht gezeigt), was ein Anzeichen fiir eine hohe Mutationsrate ist.

Ein mogliches Modell postuliert in aca4l zwei Mutationen, die sich teilweise

gegenseitig beeinflussen (Abbildung 47). Mutation 1 liegt oberhalb von ICS1 in der



5 Diskussion 112

Signaltransduktionskette und induziert die ICS1-Expression und damit auch die Bildung
von Salizylsdure und die PR1-Expression. Da die Mutation die ICS1-Expression
induziert ohne, wie in der cpr5-, acd2- oder Isd1-Mutante beschrieben, in der Pflanze
spontane Lasionen auszuldsen, scheint die Mutation in aca4l im Signalweg unterhalb
der Mutationen der anderen beschriebenen Mutanten zu liegen, da weniger Phénotypen
beeinflusst werden.

Zusitzlich reicht alleine die Mutation 1 in riickgekreuzten Pflanzen der F2-Generation
nicht aus, um eine ICS1- und PR1-Expression in der gleichen Stirke wie in aca4l zu
vermitteln. Daher ist es wahrscheinlich, dass noch eine zweite Mutation, die vermutlich
leichten oxidativen Stress in der Pflanze erzeugt (Mutation 2 aus Abbildung 47), diesen
Signalweg positiv beeinflusst, ohne selbst die Expression von ICS1 oder PR1 auslosen

zu konnen. Dafiir fiihrt Mutation 2 zur Expression der Zat-Gene und von WRKY25.

Mutation 1 Mutation 2

v v

ICS1 7 Oxidativer Stress <A;> Trockentoleranz

Kleiner Wuchs

Si Zai‘z Kurze Wurzeln
PR1 Zat7/WRKY25
Erhohte Pathogenabwehr Resistenz gegen

oxidativen Stress

Abbildung 47: Hypothetisches Modell der Mutationen in aca4l und ihr Einfluss auf die
verschiedenen Phanotypen.

Durch eine Riickkopplungsschleife konnten sich zusétzlich die SA-Mengen und der
oxidativen Stresses gegenseitig positiv beeinflussen. KLESSIG et al. (2000) zeigten,
dass SA mit einigen ROS-detoxifizierenden Enzymen wie Katalasen oder Ascorbat-
Peroxidasen interagieren kann, was zum Verlust ihrer Enzymaktivitdt fiihrt und zum
Anstieg von ROS in der Pflanze fiihren konnte. Studien an Tabakpflanzen zeigte, dass
durch Behandlung der Pflanzen mit H,O, sowohl die Akkumulation von Salizylsidure

als auch die Expression von PR-Genen ausgeldst werden konnte (LEON et al., 1995).
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Daher wire es moglich, dass sich in aca4l die SA-Mengen und der oxidative Stress
gegenseitig verstirken und dadurch die ZAT12-Expression verstirkt und die Resistenz
gegen oxidativen Stress auslost wird. Da auch die Vererbung der Trockenstressresistenz
von zwei Mutationen abhédngt, konnte es sein, dass nur der verstirkte oxidative Stress,
der durch beide Mutationen zusammen induziert wird, die Trockenstressresistenz und

damit verbunden den etwas kleineren Wuchs auslosen kann.

aca38#8

In aca38#8 scheint nur eine Mutationen vorhanden zu sein. Dabei wiirde die Mutation
wie in aca4l den Signalweg oberhalb von ICS1 beeinflussen. Allerdings miisste sich die
Mutation an einer anderen Stelle des Signalwegs befinden, da in aca38#8 zusammen
mit der ICS1- und PR1-Expression auch immer der kleine, krause Wachstumsphéanotyp
vererbt wird. Da die Genexpression in der F2-Generation immer in der selben Stirke
wie in aca38#8 erfolgt, muss es keine zweite Mutation wie in aca4l geben, die diese
Genexpression noch positiv beeinflusst.

Weiterhin hat aca38#8 keine erhohte Resistenz gegen oxidativen Stress, woraus man
schlieBen kann, dass die Zat12-Expression in aca38#8 ausschlieBlich durch die erhdhten
SA-Mengen erfolgt. Da auch die Trockenstressresistenz wie die PR1-Expression
zusammen mit dem Wuchsphinotyp vererbt wird, kann man davon ausgehen, dass eine

Mutation fiir alle drei Phanotypen verantwortlich ist.

Mutationl
Kleine, krause Blatter ICS1 Trockenresistenz
SA-Mengen

' e

PR1 Zatl?

Abbildung 48: Hypothetisches Modell der Mutationen in aca38#8 und ihr Einfluss auf die
verschiedenen Phanotypen.
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57 Ausblick

aca4l

Um die Hypothese zu stiitzen, dass mehrere Mutationen fiir den Phinotyp von aca4l
verantwortlich sind, miissten die F2- oder spitere Generationen der Kreuzungen aca4l
X 5GuDe weiter darauf hin untersucht werden, ob und in welcher Kombination die
Phinotypen von aca4l zusammen vererbt werden.

Fiir die Analyse, welche Phénotypen tatséchlich SA-abhdngig sind, wire es gut aca4l
mit der bereits erwdhnten Sid2-Mutante zu kreuzen. Da in dieser Mutante kein SA
gebildet werden kann und keine Nebeneffekte durch Catechol wie in der NahG-Mutante
entstehen, konnte mit dieser Kreuzung besser der Einfluss von SA untersucht werden.
Letztendlich wire es interessant, Mutation 1 und Mutation2 voneinander zu trennen,
und das Gen der Mutation 1 zu kartieren, um damit weiter zur Aufklirung des

Signalwegs oberhalb von ICS1 beizutragen.

aca38#8

Da viele der Experimente im Bezug auf Trockenstress und Pathogenabwehr nur mit
aca4l durchgefiihrt wurden, wire es interessant, diese Experimente mit aca38#8 zu
wiederholen, um Unterschiede und Gemeinsamkeiten zu acad4l aufzuzeigen. Denn
einerseits dhneln sich die Phianotypen beider Mutanten, andererseits scheint in aca38#8
nur eine Mutation vorhanden zu sein, die aber auch den Wuchsphénotyp beeinflusst.
Auch hier miissten also noch weitere Analysen mit Kreuzungen von aca38#8 x
ICS1::LUC durchgefiihrt werden, um zu analysieren, ob das krause Wachstum immer
mit der ICS1-Expression und der Trockentoleranz zusammen vererbt wird.

AuBerdem wire auch hier eine Analyse von aca38#8 x sid2-Pflanzen hilfreich, um zu
kldren, ob alle Phénotypen von der erhohten ICS1-Expression abhingig sind oder ob die
Mutation soweit oberhalb in der Signaltransduktionskette liegt, dass die

Trockentoleranz und der Wuchs ICS1-unabhingig sind.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der Abwehrreaktion der Pflanze gegen Pathogene steigen die Mengen
endogener Salizylsdure an, wodurch eine Reihe von Abwehrgenen aktiviert wird, die in
ithrem Promotor als funktionelle cis-Elemente as-1 &hnliche Sequenzen enthalten.
BRENNER (2002) stellte transgene Pflanzen her, die ein Suizidgen unter der Kontrolle
von 5 x as-1 Elementen exprimierten. Nach einer Mutagenese wurden in einem
Salizylsdure-abhéngigen Suizidscreen Pflanzen selektiert, die das Suizidgen nicht mehr
exprimieren und daher den Test liberleben sollten. Bei diesen Pflanzen sollte es sich um
Mutanten handeln, in denen der Signaltransduktionsweg zwischen Salizylsdaurestimulus
und Expression der frithen Abwehrgene unterbrochen ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Mutanten, die den Suizidtest iiberlebt hatten,
genauer charakterisiert. Bei einer Uberpriifung des Suizidgens, stellt sich heraus, dass
dieses nicht mehr funktionell war und die Mutanten deshalb die Selektion iiberlebt
hatten.

Durch Expressionsanalysen der beiden Mutantenlinien aca4l und aca38#8 mit und
ohne Salizylsidureinduktion wurde deutlich, dass der Signaltransduktionsweg zwischen
Stimulus und Abwehrgenexpression nicht unterbrochen war, sondern dass verschiedene
Abwehrgene konstitutiv exprimiert wurden.

Trotz der konstitutiven Expression der Abwehrgene zeigte aca4l im Vergleich zu
Kontrollpflanzen nach Infektion mit virulenten Bakterienstimmen nur eine leicht
erhohte Resistenz.

Durch Makroarrayanalysen wurden in acad4l drei konstitutiv exprimierte Gene
identifiziert, die normalerweise durch oxidativen Stress induziert werden und deren
Expression eine Resistenz gegen oxidativen Stress vermittelt. Wachstumsversuche auf
Paraquat, einer Superoxid erzeugenden Substanz, zeigten, dass acad4l eine erhohte
Toleranz gegeniiber oxidativen Stress aufweist. Obwohl in aca38#8 dieselben
oxidativen Stressgene wie in aca4l konstitutiv exprimiert wurden, fiihrte dies nicht zu
einer erhohten Resistenz von aca38#8 gegeniiber oxidativen Stressbedingungen.
Weiterhin zeigten sowohl aca4l als auch aca38#8 einen geringeren Wasserverbrauch

als 5GuDe. Durch Messung der Transpirationsrate, konnte fiir Linie aca4l gezeigt
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werden, dass sie unter Wassermangelbedingungen ihre Stomata schneller schlie3t und
dass ihre minimale Transpirationsrate (Verdunstung iiber die Cuticula) im Vergleich zur
Kontrollpflanze verringert war.

Durch Kreuzung der Linie aca4l mit der NahG-Pflanze, wurde die Abhdngigkeit der
verschiedenen Phéanotypen vom Salizylsduregehalt in der Pflanze untersucht. Da NahG
fiir eine Salizylat-Hydroxylase codiert, die Salizylsdure in Catechol umwandelt, konnen
in diesen Pflanzen keine erhdhten Salizylsduremengen akkumulieren. Es konnte gezeigt
werden, dass in aca4l die Expression der PR-Gene Salizylsdure abhéingig, aber sowohl
die Expression der oxidativen Stressgene als auch die erhohte Austrocknungstoleranz

Salizylsdure unabhéngig war.
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8  Abklrzungen

ABA Abscisinsdure

aca as-1 constitutive active

acd2 accelerated cell death 2

amp Ampicillin

ana as-1 nicht aktiv

APS Ammoniumpersulfat

APX Ascorbat Peroxidase

as-1 activating sequence-1

avr Avirulenzgen

bidest. bidestilliert

bp Basenpaare

BTB/POZ broad-complex, tramtrack, bric-a-brac / poxvirus, zinc finger
BTH Benzothiadiazol

bZIP basischer Leucin-Zipper

bzw. beziehungsweise

C Formelzeichen fiir Kapazitét

C Cytosin

ca. circa

CAMV Blumenkohlmosaikvirus ,,Cauliflower Mosaic Virus*
cDNA komplementire DNA

cfu kolonienbildende Einheit

CNGC4 Cyclic nucleotide gated channel 4
cpr constitutive expresser of PR genes
2,4-D 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure

Da Dalton

ddNTPs Didesoxyribonukleotide

Deac Deacetylase

DEPC Diethylpyrocarbonat

dirl defective in induced resistance

DMSO Dimethylsulfoxid
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DNA
DNase
dNTP
DTT
edsl
EDTA
ERD1
E. coli

etal.
EtBr
EtOH
g

G
B-Gal
GSH
GSSG
GST
5GuDe
GUS

HEC
HR
HSP
ICS1
INA
IPTG
JA
kb
Kit

km

lacZ
LB
LEA
Ler
Leu

Desoxyribonukleinsiure
Desoxyribonuklease
Desoxynukleotidtriphosphat

Dithiothreitol
enhanced disease susceptibility 1

Ethylendiamintetraessigsdure

Early responsive to dehydration 1

Escherichia coli
und andere (et alii)

Ethidiumbromid

Ethanol

Erdbeschleunigung

Guanin

-Galaktosidase

Reduzierte Form des Glutathion

Glutathion Disulfat (Oxidierte Form des Glutathion)
Glutathion S-Transferase

Transgene Pflanzen mit 5 x as-1 Deac und 5 x as-1 Gus
B-Glucuronidase

Stunde(n)

Histidin

Hydroxyethyl-Cellulose

hypersensitive response (= hypersensitive Reaktion)
Heringssperma-DNA

Isochlorismate Synthase 1
2,6-Dichloroisonikotinsdure
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Jasmonséure

kiloBasen

Produkt mit allen Komponenten, die man fiir einen Versuch
braucht.

Kanamycin-Resistenzgen
Bakteriophage Lambda
-Galactosidase-Gen
Luria-Bertani Broth

Late embryo abundant
Landsberg erecta

Leucin
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LiAc
Isdl
LUC
MCS
min
MOPS
mpk4
mRNA
MS
MU
MUG
NAcPT
NahG
NLS
NPRI1
oD
pad4
PAGE
PAL
PAMP
PCR
PEG
pH
Poly(A)-
PR
Primer

R

RD
RNA
RNase
ROS

RT
SA
SAI
SAR
SDS
sek
snil

Lithiumacetat

lesion simulating disease resistance response 1
Luciferase

multiple Klonierungsstelle

Minute

3-(N-Morpholino)propansulfonséure

MAP Kinase 4

Boten-Ribonukleinsiure

Murashige und Skoog Medium
Methylumbelliferon
Methylumbelliferyl-BD-Glucuronid
N-Acetyl-Phosphinothricin

Gen, dass fiir die Salizylat-Hydroxylase codiert
Kernlokalisationssignal

nonexpressor of PR genes 1

optische Dichte

phytoalexin deficient 4
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phenylalaninammoniumlyase
pathogen-associated molecular pattern
Polymerasekettenreaktion

Polyethylenglykol

negativ dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Polyadenyl-

pathogenesis-related

Oligonukleotid, das als Startfragment fiir eine DNA-Synthese
dient

Formelzeichen fiir Widerstand

Reponsive to dehydration

Ribonukleinsédure

Ribonuklease

reactive oxygen species (= reaktive Sauerstoffspezies)
Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
Raumtemperatur

Salizylsdure

salicylic acid-insensitiv (= Salicylsdure-insensitiv)
Systemisch erworbene Resistenz
Natriumdodecylsulfat

Sekunde(n)

Suppressor of nprl-1, inducible
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SS

T

TE
TEMED
Tris

Trp

uv
v/v
w/v
X-Gal

einzelstringig (single stranded)
Thymin

Tris-EDTA-Puffer

N, N, N', N'- Tetraethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tryptophan

definierte Enzym-Einheit (unit)

tiber Nacht

ultraviolettes Licht

Volumenprozent (volume per volume)
Gewichtsprozent (weight per volume)
5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-Galactopyranosid
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