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Zusammenfassung

Verticillium longisporum ist ein bodenblirtiges vaskuldres Pflanzenpathogen, das im europdischen
Raum eine ernsthafte Bedrohung des agronomisch wichtigen Raps, einer Quelle fiir Biokraftstoff und
Speisedl, darstellt. Infektionsanalysen mit V. longisporum zeigten in der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana eine neue Funktion des Jasmonoyl-Isoleucin- (JA-lle) Rezeptors COI1, die unabhangig von
JA-lle oder pilzlichen Analoga dieses Pflanzenhormons Suszeptibilitdt gegenliber dem Pathogen ver-
mittelt. Pfropfungsexperimente fiihrten zu der Erkenntniss, das COI1 in Wurzeln fiir die Auspragung
von Krankheitssymptomen im Spross bendétigt wird (Ralhan et al., 2012).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, welche Gene unter der Kontrolle der
JA-lle-unabhédngigen COI1-Funktion stehen und inwieweit sich die Signaltransduktionskette von der
bekannten, durch COI1 aktivierten, Signaltransduktion unterscheidet. RNA-Sequenz-Analysen von in-
fizierten und nicht-infizierten Wurzeln des Wildtyps, der coil-Mutante und der JA-Biosynthesemu-
tante aos ergaben zunachst, dass unter den gewdhlten Infektionsbedingungen nur wenige Gene
durch den Pilz beeinflusst werden. Beim Vergleich der Transkriptomdaten von coil- und aos-Wurzeln
fiel jedoch auf, dass eine Gruppe von 113 Genen in der coil-Mutante konstitutiv starker exprimiert
wurde als in der JA-Biosynthesemutante. Im Gegensatz dazu gab es nur wenige Gene, die in der
coil-Mutante geringer exprimiert waren als in aos und deren Expressionsmuster sich in unabhangi-
gen Proben als nicht reproduzierbar erwies.

Als Markergene fiir die Gruppe von Genen, bei der COI1 unabhdngig von JA-lle, d.h. auch in der
aos-Mutante, als negativer Regulator der Genexpression wirkt, wurden aufgrund robuster Effekte
der hochregulierten Transkriptmenge in der coil-Mutante die Gene Phosphoglyceratmutase, Ger-
min 2 und Cysteine-rich Receptor-like Kinase 15 (CRK15) gewahlt. Durch Mutationen der Liganden-
bindestelle von COI1 fur JA-lle wurde gezeigt, dass ein mutiertes COI1-Protein, das in der Pflanze
JA-lle-abhdngige Funktionen wie Fertilitdt, JA-sensitives Wurzelwachstum und JA-induzierbare
JAZ10-Expression nicht mehr ausfiihren konnte, dhnlich wie das WT-COI1 die Expression der Marker-
gene weiterhin reprimieren konnte. Die Suszeptibilitat-vermittelnde JA-lle-unabhangige Funktion
von COI1 gegeniiber V. longisporum konnte mit diesen Konstrukten jedoch nicht eindeutig gezeigt
werden, da die entsprechenden Leervektorkontrollen unerwarteterweise stark ausgepragte Krank-
heitssymptome nach Infektion mit V. longisporum aufwiesen.

Weitere bekannte Signalkomponenten der JA-Signaltransduktion wurden beziiglich ihrer Rolle in der
JA-lle-unabhédngigen Funktion des COI1-Proteins analysiert. Dabei konnte (iber die Beteiligung der

JAZ-Proteine keine Aussage getroffen werden, da eine beschriebene dominant-negative Wirkung des
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JAZ1A3-Proteins in dieser Arbeit nicht bestatigt werden konnte. Dahingegen konnte gezeigt werden,
dass Komponenten wie NINJA und MYC2,3,4 keinen Einfluss auf die reprimierende Funktion von COI1
bezliglich der Phosphoglyceratmutase haben.

Demnach konnte in dieser Arbeit durch Expressionsanalysen der Phosphoglyceratmutase, einem
Schlisselenzym der Glykolyse, demonstriert werden, dass sich die neue Funktion von COI1 stark von
der klassischen und bekannten Funktion als JA-lle-Rezeptor und Aktivator downstream agierender
Prozesse der JA-Signaltransduktion unterscheidet. Es wird postuliert, dass es sich dabei um eine an-
zestrale Funktion des Proteins handelt, die mit der Entwicklung der JA-Synthese in Pflanzen aufgrund

hoher Affinitat des Rezeptors zu seinem Liganden in den Hintergrund gestellt wurde.



Summary

Verticillium longisporum is a soil-borne vascular plant pathogen and a serious threat to the agronom-
ically important oilseed rape, the source for biofuel and nutritional oil in Europe. In the interaction
of the model plant Arabidopsis thaliana with V. longisporum a novel function of the jasmonoyl-iso-
leucine- (JA-lle) receptor COI1 was found. This novel function of COI1 mediates susceptibility to this
pathogen independent of the presence of JA-lle or fungal analogues. Grafting experiments revealed
that COI1 is required in root tissue for the expression of disease symptoms in the shoot (Ralhan et
al., 2012).

In this study, RNA sequencing of infected and uninfected roots of wild-type plants, the coil-mutant
and the JA-biosynthesis mutant aos was used to identify genes that are under the control of the JA-lle
independent COI1-function. The question to which extent the signal transduction chain of the novel
COl1-function differs from the known COIl1-dependent signal transduction pathway was also ad-
dressed.

Under the conditions chosen for infection, transcription of only few genes was affected by the fun-
gus. Conspicuously a group of 113 genes was constitutively higher expressed in the coil-mutant com-
pared to the JA-biosynthesis mutant, irrespective of the infection. In contrast, transcription of only
few genes was lower in the coil-mutant than in the aos-background. However, this expression pat-
tern could not be reproduced in independent samples.

Based on reproducible and robust expression data, the genes Phosphoglycerate mutase, Germin 2
and Cysteine-rich Receptor-like Kinase 15 (CRK15) were chosen as marker genes for the gene set reg-
ulated by the JA-lle-independent COIl1-function. In order to approach the question whether the in-
tegrity of the ligand binding pocket of COI1 is important for the novel COl1-function, site specific
mutations were introduced and the mutated proteins were expressed in the coil-background. As
expected JA-dependent functions such as fertility, JA-sensitive root growth and JA-inducible JAZ10
expression were not restored, but the function of the COIl1-proteins to repress the expression of
marker genes were maintained. However, the JA-lle-independent function of COI1 in mediating sus-
ceptibility against V. longisporum could not clearly be demonstrated, since the corresponding empty
vector controls exhibited strongly pronounced symptoms after infection with V. longisporum.

Well known signal components of the JA-signal transduction chain were analyzed for their role in the
JA-lle-independent function of COI1. No conclusion could be drawn concerning the involvement of

JAZ-proteins, as a described dominant-negative effect of the JAZ1A3-protein did not even interfere



Summary

with all JA-dependent processes. Interestingly, JA-signalling components such as NINJAand MYC2,3,4
did not influence the repressive function of COI1 on the expression of the Phosphoglycerate mutase.

Taken together, the results of expression analysis of the Phosphoglycerat mutase, a key en-
zyme of glycolysis, suggest that the novel function of COI1 differs strongly from its classical and well
known role as a JA-lle-receptor and activator of downstream processes of JA-signaling. It is postu-
lated that this recently discovered COl1-function is evolutionary ancient. Conceivably, the develop-
ment of JA-synthesis in plants led to a displacement of this ancestral COI1-function due to the high

affinity of the protein to its ligand JA-lle.
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1 Einleitung

Lebende Organismen sind einer Vielzahl standig variierender Umweltfaktoren ausgesetzt und passen
Wachstum und Differenzierung in einem kontinuierlichen Prozess an. Neben der Adaption an abio-
tische Bedingungen wie bestehende Klima- oder Bodenverhiltnisse, sind Pflanzen ebenfalls in der
Lage schéadliche Einfliisse von biotischen Faktoren zu UGberdauern. Da Pflanzen aufgrund ihres Pro-
tein- und Kohlenhydratgehalts als geeignete Nahrstoffressource Angriffsflache fiir viele Pathogene
und Schédlinge inklusive Viren, Bakterien, Pilzen, Oomyceten oder Nematoden bieten (Dangl und

Jones, 2001), haben sie Uber die Jahre viele Verteidigungsstrategien entwickelt.

1.1 Das pflanzliche Immunsystem

Die Unterscheidung zwischen eigen und fremd ist die Grundvoraussetzung eines Organismus, An-
griffe der verschiedenen Pathogene zu liberleben und stellt die Basis zur Aktivierung der Immunant-
wort dar. Pflanzen verfiigen dabei nicht tGber ein spezielles Immunsystem wie das der Wirbeltiere,
die sich Gber adaptive Immunitdt und ein zirkulierendes Blutsystem zur Wehr setzten kénnen. Bei
dem pflanzlichen Immunsystem erfolgt die Aktivierung der Immunantwort aufgrund der sogenann-
ten angeborenen Immunitat (innate immunity), wobei jede Pflanzenzelle mit eigenen Abwehrmecha-
nismen ausgestattet ist und individuell auf Fremdeinfluss reagiert (NUrnberger et al., 2004).

Trotz der groRen Anzahl verschiedener Spezies der Pflanzenpathogene ist eine kompatible Pflanzen-
Pathogen-Interaktion, in deren Verlauf sich das Pathogen vermehrt und die Pflanze Krankheitssym-
ptome ausbildet, die grofle Ausnahme. Der groRte Teil des Pflanzenbestandes zeigt Resistenz gegen-
Uber allen genetischen Varianten eines nicht angepassten Pathogens. Diese Interaktionen von Pflan-
zen und Pathogenen bezeichnet man als Nicht-Wirts-Resistenz und beschreibt die verbreiteste und
robusteste Form des pflanzlichen Resitenzmechanismus (Nirnberger und Lipka, 2005; Lipka et al.,
2008; Heath, 2000).

Die pflanzliche Abwehr setzt sich aus konstitutiven Barrieren und induzierten Abwehrmechanismen
zusammen. Einen ersten passiven Verteidigungsmechanismus, der das Eindringen des Pathogens in
einer frihen Phase verhindert, bilden die physikalischen und konstitutiv vorhandenen Barrieren einer
Pflanze, wie bspw. die Kutikula und Zellwand. In unterirdischen Pflanzenteilen Gbernimmt die Exo-
und Endodermis eine Schutzfunktion vor Wurzelpathogenen. Durch eingelagertes Suberin dient der
Casparische Streifen als Grenzbarriere zum pflanzlichen Apoplasten und verhindert das Eindringen

von Pathogenen (Franke und Schreiber, 2007). Im Unterschied zu konstitutiven Barrieren werden die
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induzierten Abwehrmechanismen erst nach der Erkennung des mikrobiellen Pflanzenschadlings an
der Plasmamembran aktiviert (NUrnberger und Lipka, 2005). Die Wahrnehmung von Pathogenen in
Pflanzen erfolgt Gber PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), spezifische Elicitoren von
Mikroorganismen wie bspw. Flagellin (Felix et al., 1999; Gomez-Gomez und Boller, 2002). PAMPs
werden Uber membranlokalisierte PRRs (pathogen recognition receptor) erkannt, bei denen es sich
entweder um RLKs (receptor-like kinases) oder RLPs (receptor-like proteins) handelt. Dies fihrt zur
Aktivierung der PTI (PAMP-triggered immunity), ein Prozess, der mit dem Anschalten komplexer Si-
gnalkaskaden verbunden ist (Jones und Dangl, 2006; Senthil-Kumar und Mysore, 2013). Diese erste
Stufe der induzierten Abwehr von Pflanzen erfolgt schnell und ist effektiv, kann jedoch von angepass-
ten Pathogenen lGiberwunden werden. Durch die Entwicklung von Effektorproteinen ist es Pathoge-
nen moglich, Schritte des basalen Resistenzmechanismus zu blockieren. Das Typ lll Sekretionssystem
biotropher Bakterien ist eine effektive Maschinerie, die iber eine Nadel-dhnliche Struktur Effektoren
in eukaryotische Zellen Gbertragt und die ETS (effector-triggered susceptibility) von Pflanzen hervor-
ruft (Chatterjee et al., 2013). Die Effektortranslokation von Pilzen und Oomyceten erfolgt dagegen
meist iber Haustorien, die den Wirt penetrieren, und Einstilpungen hervorrufen, die jedoch keine
Verletzungen der Plasmamembran veranlassen (Petre und Kamoun, 2014). Die genaue Effektorab-
gabe dabei ist weitestgehend ungeklart, jedoch konnte das RXLR-Motiv in den Ubertragenen Prote-
inen der Oomyceten identifiziert werden. Dieses Motiv ist entscheidend fiir die Translokation der
Effektorproteine (Whisson et al., 2007). Weitere Sequenzen, die Translokation bei Pflanzen-Patho-
gen-Interaktionen bewirken, wurden in Wirt-spezifischen Toxinen von nekrotrophen Pilzen identifi-
ziert. Diese veranlassen den Zelltod des Wirtes und sorgen fir den Zugriff auf weitere Nahrstoffe fur
Wachstum und Differenzierung des Pathogens (Petre und Kamoun, 2014; Vleeshouwers und Oliver,
2014).

Effektorproteine wiederum werden entweder direkt oder indirekt von pflanzlichen Resistenz-Genen
(R) erkannt, wonach es zu einer starken Resistenzreaktion kommt (effector-triggered immunity (ETI)).
Die ETI erfolgt schneller und intensiver als die PTI und fiihrt meist zu einer hypersensitiven Antwort
(HR), einhergehend mit lokaler Zelltodreaktion (Greenberg und Yao, 2004).

Die hypersensitive Antwort entzieht dem Pathogen Substrat und grenzt seine initiale Infektion ein.
Hier wird allerdings zwischen verschiedenen Lebensweisen der Krankheitserreger unterschieden. Je
nach Art der Pathogene erfolgt die Pathogen-Pflanzen-Interaktion aufgrund von nekrotrophen und
biotrophen Wechselwirkungen. Nekrotrophe Organismen téten befallenes Gewebe einer Wirts-
pflanze und erndhren sich saprophytisch von der verbleibenden organischen Substanz. Botrytis
cinerea ist ein Beispiel flir einen nekrotrophes Pathogen. Fiir diesen Pilz wurde festgestellt, dass in

Arabidopsis thaliana der Grad der Pathogenizitat mit der Superoxid-Akkumulation einhergeht, dem
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Produkt der durch den Pilz ausgelésten HR (Govrin und Levine, 2000; Glazebrook, 2005). Die hyper-
sensitive Antwort schiitzt die Pflanze nicht vor nekrotrophen Pathogenen, ist aber effektiv gegeniliber
Pathogenen mit biotropher Lebensweise. Biotrophe Pflanzenpathogene benétigen Substrat lebender
Pflanzen um ihr Uberleben zu sichern und ihren Lebenszyklus zu komplementieren (Koeck et al.,
2011). Zu den biotrophen Pathogenen gehort beispielsweise der Pilz Cladosporium fulvum (Joosten
und de Wit, 1999).

Wahrend sich einige Pathogene eindeutig den biotrophen oder nekrotrophen Organismen zuordnen
lassen, weisen viele Pathogene beide Lebensweisen auf. Eine initiale biotrophe Phase, in der das Im-
munsystem des Wirtes unterdrickt ist, ermoglicht es dem Pathogen, sich in der infizierten Pflanze
auszubreiten. In der anschliefenden nekrotrophen Phase werden Toxine, lytische Enzyme und an-
dere Molekile vom Pathogen sekretiert die zum Zelltod des Wirts fiihren. Diese Pathogene werden
als hemibiotroph bezeichnet. Auch das vaskuldre Pathogen V. longisporum wird als hemibiotroph
eingestuft, da es im ersten Teil seines Lebenszyklus im Xylem Giberdauert und erst zum spateren Zeit-

punkt ernsthafte Gewebeschaden der Pflanze hervorruft (Klosterman et al., 2011).

1.2 Phytohormone als Teil der Immunabwehr

Pflanzen kdnnen zwischen biotrophen und nekrotrophen Pathogenen unterscheiden und passen ihre
Verteidigung durch das Anschalten verschiedener Signalkaskaden an. Phytohormone, kleine Mole-
kiile, die in geringen Konzentrationen Wirkung zeigen, sind unter anderem an der Modulierung dieser
Abwehrmechanismen beteiligt. Bei den bestanalysierten Phytohormonen, die eine klassische Rolle
in Abwehrreaktionen gegen die verschiedensten Pathogene spielen, handelt es sich um Salicylsdure,
Jasmonsaure und Ethylen. So ist das Phytohormon Salicylsdure in PTI und ETI involviert, die mit der
hypersensitiven Antwort und dem oxidative burst einhergehen. Da die HR zum lokalen Zelltod der
Pflanze fuhrt, und damit das Substrat fiir biotrophe Pathogene entzogen wird, spielt Salicylsdure (SA)
eine Rolle in Abwehrreaktionen bei biotrophen Interaktionen. Die Phytohormone Jasmonsaure (JA)
und Ethylen (ET) Gbernehmen bei der Interaktion mit nekrotrophen Pathogenen eine zentrale Signal-
funktion (Glazebrook, 2005).

Das pflanzenspezifische Oxylipin Jasmonsdure (JA) und seine Metabolite, genannt Jasmo-
nate, sind Lipid-abgeleitete Molekile, die verschiedene Prozesse wie Fertilitat (McConn und Browse,
1996), Wurzelwachstum (Staswick et al., 1992) sowie Abwehr von Herbivoren und nekrotrophen Pa-

thogenen regulieren (Browse, 2005; Wasternack, 2007).
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Die Biosynthese von Jasmonsadure erfolgt tiber den Oktadekanoid-Weg und startet im Chloroplasten,
wenn a-Linolensdure aus der Membran durch Phospholipasen freigesetzt wird (Abbildung 1.1) (Ellin-
ger et al., 2010; Wasternack, 2007). Durch weitere enzymatische Schritte, die die Enzyme 13-Lip-
oxygenase (Chauvin et al., 2013), Allenoxidsynthase (AOS) (Park et al., 2002; von Malek et al., 2002)
und Allenoxidcyclase (AOC) (Stenzel et al., 2003) einschlieRen, entsteht OPDA (12-oxo-Phytodien-
saure). In den Peroxisomen wird OPDA dann durch eine Serie von enzymatischen Reaktionen, inklu-
sive der OPDA-Reduktion und drei Runden der B-Oxidation, in Jasmonsdure umgewandelt (Breit-

haupt et al., 2009; Kienow et al., 2008; Kombrink, 2012).
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Abbildung 1.1 Vereinfachte Darstellung des Biosynthesewegs der Jasmonsaure durch den Oktadekanoid-
Weg (verandert nach Howe, 2001)

In der Jasmonsduresynthese involvierte Enzyme sind in griin dargestellt: Fettsdure-Desaturase 3, 7 & 8 (FAD),
Phospholipase Al (DAD1), Lipoxygenase (LOX); Allenoxidsynthase (AQS), Allenoxidcyclase (AOC), OPDA-
Reduktase (OPR3), Jasmonsdure-Carboxylmethyltransferase (JMT), Jasmonoyl-Isoleucin-Synthetase (JAR1)

AnschlieBend wird JA im Cytosol durch die Jasmonsaure-Carboxylmethyltransferase (JMT) zu seinem
flichtigen Derivat, Methyljasmonat (MelJA), umgewandelt (Seo et al., 2001). JA und MelA sind Si-

gnalmolekile, die das Pflanzenwachstum und die Genexpression beeinflussen. In Arabidopsis inhi-
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bieren sie zudem das Wurzelwachstum des Wildtypen (Staswick et al., 1992). Die exogene Applika-
tion von MelA rettet beispielsweise den JA-verantwortlichen Phanotypen der JA-Biosynthesemu-
tante aos und inhibiert das Wurzelwachstum im gleichen AusmaR wie im WT (von Malek et al., 2002).
Die jar1-Mutante (jasmonate resistant 1) zeigt hingegen Resistenz gegeniiber der Wurzelinhibierung
nach MeJA-Behandlung. Das JA-Aminosadure-Konjugat JA-lle allein, nicht aber JA oder MelA, komple-
mentieren die JA-insensitive Mutante und inhibiert das Wurzelwachstum. Dieses Resultat gibt Auf-
schluss dartiber, dass es sich bei dem aktiven Hormon um JA-lle, nicht aber um JA, MeJA oder andere
JA-Aminosaure-Konjugate handelt (Staswick und Tiryaki, 2004).

Resistenz gegeniiber Coronatin-, dem molekularen Analogon von Ja-lle (Weiler et al., 1994) bzw.
MelA-vermitteInder Wurzelinhibierung zeigte hingegen die coil-Mutante (Feys et al., 1994). Bei
CORONATINE INSENSITIVEL (COI1) handelt es sich um ein F-Box-Protein, dass eine 34 %ige Sequenz-
homologie zu einem weiteren F-Box-Protein, dem Auxin-Rezeptor TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE1) aufweist (Xie et al., 1998; Dharmasiri et al., 2005). COI1 ist Teil eines funktionalen
E3-Ubiquitin-Ligasekomplexes, SCF'! (Skp1-Cull-F-Box) und kontrolliert als Rezeptor durch selektiv
gebundene Substrate die gezielte Ubiquitinierung und Degradierung dieser (Devoto et al., 2002; Xu
et al., 2002; Takahashi et al., 2004). SCF-Komplexe sind aus den vier Untereinheiten SKP1 (s-phase-
kinase-associated protein-1), CUL1 (cullin-1), einem kleinen RING-Fingerprotein, und einem
F-Box-Protein zusammengesetzt. ASK2, ein SKP1-ahnliches Protein, fungiert dabei als Adaptor zwi-
schen dem F-Box-Protein COI1 und der Cullin-RING-Ligase, welches das Ubiquitin-Gbertragende
Enzym (E2) rekrutiert (Petroski und Deshaies, 2005) (Abbildung 3.27 (A)).

Es konnte gezeigt werden, dass COI1 als direkter Rezeptor fiir JA-lle fungiert, dhnlich wie TIR1 flr
AUX/IAA (Yan et al., 2009; Sheard et al., 2010; Dharmasiri et al., 2005). COI1 kodiert fir ein 67 kDa
grolRes Protein und besteht aus zwei Domanen: eine kleine, N-terminale F-Box-Domane sowie eine
groRe LRR-Domaéne (leucine-rich repeats), bestehend aus 18 LRRs mit versetzt angeordneten a-Heli-
ces und B-Faltblattstrukturen (Yan et al., 2009; Adams und Turner, 2010) (Abbildung 1.2 (A)). W&h-
rend die F-Box-Domane fiir die Protein-Protein-Interaktion mit ASK2 verantwortlich ist, sind die LRRs
an der Interaktion mit JA-lle beteiligt (Sheard et al., 2010). Die Struktur von COI1 weist eine Vertie-
fung des Proteins auf, die zusammen mit den verlangerten Schleifen des LRR-2, -12 und -14 die Bin-
detasche fiir JA-lle formt (Abbildung 1.2 (A) & (B)). Die Bindetasche kann in vier kleinere Taschen (P1,
P2, P3 und P4) unterteilt werden, die verschiedene Aminosauren mit spezifischen Eigenschaften auf-
weisen (Abbildung 1.2 (B) und (C)). P1 beinhaltet Arg-496 und Tyr-444, die Gber Wasserstoffbricken
mit der Ketogruppe des Cyclopentanonrings von JA-lle interagieren. Gegenliber liegend befindet sich
P2, hydrophob aufgrund von Ala-86, Phe-89 und Leu-91 sowie Leu-469 und Trp-519. In diesem Teil

der Bindetasche lagert sich die Pentenylseitenkette des Liganden an. P3 besteht hauptsachlich aus
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hydrophilen Resten (Glu-355 und Arg-446), wohingegen P4 Reste aufweist (Val-411, Ala-384 und
Arg-409), die die Seitenkette von JA-lle binden. Tiefer liegend in der Bindetasche sorgen Aminosauren
wie Arg-85, Arg-348 und Arg-409 (iber Salz- und Wasserstoffbriicken fiir die Bindung der Amidgruppe
des Liganden. Tyr-386 verstarkt die Bindung durch ausgebildete Wasserstoffbriicken zur Amingruppe
des Liganden. P3 und P4 bilden zusammen mit JA-lle eine neue Oberflache die zur Bindung von
JAZ-Proteinen fuhrt. (Yan et al.,, 2009). Das F-Box-Protein COI1 vermittelt ndamlich als Teil des
SCF®'-Komplex JA-Signalwirkung durch Hormon-abhingige Ubiquitinierung und Degradierung der

transkriptionalen JAZ-Repressor-Protein-Familie.
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Abbildung 1.2 Strukturelles Model von COI1 und Darstellung der Bindetasche des Proteins fiir JA-lle (Yan
et al., 2009; Sheard et al., 2010)

(A) Zwei Darstellungen des strukturellen COI1-Proteins, dargestellt als ribbon model. Die F-Box- und LRR-Do-
manen sind in grau dargestellt, das C-terminale Ende in blau. Die LRR-Motive sind durchnummeriert. Die
drei oberhalb liegenden Schlaufen von LRR-2, -12 und -14 sind in rot dargestellt. (B) Seitenansicht bzw. der
Blick von oben auf JA-Ile, gebunden in der Bindetasche von COI1. Das Hormon ist als stick model dargestellt.
Wasserstoff- und Salzbriickenbindungen sind in gestrichelten Linien (gelb) dargestellt. (C) Modell der Bin-
dung von JA-lle an COI1.
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JAZ-Proteine (jasmonate ZIM-domain) fungieren in Abwesenheit des Hormons JA-lle als Repressoren
und inhibieren durch Bindung an Transkriptionsfaktoren deren Aktivitat, was eine reprimierte JA-ver-
mittelte Antwort zur Folge hat (Abbildung 1.3 (A)) (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Yan et al.,
2007). In Anwesenheit von JA-lle werden JAZ-Proteine zum SCF®'-Komplex rekrutiert, ubiquitiniert
und durch das 26S-Proteasom degradiert (Abbildung 1.3 (B)). Die Degradierung der Repressoren

flhrt zur Aktivierung von Tranksriptionsfaktoren, die die JA-vermittelte Antwort aktivieren (Abbil-

dung 1.3 (B)).

JA-responsive Expression
TF ﬁ

Abbildung 1.3 Modell der JA-Signalwirkung. (Wager und Browse, 2012)

(A) In Abwesenheit von JA-lle binden JAZ-Proteine Transkriptionsfaktoren und rekrutieren Co-Repressoren
wie NINJA und TOPLESS (TPL). Die Transkription von Genen wird reprimiert. (B) In Anwesenheit von JA-lle
(schwarze Raute), ermoglicht das Hormon die Interaktion von JAZ und dem F-Box Protein COI1, der Erken-
nungskomponente des SCF®'-Komplexes. Die Interaktion resultiert in der Ubiquitinierung (orange Kreise)
und anschlieRender Degradierung des JAZ-Proteins durch das 26S-Proteasom. Transkriptionsfaktoren wer-
den nicht mehr langer reprimiert und aktivieren die JA-vermittelnde transkriptionelle Antwort.

Arabidopsis thaliana weist 13 JAZ-Proteine auf, wovon 12 zur pflanzenspezifischen TIFY-Familie ge-
zahlt werden, benannt aufgrund des Kernmotiv TIF[F/Y]XG der ZIM-Domane (Zinc-finger protein ex-
pressed in inflorescence Meristem) (Vanholme et al., 2007). Mitglieder der JAZ-Familie weisen neben
hoher Sequenzvariabilitat drei konservierte Domanen auf. N-Terminal findet man eine nicht ndher
charakterisierte, schwach konservierte Doméane (Hou et al., 2010) (Abbildung 1.4). Die zentral gele-
gene ZIM-Domiéne besteht aus 30 Aminosauren inklusive dem hoch konservierten TIF[F/Y]XG-Motiv.
Das TIFY-Motiv wird sowohl fiir die Repressor-Aktivitat als auch fiir die Bildung von Homo- und He-

terodimeren benétigt (Vanholme et al., 2007). Die hoch konservierte, C-terminale Jas-Domane (Chini
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et al., 2007; Thines et al., 2007) ist in vielen Protein-Protein-Interaktionen involviert. Unter anderem
vermittelt sie die Interaktion des JAZ-Proteins mit COI1 (Chini et al., 2007). JAZ-Proteine mit komplett
oder nur teilweise deletierter Jas-Domane weisen reduzierte Bindung mit COI1 auf (Chini et al., 2007

Thines et al., 2007; Yan et al., 2007).

1 20 52 126 155 200 228 253

PLTIFYAGQVIVFNDF SAEKAKEVINLASK

Homo-/Hetero-Dimere

KPSFSQTCSRLSQYLKENGSFGDLSLGMACKPD N!NVA ELPIARRASLHRFLEKRKDRVTSKAPYQL

DELLA, HDAG6 ,MYC2/3/4, MYB1/24 GL3/EGL3/TT8/
GL1/MYB75, EIN3/EIL1, DELLLA

Abbildung 1.4 Schematische Darstellung der konservierten Doméanen im JAZ-Protein (verdndert nach Wa-
ger und Browse, 2012)

Die kolorierten Boxen zeigen die konservierten Doméanen der JAZ-Familie (blau: N-terminale Domane mit
EAR-ahnlichem Motiv (fettgedruckte Aminosduren), rot: zentrale ZIM-Domane mit dem hoch konservierten
TIF[F/Y]XG-Motiv (fettgedruckte Aminosduren), griin: C-terminale Jas-Doméne) mit der darunter dargestell-
ten Sequenz von JAZ1. Interagierende Proteine der jeweiligen Domane sind unter der Sequenz aufgefiihrt.

Mittels Tandem Affinity Purification (TAP) konnte einer der beteiligten Mechanismen der reprimie-
renden Funktion von JAZ-Proteinen aufgeklart werden. Das NINJA- (NOVEL INTERACTOR OF JAZ)
Adaptorprotein und der Co-Repressor TOPLESS (TPL) wurden durch massenspektrometrische Ana-
lyse des aufgereinigten Komplexes identifiziert (Pauwels et al., 2010; Pauwels und Goossens, 2011).
Es wird postuliert, dass die Transkription von JA-responsiven Genen von TOPLESS durch Histon-
deacetylierung reguliert wird. Histondeacetylierung flihrt zum ,,geschlossenen” Zustand des Chroma-
tins, welches daher nicht von Transkriptionsfaktoren gebunden werden kann und die Genexpression
nicht aktiviert werden kann (Long et al., 2006). Im Auxin-Signalweg wirkt TPL als Repressor, indem
AUX/IAA-Proteine TPL durch Interaktion mit einem DNA-bindenden Faktor zu Auxin-responsiven Pro-
motoren rekrutieren (Szemenyei et al., 2008). Fir den JA-Signalweg war deshalb ersichtlich, dass
JAZ-Proteine die Co-Repressoren NINJA und TPL durch die Interaktion mit MYC-Transkriptionsfakto-
ren zu JA-responsiven Promotoren rekrutieren. Die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren wird repri-
miert. Dies unterstiitzend, zeigten ninja-RNA-Interferenz-Linien (RNAI) als auch tp/1-1-Mutanten Hy-

persensitivitdt gegentiber JA bezogen auf das Wurzelwachstum (Pauwels et al., 2010).
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Aufgrund konstitutiver Aktivierung eines JA-responsiven Reporters JAZ10:GUSPlus im Hintergrund
der ninja-Mutante konnte gezeigt werden, dass das NINJA-Protein in Wurzeln unentbehrlich fiir die
Repression der JA-Signalkaskade und die Aufrechterhaltung des normalen Wurzelwachstums ist
(Acosta et al., 2013).

Mogliche NINJA-unabhangige Mechanismen der JAZ-Repression werden postuliert wie bspw. die di-
rekte Rekrutierung von TOPLESS durch JAZ5, JAZ6 bzw. JAZ8 liber ein konserviertes EAR- (ethylene-
responsive element binding factor-associated amphiphilic repression) ahnliches Motiv, wie es flr Au-
xin beschrieben wurde (Szemenyei et al., 2008; Causier et al., 2012; Shyu et al., 2012; Arabidopsis
Interactome Mapping Consortium, 2011). Ein weiterer NINJA-unabhdngiger Mechanismus erfolgt
Uber die Interaktion der NT oder ZIM-Domane des JAZ-Proteins mit HDA6, einer Histondeacetylase,
die in die transkriptionelle Regulierung von JA-responsiven Genen, speziell als Co-Repressor in der
Regulation der ERF1-Expression, involviert ist (Zhou et al., 2005).

Ein direkter Interaktionspartner fiir JAZ-Proteine wurde in den MYC-Transkriptionsfaktoren
gefunden (Chini et al., 2007; Fernandez-Calvo et al., 2011). Bei MYC2, MYC3 und MYC4 handelt es
sich um Mitglieder der bHLH (basic helix-loop-helix) Familie, charakterisiert durch ihre bHLH-Do-
mane, die fiir die DNA-Bindung und Bildung von Homo- und Heterodimeren verantwortlich ist
(Fernandez-Calvo et al., 2011). Mitglieder der MYC-Transkriptionsfaktoren wirken redundant, denn
Phanotypen der Einzelmutanten myc2, myc3 und myc4 lassen sich kaum vom Wildtypen unterschei-
den. (Lorenzo et al., 2004; Cheng et al.,, 2011; Niu et al.,, 2011). Erst die Trippelmutante
myc2 myc3 myc4 weist einen JA-insensitiven Phanotyp auf, der dem coil-Phanotypen sehr dhnlich
ist. Jedoch ist die Trippelmutante weiterhin fertil und zeigt keine vollstandige Resistenz gegeniber
JA-vermittelter Inhibierung des Wurzelwachstums (Fernandez-Calvo et al., 2011). Weitere Transkrip-
tionsfaktoren wie bspw. MYB21 und MYB24 sind ebenfalls direkte Targets der JAZ-Proteine. Analysen
der Doppelmutante myb21 myb24 haben gezeigt, dass sie in die Regulation der Fertilitat involviert
sind und somit neben MYC-Transkriptionsfaktoren Teil der JA-Signaltransduktion sind (Song et al.,
2011).

Mittels Microarray-Analysen wurde die feedback Regulierung der JAZ-Proteinexpression durch den
MYC2-Transkriptionsfaktor erkannt. Somit ist JAZ10 bspw. ein Gen, dessen Expression unter positiver
Kontrolle von MYC2 steht (Chini et al., 2007). VSP2 und LOX2 sind andere Beispiele, deren Expression
als Antwort auf Herbivorie und Verwundung durch MYC2 induziert wird (Reymond et al., 2000; Lo-
renzo et al., 2004; Acosta et al., 2013).

Wie eingangs erwahnt reguliert JA zusammen mit dem gasformigen Ethylen (ET) Abwehrantworten
gegeniber nekrotrophen Pathogenen (Dong, 1998). Die Interaktion zwischen JA und ET ist primér

von synergetischer Natur. Ein klassisches Beispiel ist die durch den Transkriptionsfaktor ORA59
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(OCTADE CANOID-RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF59) regulierte Expression des Abwehrgens
PDF1.2, welches die gleichzeitige Aktivierung des JA- und ET-Signalweges fordert (Penninckx et al.,
1998; Zander et al., 2010). Die Expression des Transkriptionsfaktors ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FAC-
TOR1) ist ein weiteres Beispiel fiir die synergetische Wirkung beider Hormone (Pre et al., 2008;
Lorenzo et al., 2003). Es ergeben sich damit zwei Wege der JA-vermittelnden Genexpression. Wah-
rend MYC2 als positiver Regulator fiir die Expression von VSP2 und LOX2 fungiert, wirkt er als nega-
tiver Regulator fur JA/ET-responsive Gene wie PDF1.2, deren Expression durch ORA59 aktiviert wird
(Lorenzo et al., 2004). Infolgedessen lasst sich erkennen, dass bei kombinierter Aktivierung der
JA- und ET-Signalkaskade die ORA59-vermittelte Genexpression der JA-Antwort aktiv ist, wahrend in
Abwesenheit von ET die MYC2-vermittelte Genexpression der JA-Antwort aktiv ist. Die Wechselwir-
kung zwischen ORA59 und MYC2 und damit zwischen JA und ET erlauben der Pflanze, die Expression
von Genen fir optimale Abwehrreaktionen gegeniiber den jeweiligen Pathogenen abzustimmen.
JA-Signalmutanten zeigen generell erhohte Suszeptibilitat gegeniiber dem nekrotrophen Pilz Botrytis
cinerea. Die jin1/myc2-Mutante hingegen zeigt erhohte Resistenz gegen das Pathogen. Da der inhi-
bierende Effekt von MYC2 auf ORA59 in der jin1/myc2-Mutante nicht vorhanden ist, scheint die er-
hohte Resistenz gegen Botrytis cinerea auf potenzierte Expression von ORA59-abhangigen Abwehr-
genen zu beruhen (Lorenzo et al., 2004; Berrocal-Lobo et al., 2002).

Zusatzlich zu JA und ET ist Salicylsdure in die Organisation der komplexen Abwehrantwort
einer Pflanze involviert. Das phenolische Signalmolekul Salicylsdure wirkt antagonistisch zur JA-ver-
mittelnden Signalkaskade und spielt eine wichtige Rolle in der Pflanzenabwehr gegeniber biotro-
phen Pathogenen (Pieterse et al., 2009; Vlot et al., 2009). Neben lokalen Abwehrmechanismen, aus-
geldst durch PTI (PAMP-triggered immunity) und ETI (effector-triggered immunity) ist SA flr die Etab-
lierung der langfristigen Immunitdt in Form der systemisch erworbenen Resistenz (Systemic Acquired
Resistance, SAR) erforderlich (Tsuda et al., 2009; An und Mou, 2011; Durrant und Dong, 2004).

Salicylsdure wird in Pflanzen Uber zwei Synthesewege hergestellt, Giber den PAL- (phenylala-
nine ammonia lyase) Syntheseweg oder den ICS- (isochorismate synthase) Syntheseweg (Abbildung
1.5 (A)) (Chen et al., 2009; Wildermuth et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass wahrend der
Pflanzen-Pathogen-Interaktion der Hauptanteil an induzierbarer Salicylsdure durch den ICS-Synthe-

seweg produziert wird (Garcion et al., 2008).
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Abbildung 1.5 Biosyntheseweg (verandert nach Wildermuth et al., 2001) und Signalkaskade (Pieterse et
al., 2009) der Salicylsdure

(A) Nach Infektion mit Pathogenen wird SA primar Uber den Isochorismat-Syntheseweg produziert. In der
Salicylsduresynthese involvierte Enzyme sind in griin dargestellt: Isochorismatsynthase (ICS1), Pyruvatlyase
(PL, in Bakterien identifiziert). (B) Vereinfachte Darstellung der SA-Signalkaskade suggeriert, dass ein veran-
dertes Redoxpotential in der Zelle NPR1-Oligomere in aktive Monomere umformt. NPR1 agiert im Zellkern
als transkriptioneller Co-Aktivator mit TGA-Transkriptionsfaktoren und induziert die Expression von SA-ab-
hédngigen Genen.

In Chloroplasten katalysiert die Isochorismatsynthase die Umwandlung von Chorismat in Isochoris-
mat, welches in einem zweiten Schritt in Salicylsdure umgesetzt wird (Wildermuth et al., 2001; Demp-
sey et al., 2011). Die SA-Biosynthese-Mutante sid2 weist eine Mutation der /CS1 auf und zeigt nach
Infektion mit Pathogenen reduzierte SA-Akkumulation und erhdhte Suszeptibilitat. Die durch Patho-
gen induzierte Genexpression ist ebenfalls reduziert, wie bspw. die Expression des SA-responsiven
Gens PR-1 (PATHOGENESIS RELATED-1) (Wildermuth et al., 2001). Durch Zugabe von exogenem SA
oder SA-Analogen wie BTH (benzothiadiazole S-methylester) kann der Phdnotyp der sid2 komplemen-
tiert werden (Durrant und Dong, 2004; Nawrath und Metraux, 1999).

Die SA-Signalkaskade wird durch einen NPR1- (NON EXPRESSOR OF PR GENES1) abhangigen sowie
NPR1-unabhdngigen Mechanismus vermittelt. NPR1 spielt eine essentielle Rolle in der Etablierung
der SAR und bei der Expression von PR-Genen (Cao et al., 1994). In Abwesenheit von SA bildet NPR1
im Cytoplasma Oligomere Uber Disulfidbriicken. Durch erhohte SA-Mengen nach Infektion mit Pa-

thogenen kommt es zur Verdanderung der Redox-Homoostase: NPR1-Oligomere werden zu aktiven
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Monomeren reduziert und in den Zellkern transportiert. Im Zellkern fungiert NPR1 als transkriptio-
neller Co-Aktivator fir Transkriptionsfaktoren wie TGAs zur Regulierung von SA-responsiven Genen
wie bspw. PR-1 (Bowling et al., 1997; Mou et al., 2003; Tada et al., 2008).

NPR1 aktiviert nicht nur die lokale Immunantwort, sondern ist auch verantwortlich fiir transkriptio-
nelle Anderungen in systemischen Geweben, ein Phianomen, dass als systemisch erworbene Resis-
tenz (Systemic Acquired Resistance, SAR) bekannt ist. SAR flhrt Gber mehrere Wochen bis Monate
zum Schutz der restlichen Pflanze vor sekundaren Infektionen (Durrant und Dong, 2004).

Nach Infektion werden Signale wie Methylsalicylsdaure (MeSA), Azelainsdure (Aza), Glycerin-3-Phos-
phat (G3P) und Dehydroabietinal (DA) gebildet, die die systemische Expression von PR-1 in nicht be-
fallenen, distalen Geweben der Pflanze positiv beeinflussen (Park et al., 2007; Jung et al., 2009;
Chanda et al., 2011; Chaturvedi et al., 2012; Malamy et al., 1990). So zeigen bspw. Mutationen der
G3P-Synthasen GLY1 (G3P-Dehydrogenase) und GLI1 (Glycerolkinase) kompromittierte SAR. Der Pha-
notyp kann durch exogene Zugabe von G3P in glyl und glil wieder hergestellt werden (Chanda et
al., 2011).

Salicylsaure aktiviert im Allgemeinen effektive Abwehrmechanismen gegeniiber biotrophen Patho-
genen, wahrend die Abwehr gegeniiber nekrotrophen Pathogenen mit Jasmonsaure-vermittelnden
Verteidigungsmechanismen assoziiert ist (Glazebrook, 2005). Es handelt sich bei SA und JA um Phy-
tohormone, die eine Hauptrolle in der Abwehr von Pathogenen Gbernehmen. Ihre iberwiegend an-
tagonistische Funktion moduliert die Immunabwehr und zeigt, dass die Komplexitat des pflanzlichen
Immunsystems nicht nur durch viele Phytohormone bedingt ist, sondern auch durch den crosstalk
dieser untereinander (Kunkel und Brooks, 2002).

Ein erhohter SA-Gehalt in Pflanzen ist mit reduzierter JA-Antwort verbunden und vice versa (Petersen
et al., 2000; Spoel et al., 2003). Die Repression von JA-induzierter Expression durch SA erfolgt durch
NPR1. Es wird vermutet, dass NPR1 die SA-vermittelte Suppression der JA-Signalweitergabe durch
eine cytosolische Funktion ausfiihrt (Spoel et al., 2003).

Auch auf der Ebene der regulierten Genexpression von NACs konnte der Antagonismus von SA und
JA gezeigt werden. Mitglieder der NAC- (NAM/ATAF1, 2/CUC2) Transkriptionsfaktor-Familie wie
ANAC019, ANACO055 und ANACO072 agieren downstream von MYC2 und wurden als positive Regula-
toren von JA-induzierter LOX2- und VSP1-Expression identifiziert. Es handelt sich bei den NAC-Tran-
skriptionsfaktoren um JA-induzierte Gene in Abhangigkeit von COI1 und MYC2 (Bu et al., 2008; Zheng
et al., 2012). Ebenso induziert Coronatin die Expression der drei homologen NAC-Transkriptionsfak-
toren durch direkte Aktivitat von MYC2. Die damit einhergehende bakterielle Verbreitung in lokalem
und systemischem Gewebe ist durch Coronatin-inhibierende Akkumulation von SA zu erklaren. Die

NAC-Transkriptionsfaktoren inhibieren die Expression des SA-Biosynthesegens /ICS1 und aktivieren
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die Expression von BSMT1 (BENZOIC ACID/SALICYLIC ACID CARBOXYL METHYLTRANSFERASE1), ein
Gen, dass fiur die SA-Methyltransferase kodiert, die SA in das inaktive und fliichtige MeSA umwandelt
(Zheng et al., 2012).

Die Expression eines anderen NAC-Transkriptionsfaktors, ATAF2, wird durch das vaskulare Pathogen
Verticillium longisporum und durch Fusarium oxysporum induziert (Iven et al., 2012; Delessert et al.,
2005). Die Uberexpression des Trankriptionsfaktors ATAF2 fiihrt zur erhdhten Suszeptibilitat gegen-
Uber F. oxysporum. Aufgrunddessen wird postuliert, dass er als negativer Regulator der Pflanzenab-

wehr fungiert und pathogenbezogene Proteine in Arabidopsis reprimiert (Delessert et al., 2005).

1.3 Das vaskulare Pathogen Verticillium

Verticillium gehort dem Phylum der Ascomycota (Schlauchpilze) an und wird der Untergruppe der
filamentdsen Ascomyceten zugeordnet (Hibbett et al., 2007). Die Gattung wird der Klasse der Deute-
romyceten (Fungi imperfecti) zugeordnet, da sie keine Ascosporen ausbilden und sich somit nicht
sexuell vermehren kdnnen. Die Fortpflanzung geschieht rein vegetativ (asexuell, amorph). Der Gat-
tungsname Verticillium ist von der morphologischen Struktur der verzweigten Konidiophoren abge-
leitet. Konidiosporen werden auf Phialiden gebildet, die sich seitlich vom Konidiophor abzweigen und
wirtelig (verticillate) angeordnet sind (Inderbitzin et al., 2011).

Es handelt sich bei der Gattung Verticillium um eine weit verbreitete Gruppe von bodenbiirtigen,
hemibiotrophen Pflanzenpathogenen, die in kalten bis subtropischen Klimazonen vertreten sind. Die
Gattung Verticillium verursacht vaskulare Krankheiten in einem breiten Spektrum an Wirtspflanzen
wie bspw. der Baumwolle, Kartoffel, Zuckerriibe, Tomate, Olive oder dem Raps (Pegg und Brady,
2002). Typische Krankheitssymptome nach Infektion mit Verticillium schlieBen Chlorose, Nekrose,
Unterentwicklung, Welke (spezifisch fir V. dahliae) und Ausbleichen der Blattnervatur ein. Sechs
pflanzenpathogene Spezies beinhaltet die Gattung Verticillium (Barbara und Clewes, 2003). Bei
V. dahliae und V. albo-atrum handelt es sich um die aggressivsten und bestuntersuchten Arten. Aus
der interspezifischen Hybridisierung dieser beiden Arten ist vermutlich die von Karapapa und Kolle-
gen (1997) erstmalig beschriebene Art Verticillium longisporum entstanden. Eine anndhernde Ver-
dopplung des Genoms (amphihaploid) lasst darauf schlieBen.

Verticillium longisporum unterscheidet sich in mehreren Punkten von V. dahliae bzw. V. albo-atrum.
Der ersichtlichste und namensgebende Unterschied von V. longisporum ist die langliche Form ihrer

Konidien, die mit 7-9 um etwa die zweifache Lange verglichen mit V. dahliae und V. albo-atrum auf-
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weisen (Karapapa et al., 1997). Weiterhin grenzt sich V. longisporum durch sein Wirtsspektrum deut-
lich ab und ist vorwiegend pathogen fiir Brassicaceae (Kreuzbliitlergewachse) (Zeise und Tiedemann,
2002). Die Spezialisierung von V. longisporum fihrt im europaischen Raum seit der letzten Dekade
zu ernsthafter Bedrohung des Rapsanbaus und geht mit erheblichen Ernteausfillen einher (Zhou et
al., 2006).
Untersuchungen der Interaktion von V. longisporum und Brassica napus haben gezeigt, dass Ernte-
ausfalle nicht durch die Welke der Pflanze erfolgen. Es gab keine Hinweise auf eine eingeschrankte
Wasser- oder Nahrstoffversorgung (Floerl et al., 2008). Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass
V. longisporum de novo Formation von funktionalem Xylem sowohl in Brassica napus als auch in
Arabidopsis thaliana veranlasst. Infizierte und nicht gewasserte Arabidopsis-Pflanzen zeigen gerin-
gere Symptome bezliglich des Trockenstresses als nicht infizierte Wildtypen (Reusche et al., 2012).
Unter Laborbedingungen kann auch die zur Familie der Brassicaceae gehérende Modell-
pflanze Arabidopsis thaliana vom Wurzelpathogen V. longisporum infiziert werden (Steventon et al.,
2001; Veronese et al., 2003). Als hemibiotrophes Pathogen tUberdauert der Pilz im ersten Teil seines
Lebenszyklus im Xylem und ruft erst zum spéateren Zeitpunkt ernsthafte Gewebeschdden der Pflanze
hervor (Klosterman et al., 2011).
Ein Charakteristikum von V. longisporum und anderen Verticillium-Spezies ist der Wandel des Le-
bensstils wahrend des Infektionszyklus einer Pflanze. Abhangig von den vorherrschenden Bedingun-
gen, weist V. longisporum eine biotrophe oder nekrotrophe Lebensweise auf und tGberdauert in dor-
manter Form als Mikrosklerotien bis zum nachsten Infektionszyklus. Der Infektionszyklus Iasst sich
somit in eine parasitische, saprophytische und eine ruhende Entwicklungsphase einteilen (Fradin und
Thomma, 2006). Erhalten Mikrosklerotien Zugang zu Kohlenstoff und Stickstoff von Wurzelexudaten,
die in die Rhizosphire abgegeben werden, sind die melanisierten und dickwandigen Uberdauerungs-
strukturen zur Keimung fahig (Abbildung 1.6). Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass Monoter-
pene ebenfalls die Keimung und Kolonisierung von Arabidopsis-Wurzeln durch den Pilz stimulieren.
Eine Uberexpression der Monoterpensynthase TPS23/27 fiihrt zur erhdhten Kolonisierung der Pflan-
zen durch V. longisporum (Roos et al., 2015). Aus Mikrosklerotien herauswachsende Hyphen folgen
Uber kurze Distanzen dem Nahrstoffgradienten zur potentiellen Wirtspflanze (Olsson, 1985; Fradin
und Thomma, 2006). Verticillium tritt in die parasitische Phase seines Lebens ein, indem er die Pflanze
an der Wurzelspitze oder an der Stelle lateraler Wurzelformation infiziert, Stellen an denen die En-
dodermis noch nicht vollstdndig ausgebildet ist (Bishop und Cooper, 1983; Pegg und Brady, 2002). Im
Gegensatz zu anderen pathogenen Pilzen bildet V. longisporum keine Appressorien, sondern lediglich
Hyphopodien (geringe Anschwellung der Hyphenspitze) (Eynck, 2007). Die Pilzhyphen wachsen in-

ter- und intrazellular durch den Wurzelkortex zum Zentralzylinder. Die Kolonisierung des Xylems
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durch V. longisporum ist im Gegensatz zu V. dahliae nur auf einzelne LeitgefdRe des Xylems be-
schrankt. Diese eingegrenzte Kolonisierung kann erkldaren, warum V. longisporum keine Welke in
Brassica napus hervorruft (Eynck, 2007). Im vaskularen Gewebe werden Konidien gebildet, die mit
dem vaskularen Strom aufwarts transportiert werden. Erreicht der Pilz sogenannte trapping sites,
keimen die neu gebildeten Konidien und penetrieren angrenzende Zellen zur Fortflihrung der syste-
mischen Kolonisierung (Beckman, 1987; Eynck, 2007). Im weiteren Verlauf der Infektion kommt es
zur Ausbildung von Krankheitssymptomen wie stagnierendem Pflanzenwachstum oder auch Chloro-
sen und Nekrosen. Der Pilz wechselt in die nekrotrophe Phase seines Lebens und ernahrt sich sapro-
phytisch von abgestorbenen Pflanzenresten. Mikrosklerotien werden vom Pilz gebildet und gelangen
mit dem abgestorbenen Pflanzenmaterial zuriick in den Boden. Mehr als eine Dekade ist es dem Pilz
moglich als Uberdauerungsstruktur zu tberleben, bis es erneut zur Keimung durch Wurzelexudate

kommt (Pegg und Brady, 2002).

Konidien-
bildung und
systemische Chlorosen,
. das Xylem (Welk?
Systems der Blatter) . )
Kolonisierung des
seneszenten Gewebes
Kolonisierung Entwicklung der ’
des Wurzelkortex Mikrosklerotien

im absterbenden
Pflanzengewebe

—_—-

direkte Penetration

der Wurzelspitzen . .
Mikrosklerotien

Wurzelexudate gelangen mit dem
st@ulleren abgestorbenen
Keimung der Pflanzenmaterial in

Mikrosklerotien die Erdw

Abbildung 1.6 Lebenszyklus von Verticillium-Arten (verdndert nach Berlanger und Powelson, 2000)
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1.3.1 Kontrolle von Verticillium-bedingten Krankheiten und Resistenzmechanismen von Pflan-
zen gegeniiber diesem Pilz

Der Lebenszyklus von Verticillium weist einige Besonderheiten auf, die die Kontrolle Verticillium-aus-
geloster Krankheiten erschweren. In einem friithen Stadium der Infektion wachst der Pilz innerhalb
des vaskularen Gewebes einer Pflanze, was die Bekampfung des Pilzes mit Fungiziden unmadglich
macht, ohne die Pflanze in ihrem Wachstum zu beeinflussen oder gar zu toten. Die Langlebigkeit der
Uberdauerungsformen stellt ebenfalls ein groRes Problem dar, um Verticillium-vermittelte Krankhei-
ten zu kontrollieren. Zur Einddammung der Krankheiten wurde ein Focus auf Versuche gelegt, die
Menge des Inokulums im Boden von Anbaugebieten zu verringern. So wurde lange Zeit Bromome-
than als Schadlingsbekdampfer eingesetzt. Aufgrund der damit einhergehenden Nebenwirkungen auf
die Umwelt wurde die Anwendung wieder begrenzt (Martin, 2003). Eine wechselnde Fruchtfolge auf
den Anbaugebieten zeigt allein fiir V. longisporum aufgrund seines eingeschrankten Wirtsspektrums
Effizienz. So kann eine mehrjahrige Unterbrechung in der Raps-Fruchtfolge das Inokulum im Boden
effektiv verringern (Pegg und Brady, 2002).

Wegen der bisher wenig effizienten MaBnahmen die Krankheit, ausgel6st durch Verticillium, zu kon-
trollieren, sind neue Strategien zur Limitierung der Verticillium-Verbreitung notwendig. Die favori-
sierte Methode ist dabei die Ziichtung genetisch resistenter Pflanzen, in Europa speziell von Brassica
napus aufgrund der wachsenden Nachfrage als Quelle fiir Biokraftstoff und Speisedl.

Im Focus der bisher genetisch basierten Resistenzmechanismen einer Pflanze gegeniiber
Verticillium liegt der in Tomatenpflanzen identifizierte polygene Resistenz-Locus Vel , der Resistenz
gegenliber V. dahliae und V. albo-atrum vermittelt (Kawchuk et al., 2001). Vel kodiert fiir einen pu-
tativen, Plasmamembran-lokalisierten, leucine-rich repeat-Rezeptor der Klasse der RLPs (recep-
tor-like protein) (Kawchuk et al., 2001). Als Ligandensensor erkennt Vel den sezernierenden Effektor
Avel von Verticillium (Zhang et al., 2014). Aufgrund der Bindung von Vel mit SOBIR1 (SUPPRESSOR
OF BIR1), einer Rezeptor-dhnlichen Kinase, erfolgt die intrazelluldre Signalweiterleitung und die da-
mit einhergehende Vel-vermittelnde Immunitat (Fradin et al., 2014; Liebrand et al., 2013). Funktio-
nale Komplementationsanalysen wurden mit suszeptiblen Kartoffelsorten durchgefiihrt. Vel vermit-
telt auch in anderen Solanaceae (Nachtschattengewédchse) Resistenz gegniiber V. albo-atrum
(Kawchuk et al., 2001).

Neben den RLPs unterscheidet man ebenfalls die Klasse der RLKs (receptor-like kinases). Beide Klas-
sen der R-Proteine weisen extrazelluldre LRR-Regionen sowie eine einzelne Transmembrandomane
auf. RLKs besitzen zusatzlich eine cytoplasmatische Serin/Threonin-Kinase-Domane und sind somit
nicht auf die Interaktion mit externen Kinasen zur Signalweitergabe angewiesen (Joosten und de Wit,

1999; Kruijt et al., 2005). Die Prasenz vieler RLPs und RLKs in diveresen Pflanzenspezies suggeriert,
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dass diese Gene eine wichtige Rolle in der Wahrnehmung und Weiterleitung von Pflanzenpathoge-
nen spielen (Kruijt et al., 2005).

Ein Beispiel fiir eine solche RLK in Arabidopsis thaliana ist die Zellwand-assoziierte Rezeptor-ahnliche
Kinase RFO3 (RESISTANCE TO FUSARIUM OXYSPORUM). Sie vermittelt Resistenz gegeniiber einem
weiteren bodenbirtigen, vaskularen Pflanzenpathogen, Fusarium oxysporum f.sp. matthioli (FOM).
Nach Infektion von Arabidopsis mit dem Wurzelpathogen F. oxysporum kommt es zur erhéhten Ex-
pression von RFO3 im vaskuldaren Gewebe. Pfropfungsexperimente zeigen, dass die Expression von
RFO3 in Wurzeln die Infektion des vaskuldren Gewebes durch das Pathogen verhindert und somit
mafgeblich an der Resistenz-vermittelnden Funktion beteiligt ist (Cole und Diener, 2013).
Resistenz-vermittelnde Prozesse kdnnen neben der pravaskuldaren Phase auch erst spater, in der
vaskuldren Phase, anlaufen (Talboys, 1972). Wenn der Pilz die pravaskuldre Abwehr Giberwunden hat,
kann die Deposition von Suberin in vaskuldren Zellen eine Barriere gegen die Penetration vom Pilz
formen und verhindert somit die horizontale Ausbreitung des Pathogens liber XylemgefaRe (Robb et
al., 1989). In dieser Phase der Infektion unterstitzt die Akkumulation verschiedener antimikrobieller
Substanzen die Abwehr der Pflanze. Dazu zdhlen bspw. PR- (pathogenesis-related) Proteine wie
Glucanasen und Chitinasen, phenolische Komponenten und Phytoalexine wie bspw. elementarer
Schwefel (Daayf et al., 1997; Fradin und Thomma, 2006). Generell werden diese Substanzen in resis-
tenten als auch in suszeptiblen Pflanzen gebildet. Resistente Pflanzen weisen jedoch erhéhte Men-
gen der Substanzen auf.

Durch die Analyse apoplastischer Waschfllssigkeiten Verticillium-infizierter Brassicca napus var.
napus-Blatter wurden weitere Proteine gefunden, deren Expression nach Infektion signifikant indu-
ziert wurden. Unter anderem wurde ein Germin-dhnliches Protein (GLP3) gefunden (Floerl et al.,
2008). Durch Infektionen einer T-DNA-Insertionslinie des GLP3 wurde im Vergleich zum WT eine gro-
Rere infektionsbedingte Reduktion der Blattfliche und Biomasse gezeigt. GLP3 ist somit in Resis-
tenz-vermittelnde Reaktionen gegen Verticillium involviert (Dribert, 2011).

Ein weiteres Protein COI1, der Rezeptor fiir JA-lle, ist in Suszeptibilitat-vermittelnde Prozesse
gegenliber V. longisporum und auch Fusarium oxysporum involviert (Ralhan et al., 2012; Thatcher et
al., 2009). Nach Infektion mit V. longisporum zeigt die JA-Hormonrezeptormutante coil-t weniger
ausgepragte Krankheitssymptome als seine entsprechende Hormon-Biosynthesemutante aos. Diese
Ergebnisse waren ungewodhnlich, da beide Mutanten, sowohl coil-t als auch aos eine Mutation im
Jasmonsdureweg aufweisen und daher keine JA-vermittelnde Genexpression, die Resistenz gegen-
Uber nekrotrophen Pathogenen vermittelt, aktivieren konnen. Wahrend fiir die Interaktion mit Fusa-
rium noch Gber Oxylipine, abgeleitet vom Pilz, diskutiert wird, konnte fir die V. longisporum-Pflan-

zen-Interaktion die Synthese von JA-lle des Pilzes wiederlegt werden (Thatcher et al., 2009; Ralhan
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et al., 2012). Da von V. longisporum keine JA-lle dhnliche Substanz gebildet wird, die COI1 aktiviert,
wird im Gegensatz zur klassischen Funktion von COI1 als Rezeptor fiir JA-lle, eine JA-lle unabhangige
Funktion von COI1 postuliert, die Suszeptibilitat gegentber V. longisporum vermittelt. Durch Pfrop-
fungsexperimente von chimaren Pflanzen wurde gezeigt, dass diese neue Funktion von COI1 in der
Wourzel aktiv ist und im oberen Pflanzenteil dem Pilz ermdglicht, Krankheitssymptome in Arabidopsis

thaliana hervorzurufen (Ralhan et al., 2012).

18



Einleitung

1.4 Ziel der Arbeit

Aufgrund vorheriger Infektionsanalysen von Arabidopsis thaliana mit Verticillium longisporum wird
eine JA-lle unabhangige Funktion von COI1 postuliert, die Suszeptibilitdat gegeniiber dem Pathogen

vermittelt (Ralhan et al., 2012).

1. Aufgrund von RNA-Seg-Analysen von infizierten Col-0, aos und coil-t Wurzeln mochten wir
die Frage klaren, ob wir Gene identifizieren kdnnen, die unabhangig von JA-lle durch COI1
reguliert werden und in Suszeptibilitaitsmechanismen gegeniber V. longisporum involviert

sind.

2. Mit Hilfe von Mutanten bzw. transgenen Pflanzen, die in der JA-lle abhdngigen Signaltrans-
duktion gestort sind (JAZ1A3, ninja und myc2,3,4) soll in Erfahrung gebracht werden, ob die
neue Funktion von COI1 dem klassischen JA-Weg folgt oder weitere Unabhangigkeit von die-
sem Signalweg zeigt. Dies soll durch Expressionsanalysen der unter 1. ermittelten Gene er-

folgen.

3. Essoll die Bedeutung der Ligandenbindestelle von COI1 fiir die neue Funktion dieses Proteins
analysiert werden. Dazu soll die coil-Mutante mit verschiedenen, mutierten CO/1-Proteinen
komplementiert werden, in denen spezifische, den Liganden kontaktierende Aminosauren
verandert wurden und die unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotor exprimiert werden.
Der Erfolg der Komplementation wird durch die Expressionsanalyse der unter 1. identifizier-

ten Gene Uberprift.

4. Essollen Genevon V. longisporum identifiziert werden, deren Expression durch Infektion von

A. thaliana beeinflusst werden. Interessant ist hierbei ob der pflanzliche Genotyp dafiir eine

Rolle spielt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Oligonukleotide

Tabelle 2.1 Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Die Oligobukleotide wurden von den Firmen Microsynth (Lindau, Deutschland) und Lifetechnologie (Darm-

stadt, Deutschland) synthetisiert. gqRT-PCR Oligonukleotide wurden bei Qiagen als QuantiTec-Primer-assays

™

bestellt. Grossbuchstaben geben die Gatewaysequenz an, in rot markierte Basen entsprechen der TIR1

Sequenz (AT3G62980)

Bezeichnung Gen Sequenz
Oligonukleotide fiir qRT-PCR

AT3G30750 CYP71A12 QuantiTec
AT2G38870 Protease inhibitor QuantiTec
AT1G02930 GST1 QuantiTec
AT5G37970 SAM-Methyltransferase QuantiTec
ATAG21490 NDB3 QuantiTec
AT1G74710 ICS1 QuantiTec
AT5G39190 GLP2A QuantiTec
AT2G14080 Disease resistance protein QuantiTec
AT2G29220 LERCK 31 QuantiTec
AT3G60420 Phosphoglycerate mutase QuantiTec
ATAG23230 CRK15 QuantiTec
AT5G13220 JAZ10 QuantiTec

AT1G26390_5

FAD-binding Bereberine family protein

aaagctaagagtgatcctgaga

AT1G26390_3

FAD-binding Bereberine family protein

gtaaaatttagagcatacaatcc

PLA2A_5 AT2G26560 aagaaaagaagatccgagac
PLA2A 3 AT2G26560 attcaaacgtacaagtgacc
Egfp Qtect-R GFP gaactccagcaggaccatgtg
Egfp Qtect-F GFP accactaccagcagaacaccc
Act8fwd Actin 8 ggttttccccagtgttgttg
act8rev Actin 8 ctccatgtcatcccagttge
Olg70 cagcgaaacgcgatatgtag
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Olg71 ggcttgtagggggtttaga
uBQ5fwd Ubiquitin gacgcttcatctcgtcc
UBQ5rev Ubiquitin gtaaacgtaggtgagtcca

Oligonukleotide zur Klonierung

coil85fw ctcactttgctgactttaatctgatccctgagaactgg

coil85rev gatcagattaaagtcagcaaagtgaggcttgectttaagettgage
c0i198Dfw ccctgagaactggggagattatgttactccttggg

c0i198Drev cccaaggagtaacataatctccccagttctcaggg

coil382fw agctagaatcggttctctacttctgctcagatataactaacgaatctcttgaaag
coi382rev ctgagcagaagtagagaaccgattctagctcctggcagecctgag

coi441fw neu!

cgatctctctctatctggectcttaaccgacttgggcttaagetac

coi441rev neu!

gttaagaggccagatagagagagatcgtctgagtttcttgcatccaatc

coi466fw neu!

cgtgagaatgctctcagtggcatttgcaggtgaatcagatgaaggtttaatg

coi466rev neu!

tgcaaatgccactgagagcattctcacgtttggactgtactgtccgatgtag

GBTterm-primer

atcataaatcataagaaattcgcccg

pBD2modi (fw)

catcatcatcggaagagagtagtaac

JAZ1d3-GUS + attB for

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCatgtcgagttctatggaatgtt-

ctgagtt

JAZ1d3-GUS + attB rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCtcattgtttgcc-teectgetgeg

attB1 + GUS for

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCatggtccgtc-ctgtagaaacc

attB2 + GUS rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCattgtttgec-tcectgetgeg

ASK2-attb for

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCatgtcgacggtgagaaaaatca

AKS2-attb rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCattcaaacgc-ccactgat

Oligonukleotide zur Genotypisierung

ecoi-LP tggaccatataaattcatgcagtc
ecoi-RP ctgcagtgtgtaacgatgctc
LBb1.3 attttgccgatttcggaac

LBb1 gegtggaccgcttgetgeaact
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Oligonukleotide Zur Sequenzierung

pGBK7coilfw1311

aggtgtaaattgagctgcgtc

pGBKcoilrev1819

agccacttaccatccttttcac

Seq-L1 tcgcgttaacgctageatggatctc
Seq-L2 gtaacatcagagattttgagacac
pB2GW7-fwd cacaatcccactatccttcgea

pB2GW7-rev catgagcgaaaccctataagaacc

35S term_pB2GW7HA-rev

gaaccctaattcccttat

Coiseqsl ttagccgtcgattcccgaacttg
Coiseqs2 gaaaccatagctagaaattgccg
PYK raus for cttcgatatgtaaaagaaccatcctaaac

PYK Mitte for

ccaactgttgaccaccatagctgataac

2.1.2 Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pDONR201 gateway™ Entry-Vektor zur Klonierung von Invitrogen
PCR-Fragmenten, KmR

pDONR201 + COI1 Entry-Vektor Derivat, beinhaltet die cONA von COI1  diese Arbeit
(AT2G39940)

pDONR201 + COI1-85 Entry-Vektor Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-85

pDONR201 + COI1-98 Entry-Vektor Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-98

pDONR201 + COI1-382 Entry-Vektor Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-382

pDONR201 + COI1-441 Entry-Vektor Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-441

pDONR201 + COI1-466 Entry-Vektor Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit

mutierten COI1-466

pB2GW7-HA

Gateway™ Expressionsvektor fiir Pflanzentrans-
formation, beinhaltet den CaMV 35S-Promotor, ein
3x HA-tag (N-terminal), und ein BASTA-Resistenz-
gen als Selektionsmarker, SpR

Corinna Thurow

pB2GW?7-HA + COI1 pB2GW7-HA Derivat, beinhaltet die cDNA von COI1 diese Arbeit
(AT2G39940)
pB2GW?7-HA + COI1-85 pB2GW?7-HA Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit

mutierten COI1-85
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pB2GW7-HA + COI1-98 pB2GW7-HA Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-98

pB2GW?7-HA + COI1-382 pB2GW?7-HA Derivat, beinhaltet die c¢cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-382

pB2GW7-HA + COI1-441 pB2GW7-HA Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-441

pB2GW7-HA + COI1-466 pB2GW?7-HA Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-466

pDEST-GAD Gateway™  Expressionsvektor fiir Hefetrans- Invitrogen
formation, beeinhaltet den ADH-Promotor ein
Leucinsynthesegen als Selektionsmarker, AmpR.
Der Vektor ist designed um Fusionsproteine inklu-
sive N-terminaler Gal4-Aktivierungsdomaine und
HA tag zu erstellen.

pDEST-GAD + JAZ9 pDEST-GAD Derivat, beinhaltet die cDNA von JAZ9
(AT1G70700)

pDEST-GAD + ASK2 pDEST-GAD Derivat, beinhaltet die cDNA von ASK2 diese Arbeit
(AT5G08590)

pDEST-GBKT7 Gateway™  Expressionsvektor fiir Hefetrans- Invitrogen
formation, beeinhaltet den ADH-Promotor ein
Tryptophansynthesegen als  Selektionsmarker,
KanR. Der Vektor ist designed um Fusionsproteine
inklusive N-terminaler Gal4- Bindedomaine und myc
tag zu erstellen.

pDEST-GBKT7 + COI1 pDEST-GBKT7 Derivat, beinhaltet die cDONA von COI1  diese Arbeit
(AT2G39940)

pDEST-GBKT7 + COI1-85 pDEST-GBKT7 Derivat, beinhaltet die ¢cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-85

pDEST-GBKT7 + COI1-98 pDEST-GBKT7 Derivat, beinhaltet die ¢cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-98

pDEST-GBKT7 + COI1-382 pDEST-GBKT7 Derivat, beinhaltet die cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-382

pDEST-GBKT7 + COI1-441 pDEST-GBKT7 Derivat, beinhaltet die ¢cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-441

pDEST-GBKT7 + COI1-466 pDEST-GBKT7 Derivat, beinhaltet die ¢cDNA des diese Arbeit
mutierten COI1-466

pE-HA Gateway™ Expressionsvektor, beinhaltet den |ven, 2009
35S-Promotor, ein 3x HA-tag (N-terminal), AmpR

PYK-TOPO Promotor von PYK10 wurde in pCR2.1-TOPO Thomas Schmiilling

(Invitrogen) kloniert KanR, AmpR
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PYK10GW7-HA

Erstellter Gateway™ Expressionsvektor fir Pflanzen-
transformation in Anlehnung an pB2GW?7-HA, bein-
haltet den PYK10 Promotor, ein 3x HA-tag
(N-terminal), und ein BASTA-Resistenzgen als Selek-
tionsmarker, SpR

Jennifer Huhn,

BSc-Arbeit

pDONR201 + GUS

Entry-Vektor Derivat, beinhaltet die cDNA von GUS

Jennifer Huhn,

BSc-Arbeit

pDONR201 + JAZ1A3

Entry-Vektor Derivat, beinhaltet die cDNA von
JAZ1A3

Sandra Balnojan,

BSc-Arbeit

PYK10GW7-HA + GUS

PYK10GW7-HA Derivat, beinhaltet die cDNA von
GUS

Sandra Balnojan,

BSc-Arbeit

PYK10GW7-HA + JAZ1A3

PYK10GW7-HA Derivat, beinhaltet die cDNA von
JAZ1A3

Sandra Balnojan,

BSc-Arbeit

2.1.3 Organismen

Bakterien

Eigenschaft

Referenz

Agrobacterium tumefaciens
GV3101

PMP9ORK rifr, gmr

Koncz und Schell, 1986

Escherichia coli DH5a

F-, gyrA 96 (Nalr), recAl, endAl, thi-1,
hsdR17 (rk-mk+), glnV44, deoR, D
(laczYA-argF) U169
[p80dD(lacZ)M15]

Hanahan, 1983

Pilze

Eigenschaft

Referenz

eGFP-Vertcillium
longisporum 43

eGFP-Reporterstamm von V./. 43

Eynck, 2007

Verticillium longisporum 43

isoliert in Mecklenburg /

Zeise und Tiedemann,

Deutschland 2002
Hefe Eigenschaft Referenz
PJ69-4A MATa, trp1-901, leu2-3,112, ura3-52, James et al., 1996
his3-200, gal4A, gal80A, GAL2-ADE2,
LYS2 ::GAL1-HIS3, met2::GAL7-lacZ
Pflanzen Eigenschaft Referenz
Columbia, Col-0 Wildtyp NASC stock
Nr. N1902
Columbia, Col-gl1 Widtyp, mit Defekt in der Trichom- Oppenheimer et al.,
entwicklung 1991
WTaos aos x Col-0, AG Gatz
aus heterozygoter aos Mutante

herausgekreuzter Wildtyp
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WT izt aus heterozygoter coil-t Mutante Mosblech et al., 2011
herausgekreuzter Wildtyp

aos JA-Biosynthesemutante SALK 017756, Alonso et

al., 2003

coil-t T-DNA Insertionslinie innerhalb COI1 Mosblech et al., 2011
(AT2G39940)

coil-16 JA-insensitiv, singel Nukleotid- Ellis und Turner, 2002
austausch (L245F)

coil-1 Knock-out-Linie, durch singel Feys et al., 1994, Xie et
Nukleotidaustausch kommt es zum al., 1998
STOP-Codon (W467STOP)

coil-5 singel Nukleotidaustausch (D98G) Yan et al., 2009

sid2-2 SA Biosynthesemutante, Ralhan, 2013
Col-gl/1 Hintergrund

sid2-2 x coil-1 SA-Biosynthesemutante, Ralhan, 2013

JA-Biosynthesemutante,
Col-gl/1 Hintergrund

myc2,3,4 Knock-out-Linie der Transkriptions- Fernandez-Calvo et al.,
faktoren MYC2,3,4 2011

ninja Knock-out-Linie, durch singel Ted Farmer
Nukleotidaustausch kommt es zum
STOP-Codon (P224STOP)

coil-1 x ninja Knock-out-Linien beider Proteine Ted Farmer

PYK10:GUS

Leervektorkontrolle,

Col-0 Hintergrund

Jennifer Huhn,

BSc-Arbeit

PYK10:JAZ1A3-GUS

exprimiert JAZ1A3-GUS unter dem
wurzelspezifischen Promotor PYK10,
N-terminal 3x HA-tag

Sandra Balnojan,

BSc-Arbeit

355:JAZ1A3-GUS

Uberexpressionslinie, exprimiert
JAZ1A3-GUS unter der Kontrolle des
CaMV 35S-Promotor

Thines et al., 2007

35S:HA Leervektorkontrolle, diese Arbeit
Col-gl/1 Hintergrund

35S5:HA-COI1 Uberexpressionslinie, exprimiert CO/1  diese Arbeit
unter der Kontrolle des CaMV
35S-Promotor, N-terminal 3x HA-tag

35S5:HA-COI1-85 Uberexpressionslinie, exprimiert diese Arbeit
COI1-85 unter der Kontrolle des CaMV
35S-Promotor, N-terminal 3x HA-tag

35S5:HA-COI1-98 Uberexpressionslinie, exprimiert diese Arbeit

COI1-98 unter der Kontrolle des CaMV
35S-Promotor, N-terminal 3x HA-tag
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35S5:HA-COI1-382 Uberexpressionslinie, exprimiert diese Arbeit
COI1-382 unter der Kontrolle des
CaMV 35S-Promotor, N-terminal 3x
HA-tag

355:HA-COI1-441 Uberexpressionslinie, exprimiert diese Arbeit
COI1-441 unter der Kontrolle des
CaMV 35S-Promotor, N-terminal 3x
HA-tag

35S5:HA-COI1-466 Uberexpressionslinie, exprimiert diese Arbeit
COI1-466 unter der Kontrolle des
CaMV 35S-Promotor, N-terminal 3x
HA-tag

2.1.4 Puffer und Losungen

TAE-Puffer (20X): 0,8 M Tris, 2,3 % (v / v) Essigsaure, 20 mM EDTA

Bibdo I : 25 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA, 50 mM Glucose0,5 % RNaseA (10 mg/mL)
Bibdo II: 0,2 N NaOH, 1 % SDS

Bibdo Ill: 3 M Kaliumacetat, 11,5 % Essigsaure, pH 5,2

AspA (50X): 3,5 M Natriumnitrat, 350 mM Kaliumchlorid, 550 mM KH,PO4, pH 5,5

2.1.5 Naihrmedien

dYT: 20 g/L Trypton, 10 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl

LB-Medium: 10 g/l Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl

Hydroponisches Medium: 72 uM Fe-EDTA, 50 uM KCI, 50 uM H3BOs3, 10 uM MnSQ,, 2 UM ZnSO,,
1,5 uM CuSO4, 0,1 mM NaSiOs;, 0,5 mM KH;PO4, 0,075 nM Na;MoOa4; 1,25 mM KNOs, 0,75 mM
MgS0s, 1,5 mM Ca(NO)s;, die Losung wurde aus 1000-fach konzentrierten Stammlésungen angesetzt,
es wurde Leitungswasser verwendet, auf Autoklavieren wurde verzichtet

MS-Medium: 4,4 g/L MS-Medium, 20 g/L Saccharose, pH 5,7 mit KOH, 6,8 g/L Agar

% MS-Medium: 2,2 g/L MS-Medium, 0,5 g/L MES, 10 g/L Saccharose, pH 5,7 mit KOH, 15 g/L Agar

% MS-Medium: 1,5 g/L MS-Medium, 0,5 g/L MES, 10 g/L Saccharose, pH 5,8 mit KOH, 4,8 g/L Agar
MSS-Medium: 4,4 g/L MS-Medium, 0,5 g/L MES, 5 g/L Saccharose, pH 5,7 mit KOH

SXM-Medium: 4 g/L Casein, 2 g/L Pektin (Citrus), 2 mL/L 1 M Magnesiumsulfat, 1 mL/L 1000x Spu-
renelementlosung, 20 mL/L AspA (50x), 2 % Agar

SD-Medium: 6,7 g/L Yeast Nitrogen Base, 20 g/L Glucose, 0,62 g/L SD-Leu, -Trp, -Ura

+ 20 mg/L Uracil, pH 5,6 mit NaOH, 12 g/L Agar
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SD-HALT: 6,7 g/L Yeast Nitrogen Base, 20 g/L Glucose, 0,61 g/L SD-Leu, -Ade, -His, -Trp pH 5,6 mit
NaOH, 12 g/L Agar

YPAD: 10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L Pepton, 20 g/L Glucose, 100 mg/L Adeninhemisulfat,pH 6 mit HCI,
14 g/L Agar

YEB: 10 g/L Fleischextrakt, 2 g/L Hefeextrakt, 5 g/L Pepton, 5 g/L Saccharose, pH 7,0 mit NaOH, nach

dem Autoklavieren auf 2 mM MgSQ, einstellen

2.1.6 Zusatze

Zusatz Konzentration Hersteller

Ampicillin 100 mg/L AGS

Cefotaxim 500 mg/L Duchefa

Coronatin 30 um Sigma-Aldrich

Gentamycin 25 mg/L Duchefa

Kanamycin 50 mg/L Sigma-Aldrich

MelA 50 uM bzw 10 uM Sigma-Aldrich

Spectinomycin 100 mg/L Duchefa

Rifampicin 50 mg/L Duchefa
2.1.7 Kits

Kit Hersteller

Advantage® 2 Polymerase Mix Clonetech

BioTag DNA Polymerase Kit Bioline

DNeasy Plant Mini Kit (20) Qiagen

lonic Detergent Compatibility Reagent ThermoScientific

iProof High-Fidelity PCR Kit BioRad

LuminataForte Western HRP Substrate Merck Millipore

NucleoBond PC500 Macherey-Nagel

NucloeSpin Gel und PCR Clean-up Macherey-Nagel

NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel

Pierce 660 nm Proein Assay Kit ThermoScientific

RNeasy Plant Mini Kit (50) Qiagen

SuperSignal West Femto ThermoScientific
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2.1.8 Enzyme
Enzym Hersteller
Advantage DNA Polymerase Clonetech
Clonase Mix (BP,LR) Invitrogen

DNasel

ThermoScientific

iProof high fidelity DNA polymerase

BioRad

Restriktionsenzyme

MBI Fermentas, New England Biolabs

Reverse Transkriptase H- MBI Fermentas

RNase A Qiagen

T4 DNA-Ligase MBI Fermentas

2.1.9 Grossenstandards

Grossenstandard Hersteller

GeneRuler DNA Ladder Mix MBI Fermentas

Prestained Protein Ladder Plus MBI Fermentas

2.1.10 Antikérper

Antikoérper Eigenschaft Hersteller

aHA-Tag Polyklonal aus Kaninchen abcam

aMYC-Tag aus Maus Cell Signaling Technology
aKaninchen aus Esel GE Healthcare

aMaus aus Schaf GE Healthcare
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2.1.11 Hersteller von Chemikalien und Reagenzien

AppliChem, Darmstadt, Deutschland: Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), oNPG (o-Nitro-
phenyl-B-Dgalactopyranosid)

BioRad, Miinchen, Deutschland: Fluorescein,

Biometra, Go6ttingen, Deutschland: Ammoniumpersulfat (APS)

Biosynth, Itasca, USA: X-Gluc ((5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-Glucuronsaure)

Cambrex, Rockland, USA: SYBR Green |

Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland: Agarose, B-Mercaptoethanol, 30 % Acrylamid:N,N’-Meth-
ylenbisacrylamid (37,5:1), Bakterienagar, Bradford-Reagenz, Bromphenolblau, Ethidiumbromid,
Harnstoff, NaCl, Natriumhypochloridldsung, Polyethylenglykol, Saccharose, B-Mercaptoethanol, Tet-
ramethylethylendiamin (TEMED), Tris, Tween20

Duchefa, Haarlem, Niederlande: Murashige und Skoog Medium

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland: SD-Medium, Select Hefeextrakt, Select Agar

Thermo Scientific, Waltham, USA: Trypton, Casein

Santa Cruz Biotechnologies, Heidelberg, Deutschland: MES

Sigma-Aldrich, Stenheim, Deutschland: Orange G, Phenol, PDB-Medium

2.1.12 Hersteller von Verbrauchsmaterialien

Blotpapier (Whatman®), Deckglaser und Objekttrager (Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland), Einweg
Plastikmaterial (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland; Eppendorf, Hamburg, Deutschland; Grei-
ner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland; Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland; Sarstedt, Niumbrecht,
Deutschland), Mikrotiterplatten (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland), Parafilm
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), PVDF-Membran (Merck Millipore, Darmstadt, Deutsch-
land), Nucleo Bond Filter (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland), Glasperlen (425-600 uM;
Sigma-Aldrich, Stenheim, Deutschland), Aqua-Deco Bodengrund (Vitakraft, Nr.12262), Ton-Granulat

(Seramis)
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2.1.13 Laborzubehor

3D Schittler: Vibrax VXR basic, Magnetriihrer: RH basic 2 (IKA), Agarose Gelsystem, PA-Gelsystem,
Western-Blot Halbtrockenkammer (Universitdt Gottingen), Analysewaage: Extend, Wasserentsalzer:
Arium pro ID (Sartorius), Autoklav: VX-95 bzw. VX-150 (Systec), CCD Kamera: ChemoCam, Geldoku-
mentationssystem: Gel Imager (PA-Gele) (Intas), Eismaschine (Ziegra), Elektroporator: Gene
Pulser® Il, Elektroporationskivetten, PCR-Gerat: MyCycler, qRT-PCR-Gerat: iCyclert (BioRad), Elekt-
rophoresestromgeber: EV243 bzw. EV231 (Consort), Feinwaage: 572 (Kern), Geldokumentationssys-
tem (Agarosegele): Transilluminator (Biostep), Heizblock: MHR 11 bzw. TH 26 (HLC Biotech), Inkuba-
tor (Memmert), konfokales Lasermikroskop: SP5-DM6000, Fluoreszenz-Stereomikroskop: Leica
M165 FC (Leica), Kiihlzentrifuge: Heraeus Fresco 17, Mikrozentrifuge: Picol7, RNA-/DNA-Messgerat:
NanoDrop2000, Sterilbank: Heraguard bzw. SAFE 2020, Tischzentrifuge: Heraeus Pico 117 (Thermo-
Scientific), Kihlzentrifuge: Rotina 38R (Hettich), Kiihlzentrifuge: RC6+ (Sorvall), Mikrotiterplatten-
leser: SynergyHT (BioTek), Planzenanzuchtskammer (JohnssonControls), Pflanzenanzuchtsschrank:
AR-66L/3 (CLF Plant Climatics), pH-Meter: pH211 (Hanna Instruments), Photometer: Libera S11 (Bio-
chrom), Vakuumpumpe: MD 1C (Vacuubrand), Vortexer: Vortex Genie 2 (Scientific Industries), Was-

serbad: 1092 (GFL), Thoma-Zahlkammer

2.1.14 Software

Software Hersteller

BioRad iQ5 BioRad, Miinchen, Deutschland

BlattFlaeche Datinf GmbH, Tibingen, Deutschland

GraphPad Prism 5.00 http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
Imagel Schneider et al., 2012

LAS AF (v.2.6.7266.0) Leica Application Suite (Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland)
LAS V3.6 Leica Application Suite (Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland)
MEGA 4 Tamura et al., 2007

Serial Cloner 2.6.1 http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Isolierung genomischer DNA von A. thaliana zur Genotypisierung

Genomische DNA wurde isoliert um PCR basierte Genotypisierungen (Edwards et al., 1991) von he-
terozygoten Linien oder gekreuzten Pflanzen durchzufiihren. StandardmaRig wurde ein tiefgefrore-
nes Blatt mittels eines kleinen Pistills in einem 1,5 mL Reaktionsgefald pulverisiert. 400 pl Extraktions-
puffer (200 mM Tris-HCl pH 7,5; 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5 % SDS) wurden hinzugegeben,
durch vortexen gemischt und anschlieRend fir 5 Min. bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 300 pl
des Uberstands wurden in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt und mit 300 pl 2-Propanol zur Fallung
der DNA versetzt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 Min., 13.000 rpm, 4°C) wurde das
Pellet zweimal mit 200 ul 70 %igem Ethanol gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde in
100 ul Milli-Q Wasser resuspendiert.

Fur eine schnellere Methode wurden FTA® classic cards von Whatman® verwendet. Kleine Blattstu-
cke wurden mit Hilfe von Parafilm auf FTA-Karten gepresst und dann bei RT fiir mindestens eine
Stunde getrocknet. Ein ausgestanztes Blattstlick der FTA-Karte wurde zunachst fir 5 Min. in 50 ul FTA
Puffer (10 mM Tris-HCl pH7,5; 2 mM EDTA, 0,1 % Tween 20) in einem PCR-Reaktionsgefal oder einer
96er-Mikrotiterplatte bei RT inkubiert. Ein weiterer Inkubationsschritt folgte in 280 ul TE-1 Puffer
(10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA) fir weitere 5 Min. bei RT. Der Puffer wurde durch den PCR-Mix

ersetzt und das PCR-Programm wurde gestartet (Ndunguru et al., 2005).

2.2.1.2 Isolierung genomischer DNA von A. thaliana zur Quantifizierung pilzlicher DNA
DNA-Extraktion von infizierten Petiolen wurde unter Zuhilfenahme des DNeasy Plant Mini Kit (Qi-
agen, Deutschland, Hilden) durchgefiihrt. Dabei wurde den Anweisungen des Herstellers gefolgt,

samt optionaler Schritte. Die DNA wurde am Ende zweimal in 30 pl Elutionspuffer eluiert.

2.2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1985) ermog-
lichte die Amplifizierung von DNA-Sequenzen in vitro und erfolgte in einem MyCycler™ Bio-Rad Ther-
mozykler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden zwei ver-
schiedene Polymerasen verwendet. Fir Klonierungszwecke wurde die iProof™ High Fidelity DNA-Po-
lymerase (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) verwendet, mit Denaturierungs- und Elongationsschritten bei

98 °C bzw. 72 °C. Die Hybridisierungstemperatur war abhangig von den genutzten Oligonukleotiden.
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Eine zweite genutzte Polymerase war die Advantage Tag DNA-Polymerase (TaKaRa, Clonetech, Ja-
pan), fur analytische Ansatze, sprich zur Genotypisierung. Mit genomischer DNA als Matrize wurde
das WT-Allel mittels des LP- und RP-Oligonukleotid amplifiziert, wahrend das Allel mit T-DNA Inser-
tion ein Produkt durch die Oligonukleotide RP und LB erzeugte. Wahrend homozygote Mutanten so-
wie WT Linien daher nur ein PCR-Produkt erzeugten, lieRen sich heterozygote Pflanzen durch zwei

PCR-Produkte mit beiden Oligonukleotidkombinationen identifizieren.

2.2.1.4 Fusions-PCR

Mutierte COI1-Proteine wurden durch zielgerichtete Mutagenese mittels der Fusions-PCR erstellt.
Komplementare Oligonukleotide und PCRs wurden genutzt um zwei DNA-Fragmente mit Gberlap-
penden Enden zu generieren. Diese Fragmente wurden anschliefend in einer weiteren PCR fusio-
niert, wobei 3'-Uberhinge eines jeden Stranges als Oligonukleotid fiir die 3*-Verldngerung des kom-
plementéaren Stranges fungierten. Um spezifische Verdanderungen in die Nukleotidsequenz einzufih-
ren, wurden diese Uberlappenden Sequenzen modifiziert (Ho et al., 1989). Die PCR wurde mit folgen-
den Bestandteilen in einem 20 ul Volumen ausgefiihrt: 1 ul DNA als Matrize, 100 uM jeder Oligonuk-
leotide, 0,2 mM dNTPs, 4 ul des 5 x iProof HF-Puffer und 0,4 U iProof DNA-Polymerase, aufgefillt mit

ddH,0. Die Amplifizierung wurde mit Hilfe eines PCR Thermocyklers durchgefiihrt.
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MUTANT FUSION PRODUCT r

Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der zielgerichteten Mutagenese via Fusions-PCR (Ho et al., 1989)

Beide Fragmente des Gens (AB und CD) werden in unabhdngigen PCRs amplifiziert. Wahrend dieser PCRs
entstehen auf Grund der Oligonukleotide b und ¢ komplementire Uberhinge, hier dargestellt durch ge-
punktete Linien. In einer zweiten PCR werden beide Produkte fusioniert. Hier kommt es zur komplementa-
ren Anlagerung der homologen Bereiche an den (iberlappenden Enden und mit Hilfe der Oligos a und d zur
Amplifikation eines rekombinanten Produkts.
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2.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, die der horizontalen Auftrennung und Identifizie-
rung von Nukleinsduren nach GroRRe (Molekulargewicht) dient.

Je nach GrolRRe der aufzutrennenden Fragmente wurden 2 %ige Gele (< 0,1-2 kb) oder 1 %ige Gele
(> 0,5-7 bp) in 1 x TAE-Laufpuffer verwendet (Milhardt, 2009). DNA-Proben wurden zur Dichteerh6-
hung mit 10 x DNA-Ladepuffer versetzt und aufs Gel aufgetragen. Durch das Anlegen einer Spannung
bei 120 V fir etwa 45 Min. wanderten die negativ geladenen Fragmente umgekehrt proportional zum
Logarithmus des Molekulargewichts in Richtung Anode. Im Anschluss wurde das Gel fiir 15 Min. in
einer 0,1 %igen (w/v) Ethidiumbromidlosung gefarbt. Ethidiumbromid ist ein zwischen den aromati-
schen Ringsystemen der Basen interkalierender Farbstoff (Sharp et al., 1973). Die Detektion erfolgte
unter UV-Licht bei 260 nm. Die GréRen wurden anhand eines parallel aufgetragenen Markers mit
Nukleinsdurefragmenten definierter GroRe bestimmt (DNA ladder mix, MBI Fermentas, Deutsch-
land).

Flr préparative Gele wurde die DNA bei groReren Wellenlangen (320 nm) untersucht, ausgeschnitten

und mittels des NucleoSpin® Gel und PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel, Deutshcland, Diiren) eluiert.

2.2.1.6 Photometrie

Unter Zuhilfenahme eines Photometers ist es moglich, sowohl Triibungsmessungen als auch Kon-
zentrationsbestimmungen durchzufiihren.

Der NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Deutschland) bietet die Moglichkeit mit je nur 1 pl Proben-
volumen die Konzentration von DNA und RNA photometrisch zu bestimmen. Gemessen wurde hier
bei einer Wellenldange von 260 nm, dem Absorptionsmaximum der Basen innerhalb der Nukleinsau-
ren. Die Extinktion bei 280 nm wurde ebenfalls bei der photometrischen Bestimmung gemessen, um
Auskunft Gber die Verunreinigung mit Proteinen zu geben. Die Probe gilt als nahezu proteinfrei, wenn
das Extinktionsverhaltnis von OD260/OD2go bei 1,8 fiir DNA liegt und bei 2,0 fir RNA.

Um das Wachsum eines Organismus zu beobachten, wurde die optische Dichte mit Hilfe eines Pho-

tometers bestimmt. Hierbei wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt.

2.2.1.7 Ligation

Die Ligation ist eine konventionelle Methode zur Klonierung und wurde zur Insertion eines DNA-Frag-
mentes in einen Vektor mittels der T4-DNA Ligase genutzt. Doppelstrangige Nukleinsduremolekiile
wurden durch die Ausbildung einer Phosphodiesterbriicke zwischen einer 3’-Hydroxylgruppe und ei-

ner 5’-Phosphatgruppe miteinander verkniipft. Voraussetzung dafiir waren jeweils glatte Enden oder
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komplementare Einzelstrangliberhange von Vektor und zu inserierendem PCR-Produkt. 50 ng Vek-
tor-DNA wurde mit 6-fach héher Konzentration des Donor DNA-Fragments in 2 pl Ligationspuffer und
1 ul T4-DNA Ligase fiir zwei Stunden bei RT inkubiert. Die Ligase wurde anschlieBend bei 65 °C fir

10 Minuten inaktiviert und der Ansatz wurde flr eine Transformation genutzt.

2.2.1.8 Gateway Klonierung

Die Gateway’ Technologie, die zur Einfiihrung von Genen in Plasmide dient, basiert auf dem spezifi-
schen Rekombinationssystem des Bakteriophagen Lambda. Hier wird vollstandig auf Restriktions-
enzymen und Ligasen verzichten die sonst bei der klassichen Klonierung zum Einsatz kommen. Unter
Beibehaltung der Orientierung ist eine direkte Klonierung von Genen aus einem Eingangsvektor
(entry vector) in verschiedene Expressionsvektoren (destination vector) tiber spezifische Rekombina-
tionsstellen hochst effizient moglich (Hartley et al., 2000). Fir alle Klonierungsschritte mit Hilfe des
Gateway’ System wurden die Anweisungen (Stand: November 7, 2010) von Invitrogen (Carlsbad, Ka-

lifornien, USA) befolgt.

2.2.1.9 Transformation von E. coli

Fir die Transformation von Bakterien wurde der chemisch kompetente E. coli Stamm DH5a verwen-
det. Dieser entwickelte Stamm (Hanahan, 1983) zeichnet sich durch eine hohe Transformationseffi-
zienz aus. 200 ul der Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 50 ng Plasmid versetzt. Der Ansatz
inkubierte fiir 10 Min. auf Eis bevor der Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 Sek. erfolgte. Danach inkubierten
die Zellen fir 3 Min. auf Eis und wurden mit 800 pl dYT-Medium versetzt. Wahrend einer Stunde
Inkubation bei 37 °C und 850 rpm bildeten die Zellen ihre Antibiotikaresistenzen aus. Zur Selektion
positiver Transformanden wurden die DH5a-Zellen auf LB-Platten mit entsprechenden Antibiotika

ausplattiert. Die Klone wuchsen tiber Nacht bei 37 °C.

2.2.1.10 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation von Agrobakterien erfolgte durch die Elektroporation von GV3101::pMP90
(Koncz und Schell, 1986). 30 ul der kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 0,5 pl Plas-
mid-DNA versetzt. Die Suspension wurde im GenePulser Il einem elektrischen Impuls ausgesetzt
(2,5 kV, 25 uF, 400 Q). AnschlieBend wurden die Zellen in 1 mL YEB-Medium aufgenommen und fiir
2 Std. bei 29 °Cinkubiert. Die Zellen wurden auf selektiven LB-Platten ausgestrichen und wuchsen fir

2-3 Tage bei 29 °C.
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2.2.1.11 Plasmidpraparation aus E. coli

Rekombinante Plasmide wurden aus transformierten E. colis via alkalische Lyse oder mit der Hilfe
eines kommerziell erhaltlichen Kits isoliert.

Um eine hohe Reinheit der Plasmid-DNA fiir eine Sequenzierung, Klonierung oder Transformation zu
erzielen, erfolgte die Isolierung unter Zuhilfenahme des Mini-, Midi- und Maxi-Kits nach Anweisung
des Herstellers (Macherey-Nagel, Deutschland, Diiren).

Die Isolierung der Plasmid-DNA flr analytische Zwecke erfolgte nach dem Protokoll von Birnboim
und Doly (1979) und basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse in Gegenwart des Detergenz SDS.
Im alkalischen Milieu kommt es zur Auflésung der Wasserstoff-Briicken zwischen den komplementa-
ren DNA-Strangen. Durch eine schnelle Neutralisation ist jedoch nur Plasmid-DNA in der Lage zu re-
naturieren, wahrend chromosomale DNA ausfallt. Das Detergenz SDS sorgt fiir die Denaturierung der
Proteine. Fiir die Isolierung der Plasmid-DNA wurden 5 mL Ubernachtkultur bei 5000 rpm fiir 5 Min.
abzentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstands wurden die Zellpellets in 200 pl Bibdo | durch Vorte-
xen aufgenommen. Nach einer zehnminitigen Inkubation bei RT erfolgte die Zugabe von 400 ul
Bibdo Il. Die Zelllen lysierten wahrend eines finf minitigen Inkubationsschritt auf Eis. Die Zugabe
von 300 pl Bibdo Il fiihrte zur Neutralisation des Ansatzes. Nach weiteren 10 Min. auf Eis wurde
zwecks Entfernung der ausfallenden Bestandteile das Gemisch fiir 15 Min. bei 13.000 rpm abzentri-
fugiert. Der Uberstand wurde zur Féllung der DNA mit 600 pl gekiihltem 2-Propanol versetzt und fiir
mindestens 30 Min. auf Eis inkubiert. Danach wurde die ausgefallene DNA bei 4 °C und 13.000 rpm
flir 20 Min. pelletiert. Das Pellet wurde 2x mit 500 pul 70 %igem Ethanol gewaschen und schlieflich in

100 pl ddH,0 aufgenommen.

2.2.1.12 Plasmidpréaparation aus Agrobacterium tumefaciens

Bevor ein Agrobakterium-vermittelter Gentransfer in A. thaliana erfolgte, wurde zunachst eine Plas-
midisolation aus einer 5 mL Vorkultur der transformierten Agrobakterien durchgefiihrt. Mit Hilfe ei-
ner Kontrollfragmentierung konnte analysiert werden, ob es sich um das richtige Plasmid handelte,
welches in die Pflanze transformiert werden sollte. Die pelletierte Vorkultur wurde in 300 pl P1
(50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/uL RNase A; Qiagen, Deutschland, Hilden) resuspendiert
und zusatzlich fir 5 Min. bei RT durch die Zugabe von 300 ul P2 (0,2 M NaOH, 1% SDS (w/v); Qiagen,
Deutschland, Hilden) lysiert. Neutralisation erfolgte durch die Zugabe von 300 pl P3 (29,6 g Kalium-
acetat, 5 mL Ameisensdure und ddH,0 bis 100 mL; Qiagen, Deutschland, Hilden). Nach einem Zent-
rifugationsschritt (5 Min., 13.000 rpm) wurden 700 pl Uberstand mit 500 pl PCI-Mix (Phenol:Chloro-
form:Isoamylalkohol) versetzt, 1 Min. geschiittelt und anschlieBend 1 Min. bei 13.000 rpm abzentri-

fugiert. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt. 500 pl der oberen, wassrigen Phase wurden
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mit 350 pl 2-Propanol versetzt, gut gemischt und anschlieend fiir 10 Min. bei 13.000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen und das Pellet mit 1 mL 70 % Ethanol fiir 5 Min. bei
13.000 rpm gewaschen. Das trockene Pellet wurde in 12 pl ddH,0 aufgenommen und fiir 10 Min. bei
65°C gelost.

2.2.1.13 Fragmentierung von DNA

Restriktionsenzyme werden verwendet um Plasmide zu linearisieren, entweder zur Klonierung oder
Analyse isolierter Plasmide. In der vorliegenden Dissertation wurden ausschliefllich
Typlll-Endonukleasen verwendet. Diese erkennen doppelstrangige DNA an spezifischen Stellen,
meist palindromische Sequenzen, und schneiden innerhalb dieser. Diese Fragmentierung fiihrt zur
Ausbildung von 5°- bzw. 3'-Uberhingen oder glatten Enden. Die Reaktionen laufen in optimierten
Puffersystemen ab, nach Angaben des Herstellers. Die benétigte Menge an Enzym wurde folgender-

maflen berechnet:

_ (Lambda phage (1) DNA Lange in bp) * (Schnittstellen der Zielsequenz)
B (Schnittstellen der A-Sequenz) * (Grofde der Zielsequenz in bp)

2.2.1.14 Sequenzierung

Die Sequenzierung der untersuchten Genabschnitte erfolgte nach der Didesoxy- oder Kettenab-
bruch-Methode nach Sanger (1977) und wurde von einem externen Labor GATC (Deutschland, Kon-
stanz) bzw. Seqlab Microsynth AG (Deutschland, Gottingen) durchgefiihrt. Die Sequenzanalyse er-
folgte mit dem Programm MEGA 4 (Tamura et al., 2007). Als Vorlage wurden Sequenzen der ARA-
MEMNON Datenbank (Schwacke et al., 2003) sowie von Tair (Rhee et al., 2003) verwendet.

2.2.1.15 Transformation von A. thaliana

Um stabile Transformanden von A. thaliana herzustellen, wurde die Floral dip-Methode verwendet
(Clough und Bent, 1998). Ein einzelner A. tumefaciens Klon wuchs in einer 20 mL Vorkultur YEB-Me-
dium und entsprechende Antibiotika fiir zwei Tage bei 29°C und 220 rpm. 5 mL davon gingen in die
Plasmidisolierung ein (2.2.1.12), mit dem Rest wurde eine 400 mL groRRe Hauptkultur angeimpft. Die
Kultur wuchs tiber Nacht bei 29 °C und 220 rpm heran. Anschliefend wurden die Zellen bei 5000 rpm
und 10 Min. pelletiert und in 5 %iger Saccharoseldsung, versetzt mit 0,02 % Silwet-L77, resuspen-

diert. Pflanzen mit vielen unreifen Blitenknospen wurden anschlieRend in die A. tumefaciens Lésung
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mit einer ODeoo = 0,8 getaucht. Uber Nacht wurden die frisch transformierten Pflanzen abgedeckt.
Nach der Samenproduktion und Samenernte, sorgten Selektionsmarker auf der transgenen DNA zur

Identifizierung von transformierten Nachkommen.

2.2.2 Pflanzenanzuchtsbedingungen und Kultivierung

2.2.2.1 Oberflachensterilisation von A. thaliana-Samen

Die Samensterilisation erfolgte in einem Exikator unter Chlorgas, welches durch das Mischen von
100 mL Natriumhypochlorit und 5 mL Salzsaure entstand. Die Sterilisationszeit im angelegten Va-
kuum betrug zwei Stunden fiir die Aussat auf Erde und vier Stunden fir die Aussat auf sterilem Nahr-

medium bzw. sterilen hydroponischen Kulturen.

2.2.2.2 Pflanzenanzucht auf Erde

Oberflachensterilisierte Samen wurden auf autoklavierter Erde (Archut, Fruhstorfer Erde, T25, Strl
fein) ausgelegt, die mit Confidor (50 mg/L) und Dingemittel (0,5 mL/L Wuxal, Manna, Deutschland,
Diisseldorf) versetzt wurde. Uber Nacht wurden die Samen bei 4 °C stratifiziert. Im Anschluss wuch-
sen die Pflanzen unter Langtagbedingungen (22 °C/ 20 °C oder 16 °C/ 16 °C, 16 Std. Licht / 8 Std.
Dunkelheit, 80-100 umol/m?/s, 60 % Luftfeuchtigkeit) oder Kurztagbedingungen (22 °C/20 °C,
8 Std. Licht / 16 Std. Dunkelheit, 120-140 umol/m?/s, 60 % Luftfeuchtigkeit).

2.2.2.3 Sterile Pflanzenanzucht auf MS-Platten

Flr die Anzucht von Pflanzen auf sterilem Medium werden oberflachensterilisierte Samen jedes Ge-
notyps auf Murashige und Skoog (MS)-Medium (Duchefa, Niederlande) ausgelegt. Die Selektion ho-
mozygoter coil-t Pflanzen aus dem heterozygoten Samenansatz erfolgt auf MS-Medium erganzt mit
50 uM MelJA. Nach zweitdgiger Stratifizierung im Dunkeln bei 4 °C wuchsen die Samen fiir zwei Wo-
chen unter Kurztagbedingungen im Anzuchtsschrank. Die Keimlinge wurden pikiert und wuchsen auf
einem Sand-Erde-Gemisch (Vitakraft, Nr. 12262, Deutschland, Bremen) mit einer Schicht Seramis
(Masterfoods GmbH, Deutschland, Verden/Aller) fiir weitere zwei Wochen unter Kurztagbedingun-
gen. Um eine geniigend hohe Luftfeuchtigkeit zu gewdhren, wuchsen die Keimlinge in der ersten

Woche unter transparenten Hauben. Das priméare GieRen erfolgte mit 0,1 % Wuxal.
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Fiir die RNA-Sequenzanalyse und Mikroskopie der pilzlichen Penetration von A. thaliana-Wurzeln,
wurden Pflanzen ebenfalls auf MS-Platten angezogen. Hier wurde % MS-Medium in 10*10 cm Pet-
rischalen gegossen (auf einem Deckel liegend), so dass eine Schraglage entstand. Zehn oberflachen-
sterilisierte Samen wurden ausgelegt und die Platten wurden mit Parafilm verschlossen. Nach zwei-
tagiger Stratifizierung in Dunkelheit bei 4 °C wuchsen die Pflanzen fir drei Wochen unter Kurztagbe-

dingungen in vertikaler Position.

2.2.2.4 Sterile Anzuchtbedingungen in einer hydroponischen Kultur

Hydroponische Kulturen stellen aufgrund der exakt definierten Zusammenstellung des Mediums im
Gegensatz zur Anzucht auf Erde eine besser kontrollierte Anzucht von Pflanzen dar. Ein weiterer Vor-
teil ist die Anreicherung von verfligbarem Wurzelmaterial und deren einfachere Behandlung mit un-
terschiedlichen Chemikalien. Zur Pflanzenanzucht wurden oberflachensteriliserte Samen auf einem
Metallsieb ausgelegt, welches die Oberfliche des MSS-Mediums (4,4 g/L MS-Medium, 0,5 g/L MES,
5 g/L Saccharose, pH 5,7) berihrt. Die Kulturglaser wurden mit Parafilm M® verschlossen und fir
20 Tage unter Kurztagbedingungen kultiviert. Am Tag 20 wurden die Pflanzen mit 10 uM MelA fir
zwei Stunden behandelt (Meier, 2015).

Zur Analyse von heterozygoten Linien in hydroponischen Kulturen wurde eine weitere Art dieser Kul-
turen verwendet, die es zulieRen, Einzelpflanzen zu charakterisieren. In den groRen Hydroponiken
wuchsen Pflanzen auf eine Grosse heran, dass RNA von Einzelpflanzen prapariert werden konnte.
Diese hydroponischen Kulturen wurden in Anlehnung an das von Gibeaut et al. (1997) beschriebene
Protokoll angelegt. In den Deckel eines Plastikcontainers mit 12 L Fassungsvermogen wurden Locher
geschnitten, in die der untere Teil eines Bechers aus Plastik eingesetzt werden konnte. In diesem
Becher befand sich ein weiteres Loch, in das ein Stilick Steinwolle (1 cm Kantenldnge, 6 cm Lange)
gesteckt wurde. Der Container wurde mit hydroponischem Medium gefiillt und der Deckel des Con-
tainers so eingesetzt, dass der untere Teil der Steinwolle in das Medium ragte. Die Steinwolle wurde
mit Medium befeuchtet, der obere Teil mit 5 Samen bestiickt und mit kleinen durchsichtigen Plastik-
bechern als Hauben abgedeckt. Nach ca. zwei Wochen wurden alle bis auf einen Keimling entfernt.
Diese wurden insgesamt acht Wochen unter Kurztagbedingungen kultiviert. Ein Blatt wurde in die-
sem Zeitraum zur Genotypisierung mittels GUS-Farbung (2.2.8.1) verwendet, bevor es zur Behand-
lung der Wurzeln mit und ohne 10 uM MelA fiir zwei Stunden kam. Wurzeln und der oberirdische

Teil wurden im Anschluss von Einzelpflanzen geerntet und bei -80 °C tief gefroren.
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2.2.3 Behandlung von Arabidopsis thaliana mit Chemikalien

2.2.3.1 Methyljasmonat

Zur Durchfliihrung des Wurzelinhibierungs-Versuches (Thines et al., 2007), wurden MS-Platten mit
und ohne 50 uM MelA versetzt. Je zehn oberflachensterilisierte Samen des zu analysierenden Geno-
typs wurden fiinfmal neben zehn oberflachensterilisierten Samen des Kontrollgenotyps (Col-g/1 oder
coil-16) in eckigen Petrischalen ausgelegt. Die Keimlinge wuchsen fir 14 Tage in vertikaler Position
unter Kurztagbedingungen. Mit Hilfe einer Digitalkamera wurden Fotos aufgenommen und die Wur-

zelldnge wird mittels des Programms ImagelJ (Schneider et al., 2012) quantifiziert.

2.2.4 Anzuchtbedingungen und Kultivierung von V. longisporum

2.2.4.1 Anzuchtvon V. longisporum in PDB-Medium

Zur Produktion von frischen V. longisporum Sporen wurden 100 mL Potato dextrose broth (PDB,
Sigma, Deutschland, Steinheim), 0,5 mg/L Cefotaxim und 500 pL einer Glycerin-Stammkultur
(~108 Sporen/mL) in einen Vierschikane-Kolben gegeben. Der Pilz inkubierte fiir 10-14 Tage in Dun-

kelheit bei 23 °C und 90 rpm.

2.2.4.2 Ernte frischer V. longisporum Sporen

Durch das Filtern (Nucleo Bond Folded filters, Macherey-Nagel, Deutschland, Diiren) der Sporensus-
pension (2.2.4.1) wurden frische Sporen von V. longisporum geerntet. Der Durchfluss wurde fir
10 Min. bei 4000 rpm und RT zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Die Falcon-Réhrchen
wurden zum Waschen der Sporen mit autoklaviertem Leitungswasser auf 50 mL aufgefillt, indem
das Prézipitat resuspendiert wurde. AnschlieRend wurde erneut fiir 10 Min. bei 4000 rpm und RT
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 5-10 mL autoklaviertem Leitungs-
wasser resuspendiert und unter Zuhilfenahme einer Zdhlkammer (0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm? Fliche,
ThomaZahlkammer) zur Bestimmung der Sporenkonzentration genutzt. Eine Konzentration von
1x 108 Sporen/mL fand Verwendung in der Sand-Erde-Infektion (2.2.5.1) wiahrend 1x 10° Sporen/mL

fur Platteninfektionen (2.2.5.2) ausreichend waren.
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2.2.4.3 Anzucht von V. longisporum auf SXM-Platten

Als Referenz fiir entdeckte Pilzgene wahrend RNA-Sequenzanalysen wurden 1x 10° Sporen/mL des
Pilzes nach dem Rezept von Neumann und Dobinson (2003) auf Simulated Xylem Medium (SXM) ge-
spriht. V. longisporum wuchs fiir zwei Tage in Dunkelheit bei 23 °C bis zur Entwicklung eines ver-
zweigten Mycel und einigen nicht gekeimten Sporen, die (ibrig blieben. Der Pilz wurde mit Hilfe einer

Skalpellklinge von der Mediumoberflache gekratzt und sofort in fliissigem Stickstoff tiefgefroren.

2.2.4.4 Herstellung der Stammkulturen von V. longisporum

Fir die Herstellung pilzlicher Stammkulturen werden die Sporen wie in Abschnitt (2.2.4.1) unter ste-
rilen Bedingungen geerntet. 800 pL der Sporensuspension mit einer Konzentration von mindestens
1x 108 Sporen/mL wurden dann mit 200 pL 86 %igen Glycerin versetzt. Die 1 mL Aliquots wurden

5 Tage bei -20 °C und fiir Langzeitlagerung bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.5 Infektion mit V. longisporum

2.2.5.1 Sand-Erde Infektionssystem mit V. longisporum

In diesem Infektionssystem wurden ArabidopsisPflanzen durch das Eintauchen der Wurzeln in die
Sporenlosung infiziert. Pflanzen, die zwei Wochen auf MS-Medium und zwei Wochen auf
Sand-Erde-Gemisch wuchsen (2.2.2.3) wurden aus dem Gemisch herausgelost. Dabei und auch bei
dem folgenden Absplilen der restlichen Erde in Leitungswasser, kam es zur mechanischen Schadigung
der Wurzeln. Diese wurden dann fiir 45 Min. in der Sporenlésung (10° Sporen/mL) bzw. in autokla-
viertem Leitungswasser als Kontrolle inkubiert. AnschlieBend wurden die Pflanzen in einzelne Topfe
gepflanzt und fur 15 bzw. 19 Tage unter Kurztagbedingungen kultiviert. Dabei wuchsen die Pflanzen
flir die ersten zwei Tage unter einer transparenten Haube, um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewah-

ren (Ralhan et al., 2012).

2.2.5.2 Platten-Infektionssystem mit V. longisporum

Die Infektion im Plattensystem erfolgte auf nahrstofffreiem Medium, um den Pilz zu eigenem Uber-
leben durch Wurzelpenetration zu zwingen. Hierflir wuchsen Arabidopsis-Pflanzen fiir drei Wochen
auf % MS-Medium (2.2.2.3) und wurden dann auf 1 %ige Wasser-Agarose Schragplatten transferiert.
Nach 24 Stunden wurden die Wurzeln mit der Sporenldsung (10° Sporen/mL) bespriiht, die Petrischa-

len mit Parafilm verschlossen und zu % mit Alufolie eingepackt. Die entstandene Dunkelheit sollte
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das ,Dammerlicht” flir den Wurzelraum und den Pilz erzeugen. In den nachsten vier Tagen wurden

die Pflanzen fiir Mikroskopie- und Genexpressions-Analysen verwendet (Reusche, 2011).

2.2.5.3 Infektionskanalsystem

Ein weiteres steriles Platteninfektionssystem wurde von Tim lven (2012) etabliert. Runde Petrischa-
len wurden hier mit % MS-Medium (4,8 g/L Agar) gefillt. Mittels eines Skalpells wurde das obere
Drittel Medium, sowie ein etwa 0,5 cm breiter Infektionskanal auf der Halfte des in der Platte ver-
bleibenden Agars herausgeschnitten. 30-40 oberflachensterilisierte Samen, gelost in 2 % low-melting
Agarose, wurden gleichmassig an die Grenze zwischen Medium und Petrischalenboden ausgelegt.
Nach dreitdgiger Stratifizierung der Samen bei 4 °C wuchsen die Keimlinge fiir zwei Wochen unter
Langtagbedingungen in vertikaler Position. Um die Wurzeln vor UV-Strahlung zu schiitzen, wurde
nach einer Woche der Wurzelbereich mit schwarzen Tonpapierhillen verdeckt. Zur Infektion wurden
500 pl Sporensuspension der Glycerinkultur (4*10° Sporen/mL) steril in den Infektionskanal pipet-
tiert. Kontrollpflanzen wurden mit 500 ul ddH,0, versetzt mit Glycerin, behandelt. Die erneut ge-

schlossenen Petrischalen wurden zurtick in die Langtagkammer gestellt.

2.2.5.4 Konfokalmikroskopische Analysen

Konfokalmikroskopische Analysen wurden mit Hilfe des Leica SP5-DM6000 (Leica GmbH, Deutsch-
land, Wetzlar), ausgestattet mit einem Argon-lonen-Laser als Anregungsquelle und der Leica Soft-
ware LAS AF (v.2.6.7266.0) ausgefihrt.

Flr die Praparatherstellung zur Analyse der Wurzelpenetration von V. longisporum wurden infizierte
Wurzeln aus dem Platteninfektionssystem (2.2.5.2) auf einen Objekttrager gelegt, in Wasser einge-
bettet und mit einem Deckglas versehen. Die Analyse erfolgte 24 Std., 48 Std., 72 Std. und 96 Std.
nach Infektion.

Das konfokale Lasermikroskop wurde ebenfalls fir Promotorstudien des pilzlichen Gens TDF12.2
(VDAGO03755), das durch Pflanzen induziert wurde, genutzt. Das Gen wurde durch ein mCherry-Kon-
strukt ausgetauscht und fiir Expressionsanalysen genutzt. Daflir wuchsen Arabidopsis-Pflanzen fir
drei Wochen unter Kurztagbedingungen direkt auf Objekttrdagern, deren Oberflaiche mit SXM-Me-
dium bedeckt war. Der transgene Pilzstamm wurde direkt auf den Objekttrager gespriiht und
48 Stunden spater unter dem konfokalen Lasermikroskop analysiert.

Fir die konfokalmikroskopischen Untersuchungen der unterschiedlichen Fluoreszenzproteine wur-

den die in Tabelle 2.2 aufgefiihrten Parameter verwendet.
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Tabelle 2.2 Parameter zur Detektion der unterschiedlichen Fluorophore

Fluorophor Anregungswellenldnge Emissionsfilter
GFP 488 nm 500 — 540 nm
mCherry 561 nm 596 — 620 nm

2.2.5.5 Blattflaichenvermessung

Um die Entwicklung des Krankheitsphanotypens basierend auf der GréRe der Blattflache der Pflanzen
nach Infektion mit V. longisporum zu bestimmen, wurden mittels einer Digitalkamera Fotos von ein-
zelnen Pflanzen aufgenommen. Die Blattflache der kompletten Rosette wurde mit dem Bildanaly-
seprogramm BlattFlaeche (Datinf GmbH, Deutschland, Tibingen) quantifiziert. Der Durchmesser der

Kulturtopfe wurde als interner Standard fiir die Normalisierung der Blattflache verwendet.

2.2.5.6 Probenentnahme infizierter Pflanzen

Pflanzen aus dem Sand-Erde-Infektionssystem wurden nach 15 bzw. 19 Tagen aus der Erde genom-
men. lhre Wurzeln wurden in Leitungswasser von Erde gesdubert. Anschliefend wurden die Wurzeln,
Petiolen und Blatter bzw. der gesamte oberirdische Teil von 16 mock behandelten bzw. mit Pilz infi-
zierten Pflanzen geerntet. Um geniigend Material fir nachfolgende Analysen zu erhalten, wurde das
Material von jeweils vier Pflanzen zusammengefasst und bei -80 °C gelagert.

Fir RNA-Sequenzierungsanalysen und anderen Genexpressionsanalysen heterozygoter Pflanzenli-
nien, die auf sterilem MS-Medium angezogen wurden (2.2.2.3), wurden einzelne Wurzeln in 2 mL
ReaktionsgefdRen geerntet und bei -80 °C gelagert. Ihre Pflanzensprosse wurden zur DNA-Prédpara-
tion und anschlieRender Genotypisierung verwendet (2.2.1.1).

Von homozygoten Pflanzenlinien, die auf sterilem % MS-Medium angezogen wurden (2.2.2.3), wur-

den 40 Wurzeln vereint und bei -80 °C weggefroren.

2.2.6 Transkriptionsanalysen

2.2.6.1 RNA-Extraktion

Zur Isolierung von pflanzlicher RNA wurde die TRIZOL-Extraktionsmethode verwendet (Chomczynski,
1993). Tief gefrorenes und fein gemaorsertes Pflanzenmaterial (~ 200 mg) wurde in 1,3 mL Trizolpuf-
fer (380 mL/L Phenol gesattigt mit 0,1 M Citratpuffer pH 4,3; 0,8 M Guanidinthiocyanat, 0,4 M Am-

moniumthiocyanat, 33,4 mL/L 3 M Na-Acetatlosung pH 5,2; 5 % Glycerin) geldst und fiir 10 Min. bei
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RT geschiittelt. Nach Zugabe von 260 ul Chloroform wurden die 2 mL ReaktionsgefaRe erneut 10 Min.
bei RT geschiittelt. Nach 45 Min. Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C erfolgte die Trennung der
wassrigen Phase mit den Nukleinsduren und der unteren organischen Phase mit Proteinen und Zell-
trimmern. 800 pul des Uberstands wurden in ein neues 1,5 mL ReaktionsgefaR tberfiihrt und mit
300 ul 2-Propanol und 300 ul Hochsalzpuffer (1,2 M Natriumchlorid, 0,8 M tri-Na-Citrat) versetzt. Die
ReaktionsgefdaRe wurden invertiert. Wahrend des nachsten Zentrifugationsschritts (20-60 Min. bei
13.000 rpm und 4 °C) kam es zur Fallung der RNA. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
zwei Mal mit 300 ul 70 %igem Ethanol gewaschen (10 min, 13.000 rpm, RT). Nach dem Trocknen des
Pellets fiir 10 Min. bei RT wurde es in 15-40 pl autoklaviertem ddH,0 aufgenommen und fir 10 Min.

bei 65 °C geldst. Die Konzentration wurde mit Hilfe des Nano Drop 2000c bestimmt (2.2.1.6).

2.2.6.2 cDNA-Synthese

Fir die Synthese von cDNA wurde 1 pg RNA eingesetzt. Diese wurde zunachst mit 1 pl DNase | (Fer-
mentas, Deutschland, St. Leon-Roth) und 1 pl 10x DNase | Puffer fiir 30 Min. bei 37 °C inkubiert, um
Kontaminationen der cDNA mit genomischer DNA zu verhindern. Zur Inaktivierung der DNase | wurde
1 ul 25 mM EDTA hinzugegeben und fiir 10 Min. bei 65 °C inkubiert. Als Startoligonukleotide fiir die
Synthese der cDNA wurden Zufallsnonamere und oligo-dT Oligonukleotide verwendet. Die Anlage-
rung an die RNA erfolgte bei 70 °C fiir 10 Min. Schlieflich wurden 20 nmol dNTPs, 4 ul RT 5x-Reakti-
onspuffer und 60 U Reverse Transcriptase H- (Fermentas, Deutschland, St. Leon-Roth) hinzugeben.
Das Volumen wurde mit ddH,0 auf 20 pl aufgefiillt. Die Elongation fand fiir 70 Min. bei 42 °C statt,
gefolgt von der Inaktivierung der Reversen Transkriptase fiir 10 Min. bei 70 °C. Die praparierte cDNA

wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.6.3 Quantitative Echtzeit-PCR (QRT-PCR)

Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR (qRT-PCR).
Dabei war die Fluoreszenz des Farbstoffs SyberGreen ein Mal} der zunehmenden Menge an DNA, da
dieser Farbstoff nur in DNA-gebundener Form fluoresziert. Die Amplifizierung und Quantifzierung
erfolgte im iCycler (BioRad, Hercules, CA, USA) mit Ubiquitin5 als Referenzgen. Der Reaktionsmix be-
stand aus 1 pl der 1:10 verdiinnten cDNA als Matrize sowie 1 ul NH4-Reaktionspuffer, 0,25 U BIOTaq
DNA-Polymerase (Bioline, Deutschland, Luckenwalde), 2 mM MgCl,, 100 uM dNTPs, 0,4 uM der Oli-
gonukleotide, 10 nM Fluorescein (BioRad, Hercules, CA, USA) und 100.000 fach verdiinnter SYBR
Green | Losung (Cambrex, Rockland, ME, USA). Der Reaktionsmix wurde mit ddH,0 auf ein Volumen

von 25 ul aufgefiillt.
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Das verwendete PCR-Programm wird in Tabelle 2.3 aufgefiihrt. AnschlieRend wurden die relativen

Genexpression mit der 2-[¢T(elgen)-CT(Referenzgen)]_\athode nach Schmittgen und Livak berechnet (2008).

Tabelle 2.3 Ablauf einer qRT-PCR-Reaktion

Dauer Temperatur Wiederholung
primdre Denaturierung 2 Min. 95 °C 1x
Denaturierung 20 Sek. 95 °C
Anlagerungsphase 20 Sek. 55 °C 40x
Elongation 40 Sek. 72 °C

4 Min. 72 °C
finale Elongation 1 Min. 95°C 1x

1 Min. 55°C
Schmelzkurve 10 Sek. 55°C—-95°C 81x

2.2.6.4 RNA-Sequenzanalyse

Heterozygote, segregierende Linien der coil-t- und aos- Mutante wurden angezogen und infiziert wie
in 2.2.2.3 und 2.2.5.2 beschrieben. Nachdem jede individuell geerntete Pflanze genotypisiert war,
konnten 33 Wurzeln fir coil-t und WTeiz+ und 36 Wurzeln fiir aos und WTges, mock und infiziert,
kombiniert werden und zur RNA-Synthese eingesetzt werden. Da das Experiment fir jeden Genotyp
noch zweimal wiederholt wurde, erhielt man 3 Replikate flir jeden Genotyp, mock und infiziert, was
insgesamt zu 24 zu analysierenden Proben fiihrte. Um analysieren zu kénnen, welche pilzlichen Tran-
skripte in Gegenwart von Pflanzenwurzeln héher exprimiert werden als bei rein saprophytischem
Pilzwachstum wurden ebenfalls drei unabhangige Replikate der pilzlichen RNA hergestellt (2.2.4.3).
RNA von allen 27 Proben wurde mit der TRIZOL-Extraktionsmethode prapariert (2.2.6.1). RNA von
V. longisporum wurde anschlieRend mit dem RNeasy Plant Mini Kit (Quiagen, Valencia, CA, USA) an-
hand der Anweisungen des Herstellers aufgereinigt. RNA-Sequenzanalysen wurden mit Hilfe des Illu-
mina HiSeq 2000 Instrument im Transkriptom-Labor an der Universitat Gottingen ausgefiihrt.

Die mit dem Gerat detektierten Fluoreszenzsignale wurden mit dem lllumina-Programm BaseCaller
in bcl-Dateien transformiert und mit dem Programm CASAVA (v1.8.2) in fastg-Dateien demultiple-
xiert. Die Sequenzalignments mit den Referenzgenomen von Arabidopsis thaliana (TAIR10) und Ver-
ticillium dahliae VdLs.17 (Broad Institute) erfolgten mit dem Programm Bowtie2 (v2.1.0). Die reads
pro Gen wurden mit Hilfe von HTSeq Python Skripten und den entsprechenden gtf-Genannotations-

Dateien (Arabidopsis, TAIR10; Verticillium, Broad Institut) ermittelt.
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Fiir die Analyse der differenziellen Genexpression wurde die grafische Benutzeroberflache der Ro-
binNA Software (Version 1.2.4; Lohse et al., 2012) verwendet. Die Normalisierung und statistische

Evaluation der Werte erfolgte mit DESeq (Anders und Huber, 2010).

2.2.6.5 Quantifizierung der DNA von V. longisporum

Pilzliche Biomasse wurde durch die Bestimmung der pilzlichen DNA in infizierten Pflanzen mit
gRT-PCR-Analysen quantifiziert. Daflir wurde DNA aus Petiolen oder der ganzen Rosette von infizier-
ten Pflanzen isoliert (2.2.1.2). Die Amplifizierung und Quantifzierung von V. longisporum-DNA er-
folgte im iCycler System (BioRad, Hercules, CA, USA). Hierzu wurden die Oligonukleotide OLG70
(5’-CAGCGAAACGCGATATGTAG-3’) und OLG71 (5'-GGCTTGTAGGGGGTTTAGA-3’) verwendet, die
spezifische Sequenzen der ribosomalen RNA binden (Eynck, 2007). Der Reaktionsmix bestand aus 1x
Advantage Puffer (TaKaRa, Clonetech, Japan), 200 uM jedes dNTPs, 0,3 uM der Oligonukleotide
OLG70 und OLG71, 0,25 U Advantage Polymerase (TaKaRa, Clonetech, Japan), 10 nM Fluorescein (Bi-
oRad, Hercules, CA, USA), 100.000x verdiinnte SYBR Green | Losung (Cambrex Bio Science Rockland
Inc., Maine, USA) und 25 ng der zu analysierenden DNA. Der Reaktionsmix wurde mit ddH,0 auf ein
Volumen von 25 pl aufgefillt. Fir die Normalisierung verschiedener DNA Praparationen dient Actin8
(AT1G49240) als Referenzgen und wird mit den Oligonukleotiden act8fow (5’-GGTTTTCCCCAGTGTT-
GTTG-3’) und act8rev (5’-CTCCATGTCATCCCAGTTGC-3’) amplifiziert. Das verwendete PCR-Programm
wird in Tabelle 2.3 aufgefiihrt.

Tabelle 2.4 Ablauf der qRT-PCR zur Bestimmung pilzlicher DNA

Dauer Temperatur Wiederholung
primare Denaturierung 1 Min. 95 °C 1x
Denaturierung 20 Sek. 95 °C
Anlagerungsphase 20 Sek. 60 °C 40x
Elongation 40 Sek. 68 °C

4 Min. 68 °C
finale Elongation 1 Min. 95°C 1x

1 Min. 60 °C
Schmelzkurve 10 Sek. 60°C—-95°C 71x
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2.2.7 Biochemische Standardmethoden

2.2.7.1 Proteinextraktion aus A. thaliana

Proteine wurden aus tief gefrorenem Pflanzenmaterial unter denaturierten Konditionen extrahiert.
Gemorsertes Material, Wurzel- oder Blattproben, wurden in 3-facher Menge an Extraktionspuffer
(4 M Harnstoff, 16,6 % Glycerin, 5 % SDS, 0,5 % B-Mercaptoethanol) aufgetaut, wahrend die Proben
10 Min. bei 65 °C geschittelt wurden. Nach der Zentrifugation (20 Min. bei 13.000 rpm) wurde der

Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt.

2.2.7.2 Proteinextraktion aus S. cerevisiae

Zur Proteinextraktion aus Saccharomyces cerevisiae, wurde 1,5 mL einer Ubernachtkultur pelletiert
(1 Min., 13.000 rpm) und in flissigem Stickstoff tief gefroren. Das Pellet wurde dann in 40 pl Extrak-
tionspuffer (8 M Harnstoff, 5 % SDS, 40 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1 mM EDTA, 0,4 mg/ml Bromphenol-
blau, 0,01 % B-Mercaptoethanol) resuspendiert und aufgetaut. Glasperlen (Durchmesser
425-600 um) wurden hinzugegeben und der Mix wurde 10 Min. bei 70 °C inkubiert. AnschlieRend
wurde das Reaktionsgefal fir eine Minute und RT bei hoher Geschwindigkeit geschittelt. Nach ein-
minitiger Zentrifugation bei 13.000 rpm und RT, wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR

Uberfihrt.

2.2.7.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Konzentrationsbestimmung des totalen Proteingehalts erfolgte mit dem Pierce 660 nm Protein
assay’ der Firma ThermoScientific anhand der Anweisungen des Herstellers. Zur Berechnung der Pro-
teinkonzentration wurde eine Referenzreihe mit 1 ug, 3 ug, 6 ug und 9 pg BSA (Rinderserumalbumin)

gemessen.

2.2.7.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinenanalyse erfolgte mittels Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE). Die Eigenladung von Proteinen wird durch SDS so effektiv (iberdeckt, dass die Auftren-
nung allein aufgrund des Molekulargewichts erfolgte. Durch die negative Ladung des SDS wanderten
die SDS-Proteinkomplexe im elektrischen Feld zur Anode. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE nach
Laemmli (1970) wurden denaturierte Proteine auf das Sammelgel geladen. Hier kam es zunachst zur
Aufkonzentrierung der Proteine in dem aus Polyacrylamid bestehenden Sammelgel (5 % (w/v) Ac-
rylamid / Bisacrylamid (37,5:1), 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1 % (w/v) SDS, 0,2 % (w/v) TEMED, 0,1 %

(w/v) APS). Dieses war dem Trenngel oben aufgesetzt (10-12 % (w/v) Acrylamid / Bisacrylamid
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(37,5:1), 400 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) TEMED, 0,1 % (w/v) APS) in der die
eigentliche Trennung der Proteine erfolgte. Die Elektrophorese lief fiir zwei bis drei Stunden in 1x
SDS-Laufpuffer (25 mM Tris, 2 M Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) bei 160 V. Die GroRenbestimmung erfolgte
anhand eines parallel aufgetragenen Protein-Markers (Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific,

Deutschland).

2.2.7.5 Protein Immunoblot

Als Western-Blot bezeichnet man den Transfer von zuvor durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrenn-
ten Proteinen aus dem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran im elektrischen Feld (Kyhse-Ander-
sen, 1984). Die durch SDS negativ geladenen Proteine wanderten durch Anlegen einer Spannung
Richtung Anode und wurden dabei von der Membran aufgehalten. Aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen waren sie in der Lage an der Oberflache der Membran zu binden. Dort konnten
die immobilisierten Proteine anschlieBend immunologisch untersucht werden. Fiir die Durchfiihrung
wurde das Trenngel zundchst in 1x Transferpuffer (25 mM Tris, 2 M Glycin, 20 % (v/v) Methanol,
0,1 % SDS) aquilibriert und die Membran in Methanol aktiviert. AnschlieRend wurde das Gel auf der
Membran zwischen drei Lagen in Transferpuffer getranktem Whatman®-Papier ibereinanderge-
schichtet und in der Blottingapparatur zwischen zwei Graphitplatten positioniert. Der Proteintransfer
erfolgte fiir zwei Stunden bei RT und einer Stromstirke von 1 mA pro cm? Membran. Fiir die anschlie-
Rende Immunodetektion wurden zundchst unspezifische Bindestellen durch die Inkubation der
Membran in TBST (20 mM Tris, 130 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween 20) mit 5 % (w/v) Milchpulver fir
zwei Stunden bei RT unter konstantem schwenken geblockt. Die Inkubation der Membran mit dem
Primarantikorper erfolgte in TBST mit 5 % (w/v) Milchpulver Giber Nacht bei 4 °C unter konstantem
Schwenken. Am nachsten Tag wurde die Membran drei Mal fir 10 Minuten mit TBST gewaschen.
Dieser Schritt fand, wie alle Weiteren, unter standigem Schiitteln statt. Die Inkubation der Membran
mit dem Sekundarantikorper erfolgte ebenfalls in TBST mit 5 % (w/v) Milchpulver fur zwei Stunden
bei RT. Nach dem Waschen der Membran in TBST fir 5x 10 Minuten erfolgte ihre Inkubation mit
einer Substratlésung (Luminata™ Forte Western HRP Substrate) fiir 5 Min. Die an den Sekundaranti-
korper gekoppelte Meerretichperoxidase sorgte fiir die Umsetzung des Substrates. Die Detektion der

Peroxidaseaktivitat fand mit einer CCD-Kamera (Intas, Deutschland, Gottingen) statt.
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2.2.8 Analyse von Reportergenlinien

Reportergenlinien wurden fur Analysen der intrazelluldaren Lokalisation und gewebespezifischen Ge-
nexpression verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurde mit der B-Glucoronidase (GUS) gearbeitet,
die an das 3’-Ende des zu unteruchenden Gens fusioniert wurde. Dieses Enzym ist in der Lage ein
farbloses Substrat, X-Gluc, in einen blauen Farbstoff umzuwandeln, welcher mit Hilfe histochemi-

scher Methoden detektierbar ist (Jefferson et al., 1987).

2.2.8.1 Histochemische Analysen der Expression des GUS-Reportergens

X-Gluc (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-Glucuronsaure) ist ein farbloses Substrat, welches durch die
B-Glucoronidase in einen blauen Farbstoff umgewandelt werden kann. Aufgrund dessen ist es ein
weit verbreitetes Substrat, das haufig in histochemischen Analysen zur Untersuchung des Genexpres-
sionortes eingesetzt wird. Das zu analysierende Pflanzenmaterial wurde zunachst fir 30 Min. bei RT
fixiert (50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7, 0,3 % Formaldehyd, 0,3 M Mannitol). Zwei 20-min(tige
Waschschritte in 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH7 (28,85 mL 0,5M Na,HPO,, 21,15 mL
0,5 M NaH,PO, in 500 mL H,0) folgten. Das Pflanzenmaterial wurde dann in die Farbel6sung transfe-
riert (2 mM X-Gluc in DMF, 0,5 M K3Fe(CN)s, 0,5 M KsFe(CN)s, 10 mM EDTA, 0,1 % Triton X-100 in
50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7), drei Mal fir fiinf Minuten Vakuuminfiltriert und fiir zwei Stun-
den bis UN bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die Firbelésung gegen 100 % Ethanol getauscht,

was zur Entfarbung des oberirdischen Pflanzenteils UN bei 37 °C fiihrt.

2.2.8.2 Quantitative Analysen der GUS-Reportengenaktivitit mittels des MUG-Assays

Zur Proteinextraktion wurden 300 pl GUS-Extraktionspuffer (50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,
10 mM EDTA, 0,1 % Triton X-100, 0,1 % Sarcosyl, 0,005 % B-Mercaptoethanol) zu ca. 100 mg Pflan-
zenmaterial hinzugegeben. Dieses wurde mit einem kleinen Pistill zerrieben. Die Losung wurde an-
schlieBend fiir fiinf Minuten bei 13.000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 mL
Reaktionsgefal transferiert. Zur Konzentrationsbestimmung des totalen Proteingehalts wurde der
Proteinextrakt mit 1x Bradford-Reagenz (Roth, Deutschland, Karlsruhe) gemischt und die ODsgs be-
stimmt. Die Proteinaktivitdt wurde anschlieRend unter Zuhilfenahme von Methylumbellife-
ryl-B-D-glucuronid (MUG) bestimmt, welches zu 4-Methylumbelliferon (MU) hydolysiert. Das Produkt
war durch seine Fluoreszenz nachweisbar. Uber die Intensitét dieser Fluoreszenz konnte auf die Um-
satzrate der B-Glucoronidase geschlossen werden. Eine definierte Proteinmenge wurde mit GUS-Ex-
traktionspuffer in einer 96er Mikrotiterplatte auf 100 pl aufgefillt und mit 100 pl 4-MUG Loésung
(GUS-Extraktionspuffer + 4 mM MUG) versetzt. Die Losung wurde fiir 10 Min. in Dunkelheit bei 37 °C
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inkubiert. 100 pl wurden dann in 100 ul GUS-Stopppuffer (0,2 M Na,COs) Uibertragen. Diese Werte
wurden bei der spateren Berechnung als F.= 0 verwendet. Die verbleibenden 100 pl inkubierten fir
weitere 60 Min. bei 37 °C und im Dunkeln. Diese Reaktion wurde ebenfalls mit 100 pl GUS-Stopppuf-
fer abgestoppt. Die Fluoreszenz wurde dann bei 360 nm (Anregung) und 440 nm (Emission) gemes-
sen. Die spezifische Enzymaktivitdt wies die Menge an umgesetzten Substrat pro Zeiteinheit und

Menge des eingesetzten Proteins auf und wurde folgendermaRen berechnet:

umgesetztes MUG (pmol)

ifische GUS-Aktivitat =
spezilische VIR = Protein (mg) * Zeit (min)

2.2.9 Hefe-2-Hybrid-System (Y2H)

2.2.9.1 Hefetransformation

Die Hefetransformation erfolgte nach dem Protokoll von Gietz und Woods (2002). Zur Erzeugung von
kompetenten Hefezellen des Stammes PJ69a wurden 10 mL YPAD-Medium inokuliert und UN bei
220 rpm und 30 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde diese Kultur verwendet, um eine 50 mL Kultur
mit einer ODggo = 0,5 in YPAD-Medium anzusetzten. Diese wurde erneut bei 220 rpm und 30 °C inku-
biert bis eine ODgoo = 1,8 erreicht wurde. Die Hefezellen wurden durch fiinfmin(tige Zentrifugation
bei 4000 rpm geerntet und in 25 mL sterilem ddH,O gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
(4000 rpm, 5 Min) wurde das Zellpellet in 1 mL sterilem ddH,0 resuspendiert. Die Zellen wurden in
ein 1,5 mL ReaktionsgefaR tberfiihrt und fiir 30 Sek. bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, die Hefezellen in einem Gesamtvolumen von 1 mL resuspendiert und in 10x 100 pL
Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots wurden erneut zentrifugiert (30 Sek. bei 13.000 rpm), der Uberstand
verworfen und die Zellen in 360 pL Transformations-Mix (240 ul 50 % (w/v) PEG 3500, 36 ul 1 M LiAc,
50 pl aufgekochtes Heringssperma (ss-HSP), 1 ug jedes Plasmids in 34 pl sterilem ddH,0) aufgenom-
men. Nach 30 Min. bei 30 °C erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C fiir 40 Min. Die Transformationsan-
sitze wurden fiir 1 Min. bei 13.000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und die
Pellets in 1 mL sterilem ddH,0 aufgenommen. Geeignete Aliquots der Zellen wurden auf Selekti-

ons- und Interaktionsplatten ausgestrichen und fiir 2-3 Tage bei 30 °C inkubiert.
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2.2.9.2 O0oNPG-Test

Mit Hilfe des oNPG-Tests war es moglich Protein-Protein-Interaktionen in Hefezellen zu quantifizie-
ren. Der verwendete Stamm PJ69-4A enthélt das bakterielle lacZ-Gen welches fiir die f-Galactosidase
kodiert. Dieses Enzym spaltet normalerweise das Disaccharid Laktose, nimmt aber auch o-Nitrophe-
nyl-B-D-galactopyranosid (oNPG) als Substrat an. oNPG ist ein farbloser Stoff, bei dessen Spaltung
das gelbe o-Nitrophenol freigesetzt wird, welches bei einer Wellenlange von 420 nm photometrisch
quantifiziert werden kann. Die Expression dieses Gens wird durch GAL4 kontrolliert, welches bei er-
folgreicher Protein-Protein-Interaktion reassembliert (pDEST-HA-GAD, pDEST-GBKT7-Myc). Zur
Durchfiihrung des Tests wuchsen transformierte Hefezellen UN in 5 mL selektivem SD-Medium bei
30 °C und 220 rpm. Die Liganden induzierten Protein-Protein-Interaktionsstudien fanden in Anwe-
senheit von Coronatin statt. Hier wurden am nachsten Tag 3 mL Kulturen mit einer ODggo = 0,5 mit
30 uM Coronatin versetzt und erneut fir 4 Std. bei 30 °C und 220 rpm angezogen. Fiir beide Analy-
sen, die Liganden induzierten- und klassichen Interaktionsstudien, ging es nun gleich weiter. Zwei
Mal 1,5 mL Hefekultur wurden abzentrifugeren (1 Min., 13.000 rpm). Ein Pellet wurde fiir die Prote-
inextraktion aus Hefezellen (2.2.7.2) und anschliefende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese einge-
froren, das Andere wurde in 1 mL Z-Puffer (60 mM Na;HPO,, 40 mM NaH;POs, 10 mM KCl,
1,0 mM MgS0,, pH 7) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 1 Min. bei 13.000 rpm und RT
wurden die Zellen letztendlich in 300 uL Z-Puffer aufgenommen. Hiervon wurden 100 pL in ein neues
1,5 mL ReaktionsgefaR tberfihrt, drei Mal in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei 37 °C aufge-
taut. Die beschadigten Hefezellen wurden in 700 pL Z-Puffer mit 27 % (v/v) B-Mercaptoethanol ver-
setzt und invertiert. Nach Zugabe von 160 pL oNPG-Losung (4 mg/ml o-Nitrophenyl-B-D-galactopy-
ranosid (0NPG) in Z-Puffer) folgte eine Inkubation fiir 30-60 Minuten bei 37 °C. Nach Eintreten einer
Gelbfarbung wurde die Reaktion durch Zugabe von 400 uL 1 M Na,COs gestoppt und der Reaktions-
ansatz fiir 10 Min. bei 13.000 rpm und RT zentrifugiert. 200 pL des Uberstands wurden dann fiir die
Messung in einem Plattenlesegeridt bei einer Wellenldnge von 420 nm eingesetzt. Als Negativkon-
trolle diente ein Reaktionsansatz mit Z-Puffer statt Hefeldsung. Zur Berechnung der enzymatischen
Reaktion wurde die Zeit der Inkubation mit oNPG einbezogen und die ODgoo der verbleibenden 200 pL
Hefesuspension bestimmt. Mittels folgender Formel konnte die Aktivitat der B-Galactosidase berech-

net werden:

100 * OD420
V*Tx*0D600 * F

B-Galactosidaseaktivitat [u]

(V = Volumen der Hefekultur; T = Reaktionszeit, F = Verdinnungsfator)
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3 Ergebnisse

3.1 Genexpressionsanalyse in Wurzeln von V. longisporum-infizierten WT, aos

und coil-t Arabidopsis-Pflanzen

Nach Infektion mit V. longisporum zeigt die JA-Hormonrezeptormutante coil im Gegensatz zum Wild-
typ und zur JA-Biosynthese Mutante aos weniger Krankheitssymptome. Da vom Pilz keine JA-lle dhn-
liche Substanz gebildet wird, die COI1 aktiviert, wird eine JA-lle unabhangige Funktion von COI1 pos-
tuliert, die Suszeptibilitdt gegeniber V. longisporum vermittelt. Pfropfungsexperimente haben ge-
zeigt, dass die neue COI1-Funktion in Wurzeln aktiv ist und im oberen Pflanzenteil dem Pilz ermog-
licht, Krankheitssymptome in A. thaliana hervorzurufen (Ralhan et al., 2012).

Zur ldentifikation von Zielgenen der neuen JA-lle unabhangigen COI1-Funktion, sollten zunachst Tran-
skriptomanalysen von nicht infizierten und infizierten Wurzeln der Genotypen WT, aos und coil
durchgefiihrt werden. Diese Zielgene sollten anschlieRend verwendet werden, um die Beteiligung
von JAZ, MYC2 und NINJA an dem neuen JA-lle unabhangigen Signalweg zu untersuchen. Weiterhin
sollte ihre Rolle bei Resistenz- bzw. Suszeptibilitatsmechanismen gegen V. longisporum untersucht

werden.

3.1.1 Vergleich zweier Infektionssysteme von A. thaliana mit V. longisporum

Zunachst wurde der Frage nachgegangen, welches biologische Material in der RNA-Praparation ver-
wendet werden und in die Transkriptomanalysen eingehen sollte.

In vorherigen Versuchen wurde ein Infektionssystem verwendet, bei dem Arabidopsis-Pflanzen zu-
nachst auf einem Sand-Erde-Gemisch angezogen werden. Die Pflanzen werden fiir die Infektion aus
dem Substrat gezogen, um die Wurzeln mit dem Pilz durch 45-minitige Inkubation in einer Sporen-
suspension (10° Sporen / mL) in Kontakt zu bringen. In diesem ,,Sand-Erde-Infektionssystem* bilden
Arabidopsis-Pflanzen ein weit verzweigtes Wurzelwerk (Abbildung 3.1 (A)). Vorherige Analysen mit
einem GFP-markierten V. longisporum-Stamm zeigten, dass der Pilz nur in wenigen Wurzeln dieses
Materials detektiert werden kann. Da eine gezielte Ernte dieser Wurzeln mit Hilfe des Laser-Scan-
ning-Mikroskops einerseits zu aufwandig ware und andererseits die Pflanze gestresst hatte, ware hier
nur die Ernte des gesamten Wurzelwerks in Frage gekommen. Hierbei war zu befiirchten, dass lokal

induzierte Genexpression nicht mehr nachweisbar sein knnte.
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A B Sand - Erde MS-Platte
Sand - Erde mock 19 dpi mock 81 dpi

1 dpi 2 dpi 3 dpi 4 dpi

Abbildung 3.1 Vergleich des Wurzelwachstums und Pathophdnotypen im Sand-Erde- und Platten-Infekti-
onssystem bzw. Infektionsverlauf von V. longisporum-GFP in A. thaliana Col-0 Wurzeln im Platten-Infek-
tionssystem

(A) Typisches Wurzelwachstum von Arabidopsis-WT-Pflanzen, 19 Tage nach Infektion im Sand-Erde-Infekti-
onssystem bzw. 3 Wochen nach Kultivierung auf MS-Platten. (B) Gegenuberstellung der Entwicklung vom
Pathophanotypen 19 Tage nach Infektion im Sand-Erde-System bzw. 81 Tage nach Infektion, steril auf
MS-Medium angezogener Pflanzen. Es wurden Pflanzen der Genotypen Col-0, aos und coil-t untersucht.
(C) Fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen des Zeitverlaufs der Infektion nach 1, 2, 3 und 4 Tagen im
Platten-Infektionssystem. (1 dpi) Gekeimte Sporen auf der Wurzeloberflache 1 Tag nach Infektion. (2 dpi)
Hyphenwachstum und Penetration 2 Tage nach Infektion. (3 dpi, 4 dpi) Fortgeschrittenes Hyphenwachstum
und Wachstum im LeitgefaRsystem der Wurzel 3 und 4 Tage nach Infektion. Abkirzungen: Hy (Hyphe),
Pp (Penetrationsstelle), Pxy (Protoxylem), Sp (Spore)
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Daher wurde mit einem von der AG-Lipka entwickelten Infektionssystem gearbeitet (Reusche, 2011).
Dieses Protokoll sieht vor, dass Pflanzen fiir drei Wochen auf MS-Medium angezogen werden. Unter
diesen Bedingungen entwickeln Pflanzen eine einzelne Hauptwurzel (Abbildung 3.1 (A)). Anschlie-
Rend werden die Pflanzen auf 1 %ige Wasser-Agarose-Platten umgelegt und die Wurzeln mit
10° Sporen / mL bespriiht. Nach drei bis vier Tagen kann eine Besiedlung des Xylems beobachtet wer-
den (Reusche, 2011). Der Transfer auf das nahrstoffarme Wasser-Agarose-Medium war notwendig,
um ein zu starkes saprophytisches Wachstum des Pilzes auf dem Substrat zu verhindern, da dadurch
die Pflanze in anderer Weise beeinflusst werden kdnnten, als das biotrophe Wachstum an und inner-
halb der Wurzel.

In dieser Arbeit konnte noch einmal der von M. Reusche beschriebene Infektionsverlauf bestatigt
werden (Abbildung 3.1 (C), Reusche, 2011). Die Sporen von V. longisporum keimen innerhalb der
ersten 24 Stunden und wachsen auf der Wurzeloberflache. Zwei Tage nach Infektion wachst das Hy-
phennetzwerk weiterhin auf der Oberflache und erste Hyphen beginnen die Epidermis zu penetrie-
ren. Nach bereits drei Tagen erreicht der Pilz das Leitgewebe der Wurzel im Bereich des Protoxylems.
Wachstum von V. longisporum im LeitgefaBsystem wird vier Tagen nach Infektion beobachtet. Die
Infektionsrate lag bei 70 - 80 %.

Der Vergleich der Pathophanotypen infizierter Pflanzen beider Infektionsysteme zeigt, dass 19 Tage
nach Infektion eindeutige Krankheitssymptome bei Pflanzen des Sand-Erde-Infektionssystems auf-
treten (Abbildung 3.1 (B)), wahrend Pflanzen, die im sterilen Platten-System infiziert und nach 4 Ta-
gen auf Erde umgesetzt werden, stark verzogerte Symptome aufweisen, die wenig ausgepragt sind
(Abbildung 3.1 (B)). Dieses Ergebnis deutet an, dass die Besiedlung des Xylems durch den Pilz unter
den hier gewahlten Bedingungen nur zu einer schwachen Induktion von Genen fiihren wird, die fiir
Kolonisierung oder Symptomausprdgung im Spross verantwortlich sind. Angesichts der experimen-
tellen Nachteile des Sand-Erde-Infektionssystems wurde dennoch entschieden, das Transkriptom

von mock- und V. longisporum-infizierten sterilen Wurzeln zu analysieren.

3.1.2 Transkriptionelle Analysen im Platten-Infektionssystem

Um auf transkriptioneller Ebene die Wirkung von V. longisporum auf Arabidposis-Wurzeln zu analy-
sieren, wurden die Wurzeln vom Spross mit Hilfe eines Skalpells abgetrennt und aufgearbeitet. Um
einen geeigneten Zeitpunkt flr geplante Transkriptomanalysen zu finden, wurde in einem
time-course-Experiment die Expression friiher Infektionsmarker nach zwei, vier und sechs Tagen post
Infektion mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Dazu wurde RNA aus Wurzeln von Col-0, aos und

coil-16-Pflanzen verwendet.
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Abbildung 3.2 Quantitative RT-PCR von V. longisporum-induzierten Genen in Wurzeln von Col-0, aos und
coil-16 im time course Experiment 2, 4 und 6 Tage nach Infektion (dpi)

Relative Transkriptmengen von AT1G26390 und AT2G26560 in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf
MS-Medium angezogenen Pflanzen von Col-0, aos und coil-16 zwei, vier und sechs Tage nach mock- und
V. longisporum-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 3 Replikaten (+ SEM) mit finf Wurzeln / Replikat.
Die relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Relative Transkript-
mengen von Col-0 / aos / coil-16 zwei Tage nach mock-Infektion wurden gleich 1 gesetzt. Sterne zeigen sig-
nifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Korrektur) zwi-
schen mock- und V. longisporum-infizierten Proben an.

Bei den hier analysierten Infektionsmarkern handelt es sich um AT1G26390, ein FAD-bindendes Pro-
tein der Berberin-Familie, und AT2G26560, eine Phospholipase. Diese Gene wurden im Datensatz
eines zuvor durchgefihrten Microarrays (lven, 2009) gefunden. Fir diesen Datensatz erfolgte die
Infektion nach dem sogenannten , Infektionskanalsystem®. Das Infektionskanalsystem (lven, 2009)
unterscheidet sich vom hier verwendeten Platten-Infektionssystem in folgenden Aspekten: Wahrend
im Platten-Infektionssystem 3 Wochen alte, unter Kurztagbedingungen angezogene Pflanzen, von
MS-Medium auf Wasser-Agarose umgelegt und durch Sprithen einer Sporensuspension
(10° Sporen / mL) infiziert werden, wachsen Pflanzen im Infektionskanalsystem (lven, 2009) 2 Wo-

chen auf MS-Medium unter Langtagbedingungen und werden auf dem Medium durch Pipettieren
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von 500 pl Sporensuspension (4 * 10° Sporen/mL) in einen auf den Platten vorbereiteten Infektions-
kanal infiziert (vgl. Abbildung 3.8 (A)). In diesem System wird das saprophytische Wachstum des Pil-
zes in unmittelbarer Nahe der Wurzel auf einen kleinen Bereich eingeschrankt. Unter diesen Bedin-
gungen dringt der Pilz zwar in die Wurzel ein, kann aber nicht das Xylem besiedeln. Die Gene
AT1G26390 und AT2G26560 waren im Infektionskanalsystem nach drei Tagen um den Faktor 8 in
Col-0 erhéht (lven, 2009).

Beide Gene werden ebenfalls induziert, wenn Pflanzen auf Agarose mit V. longisporum infiziert wer-
den (Abbildung 3.2). In WT und coil-Pflanzen beginnt die Induktion nach vier Tagen und wird zum
Zeitpunkt 6 dpi starker. Aus unbekannten Griinden reagieren die Wurzeln der aos-Pflanzen deutlich
schwacher auf den Pilz.

Um primare Zielgene der neuen COI1-Funktion zu identifizieren und um eventuelle Wachstumsnach-
teile der Pflanzen auf ndhrstoffarmen Medium (Wasser-Agarose) zu minimieren, wurde auch auf-
grund oben genannten Genexpressionsanalysen der Zeitpunkt vier Tage nach der Infektion fir Tran-

skriptomanalysen der drei Genotypen Col-0, aos und coil gewahlt.

3.1.3 Praparation und Charakterisierung der pflanzlichen RNA fiir die Durchfiihrung der Tran-
skriptomanalysen

Nach den ersten Versuchen im Platten-Infektionssystem wurden Proben zur transkriptomweiten
RNA-Sequenzanalyse (RNA-Seq) vorbereitet. Aufgrund der Sterilitdt von homozygoten coil-t- und
aos-Pflanzen, wurde fiir beide Genotypen eine heterozygote Samenpopulation verwendet und aus
diesen die homozygoten Wildtypen und coil- bzw. aos-Pflanzen liber Genotypisierung identifiziert.
Somit konnte fiir beide Mutanten der segregierende WT von einer Samenpopulation derselben Mut-
terpflanzen identifiziert werden. Zur Praparation eines Replikates flir RNA-Seg-Analysen wurden 500
Samen einer heterozygoten Samenpopulation auf MS-Platten ausgelegt. Nach 3 Wochen Wachstum,
dem Umlegen auf 1 %ige Wasser-Agarose-Platten und Infektion mit V. longisporum, wurde am vier-
ten Tag nach Infektion zunachst an exemplarisch ausgewahlten Wurzeln tberprift, ob der Pilz in das
Xylem eingedrungen war (vgl. Abbildung 3.1 (C)). Weitere Pflanzen wurden zur Analyse des Patho-
phanotypen auf Erde transferiert (vgl. Abbildung 3.1 (B)). Von 160 mock und 160 infizierten Pflanzen
wurde jede Wurzel und jeder Spross individuell geerntet. Der Spross wurde zur Genotypisierung ver-
wendet. Es konnten jeweils 36 Wurzeln fiir die aos-Mutante und seinen entsprechenden WT bzw. 33
Waurzeln fiir WTciz.: und coil-t vereint und zur Extraktion von RNA verwendet werden. Durch Wie-
derholungen des Ansatzes wurden unabhangige Replikate erhalten, in denen die Genexpression der

zuvor beschriebenen Infektionsmarker (lven, 2009) getestet wurde (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3 Quantitative RT-PCR von V. longisporum-induzierten Genen in Wurzeln von WTeos , aos,
WT izt und coil-t 4 Tage nach Infektion (dpi)

AACT-Werte von AT1G26390 und AT2G26560 in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium ange-
zogenen Pflanzen von WTaos, aos, WTeiz-+ und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion von
je 3 unabhangigen Replikaten. Die Replikate von WTaos und aos bestehen aus 36 vereinten Wurzeln, die
Replikate von WTciz-+ und coil-t aus 33 Wurzeln. Fold over reference Werte der einzelnen Replikate wurden
gegen die Expression von UBQ5 normalisiert.

Diese drei Replikate zeigen eine durchgehend heterogene Induktion beider Gene in allen vier Geno-
typen. So unterscheiden sich bspw. die Replikate 1 und 3 der WTci1-+-Wurzeln. Beide Gene sind in
Replikat 1 nach Infektion mit V. longisporum nicht induziert wohl aber in Replikat 3. Diese Genex-
pressionsanalysen (Abbildung 3.3) sind zum Teil widerspriichlich zu den zuvor gezeigten (Abbildung
3.2), bspw. zeigt PLA2A hier nun eine bessere Induktion in coil-t als AT1G26390. Diese Variabilitat
der Genexpression war bei weiteren Replikaten sogar noch hoher (Anhang Abbildung 6.1), so dass

mit den hier analysierten Replikaten weiter gearbeitet wurde.

3.1.4 Praparation und Charakterisierung der pilzlichen RNA fiir die Durchfiihrung der Transkrip-
tomanalysen

Zur Analyse der Transkriptome konnte zwischen Microarray-RNA-Analysen und RNA-Seg-Analysen
entschieden werden. Die RNA-Seq-Analyse bot den Vorteil, dass das Expressionsprofil nicht nur auf
Gene von A. thaliana beschrankt wird, sondern auch Transkripte von V. longisporum detektiert wer-
den kénnen. Dazu musste zunachst geklart werden, ob die hohe Anzahl an Pflanzentranskripten nicht
die pilzlichen Transkripte in dem Male verdiinnen wiirden, dass eine Detektion dieser nicht mehr
moglich ware.

Um dies zu testen, wurde die Genexpression von GFP, dem Markergen des Stammes V. longispo-

rum-GFP, in unterschiedlichem Material analysiert: Wurzel-RNA von Col-0 4 Tage nach mock und
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V. longisporum-GFP Infektion, RNA vom Pilz allein sowie gemischter RNA von Col-0 und V. longispo-
rum-GFP im Verhéltnis 9:1. Wahrend in reiner Pilz-RNA die GFP-Expression schon nach 20 Zyklen de-
tektierbar ist, Gberschreitet die GFP-Transkriptmenge in cDNA von infizierten Col-0 Wurzeln 4 Zyklen
spater den Schwellenwert (Abbildung 3.4 (A)). Ahnlich wie in infizierten Wurzeln, konnte ein Schwel-
lenwert von 24 in 9:1 gemischter cDNA von Col-0 und V. longisporum-GFP identifiziert werden. Aus-
gehend von diesen Ergebnissen war zu erwarten, dass 10 % der durch RNA-Seg-Analysen detektier-
ten Transkripte pilzlicher Herkunft sein wiirden. Diese Haufigkeit sollte es erlauben, dass Transkripte
von zumindest hoch exprimierten pilzlichen Genen in genligender Menge vorhanden sein sollten,

dass deren relative Quantifizierung unter verschiedenen Bedingungen maoglich ist.

Col-0 Col-0 mock : V.1.43-GFP
mock V.l.43-GFP
9:1
CT-Wert | 27,20 24,77 26,00 20,16

28,46 24,50 23,73

28,88 24,60 23,29

28,36 24,01 23,82

28,57 23,20 21,90

28,55 24,66 22,34

Abbildung 3.4 Quantitativer RT-PCR-Test und Analyse des Wachstumsverhaltens von V. longisporum zur
Detektion pilzlicher Genexpression wiahrend der RNA-Seq-Analyse

(A) Dargestellt sind CT-Werte der GFP-Detektion in 3 Wochen alten Wurzeln von Col-0 nach mock- und
V. longisporum-Infektion, sowie von 2 Tage auf SXM gewachsenem V. longisporum-GFP und gemischter
cDNA von Col-0 mock und V. longisporum-GFP im Verhaltnis 9:1 von je 6 verschiedenen bzw. einem einzel-
nen Replikat. (B) Wachstum von V. longisporum-GFP nach zwei Tagen auf SXM. (C) Fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahme des Wachstums von V. longisporum-GFP nach vier Tagen auf 1 %iger Wasser-Agarose lie-
gender Col-0 Wurzel. Abbkirzungen: Hy (Hyphe), Sp (Spore)
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Um analysieren zu kénnen, welche pilzlichen Transkripte in Gegenwart von Pflanzenwurzeln héher
exprimiert werden als bei rein saprophytischem Pilzwachstum, wurde ebenfalls RNA von V. longispo-
rum prapariert, der zwei Tage auf SXM-Medium ohne pflanzliche Wurzeln gewachsen war. Innerhalb
dieser Wachstumszeit bildet V. longisporum-GFP ein verzweigtes Hyphennetzwerk aus (Abbildung
3.4 (B)). Zudem sind nach zwei Tagen noch ungekeimte Sporen vorhanden. Dieses Entwicklungssta-
dium ist mit V. longisporum-GFP, der vier Tage in Kontakt mit Wurzeln wachst, vergleichbar (Abbil-
dung 3.4 (C)). Drei unabhéangige Replikate von RNA-Praparationen des Stammes V. longisporum-GFP
wurden hergestellt.

Letzendlich gingen 27 Proben in die RNA-Seg-Analysen ein, je drei Replikate von WTes, a0s, WTcoiz-¢
und coil-t, mock und V. longisporum-GFP-infiziert sowie drei Replikate der V. longisporum-GFP-RNA,
gewachsen auf SXM-Medium. Mit Hilfe des lllumina HiSeQ 2000 Instruments wurde die RNA-Se-

guenzanalyse im Transkriptomlabor der Universitat Gottingen durchgefihrt.

3.1.5 V. longisporum zeigt starke transkriptionelle Veranderungen nach Infektion von Pflanzen-
wurzeln

In RNA-Seq-Analysen detektierte Sequenzen von V. longisporum-Genen wurden mit dem publizier-
ten Genom von Verticillium dahliae verglichen (https://www.broadinstitute.org/). Die Auswertung
der Genexpressionsanalyse zeigt, dass massive Veranderungen im V. longisporum-Transkriptom nach
der Infektion von Pflanzenwurzeln erfolgen. Mehr als 600 Gene von V. longisporum sind nach dem
Kontakt mit Pflanzen induziert (Anhang Tabelle 6.1). Dahingegen werden 127 Gene durch den Kon-
takt zur Pflanze im Pilz reprimiert (Anhang Tabelle 6.2). All diese Gene weisen eine mindestens 4-fa-
che Veranderung mit einem padj. < 0,05 auf. Eins dieser induzierten Gene ist TDF12.2. Dieses Gen
wurde bereits zuvor in cDNA-AFLP-Analysen (amplified fragment length polymorphism) von V. longi-
sporum, gewachsen in Xylemsaft von mock und infizierten Brassica napus Pflanzen, identifiziert (Wei-
berg, 2008). Die Expression dieses Gens ist im Vergleich zu dem Pilz, der auf SXM-Medium wachst,
mehr als 800-fach induziert, wenn V. longisporum in Gegenwart von Pflanzen auf 1 %iger Was-
ser-Agarose wachst (Abbildung 3.5 (A)). Die Induktion von TDF12.2 ist unabhangig von den verschie-
denen Pflanzengenotypen.

Die pflanzeninduzierte Expression von TDF12.2 wurde mit Hilfe eines TDF12.2p,.:mCherry-Reporter-
genkonstrukts unter dem Laser-Scanning-Mikroskop im Platten-Infektionssystem bestatigt. Der
GFP-markierte V. longisporum-Stamm wurde mit dem Fusionskonstrukt aus dem TDF12.2-Promotor
und mCherry, einem rot fluoreszierenden Protein, transformiert (A. Ralhan; Abbildung 3.5 (B)). Nach
der Infektion drei Wochen alter, auf SXM-Medium liegender Pflanzen mit dem stabil transformierten

V. longisporum-Stamm, kann nach zwei Tagen beobachtet werden, dass mCherry und somit TDF12.2
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nur exprimiert wird, wenn mindestens eine Hyphe von V. longisporum in direktem Kontakt zur Wur-
zel steht (Abbildung 3.5 (C)). Wachst der Pilz auf SXM ohne Kontakt zur Wurzel, wird mCherry nicht

exprimiert.

VDAGO03755

TDF12.2
1000 -

800 ——

—

oo 4 — V.1.43-GFP >

y )
200 4 ( TDF12.2,,, mChert
<

200

Mittelwert der
normalisierten Signalintensitaten

~ -

V.L.43-GFP + V.[.43-GFP
Arabidopsis-
Wurzeln

GPD,,,:GFP TDF12.2,,,:mCherry Col-0, Durchlicht
2 dpi

Abbildung 3.5 Analyse der Genexpression von TDF12.2

(A) Elektronisch erstellte Genexpression anhand der Mittelwerte der normalisierten Signalstarken von drei
unabhangigen Replikaten von infizierten WTaos, a0s, WTeiz-t und coil-t Wurzeln und auf SXM gewachsenem
V. longisporum. (Aufgrund der fehlenden normalisierten Einzelwerte aller drei Replikate im Robin Pro-
gramm, konnte fiir die elektronisch erstellten Signalstdrken von TDF12.2 keine SEM berechnet werden. Nur
der normalisierte Mittelwert stand zur Verfigung.) (B) Darstellung des transformierten Konstrukts
TDF12.2pr0:mCherry in V. longisporum-GFP. (C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur Genexpressions-
analyse von TDF12.2. Die Aufnahmen wurden 48 Std. nach Infektion der Col-0 Wurzeln auf SXM-Medium
aufgenommen. Die Pfeile zeigen auf V. longisporum, der in Kontakt mit der Wurzel bzw. ohne hergestellten
Kontakt mit der Wurzel auf SXM-Medium wachst. Abbkirzungen: P (Pilz), W (Wurzel)

3.1.6 Die Infektion von V. longisporum fiihrt in A. thaliana-Wurzeln zu geringen Anderungen im
Transkriptom

Sequenzen pflanzlicher Gene wurden anhand des Referenzgenoms von Arabidopsis thaliana (TAIR10)
annotiert. Das Ziel dieser Analyse war es, Gene zu finden, die abhangig von der Infektion in der

coil-t-Mutante im Vergleich zu WTges, aos und WT.z1+ unterschiedlich exprimiert werden. Die Aus-
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wertung der Genexpressionsanalyse zeigt, dass die Infektion der Wurzeln mit V. longisporum nur ge-
ringe Veranderungen im Transkriptom aller vier Genotypen, WTaos, a0s, WTcoiz.+ und coil-t, hervorruft
(Abbildung 3.6). Die dargestellten Gene weisen alle eine mindestens 2-fache Verdanderung mit einem
p-Wert < 0,01 nach Infektion auf. Durch die Infektion werden mehr Gene induziert (Abbildung 3.6
(A)) als reprimiert (Abbildung 3.6 (B)). Durch V. longisporum induzierte Genexpression findet man in
allen vier untersuchten Genotypen (Abbildung 3.6 (A)). Allerdings ist die Uberlappung der Gene in
beiden Wildtypen gering. Wahrend im WTiz.+ noch 77 Gene induziert werden, findet man im WT s
nur 19 induzierte Gene. Beide untersuchten Wildtypen zeigen eine Uberlappung von nur 10 Genen.
Die Gruppe von Genen, die fur die Untersuchung der Suszeptibilitdt vermittelnden JA-lle unabhangi-
gen Funktion von COI1 interessant ware, enthalt nur vier Gene: AT1G29090, AT4G28140, AT1G08080
und AT2G28210 (Abbildung 3.6 (A)). Es handelt sich hierbei um Gene, die nach Infektion im WTes,

aos und WTi1¢ signifikant induziert werden, nicht aber in der coil-t-Mutante.

A B
nach Infektion induzierte Gene: nach Infektion reprimierte Gene:
WTcor’l-t WTaos WTcoiI-t WTuos
. 1
coil-t ags
25

AT1G29090
AT4G28140
AT1G08080
AT2G28210

Abbildung 3.6 Venn-Diagramme der Gene, die nach Infektion mit V. longisporum im WTaos, aos, WTcoiz-t
und coil-t induziert bzw. reprimiert werden

Dargestellt sind alle Gene, die in allen vier Genotypen, WTaos (rot), aos (blau), WTciz+ (schwarz) und coil-t
(gran) nach Infektion mit V. longisporum-GFP am Tag vier mindestens zweifach induziert (A) bzw. reprimiert
(B) sind und einen p-Wert < 0,01 aufweisen. Mit Kastchen markierte Gengruppen sind Gene, die im Gegen-
satz zum WTaos, aos und WTeiz-¢ in der coil-t-Mutante unterschiedlich exprimiert werden und potentiell in
Suszeptibilitat vermittelnde Mechanismen involviert sind. Die Genlisten sind im Anhang Tabelle 6.3 (nach
Infektion induziert) und Tabelle 6.4 (nach Infektion reprimiert) dargestellt.

Elektronisch erstellte Expressionsstarken der vier Gene zeigen die mindestens 2-fache Induktion der
Expression nach Infektion im WTaos, aos und WTeiz.+ mit einem p-Wert < 0,01 (Abbildung 3.7). Die

Expression dieser vier Gene ist in der coil-t-Mutante nach Infektion ebenfalls tendenziell induziert,
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jedoch zeigen sie aufgrund ihrer erh6hten Hintergrundexpression in mock infizierten Wurzeln eine

weniger als 2-fache Induktion und einen p-Wert > 0,01.

AT1G29090 AT4G28140
Cysteine proteinases superfamily protein DREB subfamily A-6 of ERF/AP2 transcription factor family
c c
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Abbildung 3.7 Elektronisch erstellte Expressionstarken von vier Genen, die nach Infektion im WTaos, aos
und WTciz-¢ induziert werden

Elektronisch erstellte Genexpression anhand der Mittelwerte der normalisierten Signalstarken in Wurzeln
von drei unabhangigen Replikaten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTaos, aos, WTcoiz-+ und
coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. Bei den dargestellten Genen handelt es sich um
AT1G29090, AT4G28140, AT1G08080 und AT2G28210. (Aufgrund der fehlenden normalisierten Einzelwerte
aller drei Replikate im Robin Programm, konnte fiir die elektronisch erstellten Signalstdrken der vier Gene
keine SEM berechnet werden. Nur der normalisierte Mittelwert stand zur Verfligung.)

AT1G29090 zeigt im Gegensatz zu den anderen drei Genen (AT4G28140, AT1G08080, AT2G28210)
nach Infektion deutlich geringere Expression in der coil-t-Mutante im Vergleich zu WTg.s und der
aos-Mutante (Abbildung 3.7). Da die Expression jedoch auch in WT.,1+ deutlich geringer ist gegen-
Uber WTg0s und somit dhnlich zu coil-t, wird dieses Gen als nicht interessant gewertet. Dieses Ergeb-
nis zeigt, wie wichtig die Analyse von zwei Wurzeln aus zwei Typen von Wildtyppflanzen mit unter-
schiedlicher Historie war.

Die coil-t-Mutante zeigt nach Infektion eine reduzierte Expression von 25 Genen (Abbildung 3.6 (B)).

Wahrend im WTcz.+ noch 45 Gene reprimiert werden, findet man im WT,.s nur ein reprimiertes Gen.
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Beide untersuchten Wildtypen zeigen somit keine Uberlappungen reprimierter Genexpressionen
nach Infektion mit V. longisporum (Abbildung 3.6 (B)).

Eine weitere Gengruppe, die fir die Untersuchung der Suszeptibilitdt vermittelnden JA-lle unabhan-
gigen Funktion von COI1 interessant ware, sind die 15 Gene, die allein in der coil-t-Mutante, nicht
aber in WTqs, aos und WTi1.+ durch V. longisporum reprimiert werden (Abbildung 3.6 (B)). Elektro-
nisch erstellter Diagramme dieser Gene lassen ebenfalls keinen geeigneten Kandidaten fiir die Sus-
zeptibilitdt-vermittelnde neue JA-lle unabhangige COI1-Funktion erkennen (vgl. Anhang Tabelle 6.3

(nach Infektion induziert) und Tabelle 6.4 (nach Infektion reprimiert)).

3.1.7 Unabhangig davon, ob V. longisporum in das Xylem einwandert oder nicht, beeinflusst der
Pilz das pflanzliche Transkriptom in sterilen Platten-Infektionssystemen kaum

Die Infektion mit V. longisporum fiihrt in A. thaliana Wurzeln zu geringen Anderungen im Transkrip-
tom, wenn die Pflanzen wie oben beschrieben zunachst auf MS-Medium gewachsen sind und an-
schlieRend zur Infektion auf 1 %ige Wasser-Agarose umgelegt wurden (Abbildung 3.8 (A)). In einem
anderen Infektionssystem, dem Infektionskanalsystem (lven, 2009), in dem Pflanzen auf MS-Medium
sowohl wachsen als auch infiziert werden (Abbildung 3.8 (B)), schien der Pilz zunachst eine deutli-
chere Antwort im Pflanzentranskriptom auszulésen. Microarray-Analysen von Pflanzen des Infekti-
onskanalsystems zeigten, dass mehr als 300 Gene durch V. longisporum drei Tage nach Infektion in
Col-0 induziert werden. In diesen Analysen wurde jedoch mit weniger stringenten Kriterien gearbei-
tet. Die 300 Gene weisen eine mindestens 2-fache Induktion und einem p-Wert < 0,1 auf (Iven, 2009),
im Gegensatz zu der hier gewadhlten Stringenz mit einer mindestens 2-fachen Induktion und einem
p-Wert < 0,01.

Werden beide Infektionssysteme in einem Experiment mit einer Sporenlésung aus einer gemeinsa-
men Glycerinkultur verglichen (Abbildung 3.8), wird anhand konfokalmikroskopischer Analysen be-
statigt, dass der Pilz im Platten-Infektionssystem (JoS) nach vier Tagen in das Leitgewebe der Wurzel
eingedrungen ist (Abbildung 3.8 (A)), wahrend es ihm im Infektionskanalsystem (Tim Iven) nicht ge-
lingt, ins Xylem einzuwandern (Abbildung 3.8 (B)).

Transkriptanalysen fiinf exemplarisch ausgewahlter Gene, unter anderem beide zuvor gezeigten In-
fektionsmarker (Abbildung 3.2) zeigen tendenziell eine schwache Antwort der Pflanze auf den Pilz,
unabhéangig vom gewahlten Infektionssystem (Abbildung 3.8 (C)). Zuvor gezeigte induzierte Expres-
sion der Gene durch V. longisporum um einen Faktor von mindestens 8 im Infektionskanalsystem
konnte in dieser Arbeit im gleichen System flr kein Gen bestéatigt werden (Iven, 2009). Der schwache
Einfluss des Pilzes auf die Genexpression ist demnach unabhangig davon, ob der Pilz ins Xylem ein-

dringen kann (Abbildung 3.8 (A)) oder nicht (Abbildung 3.8 (B)).
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Abbildung 3.8 Vergleich des Platten-Infektionssystem (JoS) mit dem Infektionskanalsystem (Tim Iven)

Aufbau des Infektionssystem sowie fluoreszenzsmikroskopische Aufnahmen des Wachstumsverhaltens von
V. longisporum-GFP vier Tage nach Infektion (A) im Platten-Infektionssystem (JoS) und (B) im Infektionska-
nalsystem (Tim Iven). (C) Vergleich der relativen Transkriptmengen von AT2G30750, AT2G38870,
AT1G02930, AT1G26390 und AT2G26560 in Col-0-Wurzeln von Pflanzen 4 Tage nach Infektion mit V. longi-
sporum aus beiden Infektionssystemen mittels quantitativer RT-PCR. Gezeigt sind Mittelwerte von 5 Repli-
katen (JoS) bzw. 4 Replikaten (Tim) (+ SEM) mit ca. 40 Wurzeln / Replikat. Die relativen Transkriptmengen
wurden gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative Transkriptmenge des mock infizierten
Col-0 (JoS) wurde gleich 1 gesetzt. Sterne zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (two
way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Korrektur) zwischen mock- und V. longisporum-infizierten Proben.
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3.2 Analyse unterschiedlicher Genexpression in coil-t im Vergleich zu beiden

Wildtypen und der aos-Mutante

Um der Frage nachzugehen, ob Gene, unabhangig davon, ob deren Expression unter den hier ge-
wahlten Bedingungen vom Pilz beeinflusst werden oder nicht, unter der Kontrolle der neuen JA-lle
unabhangigen COI1-Funktion stehen, wurden relative Transkriptmengen in den vier Genotypen ver-

glichen.

3.2.1 Zwolf Gene sind in coil-t weniger stark exprimiert als in den Genotypen WT,.s, aos und
WTcoil-t

Im Vergleich der Transkriptomdaten WT,os, @os, WTeiz-+ und coil-t weisen 12 Gene in mock bzw. in-
fiziertem Wurzelmaterial eine 4-fach reduzierte Expression in coil-t auf (p-Wert < 0,01) (Anhang Ta-
belle 6.5). Diese kdnnten theoretisch an Prozessen beteiligt sein, die Suszeptibilitdt vermitteln.

Die Transkriptomdaten wurden in unabhangigen Experimenten fir eine Auswahl der 12 Gene vali-

diert (Abbildung 3.9).

Fortsetzung der Beschreibung von Abbildung 3.9:

(A) Elektronisch erstellte Genexpression anhand der Mittelwerte der normalisierten Signalstarken in Wur-
zeln von drei unabhangigen Replikaten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTaos, a0s, WTcoiz-t
und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. (Aufgrund der fehlenden normalisierten Ein-
zelwerte aller drei Replikate im Robin Programm, konnte fiir die elektronisch erstellten Signalstarken der
vier Gene keine SEM berechnet werden. Nur der normalisierte Mittelwert stand zur Verfiigung.) (B) Genex-
pressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTgos,
a0s, WTeiz+ und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 3
Replikaten flir WTqos und aos bzw. von 6 Replikaten (x SEM) fiir WTciz+ und coil-t, unabhdngigen Materials,
das nicht fiir die RNA-Seq-Analysen eingesetzt wurde. Die Replikate von WTaos und aos bestehen aus 36
vereinten Wurzeln, die Replikate von WTciz-+ und coil-t aus 33 Wurzeln. (C) Genexpressionsanalysen in Wur-
zeln aus dem Sand-Erde-Infektionssystem 5 und 19 Tagen nach mock- und V. longisporum-Infektion. Gezeigt
sind Mittelwerte von 4 Replikaten (+ SEM) mit 4 Wurzeln / Replikat. (D) Genexpressionsanalysen in Wurzeln
von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen von Col-0-, aos- und coil-16-Wurzeln 4
Tage nach mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 Replikaten (+ SEM) mit 20 Wurzeln / Replikat.

Die relativen Transkriptmengen wurden jeweils gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative
Transkriptmenge des mock-infizierten WTaos bzw. Col-0 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchsta-
ben zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (two way ANOVA, gefolgt von Bonfer-
roni-Korrektur fir (B) und (C) bzw. unpaired two-tailed Student t-test fur (D)).
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Abbildung 3.9 Quantitative RT-PCR in unterschiedlich gewachsenem und behandeltem Wurzelmaterial von
Col-0, aos und coil

Die Beschreibung setzt sich auf der vorherigen Seite fort.
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Expressionsprofile der RNA-Seqg-Analysen von den drei Genen AT5G37970, AT4G21490 und
AT1G65860 (Abbildung 3.9 (A)) wurden mit den verschiedenen Transkriptmengen in unterschiedlich
angezogenen und behandelten Col-0-, aos- und coil-Wurzeln verglichen. 6 Unabhdngige Replikate,
flr WTeoiz-+ und coil-t, des Wurzelmaterials, das in die RNA-Seg-Analyse einging, und 3 Replikate von
WTa0s Und aos, bestéatigt die geringere Expression in der coil-t-Mutante tendenziell fiir AT5G37970,
eine SAM-Methyltransferase und AT4G21490, eine NAD(P)H-Dehydrogenase (Abbildung 3.9 (B)). Da-
hingegen zeigten Expressionsanalysen in Wurzeln aus dem Sand-Erde-Infektionssystem 5 und 19
Tage nach mock und V. longisporum Infektion ahnliche Transkriptmengen in allen drei Genotypen
(Abbildung 3.9 (C)).

Fiir weitere Genexpressionsanalysen wuchs der Wildtyp zusammen mit homozygoten Linien der
aos- und coil-16-Mutante fir 3 Wochen auf MS-Medium. Auch hier wurden die Pflanzen auf 1 %ige
Wasser-Agarose umgelegt, wie es fur das Material der RNA-Seg-Analyse erfolgte. Da die reduzierte
Expression von AT5G37970, AT4G21490 und AT1G65860 in coil-t jedoch unabhangig von der Infek-
tion war, wurde auf die Behandlung mit dem Pilz verzichtet und nur mock-infizierte Wurzeln fiir Tran-
skriptionsanalysen verwendet (Abbildung 3.9 (D)). In diesem unabhangigem Wurzelmaterial zeigt die
SAM-Methyltransferase und NAD(P)H-Dehydrogenase tendenziell eine geringere Transkriptmenge in
der coil-16-Mutante im Gegensatz zur Genexpression in Col-0 und der aos-Mutante (Abbildung 3.9
(D)). Allerdings sind die Daten durch hohe Fehlerbalken in Col-0 bzw. der aos-Mutante nur teilweise
als signifikant einzustufen. AT1G65860, eine Flavin-Monooxygenase ist tendenziell in der gos- und
coil-16-Mutante sehr schwach exprimiert. In Ubereinstimmung mit publizierten Transkriptomdaten
(Genevestigator, Hruz et al., 2008) scheint es sich hier um ein JA-lle-abhéngiges Gen zu handeln (Ab-
bildung 3.10). Auch weitere Gene werden in diesem veroffentlichten Datensatz als JA-abhangig be-
schrieben (Abbildung 3.10, in grau beschriftete Gene). Da wir die neue COI1-Funktion untersuchen

wollen, die JA-lle-unabhangig agiert, sind diese Gene von weiteren Analysen ausgeschlossen.
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Abbildung 3.10 Einfluss von Jasmonsaure auf die Expression der in der coil-t-Mutante reduzierten Gene

Mit Hilfe des Genevestigator (Hruz et al., 2008) wird der Einfluss von Jasmonsaure auf die Genexpression
der in der coil-t Mutante reprimierten Gene analysiert. Die Induktion bzw. Repression der Gene durch Be-
handlung mit Jasmonsaure oder OPDA ist nach der Induktions- bzw. Repressionsstiarke entsprechend der
oben dargestellten Farbskala in eine sogenannte Heatmap eingeteilt. Rot zeigt die Induktion, griin die Re-
pression der entsprechenden Transkriptmenge unter den verschiedenen Bedingungen. Markierungen zei-
gen Gene, die ndher analysiert wurden. Grau dargestellte Gene zeigen laut Genevestigator Einfluss von Jas-
monsaure. (2 der 12 Transkripte waren im Genevestigator-Datensatz nicht enthalten)

Aber auch aufgrund der geringen Expressionsunterschiede in den drei Genotypen der unabhangigen
Experimente (Abbildung 3.9), und keiner robusten reduzierten Expression von AT5G37970,
AT4G21490 und AT1G65860 in der coil-Mutante im Gegensatz zu der Transkriptmenge in Col-0 und

aos, wurde auf die weitere Analyse dieser Gene ebenfalls verzichtet.
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3.2.2 113 Gene sind in coil-t starker exprimiert als in den Genotypen WT,,s, aos und WT;z.¢
Gene, die im Vergleich zu WTgos, aos und WTc1+ in der coil-t-Mutante eine erhdhte Expression auf-
weisen, sind theoretisch in Resistenz-vermittelnde Mechanismen gegentiber V. longisporum invol-
viert. 113 Gene zeigen eine mindestens 4-fach erhéhte Genexpression in der coil-t-Mutante im Ver-
gleich zu den anderen drei Genotypen (p-Wert < 0,01) (Anhang Tabelle 6.6).

Da beschrieben ist, dass die JA-induzierte Expression von drei NAC-Transkriptionsfaktoren, ANAC019,
ANACO055 und ANAC072, die SA-Biosynthese durch direkte Interaktion mit dem Promotor der /ICS1
unterdriicken (Zheng et al., 2012), kdnnte zumindest ein Teil der in coil-t vermehrten Transkriptmen-
gen der Gene auf den Ausfall dieser bekannten JA-aktivierten COI1-Funktion zurlickzufiihren sein.
Daher wurde die Expression des SA-Biosynthesegens ICS1 (isochorismate synthase, AT1G74710) in
unabhangigen Wurzelmaterial von Col-0, aos und coil untersucht (Abbildung 3.11). Die Genexpres-
sion zeigt in Ubereinstimmung mit den RNA-Seqg-Daten (Abbildung 3.11 (A) und (B)), dass die /CS1-Ex-
pression in der JA-defizienten aos-Mutante auch in unabhangigen Replikate des Wurzelmaterials, das
in die RNA-Seg-Analyse einging nicht erhoht ist (Abbildung 3.11 (C)). In Wurzelmaterial aus dem
Sand-Erde-Infektionssystem 5 und 19 Tage nach mock-Infektion (Abbildung 3.11 (D)) sowie in
mock-infiziertem Wurzelmaterial aus dem Platten-Infektionssystem (Abbildung 3.11 (E)) ist ebenfalls
eine erhohte Genexpression der ICS1 nur in der coil-Mutante, nicht aber in der aos-Mutante zu be-
obachten. Eine tendenzielle erhéhte Expression in der aos-Mutante wie in der coil-Mutante konnte
erst 19 Tage nach V. longisporum-Infektion gesehen werden (Abbildung 3.11 (D)). Aufgrund reduzier-
ter Expression in der aos-Mutante gegeniiber der coil-Mutante, kommt die /CS1 als Kandidatengen
fir die neue COIl1-Funktion in Frage. Da ihre Expression in Bldttern jedoch durch den klassischen
JA-Weg beeinflusst ist, ist zu vermuten, dass ihre erhdhte Expression in coil-Wurzeln auf eine basale
bekannte COI1-Aktivitat zurlickzufiihren sein kénnte, die auch in Abwesenheit von JA-lle (z.B. in der
aos-Mutante) ablauft. Da dieser Weg als weniger neuartig eingestuft wird, wurden zunéchst alle
Gene, die als Konsequenz der erhéhten ICS1-Expression in coil erhéht exprimiert werden, von wei-
teren Analysen ausgeschlossen. Da auch Toleranz gegen V. longisporum unabhangig von Salicylsaure
ist (Abbildung 3.37), konnen die /CS1- und SA-induzierbaren Gene nicht fiir diesen Pathophdnotypen

verantwortlich sein.
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Abbildung 3.11 Quantitative RT-PCR von ICS1 in unterschiedlich gewachsenem und behandeltem Wurzel-
material von Col-0, aos und coil

(A) Elektronisch erstellte Genexpression anhand der Mittelwerte der normalisierten Signalstarken in Wur-
zeln von drei unabhangigen Replikaten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTaos, aos, WTcoiz-t
und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. (Aufgrund der fehlenden normalisierten Ein-
zelwerte aller drei Replikate im Robin Programm, konnte fur die elektronisch erstellten Signalstarken der
vier Gene keine SEM berechnet werden. Nur der normalisierte Mittelwert stand zur Verfiigung.) (B) Genex-
pressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTaos,
00s, WTwizt und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion, Material, das in der
RNA-Seg-Analyse eingesetzt wurde. Gezeigt sind Mittelwerte von 3 Replikaten (+ SEM). Die Replikate von
WTaos und aos bestehen aus 36 vereinten Wurzeln, die Replikate von WTiz+ und coil-t aus 33 Wurzeln.
(C) Genexpressionsanalysen in unabhangigen Replikaten des Materials, das in der RNA-Seqg-Analyse einge-
setzt wurde. Gezeigt sind Mittelwerte von 3 (WTaos / aos) bzw. 6 (WTciz-t / coil-t) Replikaten (+ SEM) vier
Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. Die Replikate von WTaos und aos bestehen aus 36 vereinten
Wourzeln, die Replikate von WTciz-t und coil-t aus 33 Wurzeln. (D) Genexpressionsanalysen in Wurzeln aus
dem Sand-Erde-Infektionssystem 5 und 19 Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. Gezeigt sind Mit-
telwerte von 4 Replikaten (* SEM) mit 4 Wurzeln / Replikat. (E) Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3
Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen von Col-0-, aos- und coil-16-Wurzeln 4 Tage
nach mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 Replikaten (£ SEM) mit 20 Wurzeln / Replikat.

Die relativen Transkriptmengen wurden jeweils gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative
Transkriptmenge des mock-infizierten WTaos bzw. Col-0 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben
zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Kor-
rektur fir (B), (C) und (D) bzw. unpaired two-tailed Student t-test fiir (E)).
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Daher wurde zunachst lberpriift, ob diese 113 Gene in Datenbanken als SA-induziert beschrieben
sind (Abbildung 3.12). In der Tat sind 65 von 84 analysierten Genen SA-induzierbar. (29 der 113 Tran-

skripte waren im Genevestigator-Datensatz nicht enthalten.)
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Abbildung 3.12 Einfluss von Salicylsdure auf die Genexpression der in der coil-t-Mutante induzierten Gene

Mit Hilfe des Genevestigator (Hruz et al., 2008) wird der Einfluss von Salicylsdure auf die Genexpression der
in der coil-t-Mutante induzierten Gene analysiert. Die Induktion bzw. Repression der Gene durch Behand-
lung mit Salicylsdure oder in der SA-Biosynthese-Mutante sid2-2 ist nach der Induktions- bzw. Repressions-
stérke entsprechend der oben dargestellten Farbskala in eine sogenannte Heatmap eingeteilt. Rot zeigt die
Induktion, griin die Repression der entsprechenden Transkriptmenge unter den verschiedenen Bedingun-
gen. Markierungen zeigen Gene, die im weiteren Verlauf ndher analysiert werden. (29 der 113 Transkripte
waren im Genevestigator-Datensatz nicht enthalten)

Fir eine Auswahl der 113 coil-induzierten Gene (vgl. Abbildung 3.12, mit Kastchen markierte Gene),
sowie ein weiteres (CRK15, AT4G23230), das im Genevestigator Datensatz nicht enthalten war,

wurde die Transkriptmenge in unabhangigem Wurzelmaterial getestet.
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Abbildung 3.13 Quantitative RT-PCR in unterschiedlich gewachsenem und behandeltem Wurzelmaterial

von Col-0, aos und coil

Die Beschreibung setzt sich auf der nachsten Seite fort.
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Fortsetzung der Beschreibung von Abbildung 3.13:

(A) Elektronisch erstellte Genexpression anhand der Mittelwerte der normalisierten Signalstarken in Wur-
zeln von drei unabhdngigen Replikaten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTaos, a0s, WTcoiz-t
und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. (Aufgrund der fehlenden normalisierten Ein-
zelwerte aller drei Replikate im Robin Programm, konnte fir die elektronisch erstellten Signalstarken der
vier Gene keine SEM berechnet werden. Nur der normalisierte Mittelwert stand zur Verfiigung.) (B) Genex-
pressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTaos,
00s, WTeiz+ und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 3
Replikaten flir WTaos und aos bzw. von 6 Replikaten (£ SEM) fir WTcoiz-+ und coil-t unabhangigen Materials,
das nicht fiir die RNA-Seg-Analyse eingesetzt wurde. Die Replikate von WTaos und aos bestehen aus 36 ver-
einten Wurzeln, die Replikate von WTeiz-t und coil-t aus 33 Wurzeln. (C) Genexpressionsanalysen in Wurzeln
aus dem Sand-Erde-Infektionssystem 5 und 19 Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. Gezeigt sind
Mittelwerte von 4 Replikaten (+ SEM) mit 4 Wurzeln / Replikat. (D) Genexpressionsanalysen in Wurzeln von
3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen von Col-0-, aos- und coil-16-Wurzeln 4 Tage
nach mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 Replikaten (+ SEM) mit 20 Wurzeln / Replikat.

Die relativen Transkriptmengen wurden jeweils gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative
Transkriptmenge des mock-infizierten WTaos bzw. Col-0 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben
zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Kor-
rektur fur (B) und (C) bzw. unpaired two-tailed Student t-test fur (D)).

Mit AT2G14080 wurde in den Daten der RNA-Seq ein Gen gefunden, dessen erhohte Expression in
der coil-t-Mutante in unterschiedlich behandelten Wurzelmaterial von Col-0, der aos- und coil-Mu-
tante bestatigt werden konnte (Abbildung 3.13, linke Spalte). Sowohl in unabhéngigen Replikaten
des Wurzelmaterials, das in die RNA-Seg-Analyse einging (Abbildung 3.13 (B)) als auch in Wurzeln aus
dem Sand-Erde-Infektionssystem 5 und 19 Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion (Abbildung
3.13 (C)), konnte tendenziell eine JA-lle-unabhéngige Aktivierung der Genexpression durch COI1 be-
obachtet werden. Die Genexpression fiir AT2G29220 verhielt sich dhnlich, jedoch war der Effekt der
erhohten Genexpression in Wurzelmaterial der coil-t-Mutante aus dem Sand-Erde-Infektionssystem
(Abbildung 3.13 (C)) nicht so eindeutig wie fiir AT2G14080. Wachst der Wildtyp zusammen mit ho-
mozygoten Linien der aos- und coil-16-Mutante fir 3 Wochen auf MS-Medium, ist nach der mock-In-
fektion der Effekt nicht mehr vorhanden. Die temperatursensitive coil-16-Mutante scheint aufgrund
einer einzelnen Punktmutation noch Restaktivitat des Proteins aufzuweisen, so dass die Repression
der Genexpression bestehen bleibt.
Der Effekt der erh6hten Genexpression beider Gene in der coil-t-Mutante konnte in vielen verschie-
denen Experimenten bestatigt werden, jedoch scheinen die geringen Unterschiede nicht robust ge-
nug zu sein, um auch in der coil-16-Mutante bestandig zu sein.

Bei weiteren drei Genen, die im Gegensatz zum Wildtyp und der aos-Mutante erhdéhte Tran-
skriptmengen in der Rezeptormutante aufweisen, handelt es sich um AT3G60420, eine Phosphogly-

ceratmutase, AT3G39190, das Germin 2 und AT4G23230, dem CRK15 (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14 Quantitative RT-PCR in unterschiedlich gewachsenem und behandeltem Wurzelmaterial

von Col-0, aos und coil

Die Beschreibung setzt sich auf der nachsten Seite fort.
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Fortsetzung der Beschreibung von Abbildung 3.14:

(A) Elektronisch erstellte Genexpression anhand der Mittelwerte der normalisierten Signalstarken in Wur-
zeln von drei unabhdngigen Replikaten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTaos, a0s, WTcoiz-t
und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. (Aufgrund der fehlenden normalisierten Ein-
zelwerte aller drei Replikate im Robin Programm, konnte fir die elektronisch erstellten Signalstdrken der
vier Gene keine SEM berechnet werden. Nur der normalisierte Mittelwert stand zur Verfligung.) (B) Genex-
pressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTaos,
00s, WTwizt und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion, Material, das in der
RNA-Seqg-Analyse eingesetzt wurde. Gezeigt sind Mittelwerte von 3 Replikaten (+ SEM). Die Replikate von
WTaos und aos bestehen aus 36 vereinten Wurzeln, die Replikate von WTeiz+ und coil-t aus 33 Wurzeln.
(C) Genexpressionsanalysen in unabhdngige Replikate des Materials, das in der RNA-Seqg-Analyse eingesetzt
wurde. Gezeigt sind Mittelwerte von 3 (WTaos / a0s) bzw. 6 (WTcoiz-t / coil-t) Replikaten (x SEM) vier Tage
nach mock- und V. longisporum-Infektion. Die Replikate von WTaos und aos bestehen aus 36 vereinten Wur-
zeln, die Replikate von WTeiz-t und coil-t aus 33 Wurzeln. (D) Genexpressionsanalysen in Wurzeln aus dem
Sand-Erde-Infektionssystem 5 und 19 Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. Gezeigt sind Mittel-
werte von 4 Replikaten (+ SEM) mit 4 Wurzeln / Replikat. (E) Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wo-
chen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen von Col-0-, aos- und coil-16-Wurzeln 4 Tage nach
mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 Replikaten (+ SEM) mit 20 Wurzeln / Replikat.

Die relativen Transkriptmengen wurden jeweils gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative
Transkriptmenge des mock-infizierten WTaos bzw. Col-0 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben
zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Kor-
rektur fir (B), (C) und (D) bzw. unpaired two-tailed Student t-test fiir (E)).

Die Phosphoglyceratmutase zeigt durchgehend erhdhte Expression in der coil-Mutante, unabhangig
davon, ob das Pflanzenmaterial auf Erde oder MS-Medium gewachsen ist (Abbildung 3.14, linke
Spalte). In der coil-16-Mutante ist ebenfalls die erhohte Expression gegeniiber dem WT und der
aos-Mutante zu beobachten, was darauf schlieBen Iasst, dass es sich bei der Phosphoglyceratmutase
um eine robustere Regulation handelt, die noch in der temperatursensitiven Mutante zu tragen
kommt. In Transkriptomanalysen des Wurzelmaterials vom Sand-Erde-System sieht man 19 Tage
nach Infektion, dass V. longisporum einen induzierenden Einfluss auf die Expression der Phosphogly-
ceratmutase hat (Abbildung 3.14 (D)). Auch CRK15 zeigt diesen Einfluss des Pilzes (Abbildung 3.14,
rechte Spalte). Dieses Gen verhalt sich auch in weiteren Analysen ahnlich wie die Phosphogly-
ceratmutase. Auch fiir das Germin 2 erkennt man, dass das COI1-Protein einen negativen Einfluss auf
die Expression des Genes besitzt. Nicht ganz so konsequent wie die beiden anderen Gene verlauft
die Expression im Sand-Erde-Infektionssystem. Hier ist die Genexpression in allen Genotypen, unab-
héngig von der Infektion gleich.

Transkriptanalysen von mock- und V. longisporum-infizierten Wurzeln der aos- und
coil-t-Mutante sowie den entsprechend segregierenden Wildtypen haben gezeigt, dass es keine ro-
busten Gene gibt, die in der coil-t-Mutante geringer exprimiert sind und damit als Aktivatoren der

Suszeptibilitat-vermittelnden JA-lle unabhangigen COI1-Funktion agieren.
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Mit AT2G14080 (Abbildung 3.13), der Phosphoglyceratmutase, dem Germin 2 und mit CRK15 (Abbil-

dung 3.14) wurden Gene gefunden, die in der coil-t-Mutante im Gegensatz zum WT und der gos-Mu-

tante erhohte Expression zeigen. Die neue COI1-Funktion reprimiert damit die Expression der drei

Gene.

Fir folgende Analysen wurden drei Markergene, die Phosphoglyceratmutase, das Germin 2 und

CRK15 naher betrachtet.

3.3 Analyse der Beteiligung von JA-lle und bekannten Komponenten des JA-Sig-

nalweges an der Regulation von Genen, die in der coil- nicht aber in der

aos-Mutante erhoht exprimiert sind

JA

con

JAZ/NINJA/TPL

MYC2

NAC’s

ICS1

Abbildung 3.15 Darstellung
des klassischen JA-Signal-
wegs im Blatt.

Durch Transkriptomanalysen konnten drei Gene gefunden werden
(Phosphoglyceratmutase, Germin 2, CRK15) die im Gegensatz zum WT
und der aos-Mutante erhohte Expression in der coil-Mutante, unab-
hangig von V. longisporum, zeigen. Im Folgenden werden diese Gene
als Markergene der neuen COI1-Funktion betrachtet und getestet, in-
wiefern downstream von COI1 agierende Prozesse fiir die neue
COI1-Funktion relevant sind.

Im klassischen JA-Signalweg, besitzt die JA-lle-induzierbare Funktion
von COI1 eine negative Wirkung auf die SA-Biosynthese (Zheng et al.,
2012; Abbildung 3.15). Im Prinzip verlauft die Kaskade tber den JA-in-
duzierbaren Abbau der JAZ-Proteine, die gemeinsam mit Topless und
meist NINJA als Repressoren des JA-Signalweges fungieren (Chini et
al., 2007). Der Abbau veranlasst MYC2 die Transkription der drei
NAC-Faktoren ANAC019, ANACO55 und ANACO072 zu induzieren
(Zheng et al., 2012). Diese kénnen direkt am Promotor der ICS1 bin-
den und dort die Genexpression als Antwort auf JA unterdriicken. Hy-
pothetisch ist bei diesem Schema die Beteiligung von NINJA an dieser

Regulation.
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3.3.1 Die erhohte Expression der Phosphoglyceratmutase und CRK15 in coil sind unabhangig von
Salicylsdure

Da bekannt ist, dass beim Wegfall der klassischen COI1-Funktion der SA-Signaltransduktionsweg hy-
perstimuliert ist, wurde im Folgenden die Expression der drei Gene Phosphoglyceratmutase, Ger-
min 2 und CRK15, in Abhangigkeit von Salicylsdaure analysiert. Dafiir wuchsen Col-g/1, aos, coil-16,
sid2-2 und die beziiglich des coil-1-Allels heterozygote Linie coil-1 x sid2-2 fiir 3 Wochen auf MS-Me-
dium, wurden auf 1 %ige Wasser-Agarose umgelegt und mock-infiziert. Vier Tage nach Infektion wur-
den je 5 Replikate mit 20 Wurzeln / Replikat aller homozygoten Linien zur RNA-Praparation verwen-
det. Fir die aos-Mutante konnte nur ein Replikat prapariert werden. Von der heterozygoten
coil-1 x sid2-2-Mutante wurde der Spross zur Genotypisierung verwendet. Anschliefend wurden je
20 Wurzeln der homozygoten coil-1 x sid2-2* bzw. sid2-2* vereint und RNA extrahiert.
Der Vergleich der Expressionsstarke von coil-1 x sid2-2 gegeniber sid2-2 zeigt, dass die erhéhte Ex-
pression der Phosphoglyceratmutase und der CRK15 in coil auch in Abwesenheit von SA zu beobach-
ten ist, d.h. nicht auf eine Hyperstimulation des SA-Weges zurlickzufiihren ist. Anders verhalt es sich
fiur das Germin2. Fur dieses Gen ist nur noch ein schwacher Einfluss des coil-1-Allels im sid2-2-Hin-
tergrund zu beobachten. Die analysierten Expression in den Kontrollproben Col-g/1, aos und coil-16
belegt, dass auch in diesem Experiment die JA-lle-unabhangige COI1-Funktion detektierbar ist.
Aufgrund der Expressionsanalysen des SA-Biosynthese Gens ICS1 wird gezeigt, dass es sich
bei sid2-2, coil-1 x sid2-2* und sid2-2* tatsdchlich um SA-defiziente Mutanten handelt (Abbildung
3.16). Im Gegensatz zur zuvor beobachteten Induktion von ICS1 in der coil-t-Mutante (Abbildung
3.11), ist hier keine signifikante Steigerung der Genexpression vom Wildtypen zur coil-16 erkennbar.
Da es sich bei der coil-16-Mutante um eine temperatursensitive Mutante mit einer einzelnen
Punktmutation handelt, ist hier eventuell noch Restaktivitat des Proteins vorhanden, so dass die Re-

pression auf den SA-Weg bestehen bleibt.
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Abbildung 3.16 Quantitative RT-PCR-Analysen in mock-infizierten Wurzeln von Col-g/1, aos und coi1-16,
sid2-2, coil-1 x sid2-2* und sid2-2*

Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen 4
Tage nach mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 5 (Col-g/1, coil-16, sid2-2) bzw. 3 (coil-1 x sid2-2*,
sid2-2*) bzw. 1 (aos) Replikat (£ SEM) mit 20 Wurzeln / Replikat. Die relativen Transkriptmengen wurden
gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Relative Transkriptmengen von Col-g/1 wurde gleich 1 gesetzt.
Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert< 0,05 an (one way

ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test). * markiert die beiden Genotypen, die aus einer segregierenden Pflanzen-
linie hervorgegangen sind.

3.3.2 Jasmonsdure hat in sterilen Wurzeln keinen Einfluss auf die Expression der Markergene
Phosphoglyceratmutase, Germin 2 und CRK15

Der Einfluss von JA-lle auf die COl1-abhdngige Regulation der drei Markergene wurde durch Genex-

pressionsanalysen in MeJA-behandelten Wurzeln von Col-0 in unabhangigen Experimenten und un-

ter verschiedenen Anzuchtbedingungen analysiert.

Zunéachst wurde die Genexpression in Pflanzen analysiert, die fir drei Wochen unter Kurztagbedin-

gungen auf MS-Medium wuchsen und anschliefend fiir zwei Stunden mock- und mit 50 uM MelA
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behandelt wurden. Als Positivkontrolle flir die Wirkung von JA in diesem Experiment, wurde die Ex-
pression von JAZ10, einem bekannten JA-responsiven Gen getestet. Unter diesen Bedingungen zeigt
JAZ10 eine dreifach induzierte Genexpression (Abbildung 3.17 (A)). Da in hydroponischen Kulturen,
wenn Einzelpflanzen fiir 8 Wochen unter Kurztagbedingungen in groBen hydroponischen Kulturen
(Abbildung 3.17 (B)) oder viele Pflanzen einer homozygoten Linie fiir 20 Tage in kleinen hydroponi-
schen Kulturen wachsen (Abbildung 3.17 (C)) und anschlieRend fiir zwei Stunden mock- und mit
10 uM MelA behandelt werden, die Expression von JAZ10 um mehr als 200-fach bzw. 80-fach nach
Hormonbehandlung induziert ist, wurde die Induktion auf MS-Medium als schwach eingestuft. Unter
Bedingungen, die eine schwache Induktion von JAZ10 bewirken, wurde in Wurzeln von Col-0 kein
signifikanter Einfluss von MeJA auf die Genexpression der Phosphoglyceratmutase, des Germin 2 und
CRK15 beobachtet (Abbildung 3.17 (A)). Ein erhdhter Einfluss von MelA auf die JAZ10 Expression geht
mit zunehmender Repression der drei Markergene einher (Abbildung 3.17 (B) und (C)). In groRen
hydroponischen Kulturen, zeigen die drei Gene eine zwei- bis dreifache Reduktion der Expression
nach Hormonbehandlung (Abbildung 3.17(B)). Im Gegensatz zur 200-fachen Induktion der JAZ10-Ex-
pression unter diesen Bedingungen handelt es sich jedoch eher um einen geringen Einfluss von JA
auf die Transkriptmenge der Phosphoglyceratmutase, des Germin 2 und CRK15. Ungewd6hnlich war
die beobachtete Induktion der Phosphoglyceratmutase-Expression in einem der unabhangigen Expe-
rimente, durchgefiihrt in kleinen hydroponischen Kulturen (Abbildung 3.17 (C)).

Zusammenfassend wiirde man den Einfluss von JA auf die Expression der Phosphoglyceratmutase,
dem Germin 2 und CRK15 als gering einstufen. Erst wenn JA unter gewahlten Bedingungen einen
hohen Einfluss auf die Genexpression JA-responisver Gene zeigt, ist es schwach in die Regulation der

drei Markergene involviert.
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Abbildung 3.17 Quantitative RT-PCR in Wurzeln von Col-0 nach mock- und MeJA-Behandlung

(A) Genexpressionsanalysen in Col-0-Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen
Pflanzen und zweistiindiger mock- und 50 uM MelJA-Behandlung. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 Replikaten
(* SEM) mit 20 Wurzeln / Replikat. (B) Genexpressionsanalyse in Col-0-Wurzeln von 8 Wochen alten, in gro-
Ren hydroponischen Kulturen angezogener Pflanzen und zweistlindiger mock- und 10 uM MelA-Behand-
lung. Gezeigt sind Mittelwerte von 12 Replikaten (+ SEM) mit 1 Wurzel / Replikat. (C) Genexpressionsanaly-
sen in Col-0-Wurzeln von 20 Tage alten, in kleinen hydroponischen Kulturen angezogener Pflanzen und zwei-
stiindiger mock- und 10 uM MeJA-Behandlung. Gezeigt sind Mittelwerte von 3 unabhdngigen Replikaten
(£ SEM).

Die relativen Transkriptmengen wurden jeweils gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative
Transkriptmenge des mock-behandelten Col-0 wurde gleich 1 gesetzt. * zeigen signifikante Unterschiede
mit einem p-Wert < 0,05 (unpaired two-tailed Student t-test) zwischen mock- und MeJA-behandelten Pro-
ben an.
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3.3.3 Die Expression der Markergene wird unabhangig von MYC2,3,4 reguliert
Im klassischen, beschriebenen Signalweg von JA agiert COI1 als Rezeptor fir JA-lle (Yan et al., 2009;
Sheard et al., 2010) und veranlasst die Degradierung der downstream agierenden JAZ-Repressor-Pro-
teine (Chini et al., 2007), was zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie MYC2, MYC3 und MYC4
fihrt (Fernandez-Calvo et al., 2011).
Im Folgenden wurde getestet, ob die reprimierende Funktion des COI1-Proteins auf die drei Marker-
gene die bekannten Komponenten der JA-Signaltransduktion benétigt. Da COI1 und MYC2, MYC3 und
MYC4 Aktivatoren des JA-Weges sind, haben sie in vielen Funktionen den gleichen Phanotypen: so
sind JA-abhangige Gene in coil- und der myc2,3,4-Mutante weniger stark exprimiert (Fernandez-
Calvo et al., 2011). Sollte diese Verknipfung ebenfalls fiir die Regulation der drei Markergene, der
Phosphoglyceratmutase, dem Germin 2 und CRK15 bestehen, so ware eine erhéhte Expression dieser
in der myc2,3,4 zu erwarten.
Von drei Wochen alten Pflanzen der Genotypen Col-0, aos, coil-16 und myc2,3,4 wurden nach
mock-Behandlung auf 1 %iger Wasser-Agarose fir 5 bzw. 4 Replikate bei myc2,3,4 jeweils 30 Wurzeln
geerntet, vereint und zur RNA-Extraktion verwendet. Mit quantitativer RT-PCR wurde zunachst die
Expression der drei Markergene getestet (Abbildung 3.18). Fiir die Phosphoglyceratmutase sowie das
Germin 2 ist eine signifikante Induktion im Wurzelmaterial der coil-16-Mutante, verglichen mit Col-0,
aos und myc2,3,4 erkennbar. CRK15 zeigt dahingehend nur tendenziell eine erhohte Expression in
der coil-16-Mutante. Die Genexpression der Phosphoglyceratmutase, dem CRK15 und Germin 2 in
Wurzelmaterial der myc2,3,4-Mutante unterscheidet sich nicht von der Expression in Col-0 und der
aos-Mutante.

Die Genexpression von JAZ10 zeigt eine signifikant erhdhte Expression im Wildtypen gegen-
Uber der Transkriptmenge in der aos-, coil-16- und myc2,3,4-Mutante. Hier scheinen basale JA-Men-
gen durch eine basale Aktivierung des JA-Wegs fiir Transkriptionsaktivierung in Wurzeln zu sorgen.

Im Vergleich zum WT konnte im Gegensatz zu vorher (Abbildung 3.11) keine erhdohte Expres-
sion von /CS1 in der coil-16-Mutante festgestellt werden. Des Weiteren konnte keine signifikant er-
hohte Genexpression von ICS1 in der myc2,3,4-Mutante gegeniiber Col-0 und aos beobachtet wer-
den.
Transkriptanalysen in der myc2,3,4-Mutante zeigen, dass die Expression der drei Markergene, der
Phosphoglyceratmutase, dem Germin 2 und CRK15 in Wurzeln unabhangig von MYC2,3,4 Gber COI1

reguliert wird.
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Abbildung 3.18 Quantitative RT-PCR-Analysen in mock-infizierten Wurzeln von Col-0, aos, coi1-16 und
myc2,3,4

Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen 4
Tage nach mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 5 (Col-0, aos, coil-16) bzw. 4 (myc2,3,4) Replikaten
( SEM) mit 30 Wurzeln / Replikat. Die relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5
normalisiert. Die relative Transkriptmenge von Col-0 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben
zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (one way ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test).

3.3.4 Die Expression der Phosphoglyceratmutase wird unabhangig von NINJA reguliert

Eine weitere Rolle im JA-Signalweg, downstream von COI1, spielen NOVEL INTERACTOR OF
JAZ- (NINJA) Proteine, die zusammen mit JAZ-Proteinen und TOPLESS Teile des Repressorkomplexes
sind und den JA-Signalweg negativ regulieren. Fir die ninja-Mutante wurde in Wurzeln beobachtet,
dass der JA-Weg konstitutiv aktiviert ist (Acosta et al., 2013). Sollte sich diese konstitutive Aktivierung
des JA-Wegs auf die neue COI1-Funktion auswirken, so sollte die Expression der drei Markergene in
der ninja-Mutante reduziert sein. Um diesen Effekt besser auflésen zu kénnen, wurde neben der
ninja-Mutante auch die coil-1 x ninja-Doppelmutante eingesetzt.

Zur Genexpressionsanalyse der Markergene in Abhangigkeit von NINJA wurde mit zwei heterozygo-
ten Linien gearbeitet, der coil-1 und coil-1 x ninja. Diese wuchsen ebenfalls fiir drei Wochen auf
MS-Medium und wurden auf Wasser-Agarose mock infiziert. Sprossmaterial wurde zur Genotypisie-
rung verwendet und die Wurzeln der segregierenden homozygoten Linien Col-g/1** und coil-1**

bzw. ninja* und coil-1 x ninja* vereint und zur RNA-Extraktion verwendet.
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Wie schon zuvor, konnten die erhdhten Transkriptmengen der drei Markergene in der coil-Mutante
gezeigt werden (Abbildung 3.19). Die Menge der Phosphoglyceratmutase wird durch das ninja-Allel
nur wenig reduziert, wahrend das Germin2 und CRK15 deutlich geringere Expression in der
coil-1 x ninja-Mutante aufweisen.

Diese Daten zeigen, dass zumindest die Regulation der Phosphoglyceratmutase durch die JA-lle un-
abhangige COI1-Funktion nicht durch NINJA beeinflusst wird, wahrend das NINJA-Protein partiell an

der erhohten Expression des Germin 2 und CRK15 in der coil-Mutante beteiligt zu sein scheint.
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Abbildung 3.19 Quantitative RT-PCR-Analysen in mock-infizierten Wurzeln von Col-g/1, coil-1, ninja und
coil-1 x ninja.

Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen 4
Tage nach mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 3 Replikaten (* SEM). Die Replikate von Col-g/1,
coil-1 und coil-1 x ninja bestehen aus 23 vereinten Wurzeln, die Replikate von ninja aus 32 Wurzeln. Die
relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative Transkript-
menge von Col-g/1 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede
mit einem p-Wert < 0,05 an (unpaired two-tailed Student t-test). ** als auch * markieren jeweils beide Ge-
notypen, die aus einer segregierenden Pflanzenlinie hervorgegangen sind.
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JAZ10 zeigt im WT gegeniiber coil-1 erhdhte Expression (Abbildung 3.19). Ahnliche Genexpression
wie der WT zeigt die ninja-Mutante. Dies |dsst darauf schlieRen, dass NINJA unter unseren Bedingun-
gen in Anwesenheit von COI1 keinen Einfluss auf die Genexpression von JAZ10 nimmt und wider-
spricht damit veroffentlichten Ergebnissen (Acosta et al., 2013), die beschreiben, dass die ninja-Mu-
tante gegenlber dem WT etwa 25-fach erhéhte JAZ10-Expression in Wurzeln aufweist. Die JAZ10-Ex-
pression ist im Vergleich zu ninja in der Doppelmutante coil-1 x ninja partiell reduziert, im Vergleich
zur coil-1-Mutante jedoch erhdht. Dies bedeutet, dass NINJA in Abwesenheit von COI1 einen Einfluss
hat zur Repression von JAZ10 beizutragen.

Die hier untersuchte coil-1 Mutante, in der ein einzelner Basenaustausch zum Proteinab-
bruch flihrt, zeigt im Gegensatz zur zuvor analysierten coil-16-Mutante signifikant erhohte /CS1-Ex-
pression. Diese erhohte Expression kann durch die Mutation in NINJA reduziert werden, allerdings
ist die Expression im WT nicht unterdriickt. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die erhohte Expres-
sion von ICS1 in coil-1 auf die Repression von negativen Regulatoren durch NINJA zurtickzufiihren
ist. Dies weist auf einen klaren Unterschied in der Regulation der Phosphoglyceratmutase gegeniiber

ICS1 hin.

3.3.5 Der Einfluss von JAZ-Proteinen auf die Expression der Markergene bleibt weiterhin unbe-
antwortet

Bisherige Versuche haben gezeigt, dass die neue COI1-Funktion unabhangig von JA-lle, MYC2,3,4 und
zumindest bezliglich der Phosphoglyceratmutase unabhangig von NINJA agiert. Proteine, die im klas-
sischen JA-Signalweg ebenfalls downstream von COI1 agieren, sind JAZ-Repressor-Proteine. Im Ge-
nom von A. thaliana sind 13 Mitglieder der JAZ-Familie kodiert (Dr. Gregg Howe, personliche Kom-
munikation). Der knock-out von einzelnen Mitgliedern der Familie fihrt nur zu einer leichten Hyper-
sensitivitat der JA-Antwort (Thines et al., 2007). Die reprimierende Funktion von JAZ-Repressoren im
Rahmen der JA-Signaltransduktion wurde durch die ektopische Expression eines mutierten JAZ1-Pro-
teins mit einer deletierten JAS-Domane gezeigt (JAZ1A3). Diese dominante Mutation stabilisiert das
Protein und inhibiert die JA-Antwort. Pflanzen, die JAZ1A3-GUS unter der Kontrolle des 355-Promo-
tors des Blumenkohlmosaikvirus exprimieren, zeigen keine JA-ausgeldste Inhibierung des Wurzel-
wachstums und sind steril (Thines et al., 2007). Eine Vermehrung der Linien kann nur durch Bestau-
bung mit WT-Pollen erfolgen. AnschlieBend erfolgt die Analyse der Nachkommen in der F2-Genera-
tion entweder ohne Genotypisierung (75 % der Nachkommen tragen das dominant-negative Trans-
gen), oder nach dem Nachweis der GUS-Expression in individuellen Nachkommen.

Um zu testen, ob die JAZ-Proteine Einfluss auf die neue COI1-Funktion nehmen, wurde die Genex-

pression der drei Markergene in der dominant-negativen 355:JAZ1A3-GUS-Linie analysiert. Aufgrund
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der stabilisierten Repressorproteine in dieser Mutante, erwartet man einen coil-ahnlichen Phanotyp
und somit eine erhéhte Expression der drei Markergene.

Auch in dieser transgenen Linie erfolgten die Transkriptomanalysen zunachst in Wurzelmaterial von
steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen nach MelA-Induktion. Doch erneut zeigte JAZ10 nach
Hormonbehandlung keine gute Induktion im Wildtypen (Abbildung 3.20). Der segregierende Wildtyp
(Col-0*) der heterozygoten 35S:JAZ1A3-Linie zeigt die gleiche Transkriptmenge nach MelA, wie der
unbehandelte Kontroll-WT. Man erkennt, dass die JAZ10-Expression COl1-abhdngig ist, allerdings
nicht durch JAZ1A3 beeinflusst wird.
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Abbildung 3.20 Quantitative RT-PCR-Analysen in Wurzeln von Col-0, aos, coi1-16 sowie 355:JAZ1A3 und
dem segregierenden WT nach MeJA-Behandlung

Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen und
zweistiindiger mock- und 10 uM MeJA-Behandlung. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 Replikaten (£ SEM) mit
20 Wurzeln bzw. 40 Wurzeln (355:JAZ1A3-GUS) / Replikat. Die relativen Transkriptmengen wurden gegen
die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative Transkriptmenge des mock behandelten Col-0 wurde
gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an
(unpaired two-tailed Student t-test). * markieren jeweils beide Genotypen, die aus einer segregierenden
Pflanzenlinie hervorgegangen sind.

Aufgrund der schwachen Wirkung von MelA auf die Expression von JAZ10 in sterilen Wurzeln, wurde
im Folgenden ein System verwendet, in der die MelA-Induktion erfolgreich verlduft und das erlaubt,
Einzelpflanzen der heterozygoten Linie zu untersuchen. Hydroponische Kulturen, mit einem Fas-

sungsvermogen von 12 L Medium, ermdglichen es, Einzelpflanzen zur Charakterisierung sowie mit
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ausreichender Biomasse zur RNA-Prdparation heranwachsen zu lassen (Abbildung 3.21 (A)). In die-
sem System wuchsen die Pflanzen acht Wochen unter Kurztagbedingungen. Ein Blatt wurde in die-
sem Zeitraum zur Genotypisierung mittels GUS-Farbung verwendet, bevor es zur Behandlung der
Wurzeln mit und ohne 10 uM MelA fir zwei Stunden kam. Wurzel-RNA der Einzelpflanzen wurde fir

Gen- und GUS-Expressionsanalysen verwendet.
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Abbildung 3.21 Quantitative RT-PCR-Analysen in Wurzeln von Col-0* und 35S:JAZ1A3-GUS*, gewachsen in
hydroponischen Kulturen nach mock- und MeJA-Behandlung

(A) Aufbau einer groRen hydroponischen Kultur. (B) MUG-Assay in Wurzeln von 8 Wochen alten, in groRen
hydroponischen Kulturen angezogener Pflanzen von Col-0* und 355:JAZ1A3-GUS*-Mutanten und zweistiin-
diger mock- und 10 uM MelA-Behandlung. (C) Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 8 Wochen alten, in
groRen hydroponischen Kulturen angezogener Pflanzen von Col-0* und 355:JAZ1A3-GUS*-Mutanten und
zweistiindiger mock- und 10 uM MelJA-Behandlung. Gezeigt sind Mittelwerte von 5 (355:JAZ1A3-GUS*) bzw.
12 (Col-0*) Replikaten (* SEM) mit 1 Wurzel / Replikat. Die relativen Transkriptmengen wurden gegen die
Expression von UBQ5 normalisiert. Relative Transkriptmenge des mock behandelten Col-0* wurde gleich 1
gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 (one way
ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test). * markieren jeweils beide Genotypen, die aus einer segregierenden Pflan-
zenlinie hervorgegangen sind. (Teile der Abbildung sind bereits in Abbildung 3.17 gezeigt worden.)

Analysen der GUS-Aktivitat verschiedener Einzelpflanzen zeigen kaum Schwankungen innerhalb der
Linie und werden nicht durch MeJA beeinflusst (Abbildung 3.21 (B)).
Unter den hier verwendeten Bedingungen zeigt JAZ10 die zuvor gezeigte 200-fache Induktion der

Expression nach MelJA-Behandlung in Wurzeln von Col-0 (Abbildung 3.21; vgl. Abbildung 3.17).
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MelA-induzierte Expression von JAZ10 kann allerdings ebenfalls in transgenen 35S5:JAZ1A3-GUS-Li-
nien beobachtet werden, und wird nur in geringem MaRe durch JAZ1A3-GUS gestort. Offensichtlich
reicht der dominant-negative Effekt des JAZ1A3-GUS-Proteins nicht aus, um geniligend JAZ-Proteine
zu stabilisieren, die mit der Induktion von JAZ10 interferieren kénnten, obwohl das Wurzelwachstum
deutlich weniger durch JA gehemmt werden kann (Abbildung 3.23).

Die Expression der Phosphoglyceratmutase, des Germin 2 und der CRK15 wird nach MeJA-Behand-
lung um den Faktor 2 - 3 in Wurzeln des Col-0 reprimiert. Auch die Expression von /CS1 folgt diesem
Muster. Im Gegensatz zur 200-fachen Induktion von JAZ10 ist der reprimierende Einfluss von MelA
als schwach einzustufen. Die Expression dieser Gene ist in der 355:JAZ1A3-GUS-Linie tendentiell
ebenfalls reduziert, d.h. stabilisierte JAZ-Proteine reprimieren das Gen in geringem Mal3e. Dieser Ef-
fekt ist kontrar zu der Wirkung von coil, in der ebenfalls stabilisierte JAZ-Proteine vorliegen sollten,
so dass JA keine Wirkung mehr haben kann. Nach Behandlung mit MeJA erfolgt keine signifikant ver-
anderte Genexpression. Es scheint, als ob die stabilisierten JAZ-Proteine den leicht reprimierenden
Effekt von JA auf die Markergene verhindern wiirden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Expression der drei Markergene in der
35S5:JAZ1A3-GUS-Pflanze nicht erhoht ist, was bedeuten wiirde, dass die erhdhte Expression in der
coil-Pflanze nicht darauf zurickzufihren ist, dass JAZ-Proteine akkumulieren. Allerdings kann die
Unabhangigkeit der neuen COI1-Funktion von JAZ-Proteinen aufgrund der ebenfalls schwachen Wir-

kung des JAZ1A3-GUS-Konstrukts auf die JAZ10-Expression nicht geklart werden.

3.4 Expressionsanalysen der drei Markergene in Abhangigkeit von stabilisierten
JAZ-Repressorproteinen unter der Kontrolle eines wurzelspezifischen Promo-

tors

Mit der 355:JAZ1A3-GUS-Mutante konnte gezeigt werden, dass sich das Wurzelwachstum nach Be-
handlung mit MelA beeinflussen lasst (Thines et al., 2007), nicht aber die Expression von JAZ10 (Ab-
bildung 3.21 (C)). Die Deletion der Jas-Domane im JAZ1-Protein fiihrt anscheinend nicht zur Stabili-
sierung aller JAZ-Proteine, die an der Expression MeJA-induzierten Expression von JAZ10 in Wurzeln
beteiligt sind. Trotz der fehlenden Hyperinduktion der drei Markergene, der Phosphoglyceratmutase,
dem Germin 2 und CRK15 kann nicht entschieden werden, ob die neue COI1-Funktion unabhangig
von JAZ ist, da es sich bei 355:JAZ1A3-GUS um keine absolut dominant-negative Mutante handelt.
Da durch Propfungsexperimente gezeigt werden konnte, dass die neue Funktion von COI1 in der

Wourzel aktiv ist (Ralhan et al., 2012), sollte analysiert werden, ob eine wurzelspezifische Expression
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des JAZ1A3-Konstrukts einen dominant-negativen Wurzelphanotyp hervorbringt, und somit die Rolle

der JAZ-Proteine in der neuen COIl1-Funktion beantworten werden kann.

3.4.1 Charakterisierung der transgenen Linien, die JAZ1A3 wurzelspezifisch exprimieren
In Anlehnung an die beschriebene dominant-negative 355:JAZ1A3-GUS-Linie, in der das Konstrukt
unter der Kontrolle des 35S-Promotors des Blumenkohlmosaikvirus exprimiert wird (Thines et al.,
2007), wurde in dieser Arbeit JAZ1A3-GUS aus der Uberexpressionslinie amplifiziert und unter die
Kontrolle des wurzelspezifischen PYK10-Promotors gebracht (Nitz et al., 2001). Durch Transformation
des Konstrukts in Col-0 entstanden stabil transformierte Linien, die in der dritten Generation ho-

mozygot vorlagen.
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Abbildung 3.22 Charakterisierung hergestellter JAZ1A3-Mutanten unter der Kontrolle des wurzelspezifi-
schen Promotors PYK10 im Vergleich zu 355:JAZ1A3-GUS

(A) Western-Blot-Analysen dreier unabhangiger PYK10:HA-JAZ1A3-GUS Linien, sowie ein GUS-gefarbter
Keimling zur Visualisierung der Wurzelspezifitat des PYK10-Promotors. Der Nachweis der Proteinexpression
erfolgte mit einem gegen das HA-tag gerichteten Antikoérper. (B) MUG-Assay von JAZ1A3-Mutanten und
ihren Kontrollen in Wurzeln von 14 Tage alten, auf MS-Medium +/- 50 uM MelJA angezogener Pflanzen.
Gezeigt sind Mittelwerte von einem Replikat (Col-0, aos, coil-16 und Col-0*) bzw. 3 Replikaten fur die an-
deren Genotypen (+ SEM). Die Replikate von Col-0* und 355:JAZ1A3-GUS* bestehen aus 39 vereinten Wur-
zeln, alle weiteren Replikate bestehen aus 20 vereinten Wurzeln. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signi-
fikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (one way ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test). (C) Wachs-
tumsanalysen der verschiedenen Linien und Ihrer Kontrollen zum Test der Fertilitdt unter Langtagbedingun-
gen. (Rote Pfeile markieren reife Schoten.) * markieren jeweils beide Genotypen, die aus einer segregieren-
den Pflanzenlinie hervorgegangen sind.

89



Ergebnisse

Western-Blot-Analysen zeigen, dass der PYK10-Promotor tatsdchlich nur in Wurzeln exprimiert.
Keine Expression konnte im Spross von drei unabhangigen transgenen Linien detektiert werden (Ab-
bildung 3.22 (A)). Dieses Ergebnis wurde durch die GUS-Farbung eines PYK10:HA-JAZ1A3-GUS-Keim-
lings bestatigt. Die quantitative Bestimmung der GUS-Reportergenaktivitdit wurde mittels eines
MUG-Assays durchgefiuhrt (Abbildung 3.22 (B)). Drei Replikate mit je 20 (PYK10:HA-GUS und
3 X PYK10:HA-JAZ1A3-GUS) bzw. 39 vereinten Wurzeln von 355:JAZ1A3-GUS zeigten, dass die Expres-
sion nicht durch MelA beeinflusst wird. Die Expressionshéhe in Wurzeln der
PYK10:HA-JAZ1A3-GUS-Linien ist vergleichbar mit der 355:JAZ1A3-GUS-Linie. Die Wildtypen, aos- und
coil-16-Mutanten zeigten wie erwartet keine GUS-Aktivitat und dienten als Negativkontrollen des
Versuches. Der Leervektor (PYK10:HA-GUS) diente als Positivkontrolle. Wie erwartet, beeinflusst die
wurzelspezifische Expression von JAZ1A3-GUS die Fertilitat nicht, wahrend die ektopische Expression
von JAZ1A3-GUS unter der Kontrolle des 355-Promotors zu mannlich sterilen Bliten fihrt (Abbildung

3.22 (C); rote Pfeile markieren Schoten mit reifen Samen).

3.4.2 Steht JAZ1A3 unter der Kontrolle eines wurzelspezifischen Promotors, bleibt die domi-
nant-negative Wirkung aus

Es wurde gezeigt, dass die Expression von JAZ1A3-GUS unter der Kontrolle des 35S-Promotors die
negative Wirkung von JA auf das Wurzelwachstum verhindert (Thines et al., 2007). Wachsen die
Pflanzen fir 14 Tage auf MS-Platten +/-50uM MelA, konnte in dieser Arbeit fur die
355:JAZ1A3-GUS-Linie bestatigt werden, dass das Wurzelwachstum weniger stark durch JA beein-
trachtigt wird, als das des WT. Allerdings fallt die JA-Insensitivitat nicht so stark aus, wie in der
coil-t-Mutante (Abbildung 3.23). Die Reduktion der Wurzelldnge der PYK10:HA-JAZ1A3-GUS-Linien
entspricht der des Wildtypen, der aos-Mutante, der Leervektorkontrolle (PYK10:HA-GUS) und auch
von Col-0*. Somit konnte fir PYK10:HA-JAZ1A3-GUS keine signifikante Resistenz gegeniiber der
MelA-induzierten Wurzelwachstumsinhibierung verzeichnet werden, obwohl die Menge an
JAZ1A3-GUS dhnlich unter beiden Promotoren war (vgl. Abbildung 3.22 (B)). Mikroskopische Unter-
suchungen zeigten zusatzlich keine differenzierte Lokalisation der Expression von JAZ1A3-GUS im

Wurzelmaterial unter beiden Promotoren (Anhang Abbildung 6.2).
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Abbildung 3.23 Wurzelwachstumstest der JAZ1A3-Mutanten auf MS-Medium +/- 50 pM MelA

Wurzelwachstumstest der JAZ1A3-Mutanten und ihren Kontrollen von 14 Tage alten, auf MS-Medium
+/- 50 UM MelJA angezogener Pflanzen. Gezeigt sind Mittelwerte von ca. 30 analysierten Wurzeln (£ SEM).
Die relative Wurzellange von Col-0, gewachsen auf MS-Medium ohne MeJA wurde gleich 100 % gesetzt.
Sterne zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 (two way ANOVA, gefolgt von Bonfer-
roni-Korrektur) zwischen mock- und MelA-behandelten Proben an. * markieren jeweils beide Genotypen,
die aus einer segregierenden Pflanzenlinie hervorgegangen sind.

3.4.3 Genexpressionsanalysen von Markergenen in JAZ1A3-Mutanten in Abhadngigkeit von
Jasmonsdure

Um zu testen ob die PYK10:HA-JAZ1A3-Mutanten andere typische JA-insensitive Phanotypen aufwei-
sen, wurden Genexpressionsanalysen in Abhangigkeit von MeJA durchgefiihrt.

Da es sich bei den PYK10:HA-JAZ1A3-GUS-Mutanten um homozygote Linien handelt und eine Geno-
typisierung der Einzelpflanzen nicht notig war, erfolgte die Induktion dieser Mutanten mit MelA in
kleinen hydroponischen Kulturen. Diese Systeme sind im Gegensatz zu den groRen hydroponischen
Kulturen aufgrund kiirzerer Wachstumszeit der Pflanzen weniger zeitintensiv. In den kleinen hydro-
ponischen Kulturen werden keine Einzelpflanzen angezogen, sondern viele Samen auf einem Sieb
ausgelegt, fiir 20 Tage unter Kurztagbedingungen angezogen und fir zwei Stunden mit 10 uM MelA
induziert.

Die Expression von JAZ10 ist im Wildtyp nach MelA 80-fach induziert (Abbildung 3.24, vgl. Abbildung
3.17) und zeigt wie erwartet Abhangigkeit von COI1. Auch in zwei unabhadngigen Transformanden der

PYK10:HA-JAZ1A3-GUS-Linien wird JAZ10 genau wie in der Leervektorkontrolle (PYK10:HA-GUS) sig-
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nifikant induziert. Die Expression von JAZ1A3-GUS unter der Kontrolle des wurzelspezifischen Pro-
motors PYK10 hat genau wie 355:JAZ1A3-GUS (vgl. Abbildung 3.21) keinen Einfluss auf die Induktion
von JAZ10 nach MelA-Behandlung. Dieses Ergebnis stellt das Konzept der universell dominant-nega-
tiven Wirkung eines stabilen JAZ-Repressors in Frage. Sollte eine Wirkung auf die Expression der
Phosphoglyceratmutase und der beiden anderen Markergene ausfallen, so kann keine Schlussfolge-
rung zur Bedeutung der JAZ-Proteine gezogen werden. Da aber vorab nicht ausgeschlossen werden
konnte, dass bezogen auf diese drei Gene der gleiche Phanotyp auftritt wie in der coil-Mutante,

wurden die Analysen mit diesen transgenen Pflanzen fortgesetzt.
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Abbildung 3.24 Quantitative RT-PCR-Analysen in Wurzeln von PYK10:JAZ1A3-GUS, gewachsen in hydropo-
nischen Kulturen nach mock- und MelJA-Behandlung

Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 20 Tage alten, in kleinen hydroponischen Kulturen angezogenen
Pflanzen und zweistiindiger mock- und 10 uM MelJA-Behandlung. Gezeigt sind Mittelwerte von 3 unabhan-
gigen Replikaten (+ SEM). Die relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5 normali-
siert. Die relative Transkriptmenge des mock-behandelten Col-0 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (one way ANOVA, gefolgt vom
Tukey-Test). (Teile der Abbildung sind bereits in Abbildung 3.17 gezeigt worden.)

92



Ergebnisse

Bei der Analyse der Markergene fiir die JA-lle unabhangige Expression zeigte sich, dass die Schwan-
kungen bei einzelnen Proben sehr hoch waren und vor allem die Expression in coil-16 nicht erhoht
war (Abbildung 3.24). Somit scheinen die Gene in diesem System nicht durch die JA-unabhédngige
COI1-Funktion reprimiert zu sein.

Die negative Wirkung von JA auf die Expression der ICS1 lasst sich nachweisen und ist abhangig von
COI1 (Abbildung 3.24). In der coil-16 ist erhohte Expression zu beobachten. Dahingegen zeigt
JAZ1A3-GUS keinen Einfluss auf die reprimierende Wirkung.

Aufgrund des ungewodhnlichen Expressionsmuster fiir die JA-lle unabhangige Expression der Phos-
phoglyceratmutase und den anderen beiden Markergenen, wurde der Einfluss des
PYK10:HA-JAZ1A3-GUS-Konstrukts auf diese Gene in Wurzelmaterial von Pflanzen analysiert, die auf
MS-Medium wuchsen und mock-infiziert wurden. Da in diesem System die JA-Induktion schwach ist

(vgl. Abbildung 3.20), wurde auf diese Behandlung verzichtet.
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Abbildung 3.25 Quantitative RT-PCR-Analysen in mock-infizierten Wurzeln von PYK10:JAZ1A3-GUS

Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen 4
Tage nach mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 Replikaten (+ SEM) mit 20 Wurzeln / Replikat. Die
relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative Transkript-
menge von Col-0 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede mit
einem p-Wert < 0,05 an (one way ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test).
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Die reprimierte Expression der Phosphoglyceratmutase, des Germin 2 und CRK15 durch COI1 konnte
erneut beobachtet werden. Die Expression zeigt dahingegen keinen Einfluss durch JAZ1A3-GUS. Die
Expression der Markergene ist gegenliber der coil-Mutante in drei unabhdngigen
PYK10:HA-JAZ1A3-GUS-Linien wie im WT und der Leervektorkontrolle (PYK10:HA-GUS) reprimiert.
Wie schon vorher beobachtet (Abbildung 3.18), ist die basale JAZ10-Transkription in der
coil- und aos-Mutante stark verringert, d.h. basale Degradierung von JAZ-Proteinen durch JA-lle ak-
tiviertes COI1 scheint fiir die Expression sehr wichtig zu sein. Sobald dieser Abbau der Proteine nicht
mehr stattfindet, scheinen JAZ-Proteine die JAZ10-Expression zu hemmen. Vergleicht man die
PYK10:HA-GUS-Linie mit den PYK10:HA-JAZ1A3-GUS-Pflanzen, so scheint der Effekt des domi-
nant-negativen Konstrukts eher schwach zu sein (Abbildung 3.25). Die ICS1 ist in der coil-16-Mutante
erneut nur tendenziell erhoht gegentiber dem Wildtyp und verhalt sich in allen anderen analysierten
Genotypen gleich.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass das JAZ1A3-GUS-Protein keinen Einfluss auf die JA-lle-unabhan-
gige, COI1-abhangige regulierte Expression der Markergene hat. Da es auf der anderen Seite auch
nicht alle Funktionen des JA-abhangigen COI1-Proteins, die mit JAZ-Proteinen verknipften sind inhi-
biert, kann mit diesem Konstrukt keine Aussage Uber die Beteiligung von JAZ-Proteinen an der hier

untersuchten JA-lle-unabhdngigen Funktion von COI1 getroffen werden.

3.5 Analyse der Bedeutung der COIl1-Ligandenbindestelle fiir die JA-unabhangige

Funktion des Proteins

Bisher konnte fiir die Expression der Phosphoglyceratmutase gezeigt werden, dass COI1 auch in Ab-
wesenheit von den bekannten Signaltransduktionskomponenten des JA-Wegs wie NINJA und
MYC2,3,4 als Repressor wirken kann. Im Folgenden soll die Rolle der Ligandenbindestelle von COI1
analysiert werden. Im bisher beschriebenen Signalweg von Jasmonsaure, Gibernimmt COI1 die Funk-
tion als Rezeptor fiir JA-lle (Yan et al., 2009; Sheard et al., 2010) und reguliert downstream agierende
Prozesse der JA-Antwort. Wiirde eine verdnderte Bindestelle des COI1-Proteins keinen Einfluss auf
die neue Funktion nehmen, so sollte ein JA-lle unabhangig agierendes COI1-Protein dhnlich wie das

wildtypische die Expression der Markergene reprimieren.
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3.5.1 Mutierte COI1-Proteine interagieren weiterhin mit ASK2

Um die Rolle der Ligandenbindestelle von COI1 zu klaren, wurden Pflanzen hergestellt, die ein

COIl1-Protein besitzen, das nicht mehr in der Lage ist, JA-lle zu binden. Zur Herstellung der mutierten

COI1-Proteine wurde die Paralogie von COI1 zu TIR1, dem Rezeptor fiir Auxin, verwendet (Dharmasiri

etal., 2005). Mit zielgerichteter Mutagenese und anschlieRender Fusions-PCR wurden fiinf COI1-Kon-

strukte erstellt. Bei vier der fiinf Konstrukte wurde jeweils eine spezifische Kontaktstelle des TIR1 fir

Auxin in die entsprechende Stelle des COI1-Proteins eingefiihrt (Abbildung 3.26). Das COI1-98 Kon-

strukt wurde in Anlehnung an die coil-5-Mutante erstellt, die als Mutante mit stabilem Protein, das

nicht mehr in der Lage ist JA-lle zu binden, beschrieben wurde (Yan et al., 2009). Diese Mutante weist

einen einzelnen Nukleotidaustausch auf, der zum Austausch von Glycin in Aspartat an Stelle 98 im

COI1-Protein fuhrt.
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Abbildung 3.26 Alignment der COI1- und TIR1-Proteinsequenz aus A. thaliana

Dargestellt ist das Sequenzalignment der Paraloge TIR1 und COI1 aus A. thaliana mit annotierten Struktu-
relementen (a-Helices und B-Faltblattstrukturen) und Bindestellen fiir Auxin (griine Punkte) bzw. JA-lle
(rote Punkte). Konservierte Aminosduren sind gelb markiert. Rot markiert sind die ausgetauschten Regionen
zur Herstellung von COI1-85, COI1-98, COI1-382, COI1-441 und COI1-466. Die Abbildung wurde modifiziert
nach Tan et al. (2007).
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Um zu testen, ob eingefiigte Mutationen im COI1-Protein die Struktur und damit die Funktionalitat
der Proteine beeinflussen, wurde getestet, ob die mutierten COI1-Proteine noch in der Lage sind, die
beschriebene Interaktion von COI1 und ASK2 (Skp1-like protein) (Devoto et al., 2002; Takahashi et
al., 2004; Xu et al., 2002) einzugehen (Abbildung 3.27 (A)). Fir den Nachweis wurde das Hefe-2-Hy-
brid-System verwendet. Zur Durchfiihrung dieser Interaktionsstudien wurde der Hefestamm PJ69a
mit Fusionsproteinen aus der GAL4 DNA-Bindedomane und COI1 bzw. COI1-85, COI1-98, COI1-382,
COI1-441 und COI1-466 und weiterhin mit dem Fusionsprotein aus der GAL4-Aktivierungsdomane
und ASK2 transformiert. Die Starke der Interaktion wurde zunachst in einem oNPG-Test gemessen
und die Expression der verschiedenen mutierten COI1-Proteine mittels Western-Blot-Analyse Gber-
prift (Abbildung 3.27 (B)).

COl1, COI1-85, COI1-98, COI1-382 und COI1-441 zeigen signifikant erhdhte B-Galactosidase-Aktivitat
gegenilber den getesteten Negativkontrollen (pDESTGBKT7 ohne ASK2) im oNPG-Test (Abbildung
3.27 (B)). Sie sind demnach fahig, mit ASK2 zu interagieren. COI1-466 zeigt im oNPG-Test keine Inter-
aktion mit ASK2. In Western-Blot-Analysen fallt auf, dass die Proteine in Anwesenheit von ASK2 star-
ker exprimiert werden. Die zusatzlich durchgefiihrten Wachstumstests der transformierten Hefen
auf Interaktionsmedium (SD-HALT) zeigen ebenfalls, dass die mutierten COI1-Proteine mit ASK2 in-
teragieren. Auch Hefen mit COI1-466 und ASK2 zeigen Wachstum. Im Vergleich zu der Positivkon-
trolle ist das Wachstum der Hefen deutlich reduziert und konnte erst nach 4 Tagen bei 28°C und einer
Woche bei RT festgestellt werden. Dies gilt ebenfalls fiir das Wachstum der Hefe, die mit ASK2 und
dem wildtypischen COI1 transformiert wurde, dem Protein, flr das die Interaktion bereits gezeigt
wurde (Devoto et al., 2002; Takahashi et al., 2004; Xu et al., 2002). Da es sich bei dem Wachstumstest
um den sensitiveren Test handelt, wurde die Interaktion aller finf mutierten COl1-Konstrukte mit

ASK2 in Hefen gezeigt.
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Abbildung 3.27 oNPG-Test und Hefewachstum auf SD-Platten zur Quantifizierung der Protein-Protein-In-
teraktion von COI1-Mutanten und ASK2 im Hefe-Zwei-Hybrid-System

Die Transformation der Hefe erfolgte mit COI1, COI1-85, -98, -382, -441 und -466 im Plasmid pDESTGAD
sowie ASK2 im Plasmid pDESTGBKT7 und entsprechende Leervektorkontrollen. (A) Schematisches Modell
des SCF°'* Komplex (verdndert nach Yan et al., 2013). (B) Gezeigt sind die Mittelwerte aus vier unabhingi-
gen Hefeklonen (+ SEM) in An- und Abwesenheit von ASK2. Sterne zeigen signifikante Unterschiede mit ei-
nem p-Wert < 0,05 an (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Korrektur). Der Nachweis der Proteinex-
pression erfolgte mit einem gegen das myc-tag gerichteten Antikorper. (C) Wachstumstest der Protein-Pro-
tein-Interaktion auf SD-Medium und Interaktionsmedium (SD-HALT). Bei der Positivkontrolle handelt es sich
um p53 (ein menschlicher Tumorsuppressor) und SV40 (das T-Antigen des Simian-Virus 40). Abklrzungen:
BD (Bindedomane), AD (Aktivierungsdomane), H (Histidin), A (Adenin), L (Leucin), T (Tryptophan),
LV (Leervektorkontrolle)

3.5.2 Mutierte COI1-Proteine kdnnen JA-lle nicht mehr binden

Die Analyse der Bindungsfahigkeit von den mutierten COI1-Proteinen und JA-lle fand mit einem indi-
rekten Nachweis in einem Liganden-induzierten Hefe-Zwei-Hybrid-System statt. Da JA-lle als Ligand
die Bindung zwischen COI1 und JAZ-Proteinen bewirkt (Thines et al., 2007), wurde die Protein-Pro-
tein-Interaktion von mutierten COl1-Proteinen mit JAZ9 in Anwesenheit von Coronatin durchgefiihrt,
dem molekularen Analogon von JA-lle (Weiler et al., 1994). Auch hier wurde der Hefenstamm PJ69a
transformiert, erneut mit den Fusionsproteinen aus der GAL4 DNA-Bindedomane und den verschie-
denen COI1-Proteinen und weiterhin mit JAZ9, fusioniert mit der GAL4-Aktivierungsdoméane. UN-Kul-

turen der verschiedenen Hefetransformanden wuchsen fiir 4 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von
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30 uM Coronatin und wurden genutzt um die Starke der Interaktion im oNPG-Test zu messen (Abbil-
dung 3.28 (A)). Die Expression der verschiedenen mutierten COI1-Proteine wurde mittels Wes-

tern-Blot-Analyse Uberprift (Abbildung 3.28 (B)).
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Abbildung 3.28 oNPG-Test zur Quantifizierung der Protein-Protein-Interaktion von COI1-Mutanten und
JAZ9 im Liganden-induzierten Hefe-Zwei-Hybrid-System

Die Transformation der Hefe erfolgte mit COI1, COI1-85, -98, -382, -441 und -466 im Plasmid pDESTGAD
sowie JAZ9 im Plasmid pDESTGBKT7. (A) Gezeigt sind die Mittelwerte aus vier unabhangigen Hefeklonen
(£ SEM), die in SD-Medium +/- 30 uM Coronatin gewachsen sind. Sterne zeigen signifikante Unterschiede
mit einem p-Wert < 0,05 an (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Korrektur). (B) Der Nachweis der Pro-
teinexpression erfolgte mit einem gegen das myc-tag gerichteten Antikérper. Abkirzungen: BD (Bindedo-
mane), AD (Aktivierungsdomane)

Nur in Anwesenheit von Coronatin ist das wildtypische COI1-Protein in der Lage mit JAZ9 zu inter-
agieren, erkennbar an der signifikanten Induktion der B-Galactosidase-Aktivitat (Abbildung 3.28 (A)).
Alle finf mutierten COI1-Proteine zeigen keinen Unterschied der B-Galactosidase-Aktivitat in
An- bzw. Abwesenheit von Coronatin. Die Aktivitdt der B-Galactosidase unterscheidet sich hier nicht
von der, die beim wildtypischen COI1 und JAZ9 in Abwesenheit von Coronatin gemessen wird. Die
Mutationen in der Ligandenbindestelle des Rezeptorproteins flihren dazu, dass COI1-Proteine nicht
mehr Coronatin binden kénnen, erkennbar an der fehlenden B-Galactosidase-Aktivitat, die durch die

Interaktion mit JAZ9 induziert wird.
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3.5.3 Mutierte COI1-Proteine kénnen die JA-abhédngige COI1-Funktion nicht ausfiihren
Die in der Ligandenbindedomane mutierten COI1-Proteine kdnnen noch mit ASK2 interagieren. Ge-
zeigt wird dadurch, dass ihre Faltung aufgrund der eingefligten Mutationen nicht vollauf gestort ist.
Wie erwartet, konnen sie in Hefe nicht mehr in Anwesenheit des Liganden Coronatin mit JAZ9 inter-
agieren. Um die Frage zu beantworten, ob sie noch JA-unabhangige Funktionen, wie die Repression
der Phosphoglyceratmutase durchfiihren kénnen, wurden die Konstrukte stabil in die coil-16-Mu-
tante eingebracht. Diese weist einen einzelnen Aminosdureaustausch im Protein auf, der dazu fiihrt,
dass diese Mutante zwar bei 22°C Wachstumstemperatur nicht mehr fertil ist, bei 16°C jedoch noch
in der Lage ist, Samen zu setzen (Ellis und Turner, 2002). Nachdem in stabil transformierten Linien
die Expression von 35S:HA-COI1 (Komplementationslinie mit dem wildtypischen COI1), 35S:HA
(Leervektorkontrolle) und 355:HA-COI1-85, 355:HA-COI1-98, 355:HA-COI1-382, 355:HA-COI1-441 so-
wie 355:HA-COI1-466 bestatigt werden konnte, wurde zunachst die Fertilitdt bei 22°C getestet.
Col-g/1 und die Komplementationslinie mit dem wildtypischen COI1 (355:HA-COI1) sind in der Lage,
bei 22°C reife Samen zu bilden (Abbildung 3.29 (A), rote Pfeile markieren reife Schoten). Die verschie-
den mutierten COI1-Proteine kdnnen den Phanotyp der coil-16-Mutante bei 22 °C nicht komplemen-
tieren und sind steril. Die mutierten COI1-Proteine zeigen somit auch in planta JA-Insensitivitat.
Wachsen die Pflanzen auf MS-Platten +/- 50 uM MelJA, zeigt die coil-16-Mutante im Gegen-
satz zu Col-g/1 Insensitivitat in Bezug auf MeJA inhibiertes Wurzelwachstum (Abbildung 3.29 (B)). Wie
erwartet fuhrt die Expression des WT-COI1-Proteins (355:HA-COI1) zur Wiederherstellung der
JA-Sensitivitat des Wurzelwachstums. Unerwartet war, dass die Transformation der coil-16-Mutante
mit dem Leervektor einen Einfluss zeigt. In der transformierten coil-16-Mutante ist ein schwacher
Effekt von JA auf das Wurzelwachstum zu verzeichnen, so als ob durch die Transformation das
COI1-16-Protein ,aktiviert” worden sei. Ahnlich wie die Leervektorkontrolle verhalten sich die
COI1-Proteinmutanten -85, -98 und -466. Transformationen mit den Konstrukten 35S:HA-COI1-382
und 355:HA-COI1-441 haben jedoch keinen Einfluss auf den coil-16-Phdnotypen und zeigen Resis-
tenz gegeniber der MeJA-induzierten Wurzelwachstumsinhibierung. 355:HA-COI1-382 weist zudem
kiirzere Wurzeln auf, unabhangig ob Pflanzen in An- oder Abwesenheit von MeJA wachsen. Wes-
tern-Blot-Analysen zeigen, dass alle untersuchten Pflanzen das heterologe COI1-Protein exprimieren

(Abbildung 3.29 (B)).
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Abbildung 3.29 Charakterisierung der JA-Insensitivitdt von COI1-Mutanten in planta

(A) Wachstumsanalysen der verschiedenen Linien und lhrer Kontrollen zum Test der Fertilitat bei 22°C unter
Langtagbedingungen. (Rote Pfeile markieren reife Schoten.) (B) Wurzelwachstumstest von COI1-Mutanten
und ihren Kontrollen von 14 Tage alten, auf MS-Medium +/- 50 uM MelA angezogener Pflanzen. Gezeigt
sind Mittelwerte von ca. 30 analysierten Wurzeln (+ SEM). Die relative Wurzelldnge von Col-g/1, gewachsen
auf MS-Medium ohne MelJA wurde gleich 100 % gesetzt. Sterne zeigen signifikante Unterschiede mit einem
p-Wert < 0,05 (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Korrektur) zwischen mock- und MeJA-behandelten
Proben an. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit einem gegen das HA-tag gerichteten Antikor-
per. (C) Quantitative RT-PCRs in Wurzeln von 20 Tage alten, in kleinen hydroponischen Kulturen angezoge-
ner Pflanzen und zweistiindiger mock- und 10 uM MelJA-Behandlung. Gezeigt sind Mittelwerte von 3 unab-
hangigen Replikaten (+ SEM). Die relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5 nor-
malisiert. Die relative Transkriptmenge des mock behandelten Col-g/1 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschied-
liche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (one way ANOVA, gefolgt
vom Tukey-Test). Bei 355:HA-COI1-85 handelt es sich um eine heterozygote Linie. (Teile der Abbildung sind
bereits in Abbildung 3.17 gezeigt worden.)
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Als nachstes wurde getestet, inwieweit die verschiedenen COI1-Proteine in der Lage sind, JA-indu-
zierbare Genexpression zu vermitteln. Fir diese Analysen wurden die in kleinen, sterilen hydroponi-
schen Kulturen angewachsenen Linien 2 Std. mit 10 uM MelA behandelt. In Col-g/1 ist die Expression
von JAZ10 nach MelA-Behandlung mehr als 90-fach induziert (Abbildung 3.29 (C); vgl. Abbildung
3.17). Eine ahnlich hohe Induktion von JAZ10 ist ebenfalls in der WT-COI1-Komplementationslinie
(355:HA-COI1) sichtbar. Die coil-16-Mutante zeigt untypischerweise ebenfalls JA-induzierbare Ex-
pression von JAZ10. Beide Leervektorkontrollen (355:HA 1 und 2) zeigen keine signifikant erhéhte
Genexpression von JAZ10 nach MeJA-Behandlung. In allen Linien, die mutierte COI1-Proteine expri-
mieren, ist die Induktion von JAZ10 deutlich geringer als im WT und den 355:HA-COI1-Pflanzen. Dies
zeigt, dass die Mutationen, wie gewlinscht, die Bindestelle fir JA-lle soweit schwachen, dass die In-

duktion von JAZ10 deutlich geringer ausfallt.

3.5.4 Mutierte COI1-Proteine konnen die in coi1-16 erhohte Expression von JA-lle unabhangigen
Markergenen unterdriicken

Bisher konnte gezeigt werden, dass alle flinf mutierten COI1-Proteine, COI1-85, COI1-98, COI1-382,
COI1-441 und COI1-466 in Hefe mit ASK2 interagieren, jedoch keinen JA-lle induzierbaren Komplex
mit JAZ9 bilden. Beziglich der bekannten JA-abhangigen Prozesse (Fertilitat, JA-Sensitivitat des Wur-
zelwachstums, JA-Induktion der JAZ10-Expression), verhielten sich die mit den mutierten COI1-Kon-
strukten transformierten Pflanzen wie Leervektorkontrollen, d.h. sie komplementieren den
coil-16-Phdanotyp nicht oder nur sehr schwach. Im Folgenden wurde getestet, ob die in coil-16 er-
hohte Expression der fiir die JA-lle-unabhdngige Antwort typischer Markergene (Phosphogly-
ceratmutase, Germin 2 und CRK15), durch die transgenen COIl1-Derivate wieder unterdriickt werden
kénnen.

Daflr wuchsen die verschiedenen transgenen Linien fiir drei Wochen auf MS-Medium und wurden
nach dem Transfer auf 1 %ige Wasser-Agarose mock-infiziert. Erhéhte mRNA-Mengen konnte ten-
denziell fir alle drei Markergene in der coil-16-Mutante gegeniber der entsprechenden WT-Pflanze
in Wurzeln entdeckt werden, ein Effekt der sehr effizient durch das Wildtyp-COl1-Protein komple-
mentiert werden kann (Abbildung 3.30). Unerwartet dagegen war, dass die mit dem Leervektor
transformierten coil-16-Pflanzen sich nicht identisch zu den coil-16-Pflanzen verhielten. In diesen
Pflanzen ist die Expression der Markergene reduziert. Diese partielle Komplementation des
coil-16-Phanotyps durch das Transformationsereignis war bereits bei der Quantifizierung der JA-Sen-
sitivitat des Wurzelwachstums aufgefallen (Abbildung 3.29 (B)). Allerdings zeigt 35S:HA-COI/1-98 eine
hohe Expression der Markergene. Dieses Protein scheint die Restaktivitat des temperatursensitiven

COI1-Proteins zu unterdriicken. Im Gegensatz dazu kénnen die Proteine COI1-382, COI1-441 und
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COI1-466 die Expression der drei Markergene unter den Wert driicken, der in diesem Experiment in
der coil-16 zu beobachten war und verhalten sich somit ahnlich wie das WT-COI1-Protein (Abbildung
3.30).
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Abbildung 3.30 Quantitative RT-PCR-Analysen in mock-infizierten Wurzeln von COl1-Mutanten

Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen 4
Tage nach mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 unabhangigen Replikaten (+ SEM) mit 20 Wur-
zeln / Replikat. Die relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die
relative Transkriptmenge von Col-g/1 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifi-
kante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (one way ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test).

Bei der Wiederholung des Experimentes, bei der die 355:HA-COI/1-85-Linie ebenfalls einbezogen
wurde, ist die gleiche Tendenz zu beobachten: das WT-COI1 und die Proteine COI1-85, COI1-382,
COI1-441 und COI1-466 unterdricken die coil-16 erhohte Expression des Phosphogly-
ceratmutase-Gens, wobei mit Leervektoren transformierte Linien ebenfalls nicht so eine hohe Ex-
pression zeigen wie die coil-16-Mutante (Abbildung 3.31). CRK15 zeigt dhnliche Expression wie die
Phosphoglyceratmutase in den untersuchten Genotypen, jedoch tendenziell erhéhte Transkriptmen-
gen in den beiden Leervektorkontrollen, ahnlich wie in der coi1-16-Mutante. Das COI1-98-Protein ist
in beiden Fallen nicht funktional. Bezlglich der Expression des Germin 2 jedoch verhalten sich die
Kontrollen wie erwartet und zeigen signifikant erh6hte Expression, genau wie in der coil-16-Mutante
(Abbildung 3.31). Hier kdnnen die Proteine COI1-441 und COI1-466 tendenziell und COI1-382 signi-

fikant so gut wie das WT-COI1-Protein komplementieren, COI1-85 hingegen nicht.
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Abbildung 3.31 Quantitative RT-PCR-Analysen in mock-infizierten Wurzeln von COI1-Mutanten

Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen 4
Tage nach mock-Infektion. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 unabhangigen Replikaten (+ SEM) mit 20 Wur-
zeln / Replikat. Die relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die
relative Transkriptmenge von Col-g/1 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifi-
kante Unterschiede mit einem p-Wert<0,05 an (one way ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test). Bei
355:HA-COI1-85 handelt es sich um eine heterozygote Linie.

In einem weiteren Experiment wurde die Expression der Phosphoglyceratmutase noch einmal spezi-
fisch in Pflanzen, die mit dem Leervektor transformiert worden waren, und Pflanzen, die verschie-
dene mutierte COI1-Konstrukte exprimieren, verglichen (Abbildung 3.32). In einem Versuch mit meh-
reren internen Kontrollen wuchsen jeweils 10 Pflanzen einer Referenzlinie (355:HA 1 und 2 bzw.
355:HA-COI1-98) mit 10 Pflanzen eines der COIl1-Konstrukte (35S:HA-COI1, 35S:HA-COI1-85,
355:HA-COI1-382, 355:HA-COI1-441 sowie 355:HA-COI1-466) fir drei Wochen auf MS. Die Pflanzen
wurden auf 1 %ige Wasser-Agarose-Platten umgelegt und mock-infiziert. Im Anschluss wurden von
je zwei Platten jeweils 10 Wurzeln vereint. Fir jedes Konstrukt wurden sieben Replikate prapariert
und analysiert. Die Proteine COI1-382, COI1-441 und COI1-466 werden als funktional beziiglich der

Repression des Phosphoglyceratmutase-Gens in der coil-16-Mutante eingeschatzt (Abbildung 3.32).
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Abbildung 3.32 Quantitative RT-PCR der Phosphoglyceratmutase in mock-infizierten Wurzeln von
COI1-Mutanten

Genexpressionsanalysen in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen 4
Tage nach mock-Infektion. Jeweils 10 Pflanzen einer Referenzlinie wuchsen mit 10 Pflanzen einer Linie der
COl1-Derivate side by side auf einer Platte. Gezeigt sind Mittelwerte von 7 Replikaten (+ SEM) mit 20 Wur-
zeln / Replikat. Die relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die
relative Transkriptmenge der Leervektorkontrolle (355:HA 1) wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buch-
staben zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (unpaired two-tailed Student t-test).
Bei 355:HA-COI1-85 handelt es sich um eine heterozygote Linie.

Diese Analysen zeigen, dass ein COl1-Protein, das in der Pflanze JA-lle-abhangige Funktionen wie Fer-
tilitat, JA-sensitives Wurzelwachstum und JA-induzierbare JAZ10-Expression nicht mehr ausfiihren
kann, zur Repression von Genen beitragen kann, die in der coil-Mutante erhoht exprimiert werden

kann.

3.6 Analyse der Krankheitsphanotypen verschiedener Mutanten nach Infektion

mit V. longisporum

Im bisher beschriebenen Jasmonsaure-aktivierten Signalweg, ibernimmt COI1 die Funktion als Re-
zeptor fiur JA-lle (Yan et al., 2009; Sheard et al., 2010). Als F-Box-Protein ist COI1 in Anwesenheit von
JA-lle in die Degradierung downstream agierender JAZ-Repressor-Proteine involviert (Chini et al.,
2007) und aktiviert darliber nachgeschaltete Genexpressionskaskaden als Antwort auf JA. Das

COI1-Protein zeigt demnach im klassischen Signalweg JA-lle-Abhangigkeit.
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Nach Infektion mit V. longisporum wurde eine neue JA-lle-unabhdngige Funktion von COI1 nachge-
wiesen. Die JA-Hormonrezeptormutante coil-t zeigt im Gegensatz zum Wildtyp und zur JA-Biosyn-
these Mutante aos weniger Krankheitssymptome. Da vom Pilz keine JA-lle dhnliche Substanz gebildet
wird, die COI1 aktiviert, wird eine JA-lle-unabhangige Funktion von COI1 postuliert, die Suszeptibilitat

gegeniber V. longisporum vermittelt (Ralhan et al., 2012).
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Abbildung 3.33 Entwicklung der Krankheitssymptome der coi1-5-Mutante nach Infektion mit V. longispo-
rum im Sand-Erde-Infektionssystem

(A) Repréasentative Bilder von Col-0, aos, coil-t und coil-5 19 Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion.
(B) Darstellung der gemessenen relativen Blattflachen von mock- und V. longisporum-infizierten Genotypen.
Gezeigt sind Mittelwerte von 12 Replikaten (+ SEM) mit 4 Pflanzen / Replikat von 3 unabhéangigen Experi-
menten. Die relative Blattfliche des mock-infizierten Wildtyps wurde gleich 100 % gesetzt. Sterne zeigen
signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Korrektur) zwi-
schen mock- und V. longisporum-infizierten Proben an. (C) Quantifizierung der pilzlichen Biomasse mittels
gRT-PCR. DNA wurde aus Petiolen der infizierten Genotypen 19 Tage nach Infektion extrahiert. Gezeigt sind
Mittelwerte von 12 Replikaten (+ SEM) mit 4 Pflanzen / Replikat von 3 unabhangigen Experimenten. Die
relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von Actin8 normalisiert. Die relative Transkript-
menge von Col-0 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede mit
einem p-Wert < 0,05 an (one way ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test).
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In dieser Arbeit konnte diese Suszeptibilitdt-vermittelnde neue Funktion von COI1 mit der T-DNA-In-
sertionslinie coil-t noch einmal reproduziert und mit einer weiteren COlI1-Mutante, der coil-5, be-
statigt werden (Abbildung 3.33). Die coil-5-Mutante beinhaltet einen Austausch von Glycin zu Aspar-
tat an Position 98, am Ende des zweiten Loops, einem wichtigen Teil der JA-lle-Bindetasche und weist
aufgrund seiner Sterilitat und der Resistenz gegeniiber JA-induzierter Wurzelwachstumshemmung
den typischen JA-insensitiven Phanotypen auf (Yan et al., 2009).

Nach Infektion mit V. longisporum zeigt die coil-5-Mutante, genau wie coil-t Resistenz gegeniiber
dem Pathogen, wahrend Col-0 und aos eine signifikante Reduktion der Blattfliche 19 Tage nach In-
fektion mit dem Pilz zeigen (Abbildung 3.33 (A) und (B)). Die Resistenz gegenliber V. longisporum
beider Linien mit dem mutierten COI1-Protein, gehen tendenziell mit einer geringeren Menge an
pilzlicher DNA in den Petiolen einher (Abbildung 3.33 (C)).

Mit den folgenden Linien: 355:HA-COI1-85, 355:HA-COI1-98, 355:HA-COI1-382, 355:HA-COI1-441 und
35S5:HA-COI1-466 wurden Pflanzen erstellt, die COl1-Proteine enthalten, die nicht in der Lage sind
JA-lle zu binden, aber dennoch die erhéhte Expression der Markergene fiir die JA-lle unabhangige
Funktion von COI1 reprimieren zu kdnnen.

Durch Infektion der verschiedenen Linien mit V. longisporum kann nun der Einfluss dieser Proteine

auf die Auspragung der Krankheitssymptome nach Infektion mit dem Pilz getestet werden.

3.6.1 35S5:HA-COI1-85, -382, -441 und -466 zeigen wie der WT Suszeptibilitdt gegeniiber V. longi-
sporum

Die Infektion der verschiedenen transgenen Linien mit V. longisporum fand im Sand-Erde-Infektions-
system statt. Daflir keimten die Pflanzen zunachst auf MS-Platten aus, wurden dann nach zwei Wo-
chen auf ein Sand-Erde-Gemisch verpflanzt und nach weiteren zwei Wochen durch 45-mindtige In-
kubation der Wurzeln in einer Sporensuspension von V. longisporum (10° Sporen / mL) infiziert.
15 Tage nach Infektion wurden die Krankheitssymptome der Pflanzen anhand der Blattflache gemes-

sen (Abbildung 3.34 (A) und (B)).
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Abbildung 3.34 Entwicklung der Krankheitssymptome von COI1-Mutanten nach Infektion mit V. longispo-
rum im Sand-Erde-Infektionssystem

(A) Reprasentative Bilder von Col-gll, coil-16, 35S:HA-COI1, 355:HA 1 + 2 und
355:HA-COI1-85, -98, -382, -441 sowie -466 15 Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. (B) Darstel-
lung der gemessenen relativen Blattflaichen von mock- und V. longisporum-infizierten Genotypen. Gezeigt
sind Mittelwerte von 12 Replikaten (x SEM) mit 4 Pflanzen / Replikat von 3 unabhingigen Experimenten.
Die relative Blattflaiche des mock-infizierten Wildtyps wurde gleich 100 % gesetzt. Sterne zeigen signifikante
Unterschiede mit einem p-Wert<0,05 (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Korrektur) zwischen
mock- und V. longisporum-infizierten Proben an. (C) Quantifizierung der pilzlichen Biomasse mittels
gRT-PCR. DNA wurde aus Petiolen der infizierten Genotypen 15 Tage nach Infektion extrahiert. Gezeigt sind
Mittelwerte von 12 Replikaten (+ SEM) mit 4 Pflanzen / Replikat von 3 unabhidngigen Experimenten. Die
relativen Transkriptmengen wurden gegen die Expression von Actin8 normalisiert. Die relative Transkript-
menge von Col-g/1 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede
mit einem p-Wert < 0,05 an (one way ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test). Bei 355:HA-COI1-85 handelt es sich
um eine heterozygote Linie.
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Repréasentative Bilder der mock- und V. longisporum-infizierten Pflanzen (Abbildung 3.34 (A)) sowie
die quantitative Auswertung (Abbildung 3.34 (B)) dreier unabhéangiger Experimente zeigt, dass der
WT im Gegensatz zur coil-16-Mutante suszeptibel gegeniiber dem Pilz ist. Die coil-16-Mutante zeigt
keine signifikante Reduktion der Blattflache 15 Tage nach V. longisporum-Infektion. Auch die Kom-
plementationslinie mit dem wildtypischen COI1-Konstrukt zeigt eine reduzierte Blattflache dhnlich
der des Wildtyps. Unerwarteterweise zeigen beide Leervektorkontrollen, 355:HA 1und2 im
coil-16-Hintergrund, ebenfalls stark ausgepragte Krankheitssymptome nach Infektion mit dem Pilz,
einhergehend mit reduzierter Blattflache und friiher Seneszenz. Hier setzt sich der Trend fort, der
bereits fiur die leicht erhohte Sensitivitat des Wurzelwachstums (Abbildung 3.29) und fir die weniger
stark erhdhte Expression, der fiir die JA-unabhangige COI1-Funktion charakteristischen Markergene
beobachtet wurde (Abbildung 3.30). Fiir 355:HA-COI1-98 konnte Resistenz gegeniiber V. longisporum
beobachtet werden. Dieses Ergebnis bestatigt damit zuvor gezeigte Insensitivitat gegeniber V. long-
isporum der coil-5-Mutante, eine Linie mit derselben Mutation wie die 355:HA-COI1-98 (Abbildung
3.33). Die Linien 35S5:HA-COI1-85, 355:HA-COI1-382, 355:HA-COI1-441 sowie 355:HA-COI1-466 wei-
sen starken Einfluss des Pilzes auf die BlattflachengrofRe auf. Sie zeigen dhnlich starke Reduktion der
Blattflache wie Col-g/1 und die Komplementationslinie (355:HA-COI1), beides Linien, deren COI1-Pro-
tein JA-lle binden kann. Western-Blot-Analysen zeigen, dass alle untersuchten Pflanzen das hetero-
loge COI1-Protein gleichmaRig stark exprimieren (Abbildung 3.34 (B)).

Die Analyse der pilzlichen DNA in Petiolen zeigt erhohte Mengen in der 355:HA-COI1-85, eine Linie,
die Suszeptibiltat gegeniber V. longisporum aufweist (Abbildung 3.34 (C)). In den restlichen analy-
sierten Genotypen ist kein signifikanter Unterschied der pilzlichen DNA in Petiolen zu beobachten
(Abbildung 3.34 (C)). Tendenziell ist zu erkennen, dass V. longisporum in coil-t und der
355:HA-COI1-98-Linie weniger effizient proliferien kann.

Expressionsanalysen der Phosphoglyceratmutase in Wurzelmaterial der mock- und V. longispo-
rum-infizierten COI1-Derivate und ihren Kontrollen zeigen eindeutig erhdhte Expression nach Pilzin-
fektion (Abbildung 3.35). Die durch V. longisporum induzierte Expression des Markergens 15 Tage
nach Behandlung mit dem Pilz im Sand-Erde-Infektionssystem, zeigt Abhangigkeit von COI1. Dagegen
ist im Platten-Infektionssystem 4 Tage nach Infektion mit V. longisporum keine induzierte Expression

der Phosphoglyceratmutase zu beobachten (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.35 Quantitative RT-PCR der Phosphoglyceratmutase in Wurzeln von COI1-Mutanten nach
mock- und V. longisporum-Infektion im Sand-Erde-Infektionssystem

Genexpressionsanalysen in Wurzeln 15 Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion im Sand-Erde-Infek-
tionssystem. Gezeigt sind Mittelwerte von 4 Replikaten (£ SEM) mit 4 Wurzeln / Replikat. Die relativen Tran-
skriptmengen wurden gegen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative Transkriptmenge des
mock-infizierten Col-g/1 wurde gleich 1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unter-
schiede mit einem p-Wert < 0,05 (unpaired two-tailed Student t-test) zwischen mock- und V. longisporum-in-
fizierten Proben an. Fiir coil-16 konnte aufgrund fehlender Replikate kein Signifikanztest durchgefiihrt wer-
den. Bei 355:HA-COI1-85 handelt es sich um eine heterozygote Linie.

3.6.2 JAZ1A3-lLinien zeigen wie der WT Suszeptibilitdt gegeniiber V. longisporum

Um zu testen ob die Suzeptibilitdt vermittelnde JA-lle-unabhangige Funktion von COI1 gegenliber
V. longisporum downstream Gene des JA-Signalweges einschlieSt, wurde die 355:JAZ1A3-GUS Linie
infiziert und analysiert (Abbildung 3.36). Weiterhin wurden transgene Linien untersucht, die das Kon-

strukt unter dem wurzelspezifischen Promotor PYK10 regulieren.
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Abbildung 3.36 Entwicklung der Krankheitssymptome in JAZ1A3-Mutanten nach Infektion mit V. longispo-
rum im Sand-Erde-Infektionssystem

(A) Reprasentative Bilder von Col-0, aos, coil-t sowie PYK10:HA-GUS (Leervektorkontrolle), drei unabhangi-
gen PYK10:HA-JAZ1A3-GUS Linien und der Uberexpressionslinie 355:JAZ1A3-GUS* und dem entsprechend
segregierendem WT Col-0* 15 Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion. (B) Darstellung der gemesse-
nen relativen Blattflichen von mock- und V. longisporum-infizierten Genotypen. Gezeigt sind Mittelwerte
von 8 Replikaten (+ SEM) mit 4 Pflanzen / Replikat von 2 unabhédngigen Experimenten. Die relative Blattfla-
che des mock-infizierten Wildtyps wurde gleich 100 % gesetzt. Sterne zeigen signifikante Unterschiede mit
einem p-Wert < 0,05 (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Korrektur) zwischen mock- und V. longispo-
rum-infizierten Proben an. (C) Quantifizierung der pilzlichen Biomasse mittels qRT-PCR. DNA wurde aus Pe-
tiolen der infizierten Genotypen 15 Tage nach Infektion extrahiert. Gezeigt sind Mittelwerte von 8 Replika-
ten (£ SEM) mit 4 Pflanzen / Replikat von 2 unabhidngigen Experimenten. Die relativen Transkriptmengen
wurden gegen die Expression von Actin8 normalisiert. Die relative Transkriptmenge von Col-0 wurden gleich
1 gesetzt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 an (one
way ANOVA, gefolgt vom Tukey-Test). * markieren jeweils beide Genotypen, die aus einer heterozygoten,
segregierenden Pflanzenlinie hervorgegangen sind.

Reprasentative Bilder von den drei unabhdngigen PYK10:HA-JAZ1A3-GUS-Linien und der

355:JAZ1A3-GUS-Linie (Abbildung 3.36 (A)) zeigen nach Infektion reduzierte Blattflache und verfriihte

Seneszenz. Die quantitative Auswertung der Blattflache bestéatigt den negativen Einfluss des Pilzes

auf die Pflanzen (Abbildung 3.36 (B)). Unabhangig von der Wahl des Promotors, PYK10, ein wurzel-

spezifischer oder 35S, kommt es trotz ektopischer Expression von stabilisiertem JAZ1 zu signifikanter
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Reduktion der Blattflache 15 Tage nach Infektion mit V. longisporum. Diese Mutanten zeigen ahnli-
che Blattflachenreduktionen wie der analysierte WT (Col-0 bzw Col-0*), die aos-Mutante und die
Leervektorkontrolle (PYK10:HA-GUS).

Die coil-t-Mutante zeigt im Gegensatz zur aos-Mutante erneut Toleranz gegeniiber dem Pilz und
somit, dass das COI1-Protein in die JA-lle-unabhangige, vermittelnde Suszeptibilitdt involviert ist.
Uber eine JAZ-unabhingige, Suszeptibilitit-vermittelnde COI1-Funktion kann aufgrund der nur par-
tiellen negativen Dominanz der 355:JAZ1A3-GUS-Linie keine Aussage getroffen werden (vgl. Kapitel
3.3.5und 3.4.3).

Die Analyse der pilzlichen DNA in Petiolen in unterschiedlichen Genotypen zeigt keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 3.36 (C)). Tendenziell ist zu erkennen, dass V. longisporum in coil-t weniger

effizient proliferien kann.

3.6.3 Salicylsaure ist nicht in die Suszeptibilitidt-vermittelnde JA-lle-unabhangige Funktion von
COIl1 involviert

Da Jasmonsaure und Salicylsdure in Bezug auf die Pflanzenabwehrantwort antagonistisch wirkende
Phytohormone sind (Pieterse et al., 2009), wurde getestet, ob die erhéhte Expression des SA-Biosyn-
thesegen ICS1 in der coil-t-Mutante am Abwehrprozess gegen V. longisporum beteiligt ist. Dazu
wurde die SA-Biosynthese-Mutante sid2-2 und die Doppelmutante coil-1 x sid2-2 im Vergleich zu
Col-gl1, aos und coil-1 im Sand-Erde-Infektionssystem analysiert. Wahrend der Wildtyp und die
aos-Mutante erneut typische Krankheitssymptome nach Infektion mit V. longisporum aufweisen,
zeigt die coil-1-Mutante Toleranz (Abbildung 3.37 (A) und (B)). Die Biosynthesemutante sid2-2 zeigt
im Hintergrund des Wildtyps, d.h. in Anwesenheit von COI1, Suszeptibilitdt gegeniber V. longispo-
rum. Ist das COI1 Protein zusatzlich zur Isochorismat-Synthase mutiert, wird die Toleranz gegeniber
V. longisporum hergestellt. Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass SA nicht in die Suszeptibilitat-ver-
mittelnde JA-lle-unabhangige COl1-Funktion involviert ist.

Expressionsanalysen der Phosphoglyceratmutase in diesem untersuchten Wurzelmaterial zeigen er-
neut induzierte Transkriptmengen nach Infektion mit V. longisporum und SA-unabhéngige, tendenti-
ell jedoch JA-lle- und COI1-abhéngige Regulation des Gens nach Pilz-Behandlung (Abbildung 3.37 (C)).
Wie schon im Plattensystem gezeigt werden konnte (Abbildung 3.16), ist die Expression der Phos-
phoglyceratmutase in der sid2-2-Mutante gegenliber der coil-1 und der Doppelmutante
coil-1 x sid2-2 sigifikant reduziert, hier sichtbar in mock induzierten Wurzeln. Dies bedeutet, auf ba-
salem Level reprimiert die neue COI1-Funktion die Expression der Phosphoglyceratmutase unabhan-

gig von SA und JA-lle.
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Abbildung 3.37 Entwicklung der Krankheitssymptome und Genexpressionsanalysen in Abhangigkeit von
Salicylsdure nach Infektion mit V. longisporum im Sand-Erde-Infektionssystem

(A) Reprasentative Bilder von Col-gl1, aos, coil-1, sid2-2 und coil-1 x sid2-2 15 Tage nach mock- und V. long-
isporum-Infektion. (B) Darstellung der gemessenen relativen Blattflachen von mock- und V. longisporum-in-
fizierten Genotypen. Gezeigt sind Mittelwerte von 12 Replikaten (+ SEM) mit 4 Pflanzen / Replikat von 3
unabhangigen Experimenten. Die relative Blattfliche des mock-infizierten Wildtyps wurde gleich 100 % ge-
setzt. Sterne zeigen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 (two way ANOVA, gefolgt von Bon-
ferroni-Korrektur) zwischen mock- und V. longisporum-infizierten Proben an. (C) Genexpressionsanalysen in
Wourzeln 15 Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion im Sand-Erde-Infektionssystem. Gezeigt sind
Mittelwerte von 4 Replikaten (£ SEM) mit 4 Wurzeln / Replikat. Die relativen Transkriptmengen wurden ge-
gen die Expression von UBQ5 normalisiert. Die relative Transkriptmenge des mock-infizierten Col-g/1 wurde
gleich 1 gesetzt. * bzw. unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede mit einem

p-Wert < 0,05 an (two way ANOVA, gefolgt von Bonferroni-Korrektur bzw. unpaired two-tailed Student
t-test).
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Abbildung 4.1 Modellvorstellung des JA-lle unabhdngigen,
durch COI1 regulierten mobilen Signals

V. longisporum dringt in die Wurzel von Wirtspflanzen ein.
Im Gegensatz zur coil-Mutante kommt es im WT und der
aos-Mutante zur Ausbildung des Pathophanotypen. Es wird
ein mobiles Signal postuliert, aktiviert durch eine JA-lle un-
abhangige COIl1-Funktion, das in der Wurzel gebildet wird
und im Spross die Entwicklung der Krankheitssymptome
hervorruft.

V. longisporum ist ein bodenbirtiges Pilz-
pathogen, das durch die Wurzel seiner
Wirtspflanzen eindringt. Durch Hyphen-
wachstum und Konidientransport im
Xylem erreicht der Pilz oberirdische
Pflanzenteile und 16st die Entwicklung pa-
thophéanotypischer Symptome aus (Ber-
langer und Powelson, 2000).

Nach der Infektion von WT, der JA-Hor-
monbiosynthesemutante aos und der
JA-Hormonrezeptormutante coil-t mit
V. longisporum, weisen aos-Pflanzen
wildtypische Symptome auf, wahrend
coil-t-Pflanzen tolerant gegenlber dem
Pilz sind. Diese Ergebnisse schienen unge-
wohnlich, da beide Mutanten Defekte
des Jasmonsdureweges aufweisen und
somit denselben Phanotypen zeigen soll-
ten. Da vom Pilz keine JA-lle dhnliche Sub-
stanz gebildet wird, die COI1 aktiviert,
wird eine neue, JA-lle unabhangige Funk-
tion von COI1 postuliert, die im oberirdi-

schen Pflanzenteil Suszeptibilitat hervor-

ruft. Durch Pfropfungsexperimente von chimaren Pflanzen wurde gezeigt, dass der Genotyp der Wur-

zel den Krankheitsphdnotypen des Sprosses beeinflusst (Ralhan et al., 2012). Dies fiihrt zur Hypo-

these eines mobilen Signals, das in der Wurzel gebildet wird und im Spross den Pathophanotypen

hervorruft (Abbildung 4.1).
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4.1 V. longisporum zeigt schwachen Einfluss auf das pflanzliche Transkriptom im

sterilen Plattensystem

Zur ldentifizierung des JA-lle unabhangigen, jedoch COl1-abhdngigen mobilen Signals, sollten in der
vorliegenden Arbeit Transkriptanalysen von Wurzelmaterial der Genotypen Col-0, aos und coil-t
nach Infektion mit V. longisporum durchgefiihrt werden.

Da einige Infektionssysteme von A. thaliana mit V. longisporum bekannt sind, wurde zunachst die

Wahl des Systems getroffen.

A B C

Platten-Infektionssystem Infektionskanalsystem Sand-Erde-Infektionssystem

“

1S

Agarose MS-Medium

Abbildung 4.2 Schematische Darstellung dreier unterschiedlicher Infektionssysteme von A. thaliana mit
V. longisporum

(A) Im Platten-System erfolgt die Infektion von Arabidopsis-Pflanzen auf Wasser-Agarose. Unter den zuvor
herrschenden Wachstumsbedingungen entwickeln diese Pflanzen eine einzelne Hauptwurzel, in der 4 Tage
nach Infektion mit V. longisporum eine Besiedlung des Xylems beobachtet werden kann. (B) Im Infektions-
kanalsystem erfolgt das Wachstum wie auch die Infektion der Pflanzen auf MS-Medium. Unter diesen Be-
dingungen dringt der Pilz zwar in die Wurzel ein, kann aber nicht das Xylem besiedeln. (C) Im Sand-Erde-In-
fektionssystem bilden die Arabidopsis-Pflanzen ein weit verzweigtes Wurzelwerk aus. Nur in wenigen Wur-
zeln dieses Materials kann V. longisporum im Xylem detektiert werden.

Im Sand-Erde-Infektionssystem (Abbildung 4.2 (C)) werden Arabidopsis-Pflanzen nach der Anzucht
aus dem Substrat gezogen und mit einer Sporensuspension des Pilzes infiziert. In diesem System bil-
den Arabidopsis-Pflanzen ein weit verzweigtes Wurzelwerk (Abbildung 3.1 (A)), in dem nur wenige
Wurzeln im Bereich des Xylems vom Pilz kolonisiert werden. Daher wurden zwei Infektionssysteme
in Betracht gezogen, in denen die Pflanzen auf sterilem Medium angezogen werden und die Verzwei-
gung der Wurzel unter diesen Bedingungen weniger stark ausgepragt ist. Im sogenannten Infektions-
kanalsystem (Abbildung 4.2 (B)), in dem die Pflanzen auf MS-Medium wachsen, kann der Pilz zwar in

die Wurzel eindringen, jedoch nicht das Xylem kolonisieren. Da vermutet wird, dass das systemische
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Signal unter Umstanden nur gebildet wird, wenn sich V. longisporum im Xylem befindet, fiel die Ent-
scheidung fiir das von der AG-Lipka entwickelte sogenannte Platten-Infektionssystem (Abbildung 4.2
(A)). Ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche Besiedlung des Xylems ist in diesem System, dass die
Pflanzen fir die Infektion auf ndhrstoffarmes Wasser-Agarose-Medium umgesetzt werden.
Trankriptanalysen dieses Materials wurden mit Hilfe der RNA-Seq-Methode durchgefiihrt, die im Ge-
gensatz zu Microarray-Analysen den Vorteil bot, dass das Expressionsprofil nicht nur auf Gene von
A. thaliana beschrankt wurde, sondern auch Transkripte von V. longisporum detektiert werden konn-
ten.
Bei der Auswertung des erhaltenen Datensatzes fiel zundchst auf, dass zwei unterschiedliche Wildty-
pen aus zwei segregierenden Linien, der aos und coil-t, starke Diskrepanzen in ihrem Expressions-
profil aufweisen. Wahrend der WT aus der heterozygoten aos-Linie 107 Gene aufweist, die eine min-
destens 2-fache Induktion mit einem p-Wert < 0,1 nach Infektion mit V. longisporum erkennen las-
sen, konnte flr den zweiten WTz1+ €ine induzierte Transkriptmenge fiir 256 Gene gefunden werden
(Abbildung 4.3). Beide Wildtypen zeigen eine Uberlappung fiir nur 34 Gene. Hier stellt sich die Frage,
ob aufgrund der unterschiedlichen Historie beider Wildtypen epigenetische Mechanismen Einfluss
zeigen und einen oder auch beide Wildtypen dazu veranlassen, auf der Ebene der Genexpression fir
einen Wildtyp untypische Reaktionen in Bezug auf V. longisporum zu zeigen.
Da zuvor bereits Microarray-Analysen
WT (Tim Iven) WT 0 von Col-0, im Infektionskanalsystem (Ab-
362 107
bildung 4.2 (B)) gewachsen und mit
V. longisporum infiziert, durchgefiihrt
wurden (Iven, 2009), wurde dieser Daten-
satz als Referenz verwendet und mit den
unterschiedlich induzierten Transkripten
der zwei hier verwendeten Wildtypen
verglichen (Abbildung 4.3). Der Datensatz

WT des durchgefiihrten Microarrays weist
coil-t
256 362 Gene auf, die drei Tage nach Infek-

tion mit V. longisporum in Col-0 induziert
Abbildung 4.3 Venn-Diagramm der Gene, die nach Infektion

mit V. longisporum in drei unterschiedlich analysierten werden (mindestens 2-fache Induktion

Wildt induziert d
riatypen Induziert werden und einem p-Wert<0,1; (Ilven, 2009)).

Dargestellt sind alle Gene, die in Col-0 am Tag 3 (rot;
Microarray-Analysen; lven, 2009) bzw. im WTqos (griin) und
WTwizt (blau) (RNA-Seg-Analysen) am Tag 4 nach Infektion
mit V. longisporum mindestens zweifach induziert sind und
einen p-Wert < 0,1 aufweisen dass beide Wildtypen, WTaos und WTeoiz-t,

Vergleicht man die Transkriptome aller

drei Wildtypen, ist deutlich erkennbar,

115



Diskussion

auch zum WT aus fritheren Analysen kaum Uberlappungen zeigen. Nur 8 Gene zeigen eine gemein-
same Induktion in allen drei Wildtypen. Bei zwei dieser acht Gene handelt es sich tatsachlich um die
vorab gewahlten Infektionsmarker (Abbildung 3.3). Die dhnliche Induktion der Gene in Wildtypen aus
beiden sterilen Systemen, dem Platten-Infektionssystem und Infektionskanalsystem, konnte in ei-
nem parallel durchgefiihrten Experiment beider Ansatze verifiziert werden (Abbildung 3.8).
Schlussfolgernd wird die Erkenntnis gewonnen, dass in sterilen Plattensystemen die Wirkung
von V. longisporum auf eine veranderte Genexpression in Pflanzen sehr schwach ist. Schon die stark
verzogerten und wenig ausgepragten Krankheitssymptome der Pflanzen aus dem Platten-Infektions-
system (Abbildung 3.1 (B)) deuteten an, dass es unter den gewdahlten Bedingungen nur zu einer
schwachen Induktion von Genen kommen wiirde, die fiir die Kolonisierung oder Symptomauspra-
gung im Spross verantwortlich sind. Die Stringenzkriterien mussten stark herabgesetzt werden um
liberhaupt eine Veranderung in den Transkriptomen der unterschiedlichen Genotypen erkennen zu
koénnen. Dies fuhrte jedoch zu vielen falsch positiven Genen.
Fir die schlechte Auflésung der unterschiedlichen Genexpression nach Infektion mit V. longisporum
wird weiterhin die gewahlte Tiefe der RNA-Sequenzierung Einfluss gehabt haben. Die verwendeten
15-20 Millionen reads pro Probe hatten die schwach exprimierten Transkripte aufgrund der hohen
Konzentration einer reduzierten Anzahl stark exprimierter Transkripte wahrscheinlich verdeckt. Des-
weiteren spielt die Lange der Transkripte in RNA-Seg-Analysen eine Rolle bei der Detektion. So
kommt es, dass langere Transkripte gegeniber kirzeren bevorzugt detektiert werden (Tarazona et
al., 2011). Eine tiefere Sequenzierungsebene ware daher ebenfalls sinnvoll gewesen, da regulatori-
sche Transkripte meist kurz sind. Beide Parameter wirken sich auf die Interpretation der biologischen
Daten aus.
Schon der Vergleich zweier Datensdtze unterschiedlich verwendeter Microarrays zeigte, dass die Me-
thoden zur Transkriptomanalysen empfindlich sind und die Ergebnisse von vielen Faktoren beein-
flusst werden (Hannah et al., 2005). So kann eine unterschiedliche statistische Datenanalyse von un-
abhangigen Replikaten bspw. schon zu unterschiedlichen Ergebnissen fihren. Vermutlich wiirde sich
der Datensatz eines Microarrays des in dieser Arbeit analysierten Materials deutlich von denen durch
RNA-Seqg-Analysen erhaltenen Ergebnissen unterscheiden. Ob durch neue Transkriptomdaten des
gleichen Materials dennoch neue Erkenntnisse geliefert werden, ist fragwiirdig. Vielmehr bietet sich
dafiir ein Wechsel des Infektionssystems und damit das Wurzelmaterial aus dem Sand-Erde-System
an. Expressionsanalysen der Phosphoglyceratmutase in diesem Wurzelmaterial zeigen namlich signi-
fikante Induktion nach Infektion mit V. longisporum (Abbildung 3.14; Abbildung 3.35). Da dieses Gen
in einem RNA-Seg-Datensatz gefunden wurde, der Unterschiede von WT und der aos-Mutante zur

coil-Mutante aufweist, jedoch Unabhéangigkeit von der Infektion mit V. longisporum zeigt, war dieses
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Ergebnis Uberraschend (Abbildung 3.12). Damit konnte jedoch gezeigt werden, dass trotz einer ge-
ringen Besiedlung des Xylems im Sand-Erde-Infektionssystem das Signal systemisch induziert zu sein
scheint und zu einer erhéhten Expression im gesamten Wurzelmaterial fihrt. Daher wiirde es sich
anbieten, dieses Wurzelmaterial aus dem Sand-Erde-Infektionssystem fiir erneute Transkriptomana-
lysen einzusetzen, um das mobile Signal, das in der Wurzel gebildet wird und im Spross Suszeptibilitat
gegeniber V. longisporum vermittelt, zu identifizieren. Aufgrund der allgemein langeren Erfahrung
im Umgang mit Microarray Datensatzen beziglich systemischer Messabweichungen und ausgereif-

ten Analysen, wirde diese Art der Transkriptomanalyse bevorzugt verwendet werden.

Die schwache Reaktion von Pflanzen auf den Pilz im sterilen Infektionssystem flihrte dazu, dass keine
verlasslichen Unterschiede im Verhalten der induzierten Genexpression zwischen den analysierten
Mutanten aos und coil-t detektiert werden konnten. Gene, die auf den ersten Blick interessant er-
schienen, da sie in coil anders reguliert werden als im WT und der aos-Mutante (Abbildung 3.6) und
potentiell in die Aktivierung des mobilen Signals, das im Spross Suszeptibilitdat vermittelt, involviert
sind, haben sich nach Veranschaulichung der Expressionsprofile als keine guten Kandidatengene her-
ausgestellt (Abbildung 3.7). Tatsachlich lieferten die Daten der RNA-Seq-Analyse nur verlassliche Da-
ten fur robuste Effekte. Diese wurden nur in den Transkriptomen der unterschiedlichen Genotypen
unabhangig von der Infektion mit V. longisporum gefunden. 113 Gene zeigten im Vergleich zu WTos,
aos und WTiz-+ in der coil-t-Mutante eine erhohte Expression mit einer deutlich héheren Stringenz
(mindestens 4-fach induzierte Genexpression mit einem p-Wert < 0,01; Abbildung 3.14).

Da beschrieben ist, dass die JA-induzierte Expression von drei NAC-Transkriptionsfaktoren, ANAC019,
ANACO55 und ANAC072, die SA-Biosynthese durch direkte Interaktion mit dem Promotor der /CS1
unterdriicken (Zheng et al., 2012), wurde zunachst mit veroffentlichten Transkriptomdaten (ber-
prift, welche dieser 113 Gene nicht durch SA beeinflusst werden (Abbildung 3.12). lhre induzierte
Genexpression in der coil-Mutante wird dann vermutlich nicht aufgrund der Hyperstimulierung des
SA-Signalweges erfolgen, da in dieser Arbeit wie auch bereits zuvor schon Unabhangigkeit der Tole-
ranz von Salicylsdure gegeniber V. longisporum gezeigt werden konnte (Ralhan et al., 2012; Abbil-
dung 3.37). Daraus folgt, dass die als Konsequenz der erhéhten ICS1-Expression in coil (Abbildung
3.11) erhoht exprimierten Gene nicht fiir diesen Pathophdnotypen verantwortlich sein kdnnen. Diese
SA-induzierten Gene, wobei es sich um 65 von 84 analysierten Transkripte handelt (29 der 113 Tran-
skripte waren im Genevestigator-Datensatz nicht enthalten), wurden deshalb von weiteren Analysen
ausgeschlossen.

Flr 19 der 113 erhoht exprimierten Gene in der coil-t-Mutante konnte in veréffentlichten Transkrip-

tomdaten kein Einfluss von SA auf ihre Genexpression vermerkt werden.
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Auffallig ist jedoch, dass die Liste der 113 Gene, unabhangig davon, ob ihre Expression durch SA be-
einflusst wird oder nicht, primar Gene beinhaltet, die in Abwehrmechanismen der Pflanze involviert
sind. Es scheint, dass das COI1-Protein sowohl als Teil des klassischen JA-Weges, als auch unabhangig

von JA-lle Funktionen in der Verteidigung gegeniber dulReren Einflissen Gibernimmt.

4.2 Basal wird die Phosphoglyceratmutase durch eine anzestrale, JA-lle-unabhan-

gige COI1-Funktion reguliert

Bei einem der 113 Gene, die im Gegensatz zum WT und der aos-Mutante erhéhte Expression in der
coil-t-Mutante zeigen, handelt es sich um die Phosphoglyceratmutase (Abbildung 3.14). Die erhdhte
Expression der Phosphoglyceratmutase und der weiteren Gene wurde unabhéngig von V. longispo-
rum entdeckt. In den folgenden Analysen wurde die Phosphoglyceratmutase als Markergen der
neuen COI1-Funktion gesehen, die unabhangig von JA-lle die Expression der Gene reprimiert.

Die Phosphoglyceratmutase ist ein Gen, das als Enzym der Glykolyse die Umlagerung eines Phos-
phatrestes bewirkt. Dabei katalysiert es die Umwandlung von 3-Phosphoglycerat, einem Molekiil,
das eine wichtige Vorstufe zur Biosynthese der Aminosauren L-Serin, L-Cystein und Glycin darstellt
(Albers et al., 2003), zu 2-Phosphoglycerat. Die Lokalisation der Phosphoglyceratmutase ist bisher
unbekannt, allerdings wird mit einer ~ 60 % igen Wahrscheinlichkeit eine cytoplasmatische Lokalisa-
tion vorhergesagt (Briesemeister et al., 2010). Dies ist stimmig mit der im Cytoplasma ablaufenden
Glykolyse.

Die in dieser Arbeit gezeigte Repression der Phosphoglyceratmutase durch COI1 erfolgt auch in der
aos-Mutante und ist somit unabhangig von JA-lle (Abbildung 3.14). Weiterhin kann die reprimierende
Funktion nur sehr geringfligig durch JA-lle verstarkt werden (Abbildung 3.17). Nach Infektion mit
V. longisporum scheint es jedoch, dass sich die Funktion des COI1-Proteins umkehrt. Im Sand-Erde-In-
fektionssystem konnte nach Behandlung mit dem Pilz eine Induktion der Genexpression vernommen
werden, die in der aos- und coil-Mutante geringer ausfiel (Abbildung 3.34 und Abbildung 3.37). Hier
scheint die Expression durch ein vom Pilz kommendes Signal und abhangig von JA-lle und COI1 indu-
ziert zu werden (Abbildung 4.4). Es scheint, als ob die neue JA-lle unabhangige Funktion von COI1
durch das mogliche Signal vom Pilz Gberlagert wird, und die altbekannte Funktion als Aktivator (iber-

nimmt.
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Abbildung 4.4 Genregulation der Phosphoglyceratmutase in mock- und V. longisporum-infiziertem Wur-
zelmaterial

COI1 reprimiert unabhangig von JA-lle (auch in der aos-Mutante) die Expression der Phosphoglyceratmutase,
wahrend nach Infektion mit V. longisporum die klassische Funktion von COI1 aktiv zu sein scheint. In Abh&n-
gigkeit von JA-lle verstarkt COI1 die Pilz-induzierte Expression der Phosphoglyceratmutase. Ein potentielles
Signal vom Pilz scheint in die induzierte Genexpression nach Infektion involviert zu sein.

Uber die Signaltransduktionskette, die auch in der coil- und aos-Mutante noch eine Induktion der
Phosphoglyceratmutase im Sand-Erde-Infektionssystem erlaubt, kann noch keine Aussage getroffen
werden. Lediglich der Salicylsdureweg kann ausgeschlossen werden, da in dieser Arbeit die Abhan-
gigkeit der induzierten Phosphoglyceratmutase—Expression von diesem Hormon eindeutig wieder-
legt werden konnte (Abbildung 3.37).

Primar wird fur die Regulation der Phosphoglyceratmutase eine basale, JA-lle unabhangige Funktion
von COI1 postuliert, die moglicherweise in Abhangigkeit von JAZ agiert. Hinweise dazu liefern Studien
in Physcomitrella patens und Marchantia polymorpha, die zeigen, dass Homologe des JA-lle Rezep-
tors COI1 und JAZ im Genom prasent sind (Wang et al., 2015). Dies lasst darauf schlieRen, dass es sich
bei dem COI1/JAZ-Komplex evolutiondr um einen anzestralen Komplex handelt und eine Gemein-
samkeit zwischen der Aufteilung der Landpflanzen in Tracheophyten und Bryophyten darstellt. Auch
wenn gezeigt werden konnte, dass exogenes MelA in P. patens zu reduziertem Wachstum und In-
duktion von Abwehrgenen fihrt, lieBen Analysen des Oxylipingehalts in P. patens schlussfolgern,
dass das Moos nicht in der Lage ist JA selber zu synthetisieren (Ponce De Ledn, I. et al., 2012; Stumpe
et al., 2010). Aufgrund der augenscheinlichen Diskrepanz zwischen der Fahigkeit auf MeJA zu reagie-
ren und der Unfahigkeit das Molekiil selber synthetisieren zu konnen wird postuliert, dass der anzes-
trale COI1/JAZ-Komplex eine breitere Ligandenspezifitit aufweist und somit sowohl den endogenen,

noch unbekannten Liganden erkennt als auch exogen zugegebene JA.
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Die in dieser Arbeit analysierte neue Funktion von COI1, die unabhangig von JA-lle ist, scheint dem-
nach eine anzestrale Funktion von COI1 zusammen mit JAZ zu sein, die mit der Entwicklung der
JA-Synthese in Pflanzen aufgrund hoher Affinitdt des Rezeptors zu seinem Liganden in den Hinter-

grund gestellt wurde.

4.3 Es wird postuliert, dass die anzestrale Funktion von COI1 abhangig von JAZ ist

Um die Rolle des Liganden weiterhin verifizieren zu kdnnen, wurden Linien mit Mutationen in der
Bindetasche des Rezeptorproteins COI1 fir JA-lle untersucht. Tatsachlich konnte aber mit Struktur-
analysen gezeigt werden, dass der wirkliche Rezeptor fiir JA-lle nicht COI1 alleine, sondern ein Zu-
sammenspiel von COI1 und dem JAZ-Protein ist (Sheard et al., 2010). Wahrend JA-lle durch das
COI1-Protein mit hoher Spezifitat erkannt und in einer Vertiefung im Bereich der LRR-Region gebun-
den wird, setzt das JAZ-Protein als eine Art Verschluss das Hormon in der Bindetasche fest.

Dabei binden JAZ-Proteine Giber eine konservierte a-Helix
an das COI1-Protein, wahrend sich eine Schleifenregion
des JAZ-Proteins Uber JA-lle, sitzend in der Bindetasche,
legt und durch Bindungen mit COI1 und dem Hormon die-
ses darin einschlieRt (Abbildung 4.5). Es konnte gezeigt

werden, dass Coronatin, das natlrliche Analogon von

JA-lle aus Pseudomonas syringae, in vitro kaum Bindun-
Abbildung 4.5 Schematische Darstellung oo aingeht, wenn das COI1- oder ein JAZ-Protein alleine

des COI1/JA-lle/JAZ-Komplex

Uber eine a-Helix bindet JAZ an COIL. Eine  2U" Verfligung steht (Sheard et al., 2010). Daraus lasst

Schleifenregion von JAZ bindet an COI1 sjch schlieRen, dass der COI1/JAZ-Komplex als Ko-Rezep-

und JA-lle und fixiert damit das an COI1 ge- o )
bundene Hormon. tor die Bindung von JA-lle vermittelt.

Als die verschiedenen CO/1-Mutanten entworfen und hergestellt wurden, war die exakte Bindung
des COI1/JA-lle/JAZ-Komplexes noch nicht bekannt. In Anlehnung an die Auxin-Bindestellen des Pa-
ralogen TIR1 wurden Mutationen in das COIl1-Protein eingefligt. Die Intention war dabei, das
COI1-Protein so zu verdndern, dass es nicht mehr in der Lage ist, JA-lle zu binden, ohne die Konfor-
mation und somit seine Aktivitdt zu verlieren. Daflir wurde durch zielgerichtete Mutagenese bei vier
der finf mutierten COl1-Proteine jeweils eine spezifische Kontaktstelle des TIR1 flr Auxin in die ent-

sprechende Stelle des COl1-Proteins eingefiihrt (Abbildung 4.6).
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Mit dem heutigen Wissen wird deutlich, dass die Ligandenbindestelle des COI1 fiir JA-lle in allen Mu-
tanten exakt getroffen wurde (Abbildung 4.6; blau bzw. rot markierte AS). Dadurch, dass nicht immer
nur eine Aminosaure mutiert wurde, wird mit Hilfe der Strukturanalysen des COI1/JA-lle/JAZ-Kom-
plex offensichtlich (Sheard et al., 2010; Yan et al., 2009), dass durch jede Mutation ebenfalls eine
Bindestelle zum JAZ-Degron getroffen wurde. Teilweise ist die Bindestelle des COI1-Proteins zu JA-lle
nicht von Bindestellen zum JAZ-Protein trennbar und hoch konserviert unter verschiedenen Land-

pflanzen (Abbildung 4.6; rot markierte AS).

COI1-85 COI1-382 COI1-441 COI1-466
&5 382 441 467
MPCOIl .......... RAFJ__“ FLVMYV FALYVRHGG WI LLGCA
AtCOIl .......... T IR V) ARV A A AR vy 1\ 1 Ve LRQGG T ———— | A e AV
AtTIRl .......... HFAD SVLYE‘C LSL .. SGL MLSVAFA
MPTIRL - READmnnssnsmsssns K L LY FCrosssmssmsmin: LAV Lo SGQ wamsnssmsmsmiins TT S TAFA
Kanal Kanal P3
|
P2 P4 P1 P2

Abbildung 4.6 Alignment von COI1- und TIR1- Proteinsequenzbereichen aus A. thaliana und M. polymor-
pha

Dargestellt sind die in den Arabidopsis-COI1-Mutanten ausgetauschten Aminosauren, alignt mit den Sequen-
zen aus MpCOI1 und TIR1 aus A. thaliana und M. polymorpha. Rote Aminosauren markieren Kontaktstellen
gleichzeitig fur JA-lle und dem JAZ-Protein (COI1) bzw. Auxin und dem JAZ-Protein (TIR1). Grin dargestellte
Aminosauren bilden den Kontakt zum JAZ-Protein und blaue Aminosauren sind an der Bindung von JA-lle
(COI1) bzw. Auxin (TIR1) beteiligt. Pfeile markieren die Aminosauren, die als Teil der vier kleineren Taschen
(P1-P4) der JA-lle Bindetasche an der Bindung des Hormons beteiligt sind (vgl. Abbildung 1.2).

Nach bisherigem Kenntnisstand kann jedoch nicht entschieden werden, ob ein einzelner Aminosau-
reaustausch im COI1-Protein zum Verlust der Bindung von JAZ-Proteinen fiihrt. Im COI1-Protein gibt
es mehr als 20 Aminoséauren, die in die Interaktion mit der Schleifenregion von JAZ-Proteinen invol-
viert sind (Anhang Abbildung 6.4). Es konnte gezeigt werden, dass ein einzelner Aminosadureaus-
tausch in der a-Helix von JAZ1 ausreichend ist, die Bindung von JAZ und COI1 in Anwesenheit von
Coronatin zu verhindern, wahrend in der Schleifenregion mehrere Aminosauren fir die Interaktion
beider Proteine notwendig sind (Sheard et al., 2010). Da durch die Mutationen in COI1-Proteinen nur
Aminosauren, die zur Schleifenregion des JAZ-Proteins Kontakt haben, ausgetauscht wurden, wird

die Bindung zwischen mutierten COI1-Proteinen und JAZ vermutlich nicht vollstandig zerstort wor-

121



Diskussion

den sein. Die vollige Unabhangigkeit der mutierten COI1-Proteine von JAZ-Proteinen ist daher un-
wahrscheinlich. Wahrscheinlich werden die Aminosaureaustausche hochstens zu einer geschwéch-
ten Bindefahigkeit der Repressoren gefiihrt haben. Um dies verifizieren zu kénnen, sollten jedoch
zuklnftig weitere COI1-Proteine mit Mutationen in den essentiellen Binderegionen zu JAZ-Proteinen
hergestellt und analysiert werden.

Wie bereits erwahnt, wird fir den anzestralen COI1/JAZ-Komplex eine breitere Ligandenspezifitat
postuliert. In einem Liganden induzierten Hefe-Zwei-Hybrid-System konnte keine Interaktion von
COI1 und JAZ beobachtete werden (Abbildung 3.28). Dies ist jedoch vermutlich auf das Fehlen von
einem, an das mutierte COI1-Protein bindenden Liganden zurlickzufiihren. Vermutlich kann die Bin-
dung von COI1 und JAZ in den transgenen Linien mit den mutierten COI1-Proteinen noch erfolgen,
wenn ein anderer, bisher noch unbekannter Ligand involviert ist. Ein anderer Ligand misste ahnliche
Strukturelemente wie JA-lle oder Coronatin aufweisen, um ebenfalls Platz in der Bindetasche von
COI1 zu finden und Bindungen eingehen zu kénnen. Es wird vermutet, dass moglicherweise Indol-De-
rivate als unbekannter Ligand in Frage kommen. Diese Vermutung basiert auf der Erkenntnis, dass
COI1 und TIR1 aus einem gemeinsamen Vorlaufer entstanden sind und noch eine 34 %ige Sequenz-
homologie aufweisen (Xie et al., 1998). Da die Mutationen des COI1-Proteins ebenfalls in Richtung
TIR erstellt wurden, sollte die Affinitat von Indol-Derivaten zur Ligandenbindedomane verstarkt wor-
den sein. Indole entstehen beispielsweise aus Tryptophan, einer aromatischen Aminosdure, die aus
dem Shikimatweg hervorgeht. Ob ein aus dem Shikimatweg abgeleiteter Metabolit tatsachlich als
unbekannter Ligand in Frage kommt, soll zukiinftig getestet werden. Wie zuvor beschrieben, zeigt
die Regulation der Phosphoglyceratmutase auf basalem Level und damit im Platten-Infektionssystem
nach mock-Behandlung stark reprimierte Expression durch die mégliche neue COI1/JAZ-Funktion
(Abbildung 4.4). Wiirde man die Pflanzen in diesem System mit Glyphosat behandeln, kommt es auf-
grund der chemischen Verbindung zur Blockade des Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Syn-
thase (EPSPS). Dieses Enzym ist in die Synthese der aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tryp-
tophan und Tyrosin iber den Shikimatweg in Pflanzen involviert. Handelt es sich tatsachlich um einen
Liganden aus diesem Syntheseweg, wiirde erwartet werden, dass dieser durch Glyphosat nicht mehr
gebildet wird. Dies wiirde die reprimierte Expression der Phosphoglyceratmutase durch COI1/JAZ
aufheben und dhnlich wie in der coil-Mutante erh6hte Transkriptmengen zur Folge haben.

Ob nun die neue Funktion von COI1 tatsachlich wie vermutet JAZ-abhangig ist, bleibt also zu klaren.
Eine deutliche JA-lle-Unabhangigkeit konnte mit den transgenen Linien jedoch eindeutig gezeigt wer-

den.
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Sowohl in Hefe (Abbildung 3.28) als auch in planta (Abbildung 3.29) wird ersichtlich, dass die mutier-
ten COI1-Proteine nicht in der Lage sind, JA-lle bzw. JAZ zu binden. Beziglich der bekannten JA-ab-
hadngigen Prozesse (Fertilitat, JA-Sensitivitdat des Wurzelwachstums, JA-Induktion der JAZ10-Expres-
sion), konnten mutierte COI1-Konstrukte den coil-16-Phdnotyp nicht komplementieren. Einige die-
ser von JA-lle unabhangig agierenden COI1-Proteine sind in der Lage, dhnlich wie das Wildtypische,
die Expression der Phosphoglyceratmutase zu reprimieren (Abbildung 3.32). Die Erwartung, dass
wenn eine veranderte Bindestelle des COI1-Proteins keinen Einfluss auf die neue Funktion nehmen
sollte, und damit ein JA-lle unabhangig agierendes COI1-Protein ahnlich wie das wildtypische die Ex-
pression der Phosphoglyceratmutase reprimieren wiirde, wurde damit erfillt. Mit diesen Analysen
konnten die Untersuchungen der aos-Mutante bestatigt werden, da sowohl das COI1-Protein, das
JA-lle bindet, als auch solche, die das Hormon nicht mehr binden, die Expression der Phosphogly-
ceratmutase reprimieren. Mogliche Restmengen von JA-lle in der aos-Mutante fiihren demnach nicht
zur Auspragung des Phanotypens.

Die Linie 355:HA-COI1-382 zeigte in allen Analysen, dass das Protein bezliglich der JA-lle-unabhangi-
gen Funktionen (Fertilitat, JA-Sensitivitat des Wurzelwachstums und JA-Induktion der JAZ10-Expres-
sion; Abbildung 3.29 bzw. Repression der Phosphoglyceratmutase-Expression; Abbildung 3.32) funk-
tional ist. Diese Mutante weist einen Austausch der Aminosduren 382 — 387 auf. Hier wird ein in An-
giospermen stark konserviertes Alanin gegen Leucin ausgetauscht. Ala384 formt zusammen mit
Arg409 und Val441 die Bindung der Isoleucine-Seitenkette von JA-lle. Ein Austausch dieser Position
wird die Bindetasche vermutlich so stark verkleinert haben, dass JA-lle nicht mehr binden kann. Das
COI1-Protein aus dem Lebermoss Marchantia, das kein JA-lle produziert und flir das daher ein ande-
rer Ligand postuliert wird, hat an dieser Stelle ein Valin (vgl. Abbildung 4.6). Weiterhin ist es moglich,
dass der Austausch des Tyrosins an Stelle 386, das zusammen mit einem weiteren an der Bindung
des Sauerstoffatoms der Amidgruppe von JA-lle beteiligt ist (Yan et al., 2009), gegen ein Phenylalanin
Auswirkungen auf die Bindefdhigkeit hat. In jedem Fall muss an dieser Stelle eine aromatische Ami-
nosaure vorliegen, denn OsCOI2, ein orthologes COI-Protein aus Reis (Lee et al., 2013), das nicht in
der Lage ist, die A. thaliana-Mutante coil-1 zu komplementieren, besitzt an dieser Stelle ein Histidin.
Ein mutiertes OsCOI2-Protein, in dem das Histidin gegen Tyrosin getauscht wurde (Lee et al., 2013),
kann dagegen die A. thaliana coil-Mutante bezlglich Fertilitdt und Wurzelwachstumsinhibierung
durch MelA komplementieren. Das scheinbar funktionslose OsCOI2-Protein ist jedoch Kandidat fir
die Vermittlung von JA-lle unabhangige COI1-Funktionen.

Eine Suszeptibilitdt-vermittelnde JA-lle-unabhdngige Funktion von COI1 konnte aufgrund der immer

wiederkehrenden Probleme mit den Leervektorkontrollen mit diesen Mutanten leider noch nicht be-
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obachtet werden (Abbildung 3.34). Die RNA-Seqg-Daten zweier segregierender Wildtypen haben ge-
zeigt, dass eine unterschiedliche Historie Einfluss auf die Genexpression hat (Abbildung 3.6). Daher
wurden Leervektorkontrollen angefertigt, um den Effekt der Agrobakterien-vermittelten Transfor-
mation zu berticksichtigen. In der Literatur ist bisher wenig tiber den Einfluss des Transformationser-
eignisses bekannt, daher ist der beobachtete Effekt der Leervektorkontrollen in dieser Arbeit, wie
bspw. das MelJA-inhibierende Wurzelwachstum (Abbildung 3.29 (B)) oder auch die Symptomentwick-
lung nach V. longisporum-Infektion (Abbildung 3.34), nicht klar. Woméglich spielt es eine Rolle, dass
Mutationen des JA-Signalweges analysiert werden, der in der Entwicklung und in das Wachstum von
Pflanzen involviert ist. Hier scheinen epigenetische Ereignisse kritischere Auswirkungen zu haben, als
in anderen Signalwegen. In Zukunft sollen Kreuzungen der mutierten CO/1-Linien mit der coil-t-Mu-
tante hergestellt werden. Vielleicht kann das ,Gedachtnis” an die Agrobakterium-vermittelte Trans-
formation durch die Kreuzung minimiert werden, so dass der bspw. erwartete tolerante Phanotyp

der Leervektorkontrollen sich Generationen spater wieder einstellen Iasst.

4.4 Die anzestrale Funktion von COI1 zeigt Unabhangigkeit von weiteren

Komponenten der JA-Signalkaskade

Anhand von Expressionsanalysen der Phosphoglyceratmutase, als Markergen der neuen JA-lle unab-
hédngigen COIl1-Funktion, sollte die Frage beantwortet werden, wie dhnlich die neue Funktion von
COI1 der klassischen ist. Dazu erfolgten Genexpressionsanalysen in Linien mit Mutationen in
downstream von COI1 agierenden Proteinen. Neben der Phosphoglyceratmutase wurde ebenfalls die
Expression der ICS1 analysiert. Fir das SA-Biosynthesegen ist in Blattern bereits bekannt, dass die
klassische JA-lle-induzierbare Funktion von COI1 die Expression negativ beeinflusst (Zheng et al.,
2012; Abbildung 4.7). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die /ICS1 und Phosphogly-
ceratmutase trotz gleichem Expressionsmuster in den RNA-Seg-Daten, und zwar erhdhte Expression
in der coil-Mutante gegeniiber dem WT und der aos-Mutante, weiter downstream in Wurzeln un-
terschiedliche Regulationen der Expression aufweisen. Die Regulation der /CS1 ist im Gegensatz zu
der von der Phosphoglyceratmutase eindeutig abhangig vom NINJA-Protein (Abbildung 3.19).
Downstream von COI1 agieren JAZ-Proteine in Abwesenheit von JA-lle als Repressoren der
JA-vermittelten Antwort. Die Abhdngigkeit der neuen JA-lle unabhangigen Funktion des COI1-Pro-
teins von den JAZ-Proteinen wurde mit Hilfe der transgenen 355:JAZ1A3-GUS-Linie analysiert. Und

obwohl das JAZ1A3-GUS-Konstrukt in der Lage ist, genligend JAZ-Proteine hinsichtlich der Resistenz
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gegeniber MelA-Wurzelwachstumsinhibierung (Abbildung 3.23) und reprimierter Fertilitat (Abbil-
dung 3.22 (A)) zu stabilisieren, wird anhand der Genexpression von JAZ10 ersichtlich, dass
JAZ1A3-GUS die induzierte Genexpression nach MelA-Behandlung im WT nur in geringem MaRe stort
(Abbildung 3.21). Dies widerspricht der zuvor beschriebenen nur schwachen Induktion JA-responsi-
ver Gene wie bspw. VSP1 durch das Konstrukt (Thines et al., 2007). Der dominant-negative Effekt
scheint nicht ausreichend zu sein, um genligend JAZ-Proteine zu stabilisieren, die zu einer Unterdri-
ckung der basalen JAZ10-Promotoraktivitat fihren. Aufgrund dessen kann die Rolle von JAZ-Protei-
nen in der neuen JA-lle-unabhangigen Funktion von COI1 hier nicht aufgeklart werden. Auch mit Mu-
tanten, die das deletierte JAZ unter der Kontrolle eines wurzelspezifischen Promotors tragen, und
damit an dem Ort exprimieren, an dem das mobile Signal gebildet wird, konnte aufgrund des fehlen-
den Nachweises fir die Funktionalitdt des Konstrukts (Abbildung 3.23) ihre Rolle nicht geklart wer-
den. Um eine fundierte Aussage treffen zu konnen, miissten Mutanten analysiert werden, die eine
Mutation in mehr als nur einem JAZ-Protein der 13 Mitglieder aufweisen.

Doch aufgrund der vorher gefiihrten Diskussion scheinen JAZ-Proteine wahrscheinlich an der neuen
Funktion von COI1 beteiligt zu sein. Es kdnnte sogar gemutmaRt werden, dass die Proteine eine bis-
her nicht erkannte aktivierende Funktion besitzen (vgl. Abbildung 4.7). Die bekannte reprimierende
Funktion von JAZ-Proteinen erfolgt nur, wenn zusatzliche Proteine rekrutiert werden wie TOPLESS,
das entweder Gber EAR-Doméanen direkt an JAZ bindet oder (iber das Adaptorprotein NINJA rekru-
tiert wird. Die Interaktion mit NINJA findet Gber TIFY-Doménen statt. Tatsachlich konnte erst kiirzlich
das 13. Mitglied der JAZ-Familie gefunden werden, welches anstelle der TIFY-Doméane ein NAFY-Mo-
tiv aufweist (Dr. Gregg Howe, personliche Kommunikation). Ob die Aminosdureaustausche dazu fiih-
ren, dass kein NINJA mehr gebunden werden kann, ist bisher nicht bekannt. Jedoch kdnnte die Rek-
rutierung reprimierender Kofaktoren ebenfalls erst im Laufe der Evolution entstanden sein, so dass
die aktivierende Funktion von JAZ-Proteinen ebenfalls anzestral zu erkldren ware. Zusammen mit ei-
nem Transkriptionsfaktor kdnnten dann stabilisierte JAZ-Proteine die Expression der Phosphogly-
ceratmutase direkt aktivieren. Da womoglich das anzestrale COI1-Protein schon die Funktion als Teil
eines funktionalen E3-Ubiquitin-Ligasekomplexes ibernimmt, basierend auf der Beobachtung der
starken Interaktion von MpCOI und ASK2 (Dr. Joachim Uhrig, persénliche Kommunikation), wirden
die Aktivatoren abgebaut werden und zur beobachteten, reduzierten Expression der Phosphogly-

ceratmutase fihren.
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Abbildung 4.7 Signaltransduktion der /ICS1 und Phosphoglyceratmutase in unterschiedlichen Geweben

(A) Dargestellt ist die bekannte Signaltransduktion der /CS1 in Blattern. (B) Darstellung der Signaltransduk-
tion der Phosphoglyceratmutase in Wurzeln. Im Gegensatz zum klassischen Weg der JA-Signaltransduktion
verlduft diese unabhangig von NINJA und MYC. Stabilisierte JAZ-Proteine kdnnten in die positive Regulierung
der Phosphoglyceratmutase involviert sein.

JAZ-Proteine erhalten ihre vollstandige reprimierende Funktion durch die Rekrutierung des Co-Re-
pressors TOPLESS (TPL), der meist liber das Adaptorprotein NOVEL INTERACTOR OF JAZ (NINJA) ge-
bunden wird. Wahrend die Expression der /ICS1 eindeutig durch die Mutation im NINJA-Allel beein-
flusst wird, unterscheidet sich die erhéhte Expression der Phosphoglyceratmutase in der coil-1-Mu-
tante nicht von der Transkriptmenge in der Doppelmutante coil-1 x ninja (Abbildung 3.19). Dies
weist auf einen klaren Unterschied in der Regulation der Phosphoglyceratmutase gegenlber ICS1 hin
(Abbildung 4.7 (B)). Da es Proteine der JAZ-Familie gibt, die Topless direkt rekrutieren und das Adap-
torprotein NINJA nicht bendtigen, kann durch die Unabhangigkeit von NINJA, der neuen JA-lle unab-
hédngigen Funktion von COI1, nicht auf die Unabhangigkeit der JAZ-Proteine geschlossen werden.

In Anwesenheit von JA-lle kommt es zum Abbau der JAZ-Repressor-Proteine (iber das
26S-Proteasom und zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Ein direkter Interaktionspartner fiir
JAZ-Proteine wurde in den MYC-Transkriptionsfaktoren gefunden (Chini et al., 2007; Fernandez-

Calvo et al., 2011). Die Expression der Phosphoglyceratmutase unterscheidet sich in der myc2,3,4
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nicht von der Expression in Col-0 und der aos-Mutante, ist jedoch signifikant in der coi1-16-Mutante
erhoht (Abbildung 3.18). Als Aktivatoren des JA-Weges, genau wie COI1, ware bei einer MYC-abhan-
gigen Regulierung der Genexpression der gleiche Phanotyp bei coil und myc2,3,4 erwartet worden.
Es konnte demnach gezeigt werden, dass die Genexpression der Phosphoglyceratmutase nicht nur
unabhangig von JA-lle und NINJA ist, sondern ebenfalls unabhangig von MYC2,3,4 Giber COI1 reguliert
wird. Eine Aussage Uber die unterschiedliche Regulierung der ICS1- und Phosphoglyceratmutase-Ex-
pression beziiglich MYC2,3,4, kann aufgrund geringer Effekte flr die /CS1 schwer getroffen werden
(Abbildung 3.18).

Weiter downstream in der fiir Blatter bekannten JA-Signalkaskade veranlasst MYC2 die Transkription
von NAC-Faktoren, die die SA-Biosynthese durch direkte Interaktion mit dem Promotor der /CS1 un-
terdriicken (Zheng et al.,, 2012). Die schwache Auflésung der RNA-Seg-Analyse lieferte keine
NAC-ahnlichen Transkriptionsfaktoren, die moéglicherweise an der Regulation der Genexpression be-
teiligt sein konnten. Transkriptionsfaktoren, die entweder eine erhéhte oder reduzierte Expression
in der coil-t-Mutante zeigen und damit potentiell die Aufgabe von MYC’s und NAC's tibernehmen
kénnen, konnten in den Daten der RNA-Seq nicht gefunden werden.

Letztendlich konnte fir die Phosphoglyceratmutase eine neuartige Regulation der Genexpression
durch COI1, vermutlich zusammen mit JAZ gezeigt werden, die unabhangig von anderen bekannten

Komponenten, wie NINJA und MYC2,3,4, des klassischen JA-Signalweges ist (Abbildung 4.7 (B)).
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6 Anhang
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Abbildung 6.1 Quantitative RT-PCR von V. longisporum-induzierten Genen in Wurzeln weiterer Replikate
von WTiz+ und coil-t 4 Tage nach Infektion (dpi)

AACT-Werte von AT1G26390 und AT2G26560 in Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium ange-
zogenen Pflanzen von WTciz-+ und coil-t vier Tage nach mock- und V. longisporum-Infektion von je 6 unab-
hangigen Replikaten. Die Replikate von WTwiz-+ und coil-t bestehen aus 33 Wurzeln. Fold over reference
Werte der einzelnen Replikate wurden gegen die Expression von UBQ5 normalisiert.
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Tabelle 6.1 609 Gene die in infizierten Pflanzen (WTaos, @0s, WTciz-t und coil-t) gegeniiber V.I.43-GFP mindestens 4-fach induziert sind und einen FDR < 0,05
aufweisen. (log2 FC (false discovery) bedeutet n-fache Induktion des ersten analysierten Zustands gegeniiber des Zweiten (rot) bzw. n-fache Repression

des ersten Zustands gegeniiber des Zweiten (griin)).

V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP
VS. VS. VS. VS. Vs. Vs. Vs. Vs.
WTeos inf aos inf Wizt inf coil-tinf WTaos inf aos inf WToiz-t inf coil-t inf
AGI-Code Genname | log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | AGI-Code Genname log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | log2 FC | padj.
hypothetical chaperone
VDAG08159 5E-03 3E-02 4E-02 5E-02 | VDAGO08958 6E-03 2E-04 1E-06 2E-06
protein protein hchA
hypothetical
VDAG02065 | TRI14 protein 1E-04 S5E-04 4E-02 4E-02 | VDAG04670 7E-05 9E-04 4E-06 2E-06
protein
hypothetical allantoate
VDAGO01516 1E-02 1E-02 3E-02 4E-02 | VDAG04759 1E-03 9E-06 2E-05 2E-06
protein permease
hypothetical quinone
VDAG01891 1E-03 2E-02 2E-02 4E-02 | VDAG07223 3E-10 3E-06 4E-07 1E-06
protein oxidoreductase
secretory phos- fasciclin domain
VDAG02908 7E-03 2E-02 4E-02 4E-02 | VDAG07622 2E-08 7E-08 6E-05 1E-06
pholipase A2 family
2-oxoglutarate-
leucyl dependent ethyl-
VDAG07273 2E-04 3E-03 7E-03 4E-02 | VDAG09492 1E-08 6E-06 6E-05 1E-06
aminopeptidase ene/succinate-
forming enzyme
hypothetical hypothetical
VDAG02938 3E-02 4E-02 1E-02 4E-02 | VDAG08672 4E-05 2E-04 3E-05 1E-06
protein protein
phosphate-
hypothetical
VDAG05224 3E-03 3E-02 2E-02 4E-02 | VDAGO7583 |repressible phos- 5E-09 9E-09 7E-06 1E-06
protein
phate permease
hypothetical hypothetical
VDAG08320 3E-02 7E-03 5E-02 3E-02 | VDAGO03329 9E-03 2E-04 7E-06 1E-06
protein protein
hypothetical U-box domain
VDAG03253 3E-05 3E-03 1E-02 3E-02 | VDAG09108 1E-09 1E-07 6E-06 1E-06
protein containing protein

Sueyuy



LT

taurine

hypothetical

VDAG10393 |catabolism di- 2E-03 2E-02 5E-02 3E-02 | VDAG05641 9E-10 2E-10 2E-07 9E-07
protein
oxygenase TauD
vacuolar
hypothetical
VDAG03343 1E-02 3E-03 1E-02 3E-02 | VDAG06447 [membrane zinc 2E-06 9E-06 2E-08 9E-07
protein
transporter
FAD binding
glycine-rich RNA-
VDAGO05094 |domain-con- 4E-06 1E-04 3E-03 3E-02 | VDAG03252 1E-08 3E-08 1E-06 8E-07
binding protein
taining protein
hypothetical hypothetical
VDAG00932 2E-02 3E-02 3E-02 3E-02 | VDAG05959 6E-03 3E-04 SE-07 8E-07
protein protein
cyclopentanone
hypothetical
VDAG03943 |1,2- 8E-03 7E-03 4E-02 3E-02 | VDAG08619 8E-06 5E-07 8E-07 7E-07
protein
monooxygenase
hypothetical hypothetical
VDAG03472 1E-02 SE-02 8E-03 3E-02 | VDAG09295 2E-08 1E-06 6E-07 7€E-07
protein protein
secreted hypothetical
VDAGO07969 2E-02 1E-02 3E-02 2E-02 | VDAG05074 S5E-03 6E-05 1E-07 7€E-07
glucosidase protein
ankyrin repeat
VDAGO07494 |secreted protein 2E-04 2E-02 2E-03 2E-02 | VDAG01180 9E-05 2E-03 4E-05 7€E-07
protein
beta-lactamase kelch repeat
VDAG03942 5E-03 6E-03 4E-02 2E-02 | VDAG08050 3E-08 3E-06 1E-05 6E-07
family protein protein
hypothetical hypothetical
VDAGO07562 2E-02 9E-03 9E-03 2E-02 | VDAG09533 1E-03 1E-04 4€E-07 6E-07
protein protein
hypothetical aldehyde
VDAG04811 4E-04 7E-03 5E-03 2E-02 | VDAGO07327 1E-03 5E-05 2E-07 6E-07
protein dehydrogenase
hypothetical RNA binding
VDAGO08714 5E-03 9E-03 3E-02 2E-02 | VDAG02565 S5E-04 3E-06 7E-05 6E-07
protein protein
phospholipase D
hypothetical
VDAGO01937 SE-04 2E-03 4E-02 2E-02 | VDAGO00639 |active site- 6E-08 2E-07 2E-05 6E-07
protein
containing protein
hypothetical sodium/nucleo-
VDAGO01759 SE-04 3E-04 3E-03 2E-02 | VDAG10194 1E-05 9E-06 3E-07 6E-07

protein

side cotransporter

Sueyuy
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interferon-in- peroxisomal
duced GTP- hydratase-
VDAGO08096 4E-02 2E-02 1E-02 2E-02 | VDAG04959 SE-04 6E-04 7E-07 6E-07
binding protein dehydrogenase-
Mx1 epimerase
hypothetical alkaline
VDAGO01743 2E-03 8E-03 1E-02 1E-02 | VDAGO07176 4€E-07 3E-06 8E-08 S5E-07
protein proteinase
sulfite reductase
hypothetical
VDAG10213 (flavoprotein 3E-04 3E-03 6E-04 1E-02 | VDAG08786 2E-03 1E-05 4E-07 4E-07
protein
a-component
subtilisin glycoside hydro-
VDAG09626 1E-04 1E-04 2E-02 1E-02 | VDAGO07360 1E-06 1E-06 3E-07 4E-07
Carlsberg lase
alkaline hypothetical
VDAGO05967 3E-02 1E-02 2E-02 1E-02 | VDAGO09577 1E-07 2E-06 8E-07 4E-07
proteinase protein
choline hypothetical
VDAG08141 5E-03 1E-02 4E-02 1E-02 | VDAGO04555 3E-08 SE-07 SE-07 3E-07
dehydrogenase protein
hypothetical
VDAG02084 2E-04 2E-03 8E-03 1E-02 | VDAG02843 |fibronectin 2E-05 5E-05 3E-07 3E-07
protein
hypothetical low affinity cop-
VDAG09368 3E-03 2E-03 1E-02 1E-02 | VDAGO01771 1E-07 1E-06 7E-06 3E-07
protein per transporter
phosphate-re-
phthalate
VDAGO03800 |pressible phos- 5E-03 1E-02 1E-02 1E-02 | VDAGO03470 2E-04 8E-06 6E-08 3E-07
transporter
phate permease
benzoate 4-mo-
hypothetical
VDAGO09541 |nooxygenase cy- 3E-03 2E-03 3E-02 1E-02 | VDAG05586 S5E-07 8E-08 5E-08 2E-07
protein
tochrome P450
hypothetical
VDAG05528 7E-03 4E-02 4E-02 1E-02 | VDAGO01069 |CHIP6 protein 2E-05 3E-06 7€E-07 2E-07
protein
C2H2 type zinc
VDAGO05709 |oryzin 3E-04 2E-02 7E-03 1E-02 | VDAGO08145 |finger domain- 3E-06 6E-08 6E-08 2E-07
containing protein
inner membrane
hypothetical
VDAG02105 1E-03 2E-03 1E-02 1E-02 | VDAGO00832 |transport protein 9E-07 SE-06 3E-06 2E-07
protein

yfav
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beta-hexosami-

hypothetical

VDAGO04484 |nidase beta 3E-02 6E-03 5E-03 1E-02 | VDAG03201 1E-06 4E-08 2E-06 2E-07
protein
chain
hypothetical hypothetical
VDAG06251 S5E-02 5E-02 3E-02 9E-03 | VDAG03200 1E-05 2E-07 1E-06 2E-07
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG02163 1E-03 7E-03 2E-02 9E-03 | VDAG00995 6E-05 7E-07 3E-07 2E-07
protein protein
GPI ethanolamine
carboxypep-
VDAGO00500 1E-02 4E-02 4E-03 9E-03 | VDAG09034 |phosphate 7E-05 2E-06 9E-09 1E-07
tidase S1
transferase
cytochrome serine 3-
VDAG08476 3E-03 3E-02 7E-03 9E-03 | VDAG09532 3E-04 2E-05 1E-07 1E-07
P450 61 dehydrogenase
regulatory glucose N-
VDAG03941 2E-02 1E-02 5E-03 9E-03 | VDAG00635 2E-07 9E-07 8E-06 1E-07
protein alcR acetyltransferase
hypothetical hypothetical
VDAG03978 1E-04 6E-03 1E-02 8E-03 | VDAG04326 9E-05 2E-06 5E-07 1E-07
protein protein
77 type zinc finger
hypothetical
VDAG02223 3E-04 3E-04 2E-02 8E-03 | VDAG00284 |domain- 5E-08 5E-08 2E-06 1E-07
protein
containing protein
allantoate hypothetical
VDAG05984 5E-02 2E-03 5E-03 8E-03 | VDAG09561 1E-06 2E-07 1E-07 1E-07
permease protein
thermostable
hypothetical
VDAGO01062 |beta-glucosidase 2E-04 9E-03 7E-03 8E-03 | VDAG01122 7E-06 3E-07 7€E-07 1E-07
protein
B
quinate hypothetical
VDAG02089 2E-03 2E-02 6E-03 8E-03 | VDAG01738 2E-11 1E-08 5E-05 1E-07
permease protein
hypothetical hypothetical
VDAGO07850 5E-03 9E-04 1E-02 7E-03 | VDAG00933 2E-03 2E-06 5E-08 1E-07
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAGO08075 4E-02 4E-02 3E-02 7E-03 | VDAG03845 1E-09 9E-10 3E-09 1E-07
protein protein
Bys1 family integral mem-
VDAG02901 2E-02 1E-02 1E-02 7E-03 | VDAG03538 1E-05 1E-07 1E-09 1E-07
protein brane protein
hypothetical
VDAG10365 S5E-03 3E-03 3E-03 7E-03 | VDAG02080 |LDB19 protein SE-06 2E-07 2E-07 1E-07

protein

Sueyuy



0ST

hypothetical

hypothetical

VDAG02623 7E-03 2E-03 2E-02 7E-03 | VDAG07359 3E-09 SE-07 6E-08 9E-08
protein protein
high-affinity
VDAGO01868 | methionine 3E-03 1E-02 2E-02 7E-03 | VDAG09258 (CreD 4E-08 2E-09 4E-07 9E-08
permease
peroxisomal
hypothetical
VDAGO06374 |copper amine 1E-04 3E-03 2E-02 6E-03 | VDAG06211 3E-06 8E-05 3E-07 9E-08
protein
oxidase
hypothetical hypothetical
VDAG02047 1E-02 2E-02 4E-03 6E-03 | VDAG09376 1E-08 3E-07 7E-06 9E-08
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAGO07333 2E-03 1E-02 2E-02 6E-03 | VDAG05011 2E-12 2E-06 3E-11 8E-08
protein protein
hypothetical
VDAG08142 1E-02 2E-03 1E-02 6E-03 | VDAG00499 |endothiapepsin 3E-10 4E-08 5E-08 7E-08
protein
hypothetical glutamine
VDAGO00726 9E-04 2E-03 1E-03 6E-03 | VDAG05884 4E-06 3E-06 7E-08 6E-08
protein synthetase
VDAGO03528 |glucoamylase 2E-02 2E-02 2E-02 6E-03 | VDAG09750 (beta-glucosidase 2E-07 1E-07 7E-08 6E-08
hypothetical
VDAGO03117 |cutinase 3E-05 6E-03 6E-04 6E-03 | VDAG04547 3E-03 1E-04 7E-06 6E-08
protein
hypothetical high affinity cop-
VDAG06129 2E-03 3E-03 6E-03 5E-03 | VDAG06151 1E-06 3E-07 6E-07 5E-08
protein per transporter
integral mem- hypothetical
VDAGO07415 7E-05 1E-03 2E-03 4E-03 | VDAG02220 3E-09 6E-06 1E-06 4E-08
brane protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG02463 6E-04 7E-03 3E-03 4E-03 | VDAGO05915 1E-05 5E-09 3E-07 4E-08
protein protein
cytochrome b-245
VDAGO01692 |endoglucanase 8E-04 4E-02 9E-03 4E-03 | VDAGO06812 |heavychain 3E-06 4€E-07 6E-09 4E-08
subunit beta
alpha-glucosides
hypothetical
VDAG03594 2E-03 2E-04 2E-03 4E-03 | VDAGO03760 |permease 3E-08 3E-06 6E-10 4E-08
protein

MPH2/3
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alpha-glucosides

arabinogalactan

VDAGO08286 |permease 3E-03 1E-02 6E-03 4E-03 | VDAG09288 |endo-1,4-beta- 3E-07 3E-06 SE-07 3E-08
MPH2/3 galactosidase
hypothetical integral mem-
VDAGO01755 7E-04 9E-03 9E-03 4E-03 | VDAG02099 1E-05 3E-07 1E-08 3E-08
protein brane protein
arabinan endo-
hypothetical
VDAG09191 2E-03 1E-02 2E-03 4E-03 | VDAG03708 |1,5-alpha- 1E-13 4E-11 8E-08 3E-08
protein
L-arabinosidase A
hypothetical hypothetical
VDAGO03559 2E-02 3E-03 1E-02 4E-03 | VDAG07228 6E-07 2E-07 3E-07 3E-08
protein protein
hypothetical dimethylaniline
VDAG06144 1E-02 2E-03 7E-03 4E-03 | VDAG03550 7E-09 7E-08 5E-06 3E-08
protein monooxygenase
GTP-binding hypothetical
VDAGO08683 2E-02 4E-02 3E-03 4E-03 | VDAG00757 1E-13 2E-10 1E-08 2E-08
protein EsdC protein
hypothetical hypothetical
VDAGO07537 8E-04 7E-03 2E-02 3E-03 | VDAG04667 2E-05 2E-07 7E-09 2E-08
protein protein
repressible alka- SWIRM domain-
VDAG03388 1E-02 1E-02 S5E-03 3E-03 | VDAG01653 4E-07 1E-07 3E-08 2E-08
line phosphatase containing protein
hypothetical
VDAG00029 5E-05 1E-03 S5E-03 3E-03 | VDAG05354 | metalloproteinase 3E-11 1E-07 6E-07 2E-08
protein
hypothetical
VDAGO06371 6E-03 2E-03 3E-03 3E-03 | VDAG09736 |calpain clp-1 3E-09 3E-07 7E-09 2E-08
protein
hypothetical hypothetical
VDAGO01744 1E-05 4E-04 8E-03 3E-03 | VDAG00473 1E-07 4E-08 9E-07 2E-08
protein protein
hypothetical
VDAG08206 2E-02 2E-03 1E-02 3E-03 | VDAGO01529 |MFS transporter 7E-08 2E-07 2E-08 2E-08
protein
FAD binding
hypothetical
VDAG08906 2E-02 5E-02 8E-04 3E-03 | VDAG03539 |domain-contain- 1E-05 9E-08 7E-09 2E-08
protein
ing protein
hypothetical hypothetical
VDAGO03966 1E-02 3E-04 1E-02 3E-03 | VDAG05066 2E-06 6E-06 2E-06 1E-08
protein protein
alpha-glucosides
hypothetical
VDAGO06994 |permease 1E-02 3E-02 4E-03 3E-03 | VDAG01997 2E-05 3E-08 1E-09 1E-08

MPH2/3

protein
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hypothetical

riboflavin biosyn-

thesis protein

VDAG02653 S5E-04 6E-03 1E-02 3E-03 | VDAG03617 |RibD C-terminal 1E-12 4E-09 2E-08 1E-08
protein
domain-contain-
ing protein
low-affinity
sugar
VDAGO07594 S5E-04 1E-02 5E-03 3E-03 | VDAG10463 | methionine 2E-10 1E-07 3E-09 1E-08
transporter
permease
hypothetical hypothetical
VDAG09641 1E-05 1E-04 2E-03 3E-03 | VDAGO04546 9E-06 1E-07 7E-07 1E-08
protein protein
rhamnogalactu-
hypothetical
VDAG00464 1E-03 1E-03 SE-04 3E-03 | VDAG05798 [ronan acetylester- 7E-10 9E-06 8E-10 9E-09
protein
ase
necrosis- and
hypothetical
VDAGO06993 |ethylene-indu- 8E-03 3E-02 2E-03 3E-03 | VDAG07946 2E-04 4E-05 7E-08 8E-09
protein
cing protein
hypothetical
VDAGO03483 |exoglucanase 1E-04 2E-04 2E-03 2E-03 | VDAG03242 8E-06 2E-07 4E-11 7E-09
protein
hypothetical
VDAGO03349 4E-03 3E-04 3E-03 2E-03 | VDAG05720 [DNA ligase 8E-11 2E-09 9E-07 7E-09
protein
endo-1,4-beta- hypothetical
VDAGO03385 3E-03 4E-02 2E-03 2E-03 | VDAG03137 7E-08 2E-09 2E-08 6E-09
xylanase protein
mannan endo-1,6-
hypothetical
VDAG09257 2E-02 3E-03 1E-03 2E-03 | VDAG00260 |alpha-manno- 1E-08 5E-09 6E-09 6E-09
protein
sidase DCW1
hypothetical integral mem-
VDAGO05569 2E-02 1E-02 1E-03 2E-03 | VDAG07120 1E-08 SE-10 2E-08 6E-09
protein brane protein
hypothetical hypothetical
VDAG03188 6E-04 3E-02 3E-04 2E-03 | VDAG06955 4€E-07 1E-07 3E-08 S5E-09
protein protein
VDAG10268 |pectinesterase 4E-02 1E-02 1E-02 2E-03 | VDAG02958 |guanylate kinase 1E-08 2E-08 1E-07 5E-09
hypothetical hypothetical
VDAG01048 5E-04 8E-04 5E-03 2E-03 | VDAG06019 1E-14 3E-11 1E-08 4E-09
protein protein
integral mem- hypothetical
VDAG02232 2E-04 1E-03 3E-03 2E-03 | VDAG06327 2E-06 5E-09 1E-08 4E-09
brane protein protein
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serin

VDAGO09088 | MFS transporter 3E-04 1E-02 2E-03 2E-03 | VDAG03905 6E-05 3E-05 1E-06 4E-09
endopeptidase
taurine catabo- isoflavone
VDAGO01869 |lism dioxygenase 1E-04 1E-02 5E-03 2E-03 | VDAGO01181 |reductase family 6E-11 3E-08 4E-08 4E-09
TauD protein
carboxylic acid
hypothetical
VDAGO03371 |transport 8E-03 2E-02 2E-03 2E-03 | VDAG01737 1E-09 1E-07 2E-06 3E-09
protein
protein
ankyrin repeat 1-aminocyclo
VDAGO05393 |domain-contai- 1E-04 1E-03 5E-04 2E-03 | VDAGO05021 |propane-1-car- 1E-06 9E-06 2E-10 3E-09
ning protein boxylate synthase
siderophore iron L-amino-acid
VDAG08042 9E-05 2E-05 2E-03 2E-03 | VDAG07336 8E-13 2E-09 1E-07 3E-09
transporter 1 oxidase
hypothetical
VDAGO03158 |endoglucanase 1E-06 2E-04 6E-03 2E-03 | VDAG08125 3E-08 6E-09 4E-08 3E-09
protein
NADPH-depen-
hypothetical dent methylgly-
VDAG02280 5E-05 8E-03 SE-04 2E-03 | VDAG08099 9E-10 1E-10 9E-10 2E-09
protein oxal reductase
GRE2
hypothetical
VDAGO07605 3E-02 2E-02 2E-02 2E-03 | VDAGO07589 |yneE 8E-08 4E-08 6E-10 2E-09
protein
hypothetical integral mem-
VDAGO05716 2E-04 7E-04 2E-02 2E-03 | VDAG06228 3E-06 6E-07 4E-10 2E-09
protein brane protein
hypothetical hypothetical
VDAG10533 8E-03 SE-04 2E-03 2E-03 | VDAG04407 3E-09 1E-09 SE-08 2E-09
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG09878 2E-02 9E-03 9E-04 1E-03 | VDAGO03423 2E-10 7E-10 1E-07 1E-09
protein protein
FAD binding
hypothetical
VDAG03202 4E-03 3E-03 2E-03 1E-03 | VDAG03664 |domain-contain- 4E-12 9E-09 3E-10 1E-09
protein
ing protein
hypothetical
VDAGO00752 |exoglucanase 1E-03 1E-03 2E-04 1E-03 | VDAG09107 1E-10 1E-10 1E-09 1E-09
protein
hypothetical benzoate 4-
VDAG02275 1E-03 6E-03 6E-03 1E-03 | VDAGO07887 2E-11 1E-11 9E-07 7E-10
protein monooxygenase
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hypothetical

4-coumarate-CoA

VDAGO01558 2E-02 1E-02 1E-03 1E-03 | VDAG03390 9E-09 SE-07 3E-08 4E-10
protein ligase
hypothetical hypothetical
VDAG08018 3E-05 4E-04 8E-03 1E-03 | VDAGO07045 2E-06 6E-08 SE-10 4E-10
protein protein
sarcosine hypothetical
VDAGO05051 5E-05 9E-04 3E-03 1E-03 | VDAG07139 1E-09 2E-09 9E-09 3E-10
oxidase protein
hypothetical hypothetical
VDAGO00060 8E-04 2E-02 5E-03 1E-03 | VDAGO07776 2E-13 1E-12 1E-09 3E-10
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG03059 3E-02 2E-02 1E-03 1E-03 | VDAG05268 2E-08 S5E-08 8E-11 3E-10
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG01993 9E-05 1E-03 5E-03 1E-03 | VDAG01693 2E-07 6E-12 1E-10 3E-10
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAGO07777 4E-03 2E-03 2E-04 1E-03 | VDAG09616 9E-07 2E-09 3E-08 3E-10
protein protein
hypothetical potassium
VDAGO09775 2E-05 7E-04 2E-03 1E-03 | VDAG08941 1E-05 1E-06 1E-10 3E-10
protein transporter 1
G-protein coup-
VDAG04611 2E-02 4E-02 2E-03 1E-03 | VDAGO05707 |LDB19 protein 4E-13 6E-12 1E-09 3E-10
led receptor
hypothetical
VDAG08198 2E-02 2E-03 6E-05 1E-03 | VDAGO01460 |VIB-1 protein SE-07 7E-09 1E-07 3E-10
protein
replication
VDAGO02154 [RTA1 protein 3E-02 SE-03 7E-03 1E-03 | VDAGO04356 3E-06 3E-09 3E-10 2E-10
initiator 1
opaque-specific
MFS hexose
VDAG05374 2E-05 2E-04 4E-04 1E-03 | VDAGO09581 |ABC transporter 4E-14 1E-14 3E-09 2E-10
transporter
CDR3
hypothetical iron transporter
VDAG03843 2E-03 1E-03 4E-04 1E-03 | VDAG09578 4E-10 3E-11 2E-11 2E-10
protein SMF3
pantothenate
VDAGO02660 |ferric reductase 2E-02 7E-03 4E-04 1E-03 | VDAG06283 1E-10 8E-10 1E-09 1E-10
transporter liz1
hypothetical hypothetical
VDAG09764 7E-04 6E-05 8E-04 1E-03 | VDAG04029 2E-12 2E-09 SE-11 1E-10
protein protein
hypothetical O-acetylhomo-
VDAG04491 1E-02 6E-05 7E-04 9E-04 | VDAG09297 6E-12 4E-10 9E-11 1E-10

protein

serine (thiol)-lyase
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iron transport

salicylate 1-
VDAG01968 4E-04 1E-03 4E-03 9E-04 | VDAG09919 |multicopper 3E-11 1E-11 1E-10 1E-10
monooxygenase
oxidase FET3
hypothetical amidohydrolase
VDAG10457 5E-04 1E-03 4E-04 9E-04 | VDAG09411 3E-13 5E-14 6E-11 1E-10
protein family protein
lovastatin nona- hydroxyacid
VDAG07928 3E-04 7E-04 2E-04 8E-04 | VDAG07237 1E-14 1E-11 4E-08 1E-10
ketide synthase oxidase
taurine catabo-
hypothetical
VDAG08728 3E-04 2E-05 5E-04 8E-04 | VDAGO07215 |lism dioxygenase 3E-11 4E-10 2E-10 1E-10
protein
TauD
hypothetical amino acid trans-
VDAG09275 2E-05 2E-03 5E-03 8E-04 | VDAG07249 1E-08 9E-09 2E-11 1E-10
protein porter
hypothetical hypothetical
VDAGO00169 8E-03 3E-03 3E-03 8E-04 | VDAGO00675 2E-06 6E-07 8E-11 1E-10
protein protein
pps1 dual
keratin-associ-
VDAG02161 4E-07 SE-04 SE-04 8E-04 | VDAG10029 |specificty 5E-08 1E-09 1E-10 1E-10
ated protein 5-4
phosphatase
cation diffusion isoamyl alcohol
VDAG03403 3E-04 9E-04 2E-04 8E-04 | VDAG10402 5E-10 5E-11 2E-12 7E-11
facilitator 1 oxidase
hypothetical
VDAG04625 7E-04 1E-02 8E-04 7E-04 | VDAGO00987 |TOS1 protein 4E-12 8E-13 2E-12 7E-11
protein
hypothetical
VDAGO00600 (acetyl esterase 7E-06 2E-04 2E-03 7E-04 | VDAGO03844 4E-08 2E-09 9E-12 6E-11
protein
hypothetical hypothetical
VDAGO08135 2E-02 6E-03 1E-02 7E-04 | VDAG03833 2E-11 4E-10 8E-08 6E-11
protein protein
multidrug
hypothetical
VDAGO00167 1E-02 2E-02 2E-04 7E-04 | VDAG09292 |resistance- 1E-10 1E-07 4E-10 6E-11
protein
associated protein
hypothetical phenylacetone
VDAG03913 3E-02 5E-03 6E-04 7E-04 | VDAG02895 9E-12 1E-11 1E-11 6E-11
protein monooxygenase
vacuolar ATP
zinc carboxy-
VDAGO05849 |synthase subunit 1E-04 8E-04 4E-03 7E-04 | VDAGO5115 3E-11 4E-10 2E-11 6E-11

[o

peptidase A
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high-affinity

glucose N-
VDAGO02239 [ methionine 6E-03 2E-02 3E-03 7E-04 | VDAG01212 2E-10 2E-11 1E-11 S5E-11
acetyltransferase
permease
hypothetical
VDAG07852 8E-04 9E-04 1E-03 7E-04 | VDAGO05799 |pectinesterase 9E-13 5E-10 2E-12 4E-11
protein
hypothetical hypothetical
VDAG04797 4E-03 9E-03 5E-04 7E-04 | VDAG01109 5E-11 2E-11 1E-08 4E-11
protein protein
dibenzothiophene
VDAGO05848 |candidapepsin-3 4E-02 6E-03 2E-03 6E-04 | VDAG07786 |desulfurization 2E-14 2E-11 1E-12 4E-11
enzyme A
VDAGO05580 (beta-glucosidase 5E-05 3E-03 3E-04 6E-04 | VDAGO07606 (sulfate permease 1E-16 1E-13 2E-07 3E-11
sulfate hypothetical
VDAG09253 3E-05 1E-02 4E-05 6E-04 | VDAG06588 9E-11 2E-12 3E-13 2E-11
transporter 4.1 protein
necrosis- and eth-
ylene-inducing
lactate 2-
VDAG09793 3E-02 2E-03 S5E-03 6E-04 | VDAG04701 |protein and 1E-07 3E-06 1E-10 1E-11
monooxygenase
ethylene inducing
peptide
hypothetical hypothetical
VDAGO00177 8E-04 2E-03 6E-04 6E-04 | VDAG00749 1E-09 2E-11 2E-11 1E-11
protein protein
vacuolar calcium
VDAGO06252 |exoglucanase-6A 1E-04 8E-04 7E-05 6E-04 | VDAG08046 6E-10 1E-11 1E-09 1E-11
ion transporter
hypothetical GPR1/FUN34/yaa
VDAG08840 4E-05 SE-03 2E-03 6E-04 | VDAG06037 SE-09 8E-08 2E-10 1E-11
protein H family protein
hypothetical
VDAGO09536 (pectate lyase 1E-04 9E-04 6E-05 6E-04 | VDAGO08514 2E-07 1E-08 1E-11 8E-12
protein
hypothetical integral mem-
VDAG09530 3E-02 5E-02 1E-03 6E-04 | VDAGO03496 8E-09 3E-10 3E-11 7E-12
protein brane protein
clock-controlled- hypothetical
VDAG03780 3E-03 1E-02 6E-03 6E-04 | VDAG04148 7E-15 1E-14 5E-10 6E-12
9 protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG04031 1E-03 1E-02 4E-04 5E-04 | VDAG05722 2E-14 3E-14 4E-11 S5E-12
protein protein
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hypothetical

C2H2 type zinc

VDAGO07088 4E-02 5E-04 5E-04 S5E-04 | VDAG08644 |finger domain- 2E-13 SE-12 2E-11 S5E-12
protein
containing protein
metal depen-
hypothetical
VDAGO07222 |dent S5E-06 6E-05 1E-03 SE-04 | VDAG03392 1E-14 1E-11 4E-12 4E-12
protein
amidohydrolase
hypothetical pro-
VDAGO03891 |acetamidase 1E-02 3E-03 3E-03 S5E-04 | VDAGO05823 1E-18 7E-16 5E-11 3E-12
tein
multidrug
VDAG02312 |GIiT 8E-04 2E-03 5E-03 5E-04 | VDAGO05060 2E-16 9E-16 4E-11 3E-12
resistance protein
hypothetical
VDAG06586 1E-02 5E-03 2E-03 5E-04 | VDAGO06133 [amine oxidase 2E-13 2E-13 7E-11 3E-12
protein
VDAGO07126 |spt3 4E-02 3E-03 1E-03 4E-04 | VDAG06204 |ligninase H8 9E-11 8E-12 1E-11 3E-12
phytanoyl-CoA
VDAGO07769 |dioxygenase 2E-05 1E-04 6E-06 4E-04 | VDAGO05410 |lipase 6E-06 2E-07 6E-12 3E-12
family protein
hypothetical hypothetical
VDAG06509 6E-04 2E-04 4E-04 4E-04 | VDAG04337 3E-15 2E-11 4E-11 2E-12
protein protein
serine/threonine-
hypothetical
VDAGO01171 1E-03 2E-03 2E-03 4E-04 | VDAGO5745 |protein kinase 1E-11 2E-12 3E-13 2E-12
protein
unc-51
hypothetical aldehyde
VDAGO05561 2E-03 9E-04 4E-04 4E-04 | VDAG08101 6E-12 6E-13 4E-13 2E-12
protein dehydrogenase
lactono- oligopeptide
VDAG08282 2E-05 9E-04 2E-03 4E-04 | VDAG05125 4E-12 2E-11 4E-13 2E-12
hydrolase transporter 1
hypothetical
VDAGO07406 |endoglucanase-1 2E-04 5E-03 4E-04 3E-04 | VDAGO05721 5E-16 4E-16 3E-11 2E-12
protein
rhamnogalacturo-
VDAG09286 |Cel74a 3E-06 9E-04 1E-04 3E-04 | VDAG01687 [nan 1E-14 2E-11 1E-11 2E-12
acetylesterase
ferric reductase
hypothetical
VDAG06213 2E-03 2E-04 1E-04 3E-04 | VDAG09294 |transmembrane 1E-14 3E-12 9E-13 2E-12
protein

component 5
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hypothetical pisatin
VDAG08195 1E-05 1E-04 7E-04 3E-04 | VDAG05340 2E-11 3E-10 2E-10 2E-12
protein demethylase
hypothetical
VDAG09562 1E-02 5E-03 5E-04 3E-04 | VDAG05988 (FMP42 protein 2E-14 5E-13 2E-12 1E-12
protein
carotenoid
hypothetical
VDAG09324 (cleavage 4E-07 1E-05 5E-04 3E-04 | VDAGO05983 8E-12 4E-13 2E-12 1E-12
protein
dioxygenase
hypothetical hypothetical
VDAG03449 3E-03 6E-04 1E-04 3E-04 | VDAG04306 1E-10 2E-10 1E-12 1E-12
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG04340 9E-03 SE-03 3E-04 3E-04 | VDAG09380 3E-11 1E-09 2E-14 1E-12
protein protein
dicarboxylic
siderophore iron
VDAG06278 4E-06 4E-07 1E-04 3E-04 | VDAG10467 |amino acid 2E-10 3E-10 1E-12 1E-12
transporter mirB
permease
hypothetical hypothetical
VDAG04666 2E-02 1E-02 2E-03 3E-04 | VDAGO09790 3E-07 1E-10 7E-11 9E-13
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAGO07253 2E-02 4E-02 1E-03 3E-04 | VDAG00794 SE-13 4E-11 1E-11 8E-13
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG06237 3E-06 4E-03 2E-04 2E-04 | VDAG10515 4E-13 3E-13 1E-12 7E-13
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG09058 2E-02 7E-03 2E-04 2E-04 | VDAG01514 7E-09 SE-10 6E-14 6E-13
protein protein
polysaccharide
VDAG02828 |YkgB 8E-08 2E-05 6E-04 2E-04 | VDAG07727 |deacetylase family 4E-15 4E-11 1E-09 4E-13
protein
plasma
hypothetical
VDAG04228 1E-02 3E-03 2E-03 2E-04 | VDAG09918 |membrane iron 1E-13 3E-14 2E-13 3E-13
protein
permease
hypothetical hypothetical
VDAG06013 6E-03 4E-04 2E-03 2E-04 | VDAG07332 S5E-11 1E-12 S5E-12 2E-13
protein protein
extracellular
hypothetical
VDAG00257 1E-06 1E-04 1E-03 2E-04 | VDAGO03418 |elastinolytic me- 1E-16 1E-14 1E-15 1E-13
protein

talloproteinase
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hypothetical

rhamnogalacturo-

VDAG09111 5E-03 1E-03 9E-04 2E-04 | VDAG09063 1E-13 3E-11 1E-14 8E-14
protein nase B
sugar

VDAG10458 1E-04 8E-04 1E-03 1E-04 | VDAGO09614 |candidapepsin-2 3E-10 3E-12 3E-10 7E-14
transporter STL1
hypothetical hypothetical

VDAGO05111 1E-05 4E-06 1E-04 1E-04 | VDAGO04369 1E-12 4E-13 4E-11 SE-14
protein protein
hypothetical allantoate

VDAG09686 5E-03 3E-03 9E-04 1E-04 | VDAGO03537 1E-11 2E-15 1E-15 SE-14
protein permease
hypothetical amidohydrolase

VDAG02751 1E-02 4E-04 2E-04 1E-04 | VDAG02965 4E-15 1E-15 9E-13 2E-14
protein family protein
hypothetical hypothetical

VDAG09742 1E-06 8E-06 2E-04 1E-04 | VDAG08012 7E-15 5E-15 2E-12 9E-15
protein protein
hypothetical

VDAG07322 2E-02 1E-02 1E-04 1E-04 | VDAGO05448 |metalloprotease 1E-13 6E-13 1E-13 8E-15
protein
hypothetical

VDAG00083 1E-05 6E-06 8E-04 1E-04 | VDAG06010 |NRS/ER protein 3E-16 2E-16 2E-14 5E-15
protein
thiol-specific

VDAGO00833 1E-04 9E-04 2E-04 1E-04 | VDAGO00751 |metalloprotease 3E-18 3E-15 2E-15 4E-15
monooxygenase
hypothetical hypothetical

VDAG04459 1E-03 1E-03 7E-05 1E-04 | VDAGO06936 SE-11 4E-11 4E-16 2E-15
protein protein
hypothetical hypothetical

VDAG08213 3E-03 3E-03 6E-04 1E-04 | VDAGO07326 SE-08 4E-10 8E-17 1E-15
protein protein
hypothetical

VDAG02827 6E-08 2E-05 9E-05 1E-04 | VDAGO08097 |polygalacturonase 1E-13 2E-12 2E-16 9E-16
protein
hypothetical isotrichodermin

VDAGO06861 8E-04 6E-04 2E-04 1E-04 | VDAG06023 2E-12 3E-12 6E-14 6E-16
protein C-15 hydroxylase

ferric reductase
VDAGO03536 |yetA 1E-02 4E-03 3E-04 1E-04 | VDAGO06992 |transmembrane 2E-14 9E-12 5E-16 4E-16
component 4

BAR domain-

VDAG10454 |containing 2E-05 2E-06 1E-04 1E-04 | VDAG01264 |mono 3E-07 4E-10 3E-14 4E-16
protein
hypothetical hypothetical

VDAG10372 1E-03 2E-04 2E-04 1E-04 | VDAG03387 6E-14 9E-15 1E-13 2E-16
protein protein
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N-terminal high affinity cop-
VDAG08480 2E-02 3E-03 5E-05 1E-04 | VDAG02045 1E-10 2E-13 7E-17 1E-16
amidase per transporter
hypothetical diatom spindle
VDAGO07712 4E-04 7E-05 2E-04 9E-05 | VDAGO07634 7E-14 3E-15 2E-10 9E-17
protein kinesin 1
hypothetical hypothetical
VDAGO07645 5E-06 1E-04 1E-03 8E-05 | VDAG05017 6E-13 9E-14 SE-16 6E-17
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAGO00496 1E-05 1E-07 6E-06 8E-05 | VDAG03534 2E-16 1E-16 1E-16 SE-17
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG10293 1E-04 9E-03 1E-03 8E-05 | VDAG05471 1E-15 2E-13 4E-16 3E-17
protein protein
cytochrome oviduct-specific
VDAG01173 8E-05 2E-06 2E-05 7E-05 | VDAGO02162 1E-16 4E-15 1E-16 3E-17
P450 glycoprotein
high-affinity nico-
hypothetical
VDAG06979 SE-06 3E-04 3E-05 7E-05 | VDAG01193 |tinic acid 8E-17 7E-15 4E-15 3E-17
protein
transporter
hydroxyquinol hypothetical
VDAG02450 6E-07 2E-05 7E-05 6E-05 | VDAG09795 5E-19 7E-18 4E-16 2E-17
1,2-dioxygenase protein
hypothetical choline
VDAG07294 1E-06 9E-06 6E-06 6E-05 | VDAGO05050 1E-21 2E-19 7E-18 8E-18
protein monooxygenase
beta-lactamase secretory phos-
VDAG06948 7E-03 2E-03 6E-05 6E-05 | VDAG04019 2E-18 1E-16 3E-15 5E-18
family protein pholipase A2
mixed-linked hypothetical
VDAG04342 9E-05 3E-04 3E-04 6E-05 | VDAG00783 1E-13 2E-14 6E-20 4E-18
glucanase protein
ser/Thr protein
zinc transporter
VDAGO02693 |phosphatase 1E-04 4E-05 2E-05 6E-05 | VDAG06354 8E-22 2E-19 SE-19 4E-18
SLC39A9
family
AAA ATPase cen-
hypothetical
VDAG01902 8E-06 4E-04 2E-03 5E-05 | VDAGO07127 |tral domain-con- 6E-19 3E-20 1E-12 4E-18
protein
taining protein
transferase DJ-1/Pfpl family
VDAG09802 2E-07 7E-06 2E-05 SE-05 | VDAG00785 2E-18 1E-17 1E-10 1E-18
family protein protein
hypothetical hypothetical
VDAGO07951 1E-02 7E-05 7E-05 SE-05 | VDAG03657 2E-15 SE-15 9E-20 7E-19

protein

protein
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hypothetical

peroxidase/

VDAG09230 2E-04 5E-05 5E-05 4E-05 | VDAG04826 3E-18 6E-16 8E-17 5E-19
protein catalase
retrograde ferric reductase
VDAG09969 |regulation 3E-06 2E-06 3E-06 4E-05 | VDAG02046 |transmembrane 1E-14 2E-15 2E-19 2E-19
protein component 5
high-affinity nico-
hypothetical
VDAGO03736 3E-05 4E-04 3E-04 4E-05 | VDAGO7191 |tinic acid S5E-13 2E-13 1E-16 2E-19
protein
transporter
aflatoxin biosyn-
cytochrome
VDAG00797 2E-06 8E-07 2E-05 3E-05 | VDAG09534 |thesis polyketide 2E-15 6E-17 3E-20 6E-20
P450
synthase
5'/3'-nucleotidase
alpha-N-arabino-
VDAG03707 6E-06 7E-06 5E-05 3E-05 | VDAG09506 |SurE family 3E-23 1E-19 1E-20 6E-20
furanosidase
protein
hypothetical
VDAG09260 6E-04 1E-04 7E-04 3E-05 | VDAGO03135 [PRO41 protein 1E-12 8E-16 3E-19 5E-20
protein
stress respon-
sive A/B barrel
VDAG07312 3E-05 6E-05 3E-07 3E-05 | VDAG10527 |lectin-B 4E-22 3E-22 4E-19 2E-20
domain-contain-
ing protein
hypothetical high affinity cop-
VDAGO07148 4E-06 4E-06 6E-06 3E-05 | VDAG09293 1E-21 2E-18 2E-21 1E-20
protein per transporter
hypothetical hypothetical
VDAGO03583 1E-04 4E-04 1E-04 3E-05 | VDAG03174 1E-15 SE-17 1E-20 3E-21
protein protein
FAD/FMN-
hypothetical
VDAGO01698 |containing 4E-04 1E-03 4E-05 3E-05 | VDAG09691 5E-26 3E-23 1E-21 3E-21
protein
dehydrogenase
hypothetical hypothetical
VDAG04343 7E-05 1E-04 S5E-05 3E-05 | VDAG06039 1E-23 2E-22 4E-17 3E-21
protein protein
hypothetical alpha/beta
VDAG08598 6E-04 1E-05 6E-06 3E-05 | VDAG06212 SE-26 1E-21 4E-17 2E-21
protein hydrolase
rhamnogalactu- hypothetical
VDAGO07119 9E-05 5E-05 4E-05 3E-05 | VDAG08753 2E-14 3E-16 S5E-22 1E-21

ronate lyase

protein
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hypothetical

hypothetical

VDAGO05191 1E-02 2E-04 7E-04 3E-05 | VDAG01718 2E-13 3E-16 1E-16 1E-21
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG05441 8E-07 1E-05 1E-04 2E-05 | VDAG03361 4E-19 3E-17 2E-22 1E-21
protein protein
cytochrome NAD(P)
VDAG04994 6E-03 2E-03 2E-05 2E-05 | VDAG09269 2E-19 5E-19 9E-21 7E-22
P450 1A2 transhydrogenase
hypothetical ammonium
VDAG01348 8E-03 3E-03 5E-04 2E-05 | VDAG03160 1E-16 6E-18 1E-20 2E-22
protein transporter MEP1
hypothetical
VDAGO04827 |acetylesterase 4E-07 4E-05 9E-05 2E-05 | VDAG06521 1E-19 2E-18 2E-18 1E-22
protein
hypothetical hypothetical
VDAGO05585 2E-04 1E-04 2E-03 2E-05 | VDAGO04429 3E-32 7E-24 5E-20 5E-23
protein protein
hypothetical cysteine
VDAG02279 9E-06 1E-04 7E-05 2E-05 | VDAGO01750 4E-32 1E-26 2E-21 2E-23
protein proteinase
neutral hypothetical
VDAGO01556 1E-04 1E-03 2E-05 2E-05 | VDAGO03652 1E-21 3E-19 5E-25 9E-24
ceramidase protein
hexose trans-
VDAG04513 4E-06 SE-04 1E-05 2E-05 | VDAG02207 |uracil permease SE-20 1E-22 1E-22 6E-24
porter protein
hypothetical hypothetical
VDAG00208 2E-05 4E-04 3E-05 2E-05 | VDAG02906 9E-27 1E-25 7E-25 4E-24
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG02909 8E-07 3E-04 1E-03 2E-05 | VDAG02591 3E-19 1E-21 4E-20 4E-24
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG08417 4E-04 2E-05 4E-05 2E-05 | VDAG00516 2E-23 1E-24 4E-24 4E-25
protein protein
polygalacturo- cupin domain-
VDAG09366 3E-04 1E-05 6E-06 2E-05 | VDAG03325 1E-19 2E-21 6E-23 3E-25
nase containing protein
FAD binding
homogentisate
VDAGO07316 2E-04 6E-04 8E-05 1E-05 | VDAG09526 | domain-con- 7E-21 2E-22 2E-26 5E-26
1,2-dioxygenase
taining protein
siderophore iron
VDAG02222 2E-09 2E-08 7E-05 1E-05 | VDAGO03714 |sugar transporter 5E-17 1E-21 2E-27 4E-26
transporter mirA
hypothetical amino-acid
VDAG00522 SE-04 1E-03 6E-05 1E-05 | VDAG10460 1E-23 4E-23 2E-26 3E-26

protein

permease indal
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hypothetical

hypothetical

VDAG05397 3E-05 5E-06 2E-05 1E-05 | VDAG09529 4E-21 4E-23 1E-26 1E-26
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAGO07325 2E-02 4E-03 4E-05 1E-05 | VDAG09381 3E-24 8E-24 2E-25 7E-27
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAGO00915 3E-11 8E-10 1E-04 1E-05 | VDAGO07231 2E-16 4E-19 4E-24 5E-27
protein protein
hypothetical
VDAG06250 9E-03 7E-04 2E-05 1E-05 | VDAG09527 |hydrolase 3E-22 8E-24 1E-27 2E-27
protein
alpha- hypothetical
VDAG09373 1E-08 4E-07 5E-06 1E-05 | VDAG02590 6E-28 7E-28 3E-26 2E-27
galactosidase protein
integral mem- hypothetical
VDAG02900 1E-04 1E-05 2E-04 1E-05 | VDAGO03713 1E-21 4E-25 4E-27 2E-27
brane protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG06172 7E-05 2E-05 5E-05 1E-05 | VDAG10464 9E-28 6E-26 2E-27 9E-28
protein protein
hypothetical hypothetical
VDAG01895 2E-03 2E-04 1E-05 1E-05 | VDAG01905 1E-29 5E-29 4E-25 7E-28
protein protein
hypothetical
VDAGO06043 [PNG1 protein 5E-05 5E-06 5E-06 1E-05 | VDAG09574 4E-34 2E-32 4E-27 2E-28
protein
alpha/beta hydro-
hypothetical lase fold-3 do-
VDAGO07680 3E-05 2E-05 1E-05 1E-05 | VDAG09804 3E-32 4E-28 2E-28 2E-28
protein main-containing
protein
hypothetical siderophore iron
VDAGO03755 4E-04 3E-03 SE-05 1E-05 | VDAG09805 2E-30 2E-26 2E-28 1E-28
protein; TDF12.2 transporter mirB
hypothetical hypothetical
VDAGO05078 2E-08 6E-08 3E-06 1E-05 | VDAGO09615 9E-19 8E-18 1E-28 4E-31
protein protein
SAM and PH
hypothetical
VDAGO04175 |domain-con- 1E-03 4E-04 5E-05 9E-06 | VDAG02631 2E-25 5E-28 1E-29 9E-32
protein
taining protein
HhH-GPD family
base excision hypothetical
VDAG01784 7E-03 4E-04 2E-06 8E-06 | VDAG09528 1E-25 1E-27 1E-31 8E-32
DNA repair protein

protein
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cAMP-independ-

hypothetical

VDAGO06298 |ent regulatory 2E-05 2E-06 9E-06 8E-06 | VDAG05961 1E-25 2E-25 8E-34 3E-32
protein
protein pac2
carboxy- 6-phosphogluco-
VDAG07290 1E-06 3E-05 SE-07 8E-06 | VDAG09669 7E-36 2E-30 1E-27 2E-32
peptidase B nolactonase
K+/H+ antiporter alpha-N-arabino-
VDAG04796 7E-06 1E-05 3E-05 8E-06 | VDAG04336 3E-32 S5E-32 6E-30 2E-32
1 furanosidase
FAD binding
serin
VDAGO07367 1E-05 1E-05 4E-05 8E-06 | VDAGO00053 |domain-con- 2E-39 2E-33 2E-31 7E-33
endopeptidase
taining protein
ferric reductase
VDAGO04446 |Yoal 1E-07 8E-06 2E-07 7E-06 | VDAGO07588 |transmembrane 7E-23 1E-24 3E-33 5E-33
component 3
hypothetical
VDAG06280 6E-06 2E-05 4E-06 7E-06 | VDAG09382 [glucose oxidase 2E-35 7E-32 2E-32 3E-33
protein
hypothetical
VDAGO02566 |AdhA 7E-06 2E-05 3E-05 7E-06 | VDAG01904 6E-27 2E-29 5E-31 2E-33
protein
sarcosine zinc-regulated
VDAG05053 1E-08 9E-07 3E-04 7E-06 | VDAG00057 2E-42 3E-38 4E-34 4E-36
dehydrogenase transporter 1
NAD-dependent
hypothetical
VDAGO03453 |deacetylase 3E-05 6E-05 4E-05 6E-06 | VDAG03653 7E-38 SE-32 2E-37 2E-36
protein
sirtuin-7
hypothetical hypothetical
VDAG09774 1E-06 2E-05 3E-07 6E-06 | VDAG00307 6E-38 3E-38 8E-34 1E-36
protein protein
sulfatase
hypothetical
VDAG09850 |domain-con- 1E-05 5E-07 9E-06 6E-06 | VDAG01036 4E-40 3E-35 9E-33 4E-37
protein
taining protein
hypothetical hypothetical
VDAG02256 1E-05 2E-06 8E-06 6E-06 | VDAG07413 3E-32 2E-33 1E-32 1E-37
protein protein
sorbitol para-nitrobenzyl
VDAGO00549 2E-05 3E-06 1E-05 SE-06 | VDAG00784 1E-38 1E-37 2E-37 7E-38
dehydrogenase esterase
serine/threo-
cytochrome P450
VDAGO03223 |nine-protein ki- 3E-03 1E-04 1E-05 5E-06 | VDAG02181 3E-43 4E-43 3E-41 3E-39

nase RIM15

monooxygenase
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hypothetical

VDAG09583 |alcohol oxidase 2E-08 1E-10 1E-06 S5E-06 | VDAG00291 9E-39 7E-40 4E-37 1E-39
protein
hypothetical
VDAGO01760 8E-04 1E-05 2E-05 S5E-06 | VDAG07881 |pectinesterase SE-44 8E-42 1E-41 2E-40
protein
choline trans- cytochrome P450
VDAG06373 1E-06 3E-06 7E-06 SE-06 | VDAG03938 3E-40 1E-39 SE-44 S5E-41
port protein 52E2
FAD binding
3-ketoacyl-CoA
VDAG04957 1E-03 7E-04 1E-05 4E-06 | VDAG03495 |domain-con- 1E-40 1E-41 5E-41 1E-41
thiolase
taining protein
hypothetical hypothetical
VDAG09985 4E-05 7E-05 5E-05 4E-06 | VDAGO03533 1E-51 7E-40 1E-40 6E-42
protein protein
amino-acid sugar transporter
VDAG10208 4E-04 6E-05 SE-06 4E-06 | VDAG08124 SE-36 4E-40 4E-42 3E-42
permease indal family protein
hypothetical hypothetical
VDAGO07264 1E-07 1E-04 2E-05 4E-06 | VDAG05101 2E-30 4E-32 2E-43 1E-42
protein protein
hypothetical zinc/iron trans-
VDAG05052 9E-04 2E-04 4E-07 4E-06 | VDAG02068 2E-47 4E-39 5E-41 2E-43
protein porter protein
hypothetical
VDAGO07646 |acetamidase 3E-09 4E-08 2E-07 4E-06 | VDAG07133 3E-40 1E-39 4E-37 7E-44
protein
para-nitrobenzyl hypothetical
VDAG10006 1E-02 1E-04 2E-04 4E-06 | VDAG05090 3E-49 4E-41 5E-41 1E-44
esterase protein
pantothenate
VDAGO07424 |oxidoreductase 4E-11 8E-12 2E-06 4E-06 | VDAG02269 7E-37 1E-40 5E-42 1E-44
transporter liz1
hypothetical hypothetical
VDAG04341 1E-03 1E-03 1E-05 3E-06 | VDAG07282 2E-52 1E-45 6E-38 2E-45
protein protein
dTDP-D-glucose hypothetical
VDAGO05852 2E-06 3E-07 1E-06 3E-06 | VDAG01172 2E-42 SE-44 1E-44 1E-47
4,6-dehydratase protein
high-affinity
ATP-dependent
VDAGO05141 |potassium trans- 2E-02 7E-05 1E-06 3E-06 | VDAG02221 2E-65 7E-57 4E-50 3E-48
permease MDL1
port protein
hypothetical hypothetical
VDAG03702 3E-06 4E-05 4E-07 3E-06 | VDAG09794 2E-49 2E-49 6E-46 1E-48
protein protein
homogentisate hypothetical
VDAG06721 1E-05 2E-05 1E-06 3E-06 | VDAG04335 2E-54 8E-52 4E-46 1E-49

1,2-dioxygenase

protein
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hypothetical

VDAG02621 5E-08 2E-06 2E-04 3E-06 | VDAG09386 |CipC protein 3E-57 2E-50 6E-50 5E-50
protein
salicylate hypothetical
VDAG04960 9E-04 4E-03 7E-06 3E-06 | VDAG07265 1E-52 2E-52 1E-52 5E-52
hydroxylase protein
ankyrin repeat
pisatin
VDAG05456 3E-04 2E-04 6E-06 3E-06 | VDAG05068 [and SAM domain- 3E-54 3E-47 3E-45 3E-53
demethylase
containing protein
ATP-binding
choline
VDAGO00514 |cassette trans- 2E-05 9E-07 1E-06 3E-06 | VDAG07266 6E-59 4E-56 3E-51 1E-54
dehydrogenase
porter abcl
alpha-L-rhamno- hypothetical
VDAG03712 3E-03 1E-04 3E-06 3E-06 | VDAGO03314 3E-59 8E-52 6E-58 1E-56
sidase protein
NADP-depen-
hypothetical
VDAGO01165 |dent mannitol 7E-04 SE-06 3E-05 3E-06 | VDAG05652 7E-69 3E-63 1E-57 8E-57
protein
dehydrogenase
ankyrin repeat superoxide
VDAG04905 8E-04 3E-03 2E-05 3E-06 | VDAG07230 2E-66 1E-60 1E-59 3E-62
protein dismutase
Endonuclease
short-chain de-
/exonuclease
VDAGO05526 |hydrogenase/re- 2E-06 3E-07 8E-07 2E-06 | VDAG07412 7E-47 2E-44 2E-56 2E-62
/phosphatase
ductase SDR
family protein
hypothetical hypothetical
VDAG00453 2E-07 1E-06 2E-05 2E-06 | VDAG10367 1E-79 9E-72 7E-63 1E-64
protein protein
ATP-binding cas-
hypothetical
VDAGO03267 1E-09 2E-06 1E-05 2E-06 | VDAGO07300 |sette sub-family A 1E-57 6E-60 2E-66 1E-68
protein
member 9
carnitine O-
hypothetical
VDAGO07166 |palmitoyltrans- 1E-07 1E-05 1E-06 2E-06 | VDAG03386 1E-72 2E-73 3E-64 6E-73
protein
ferase |
Phosphogly-
hypothetical
VDAGO03640 |cerate mutase 8E-05 2E-04 4E-05 2E-06 | VDAG07229 2E-79 1E-69 1E-70 SE-73
protein
family protein
siderophore iron
VDAGO00950 |choline-sulfatase 2E-06 3E-06 6E-07 2E-06 | VDAG09801 4E-71 3E-70 7E-74 3E-78

transporter mirB
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hypothetical serin
VDAGO03339 4E-06 1E-05 8E-07 2E-06 | VDAG08100 2E-85 4E-85 1E-81 6E-80
protein endopeptidase
hypothetical hypothetical
VDAGO06705 7E-05 1E-04 3E-06 2E-06 | VDAG02067 2E-92 6E-80 2E-83 1E-82
protein protein
hypothetical
VDAGO03771 4E-06 7E-06 3E-06 2E-06 | VDAG08741 |endochitinase 5E-98 6E-91 2E-97 4E-96
protein
solute carrier
glucan 1,3-beta-
VDAGO05853 |family 35 6E-06 4E-07 1E-06 2E-06 | VDAG07185 5E-130 1E-124 2E-124 6E-122
glucosidase
member E3
phosphoadeno-
VDAGO05001 [sine phosphosul- 5E-05 1E-04 1E-06 2E-06 | VDAGO04551 |antigen 1 4E-133 6E-125 3E-126 2E-127
fate reductase
ferric reductase
cobW domain-
VDAGO09283 |transmembrane 2E-05 1E-05 8E-06 2E-06 | VDAG05411 2E-160 3E-152 1E-162 3E-166
containing protein
component 6
fungal specific
transcription
VDAGO05140 |(factor domain- 8E-07 1E-06 3E-05 2E-06

containing

protein
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Tabelle 6.2 127 Gene die in infizierten Pflanzen (WTaos, a0s, WTcoiz-t und coil-t) gegeniiber V.I.43-GFP mindestens 4-fach reprimiert sind und einen FDR < 0,05
aufweisen. (log2 FC (false discovery) bedeutet n-fache Induktion des ersten analysierten Zustands gegeniiber des Zweiten (rot) bzw. n-fache Repression
des ersten Zustands gegeniiber des Zweiten (griin)).

V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP V.1.43-GFP
VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS.
WTaos inf aos inf WTcoiz-t inf coil-tinf WTaos inf aos inf WT izt inf coil-t inf
AGI-Code Genname | log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | AGI-Code Genname log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | log2 FC | padj. | log2 FC | padj.
amino acid peroxisomal
VDAG05386 -5,21 8E-34 -5,68 4E-38 -4,16 2E-28 -5,33 6E-38 | VDAG05792 -2,97 2E-05 -2,89 1E-06 -2,69 5E-06 -2,99 8E-07
transporter catalase
superoxide
VDAG02630 -3,81 1E-20 -3,98 2E-29 -4,10 2E-32 -4,25 4E-35 | VDAG09522 |aquaporin-9 -5,00 7E-08 -4,34 6E-06 -4,69 8E-07 -4,63 8E-07
dismutase
hypothetical mitochondrial
VDAG06698 -4,45 SE-25 -4,36 1E-27 | -3,11 7E-16 | -4,20 7E-26 | VDAG00608 -2,17 | 9E-05 -2,43 7e-07 ] -2,35 | 8E-07 | -2,36 | 9E-07
protein carnitine carrier
VDAG10513 |sulfite oxidase -3,77 1E-22 -3,65 3e-25| -3,70 | 2E-25) -3,77 2E-25 | VDAG01137 (STI35 protein -2,73 1E-07 -2,78 SE-08 | -2,30 | 6E-06 | -2,49 1E-06
hypothetical hypothetical
VDAG00299 -5,10 1E-19 -5,01 4E-21 -4,39 3E-17 -5,24 3E-22 | VDAGO7616 -2,92 2E-04 -2,87 5E-05 -2,52 5E-05 -3,32 1E-06
protein protein
hypothetical trimethyllysine
VDAG04730 -4,22 6E-18 -3,91 5E-20 -4,08 2E-21 -3,97 5E-22 | VDAGO08368 -2,32 4E-06 -2,54 2E-08 -2,02 1E-05 -2,07 1E-06
protein dioxygenase
hypothetical methylglutaconyl-
VDAG07100 -4,87 2E-18 -4,32 2E-17 -4,15 2E-16 -4,65 5E-22 | VDAG04011 -3,34 5E-05 -3,00 8E-06 -3,35 1E-06 -3,13 2E-06
protein CoA hydratase
branched-chain-
hypothetical
VDAGO01845 |aa amino- -3,70 | 3E-20 -3,17 1E-19| -3,50 | 9E-24| -3,31 1E-20 | VDAG02244 -2,04 | 4E-03 -2,82 1E-05 | -2,52 | 3E-05 -3,00 | 3E-06
protein
transferase
hypothetical
VDAGO02199 (proline oxidase -3,68 2E-14 -3,79 2E-20 -4,17 9E-24 -3,71 3E-20 | VDAG04057 -3,59 1E-05 -3,88 1E-09 -2,94 4E-05 -3,18 3E-06
protein
pyrimidine
precursor hypothetical
VDAGO07211 -3,49 | 4E-17 -3,73 2E-21 | -3,19 1E-16 | -3,59 9E-20 | VDAGO01666 -3,23 2E-09 -3,03 1E-09 | -2,89 1E-08 | -2,44 | 3E-06
biosynthesis protein
enzyme THI11
hypothetical aromatic amino acid
VDAG02125 -3,83 2E-09 -3,88 4E-15 -3,53 1E-12 -4,74 1E-19 | VDAGO01337 -2,85 2E-03 -2,97 2E-05 -2,99 2E-05 -3,19 3E-06
protein aminotransferase
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dihydrolipoamide

VDAG10220 [hemoglobin -6,13 | 7E-17 -5,82 2E-18 | -5,85 1E-18 | -5,69 3E-19 | VDAG04361 -3,86 | 9E-05 -3,47 6E-05] -3,79 | 7E-06 | -3,87 | 3E-06
transacylase
hypothetical hypothetical
VDAG04771 -5,68 1E-10 -5,76 3E-14| -548 |2E-13) -7,23 1E-18 | VDAG04384 -2,02 1E-04 -2,03 3E-06 | -2,09 | 2E-06 | -2,06 | 4E-06
protein protein
homogentisate pregnancy-associa-
VDAGO07414 -3,03 2E-13 -3,11 4E-16 ] -3,25 9E-17 ] -3,38 3E-18 | VDAG02470 -2,64 | 5E-03 -3,05 1E-06 | -2,85 | 5E-05 -3,10 | 4E-06
1,2-dioxygenase ted glycoprotein
ATP synthase
VDAG00847 -2,39 1E-08 -2,25 1E-12 | -2,61 2E-16 | -2,65 2E-17 | VDAG00006 |HMF1 protein -3,14 | 5E-05 -2,81 8E-05 | -2,91 | 2E-05 -3,19 | 5E-06
protein
hypothetical 2-methylcitrate
VDAG05827 -2,76 6E-09 -2,82 5E-11 -2,89 9E-13 -3,54 4E-16 | VDAG02769 -3,19 8E-05 -3,08 6E-06 -3,09 7E-06 -3,10 5E-06
protein synthase
hypothetical
VDAGO00910 |cytochrome ¢ -2,90 2E-13 -3,00 2E-19 -2,93 1E-17 -2,82 5E-16 | VDAG02453 -2,03 1E-04 -2,32 4E-06 -2,25 1E-05 -2,23 6E-06
protein
L-galactonate hypothetical
VDAG10081 -2,91 2E-16 -2,73 2E-17 -2,59 2E-14 -2,65 2E-15 | VDAGO08070 -2,12 3E-04 -2,39 8E-08 -2,16 2E-05 -2,23 6E-06
dehydratase protein
hypothetical hypothetical
VDAGO09715 -3,71 2E-10 -3,92 7E-15 -3,63 1E-12 -3,92 4E-15 | VDAG08580 -3,21 1E-03 -3,24 5E-05 -3,00 2E-04 -3,65 8E-06
protein protein
dihydrodipicoli- flavoprotein
VDAGO08496 -3,10 1E-13 -2,70 2E-14| -3,03 S5E-16 ] -2,81 4E-15 | VDAG09832 -2,30 | 4E-05 -2,36 2E-05] -2,68 | 2E-07 | -2,36 1E-05
nate synthase oxygenase
cytochrome ¢ 3-hydroxybutyryl-
VDAGO03116 -2,86 | 3E-12 -2,78 3e-17 | -3,06 |3E-19] -2,75 SE-15 | VDAG08517 -2,57 2E-04 -2,67 8E-06 | -2,63 1E-05 -2,63 1E-05
peroxidase CoA dehydrogenase
fumaryl- hypothetical
VDAG02057 -3,07 | 6E-12 -2,92 9E-14 ] -2,98 1E-14 | -3,00 1E-14 | VDAGO07657 -2,62 | 4E-03 -2,85 2E-04 ] -2,33 1E-03 -3,52 1E-05
acetoacetase protein
Methylcrotonoyl
hypothetical
VDAGO02775 (-CoA carboxy- -3,03 2E-11 -2,94 2E-13 -3,16 4E-15 -3,01 5E-14 | VDAG04046 -3,73 8E-04 -3,59 2E-05 -3,21 3E-04 -3,76 2E-05
protein
lase subunit a
NADP-dependent
4-hydroxyphe-
L-serine/L-allo-threo-
VDAG03922 (nylpyruvate dio- -3,95 3E-08 -4,01 2E-11 -4,19 2E-12 -4,52 6E-14 | VDAG01703 -2,25 9E-04 -2,34 5E-05 -2,08 4E-04 -2,39 2E-05
nine dehydrogenase
Xygenase
ydfG
hypothetical
VDAG05315 -4,58 9E-11 -4,64 3E-14 -4,47 2E-13 -4,31 1E-13 | VDAGO07310 |glutaminase -3,12 2E-05 -3,28 1E-07 -2,53 7E-05 -2,61 2E-05
protein
2-oxoisovalerate
riboflavin
VDAGO01575 |dehydrogenase -3,39 4E-08 -3,59 4E-11 -3,39 1E-10 -3,91 3E-13 | VDAG09737 -3,04 1E-04 -2,80 2E-04 -2,15 3E-03 -3,15 3E-05

subunit beta

transporter MCH5
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polyamine dihydrodipicolinate
VDAGO01194 -4,91 1E-08 -5,98 7E-11] -536 | 3E-10] -631 1E-12 | VDAG02228 -2,49 | 4E-04 -2,89 1E-05 | -2,55 | 9E-05 -2,70 | 5E-05
transporter 2 synthase
electron transfer
flavoprotein- polyamine
VDAGO01614 -2,56 3E-09 -2,83 3E-13 -2,64 5E-11 -2,82 1E-12 | VDAGO07042 -3,29 6E-04 -3,76 1E-06 -3,76 4E-06 -3,24 7E-05
ubiquinone transporter 1
oxidoreductase
hypothetical hypothetical
VDAG08579 -4,14 1E-07 -3,14 2E-06 -4,10 4E-09 -5,27 5E-12 | VDAGO06153 -3,56 3E-03 -3,71 2E-04 -3,67 3E-04 -4,02 8E-05
protein protein
phosphate-re-
VDAGO07630 |pressible phos- -3,18 3E-05 -3,38 6E-08 -3,85 4E-10 -4,30 2E-11 | VDAGO03622 (Axe2 -2,32 4E-03 -2,65 4E-05 -2,19 1E-03 -2,47 1E-04
phate permease
mitochondrial
hypoxia respon-
acyl-CoA
VDAGO06094 |sive domain- -2,13 | 7E-07 -2,23 2E-09| -2,26 | 2E-10) -2,36 4E-11 | VDAG09908 -2,29 SE-03 -2,35 2E-04 ] -2,58 | 7E-05 -2,49 1E-04
dehydrogenase
containing
protein
hypothetical hypothetical
VDAGO03544 -3,12 | 5E-05 -3,17 1E-08 | -3,11 8E-08 ] -3,73 SE-11 | VDAG07839 -2,15 3E-03 -2,81 2E-03 ] -3,17 | 2E-04 | -3,09 1E-04
protein protein
cytochrome b-c1
pyridoxal
VDAGO04054 (complex subunit -2,03 7E-07 -2,08 3E-10 -2,11 3E-09 -2,15 1E-10 | VDAG04222 -2,80 2E-02 -2,75 5E-03 -2,75 7E-03 -3,40 2E-04
reductase
2
NAD(P)H-dependent
VDAGO08114 |exostosin-2 -5,12 | 4E-08 -4,87 8E-08 ] -530 | 3E-08] -649 1E-10 | VDAGO01073 -2,09 2E-02 -2,12 2E-03 ] -2,11 | 3E-03 -2,44 | 2E-04
D-xylose reductase
succinate dehy-
acetyl-CoA
VDAGO04438 |drogenase iron- -2,55 1E-09 -2,44 4E-13 ] -2,51 7E-12 ) -2,27 2E-10 | VDAG09022 -2,57 3E-03 -2,76 1E-04 | -2,49 | 7E-04] -2,68 | 3E-04
acetyltransferase
sulfur subunit
succinate
aromatic and neutral
dehydrogenase
VDAG04207 -2,30 | 5E-08 -2,15 SE-11 | -2,51 2E-13 ] -2,18 2E-10 | VDAGO7116 |aliphatic amino acid -2,64 1E-02 -3,17 6E-04 | -3,08 | 5E-04| -3,32 | 3E-04
flavoprotein
permease
subunit
hypothetical hypothetical
VDAGO01121 -2,80 | 8E-07 -3,06 3E-11 | -2,85 1E-09 | -2,90 SE-10 | VDAG04291 -3,23 3E-04 -2,62 6E-04 | -2,54 | 2E-03 -2,75 | 3E-04
protein protein
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hypothetical

phenazine biosyn-

VDAG09349 -2,21 | 3E-06 -2,51 1E-09 | -2,52 6E-09 | -2,55 1E-09 | VDAGO00005 |thesis PhzC/PhzF -2,32 2E-02 -2,59 1E-03 | -2,84 | 4E-04 | -3,04 | 4E-04
protein
protein
electron transfer
hypothetical
VDAGO00347 |flavoprotein -2,04 | 2E-06 -2,12 2E-09 | -2,09 8E-09 | -2,18 2E-09 | VDAG09881 -6,11 3E-03 -6,46 2E-04 | -571 | 9E-04| -599 | 4E-04
protein
subunit beta
methyl-
crotonoyl-CoA D-galacturonic
VDAG01921 -3,42 1E-06 -3,05 2E-07 | -3,15 1E-07 | -3,47 2E-09 | VDAG08495 -2,67 | 8E-03 -2,77 9E-04 | -2,99 |6E-04] -2,91 | SE-04
carboxylase beta acid reductase
chain
hypothetical enoyl-CoA
VDAG02728 -2,30 6E-06 -2,13 7E-06 -2,04 5E-06 -2,64 6E-09 | VDAGO03757 -2,56 9E-03 -2,67 5E-04 -2,62 6E-04 -2,71 5E-04
protein hydratase
3-hydroxy-
mitochondrial 2-me-
VDAGO07909 |isobutyrate -3,07 | 5E-06 -3,30 2E-08 | -3,43 9E-10 ] -3,26 7E-09 | VDAG02768 -3,12 2E-03 -2,74 8E-04 | -3,03 | 3E-04] -2,86 |5E-04
thylisocitrate lyase
dehydrogenase
hypothetical NADPH
VDAG07892 -2,01 6E-05 -2,01 7E-08 -2,20 1E-09 -2,11 9E-09 | VDAG09303 -4,19 5E-03 -3,73 4E-03 -3,35 1E-02 -4,37 7E-04
protein dehydrogenase
hydroxymethyl- calcium-
VDAGO01989 |glutaryl-CoA -2,66 | 4E-06 -2,67 SE-08 | -2,53 SE-08 ) -2,78 1E-08 | VDAGO05014 |transporting -2,22 1E-02 -2,35 3E-03 ] -2,37 1E-03 -2,55 | 9E-04
lyase ATPase
isotrichodermin bifunctional
VDAG09950 |C-15 -3,80 5E-06 -4,19 5E-09 -4,01 5E-08 -4,17 1E-08 | VDAGO07177 |P-450:NADPH-P450 -4,58 5E-03 -4,72 1E-03 -4,55 2E-03 -4,60 1E-03
hydroxylase reductase
mannitol-1-
dihydrodipicoli-
VDAG10512 -2,53 2E-07 -2,66 1E-09 | -2,29 S5E-07 | -2,55 1E-08 | VDAGO00774 |phosphate 5- -2,17 3E-02 -2,12 3E-03 | -2,47 1E-03 -2,32 2E-03
nate synthase
dehydrogenase
NADH-
ubiquinone hypothetical
VDAG09558 -2,15 2E-05 -2,31 4E-10 ] -2,24 | 3E-09] -2,23 1E-08 | VDAGO07577 -4,74 | 8E-03 -4,07 2E-02 | -426 | 7E-03 -4,86 2E-03
oxidoreductase protein
23 kDa subunit
mitochondrial
VDAGO00506 |carrier protein -2,78 3E-09 -2,50 3E-09 -2,70 2E-10 -2,30 2E-08 | VDAGO01781 |polygalacturonase -2,95 4E-02 -2,98 4E-03 -3,47 9E-04 -3,13 2E-03

LEUS
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NADH-

ubiquinone alcohol
VDAG08648 -2,20 1E-05 -2,04 5E-09 -2,23 1E-08 -2,05 4E-08 | VDAG04793 -4,77 4E-02 -4,18 5E-02 -4,01 2E-02 -7,13 2E-03
oxidoreductase dehydrogenase
24 kDa subunit
hypothetical structural toxin pro-
VDAG02800 -2,89 | 2E-02 -3,67 5E-05] -3,40 | 5E-05] -545 4E-08 | VDAG04753 -3,63 | 8E-03 -3,21 S5E-03 ] -3,75 1E-03 -3,36 | 2E-03
protein tein RtxA
glyoxylate hypothetical
VDAG02209 -2,05 2E-06 -2,06 3E-08 -2,07 6E-08 -2,02 4E-08 | VDAG10189 -4,30 7E-05 -3,94 2E-04 -2,97 1E-03 -2,70 4E-03
reductase protein
succinate
dehydrogenase glutathione
VDAG09314 -2,15 1E-06 -2,09 3E-09 | -2,39 3E-11] -2,00 4E-08 | VDAG00421 -2,40 | 2E-02 -2,55 1E-03 | -2,36 | 4E-03 -2,24 | 4E-03
cytochrome S-transferase Gst3
b560 subunit
vitamin H hypothetical
VDAG00256 -2,20 2E-06 -2,16 2E-08 -2,28 1E-08 -2,11 5E-08 | VDAG00619 -2,55 9E-03 -2,48 5E-03 -2,66 1E-03 -2,20 4E-03
transporter 1 protein
acetylornithine
hypothetical
VDAGO04729 |amino- -4,23 | 4E-05 -4,55 3E-06 | -4,10 | 6E-06 | -5,06 6E-08 | VDAG02866 -3,06 | 2E-02 -2,72 2E-02 | -2,26 | 5E-02 -3,22 | 4E-03
protein
transferase
hypothetical hypothetical
VDAG07212 -2,41 1E-04 -3,00 3E-07 -2,87 2E-07 -2,82 1E-07 | VDAGO05136 -3,10 4E-02 -3,55 8E-03 -2,82 2E-02 -3,27 1E-02
protein protein
2-oxoisovalerate
hypothetical
VDAGO05481 |dehydrogenase -3,50 | 4E-05 -3,66 3E-06 | -3,44 |2E-06) -411 1E-07 | VDAG04010 -3,79 3E-04 -2,79 1E-03 | -2,29 | 6E-03 -2,28 1E-02
protein
subunit alpha
arginine hypothetical
VDAG09644 -4,04 6E-07 -3,88 3E-08 -4,37 6E-10 -3,75 2E-07 | VDAGO08136 -2,65 2E-02 -3,66 3E-02 -3,35 2E-02 -3,65 1E-02
permease protein
methyl-malo-
isoflavone
nate-semi
VDAG04128 -2,33 1E-04 -2,22 4E-06 | -2,73 1E-08 | -2,44 2E-07 | VDAGO05132 |reductase family pro-| -2,45 2E-02 -3,94 SE-03 ] -2,80 | 3E-02 -2,95 1E-02
aldehyde
tein
dehydrogenase
ubiquinone/
menaquinone
hypothetical
VDAGO05480 |biosynthesis -2,63 2E-06 -2,15 6E-07 -2,44 2E-08 -2,18 2E-07 | VDAG07072 -3,37 4E-02 -3,40 1E-02 -3,29 1E-02 -3,31 1E-02
protein

methyltransfera

se ubiE
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TTL domain-con-

hypothetical

VDAG07271 -5,71 1E-04 -5,91 5E-06 | -4,66 1E-04 | -6,80 3E-07 | VDAG08037 -2,83 5E-02 -2,56 2E-02 | -2,94 | 1E-02 -2,72 1E-02
taining protein protein
isovaleryl-CoA hypothetical
VDAG01922 -3,20 | 3E-04 -3,22 3E-06 | -3,72 2E-07 ] -3,57 3E-07 | VDAG02054 -2,57 5E-02 -2,66 1E-02 | -2,81 | 9E-03 -2,47 2E-02
dehydrogenase protein
mitochondrial
import inner
hypothetical
VDAGO05736 |membrane -2,11 1E-04 -2,05 5E-06 | -2,25 | 4E-07] -2,20 4E-07 | VDAG01926 -2,95 | 4E-02 -2,97 8E-03 | -2,74 | 2E-02 -2,62 2E-02
protein
translocase
subunit tim-9
NADP-depen-
hypothetical
VDAGO09741 |dent alcohol -2,85 4E-04 -3,18 1E-06 -3,00 9E-06 -3,31 5E-07 | VDAG03198 -3,62 6E-03 -2,87 3E-03 -2,03 2E-02 -2,04 2E-02
protein
dehydrogenase
cellulose
VDAGO02123 [synthase -2,80 | 3E-03 -2,84 6E-04 | -3,04 1E-04 | -4,01 6E-07

catalytic subunit
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Tabelle 6.3 Gene, die nach Infektion mindestens 2-fach induziert sind und einen p-value < 0,01 aufweisen. (log2 FC (false discovery) bedeutet n-fache Induk-
tion des ersten analysierten Zustands gegeniiber des Zweiten (rot) bzw. n-fache Repression des ersten Zustands gegeniiber des Zweiten (griin)).

WTcoizt mock coil-t mock WTcoiz-t mock Wizt inf WTaos mock aos mock WTa0s mock WTaos inf
vs. vs. vs. vs. vs. vs. vs. vs.
WTeoiz-tinf coil-t inf coil-t mock coil-tinf WTaos inf aos inf aos mock aos inf

AGI-Code Genname log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value

60 Gene die im WTiz.1, nicht aber in WT,,s, aos und coil-t nach Infektion induziert sind
Disease resistance protein (TIR-

AT4G16860 2E-05 0,1232 0,0000 0,0000 -0,73 0,1124 0,4131 -0,75 0,0696 0,5293
NBS-LRR class)
cAMP-regulated phosphoprotein

AT4G16146 3E-05 0,0222 0,7834 -0,46 0,2088 0,6621 -0,09 0,9257 -0,31 0,6664 -0,62 0,3132
19-related protein
MEE14; maternal effect embryo

AT2G15890 1E-04 0,0241 0,8998 -0,51 0,2233 0,6792 0,7748 -0,11 0,8543 -0,07 0,7856
arrest
Phosphorylase superfamily

AT4G24350 1E-04 0,2870 -1,67 0,0006 -2,42 0,0000 0,3569 0,9674 -1,53 0,0000 -1,69 0,0000
protein

AT5G42900 |COR27; cold regulated gene 27 2E-04 0,0183 0,7771 -0,26 0,5020 0,2557 0,9829 -0,27 0,4608 -0,65 0,0887

AT1G76650 |CML38; calmodulin-like 38 2E-04 0,0295 0,5981 -0,27 0,4833 0,1042 0,2692 -0,45 0,2374 -0,45 0,1244
Chaperone DnaJ-domain family

AT1G56300 3E-04 0,0158 -0,28 0,6947 -0,72 0,1794 -0,07 0,9532 0,7674 -0,45 0,5005 -0,10 0,7805
protein

AT1G52343 |unknown protein 3E-04 0,0491 0,1164 0,7063 0,3985 0,1682 0,8032 0,4311
Integrase-type DNA-binding

AT2G40340 3E-04 0,0052 0,6598 -0,01 0,9461 -0,11 0,6364 0,8511 -0,09 0,8002 0,6687
family protein
SWAP/surp RNA-binding domain-

AT3G49130 3E-04 0,1050 0,0036 0,1500 0,0437 0,9612 -0,21 0,5437 -0,71 0,0211
containing protein

AT4G33980 (unknown protein 4E-04 0,0470 0,3098 -0,07 0,8428 -0,23 0,5533 0,7985 -0,23 0,7855 0,9844

AT1G43765 |other RNA 4E-04 0,5014 0,6989 -0,71 0,0217 0,9913 0,7850 -0,11 0,7665 -0,08 0,5613
alpha/beta-Hydrolases family

AT2G39400 4E-04 0,0820 0,0031 0,0980 0,0414 0,2444 -0,21 0,6645 -0,21 0,2566
protein
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AT1G77525 |unknown protein 5E-04 -0,17 0,8131 -0,29 0,5497 -1,64 0,0000 0,4561 -0,06 0,6330 -0,32 0,3991 -0,61 0,0468
WRKY75; WRKY DNA-binding

AT5G13080 1E-03 0,2649 0,2024 -0,24 0,5165 0,2295 0,6669 -0,51 0,1409 -0,48 0,0415
protein 75

AT4G37290 (unknown protein 1E-03 0,3824 0,0542 -0,17 0,8597 0,1478 0,1402 -0,24 0,7113 0,8656
GLP6; RmIC-like cupins family

AT5G39110 2E-03 0,1829 0,0000 0,0000 0,3118 0,9559 0,3119 0,8861
protein

AT2G30750 [CYP71A12; cytochrome P450 2E-03 0,2616 0,0020 0,1377 0,0373 0,0937 -0,13 0,7539 0,6002

AT2G40080 (unknown protein 2E-03 0,0146 -0,47 0,4694 -0,61 0,2561 -0,26 0,6978 0,5630 -0,44 0,4089 0,8540
APRRS; pseudo-response

AT5G24470 2E-03 0,0207 -0,14 0,8176 -0,33 0,4546 -0,31 0,4698 0,5570 -0,37 0,4726 0,5606
regulator 5

AT1G62935 |unknown protein 2E-03 0,7925 0,2958 -0,61 0,1114 0,1137 0,8573 0,1989 -0,18 0,9469
ATCXXS1; C-terminal cysteine

AT1G11530 2E-03 04711 -0,19 0,6818 -1,14 0,0057 0,9733 0,7401 -0,20 0,7030 -0,05 0,9510
residue is changed to a serine 1
ATTI6; Scorpion toxin-like knottin

AT2G43550 2E-03 0,1003 -1,25 0,0119 -1,74 0,0001 0,4196 0,7815 -0,41 0,2869 -0,62 0,1405
superfamily protein

AT3G15630 [unknown protein 2E-03 0,4031 0,1754 -0,20 0,5130 0,1035 0,4657 0,8374 0,5806

AT2G26560 (PLP2; phospholipase A 2A 2E-03 0,1169 0,0222 0,2291 0,0469 0,1026 -0,52 0,3300 -0,18 0,2732

AT2G15080 |AtRLP19; receptor like protein 19 3£-03 0,35 | 04621 0,0002 0,7913 | -0,64 | 03089 09155 | -0,16 | 09217 0,3352

AT1G57650 |ATP binding 3E-03 0,0751 0,0016 0,0122 0,1126 0,2436 -0,11 0,9647 -0,25 0,6889

AT3G26200 |CYP71B22; cytochrome P450 3E-03 0,1012 -0,27 0,7380 -0,95 0,1386 0,0318 0,1511 -1,27 0,0443 -1,34 0,0151

AT4G14270 |CID2 4E-03 0,0286 0,8498 -0,08 0,8233 0,8321 0,9358 0,7109 0,9140
CCOAMT; caffeoyl-CoA 3-O-

AT1G67980 4E-03 0,0218 0,1904 0,2509 0,0335 0,1699 -0,80 0,0367 -0,70 0,0113
methyltransferase
NAC domain transcriptional

AT3G12910 4E-03 0,4260 0,0000 0,0077 0,0800 0,1117 0,5090 0,5084
regulator family protein

AT5G49525 |unknown protein 4E-03 0,1523 -0,21 0,6586 -0,69 0,0779 0,5447 0,7571 -0,18 0,7215 -0,29 0,5416
Toll-Interleukin-Resistance (TIR)

AT1G57630 4E-03 0,2606 0,0000 0,0002 0,0594 0,1881 0,8532 0,8587
domain family protein

AT1G33813 |transposable element gene 4E-03 0,5894 0,0080 0,4971 0,5567 0,8148 0,3108 1,0000
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AT5G57220 [CYP81F2; cytochrome P450 5E-03 0,3066 0,0127 0,2905 0,0528 0,1813 -0,12 0,7763 0,4915
PDF2.1; Scorpion toxin-like knot-

AT2G02120 5E-03 0,0350 0,0589 0,0926 -0,04 0,9963 0,9048 0,1564 0,1950
tin superfamily protein

AT1G21850 [SKUS similar 8 5E-03 0,0900 0,0022 0,0130 0,1370 -0,36 0,1239 0,0046 0,7844

AT1G11210 [unknown protein 6E-03 0,0186 0,2542 0,2321 -0,37 0,5240 0,9772 0,6543 0,2644

AT2G38465 |unknown protein 6E-03 0,5653 0,6934 -0,76 0,0993 -0,13 0,7684 0,4948 -0,16 0,8278 0,4565

AT1G11500 [unknown protein 6E-03 0,6151 0,5935 -0,51 0,1327 0,2247 0,8546 0,3625 0,6675
Leucine-rich repeat (LRR) family

AT2G15880 6E-03 0,1934 0,4899 -0,28 0,6009 -0,42 0,3607 0,3611 -0,51 0,3416 0,3968
protein
Plant self-incompatibility protein

AT3G55677 6E-03 0,7775 0,0298 1,0000 0,6945 -0,30 1,0000 -0,19 1,0000 -1,10 0,7402
S1 family

AT1G70220 [RNA-processing, Lsm domain 7E-03 0,0314 -0,10 0,9907 -0,13 0,7957 -0,13 0,8474 -0,72 0,1430 -0,02 1,0000 -0,60 0,2335
Proline-rich extensin-like family

AT1G26240 7E-03 0,6138 0,0895 -0,56 0,6498 0,3064 0,2621 -0,25 0,7422 0,9221
protein

AT1G68630 |PLACS8 family protein 7E-03 0,0732 0,5038 0,8590 0,0683 0,8004 -0,69 0,5413 -1,65 0,0570

AT2G23270 (unknown protein 7E-03 0,3834 0,1579 -0,20 0,8224 0,2400 0,5228 0,8483 0,8226

AT1G71030 |MYB-like 2 7E-03 0,0580 0,5068 0,8175 0,4160 0,7163 0,5849 0,8955
EXS (ERD1/XPR1/SYG1) family

AT2G03250 7E-03 0,6032 0,0000 0,0001 0,0657 0,6551 0,8342 -0,46 0,4293
protein
Cysteine/Histidine-rich C1

AT2G17740 8E-03 0,9439 0,0016 0,4050 0,0271 1,0000 0,4931 -0,65 0,1742
domain family protein
O-methyltransferase family

AT1G21130 8E-03 0,2062 0,0039 0,0581 0,0333 0,2362 0,9399 0,4929
protein

11 Gene die in der coil-t, nicht aber in WT,,s, aos und WT,;z+ nach Infektion induziert sind
F-box/RNI-like superfamily

AT4G14103 0,0019 0,0004 -0,85 0,0139 -0,44 0,0823 -0,11 0,6907 0,6110 -0,11 0,8313 0,5010
protein
FAMT; farnesoic acid carboxyl-O-

AT3G44860 0,9586 0,0004 -8,37 0,0000 -4,53 0,0000 0,2377 0,0549 -7,34 0,0000 -6,38 0,0000
methyltransferase

AT3G29320 (Glycosyl transferase, family 35 0,0007 0,0015 -0,29 0,4287 -0,17 0,5305 -0,10 0,7082 0,3043 -0,24 0,5057 0,4768
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WRKY8; WRKY

AT5G46350 0,0074 0,0051 0,8018 0,4048 0,0829 0,4395 -0,07 0,9701 -0,13 0,3863
DNA-binding protein 8
S-adenosyl-L-methionine-depend-

AT5G37970 0,0812 0,0052 -3,41 0,0000 -2,43 0,0000 0,1836 0,3975 -0,58 0,2527 -0,83 0,1316
ent methyltransferases protein
Flavin-binding monooxygenase

AT5G11320 0,0187 0,0063 0,1411 0,0136 0,0141 0,0283 0,1965 0,2629
family protein
NAD(P)-binding Rossmann-fold

AT2G29310 0,0158 0,0078 -1,12 0,0826 -0,60 0,2099 0,5282 0,7622 0,6102 0,8573
superfamily protein
Plant invertase/pectin methyles-

AT5G62360 0,2252 0,0088 -2,73 0,0047 -0,77 0,1733 0,5409 -0,62 0,8387 0,7421 -0,63 0,6244
terase inhibitor family protein

AT4G25000 |ATAMY1; alpha-amylase-like 0,38 | 04900 00091 | -036 | 05474 0,0026 0,3386 | -0,05 | 1,0000 07306 | -0,20 | 05746
Calcium-dependent lipid-binding

AT1G70800 0,0067 0,0092 -0,03 1,0000 0,7889 0,4334 0,9862 0,9618 -0,09 0,5056
family protein
NCED2; nine-cis-epoxycarotenoid

AT4G18350 0,0447 0,0098 -0,19 0,8763 0,3978 0,4159 0,4513 0,9159 0,8747
dioxygenase 2

6 Gene die im WTiz: und in coil-t, nicht aber in WT..s und aos nach Infektion induziert sind
ABF1; abscisic acid responsive el-

AT1G49720 0,0013 0,0017 -0,93 0,2476 -0,47 0,4319 -0,33 0,5902 0,7497 -0,38 0,6445 0,7123
ement-binding factor 1
ORA59; octadecanoid-responsive

AT1G06160 0,0004 0,0043 -2,46 0,0008 -2,05 0,0001 -0,10 0,9898 -0,13 0,7740 -0,48 0,2753 -0,51 0,2038
Arabidopsis AP2/ERF 59
Low temperature and salt re-

AT4G30650 0,0001 0,0055 -0,80 0,0345 -1,04 0,0014 0,8986 0,7047 0,8321 0,6507
sponsive protein family
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-

AT5G43440 0,0008 0,0071 0,6250 0,7931 0,5660 0,3666 -0,10 0,9250 0,7754
dependent oxygenase protein

AT5G52330 |TRAF-like superfamily protein 0,0032 0,0089 -0,13 0,8499 -0,03 0,8809 -0,29 0,4602 0,5300 -0,06 0,9930 0,1966
flavin-binding, kelch repeat,

AT1G68050 0,0006 00099 | 019 | 08858 | -039 | 05385 | -040 | 05632 | -0,10 | 09722 | -0,22 | 07515 0,7875
fbox 1

8 Gene die im WT,os, nicht aber in aos, WT..i1+ und coil-t nach Infektion induziert sind
ATGSTF7; glutathione

AT1G02920 0,0013 0,2146 0,0021 0,1251 0,0004 0,0318 -0,17 0,7368 -0,23 0,1357

S-transferase 7

Sueyuy



anac036; NAC domain containing
AT2G17040 0,4121 0,6720 0,0000 0,0000 0,0006 0,0408 0,4494 0,6439
protein 36

AT1G73165 |CLE1; CLAVATA3/ESR-RELATED 1 0,1885 0,7689 0,2061 0,6621 0,0032 0,6020 0,2204 -0,55 0,2966

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-
AT3G11150 -0,17 0,7271 -0,19 0,6850 -0,19 0,7301 -0,20 0,6113 0,0047 -0,23 0,9468 1,0000 -1,29 0,0067
dependent oxygenase protein

AT2G30770 [CYP71A13; cytochrome P450 0,4584 0,5438 0,2401 0,2189 0,0051 0,0834 -0,54 0,4192 -0,47 0,1023
pseudogene, disease resistance

AT1G56470 0,0433 -0,28 0,7728 0,2408 -0,81 0,2962 0,0064 0,7994 1,0000 -1,62 0,0516
protein
GSTF6; glutathione S-transferase

AT1G02930 0,0665 0,4400 0,0912 0,3781 0,0067 0,1508 0,9010 -0,01 0,3447
6

AT3G13784 |AtcwlINVS5; cell wall invertase 5 0,8302 -0,14 0,9546 -0,05 1,0000 -0,39 0,6625 0,0095 0,3628 0,0711 -0,26 0,9424

4 Gene die in aos, nicht aber in WT,o5, WTcoi1+ und coil-t nach Infektion induziert sind

ATP binding cassette subfamily
AT3G47750 0,8899 -0,40 0,5543 -1,02 0,0301 -1,47 0,0010 0,1058 0,0026 -1,26 0,0164 -0,66 0,4177
Ad

8LT

S-adenosyl-L-methionine-depend-
AT1G66700 0,0139 0,0191 0,0004 0,0001 0,0006 0,0031 0,8695 0,20 0,9514
ent methyltransferases protein

ERF053; Integrase-type DNA-
AT2G20880 0,1174 0,0179 0,6710 0,1017 0,0101 0,0067 0,7970 0,32 0,5815
binding superfamily protein

FRK1; FLG22-induced receptor-
AT2G19190 0,3009 0,0473 0,0000 0,0000 0,0430 0,0085 0,1437 0,75 0,0372
like kinase 1

1 Gen das im WT,.s und in agos, nicht aber im WTiz: und coil-t nach Infektion induziert ist

AT3G09790 |UBQS; ubiquitin 8 0,4059 0,5708 0,6390 0,7482 0,0015 0,0030 -0,10 0,9932 1

5 Gene die im WTiz.+ und WTs, nicht aber in aos und coil-t nach Infektion induziert sind

AT2G29350 [senescence-associated gene 13 0,0002 0,3309 0,0000 0,0006 0,0022 0,1511 0,3649 0,6175
AT5G36970 [NHL25; NDR1/HIN1-like 25 0,0099 0,2901 04217 -0,29 0,6199 0,0064 0,0195 -0,78 0,1572 -0,56 0,1222
AT4G21380 |ARK3; receptor kinase 3 0,0028 0,1832 0,0012 0,0439 0,0077 0,1261 -0,07 0,9260 -0,19 0,2967
AT1G33817 |transposable element gene 0,0002 0,8943 0,0092 -0,36 0,4825 0,0082 0,2352 0,6778 -0,08 0,4463

AT5G40990 |GLIP1; GDSL lipase 1 0,0010 0,0356 0,0060 0,0368 0,0096 0,0509 0,8287 0,8368

Sueyuy




6.1

1 Gen das im WTz1+ und aos, nicht aber im WT,,s und coil-t nach Infektion induziert ist

AT4G31970 [CYP82C2; cytochrome P450

0,0056 0,5045 0,0327 0,8305 0,0132 0,0076 -1,62 0,0591 -0,49 0,1645
4 Gene die im WTizt, WTaos Und aos, nicht aber in coil-t nach Infektion induziert sind
Cysteine proteinases superfamily
AT1G29090 0,0044 0,3175 0,0787 0,7876 0,0005 0,0045 0,3436 0,6097
protein
DREB subfamily A-6 of ERF/AP2
AT4G28140 0,0001 0,0245 0,0794 0,5644 0,0052 0,0002 0,9692 0,2959
transcription factor family protein
AT1G08080 |alpha carbonic anhydrase 7 0,0041 0,0625 0,0210 0,0769 0,0005 0,0100 0,12 0,7489 0,22 0,3079
AT2G28210 |alpha carbonic anhydrase 2 0,0005 0,0616 0,1147 0,7029 0,0031 0,0036 -0,52 0,2329 -0,43 0,3010
1 Gen das im WTg,s, aos, WTiz-+ und coil-t nach Infektion induziert ist
AT5G34851 (transposable element gene 0,0097 0,0008 -0,60 0,6910 0,3390 0,0002 0,0012 1 0,9031
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Tabelle 6.4 Gene die nach Infektion mindestens 2-fach reprimiert sind und einen p-value < 0,01 aufweisen. (log2 FC (false discovery) bedeutet n-fache Induk-
tion des ersten analysierten Zustands gegeniiber des Zweiten (rot) bzw. n-fache Repression des ersten Zustands gegeniiber des Zweiten (griin)).

WTeoiz+ mock coil-t mock WTcoiz-t mock Wizt inf WTa0s mock aos mock WTa0s mock WTaos inf
vs. vs. vs. vs. vs. vs. vs. vs.
WTcoiz-tinf coil-t inf coil-tmock coil-tinf WToeos inf aos inf aos mock aos inf
AGI-Code Genname log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value | log2 FC | p-value
35 Gene die im WTiz., nicht aber in WT,.s, aos und coil-t nach Infektion reprimiert sind
organic cation/carnitine
AT1G73220 -1,29 3E-08 -0,81 0,0018 0,0319 7E-06 -0,47 0,0413 -0,48 0,0516 0,0155 0,0194
transporterl
AT4G02810 [unknown protein -1,25 2E-06 0,34 02909 | -0,51 0,0705 1E-01 0,5330 0,7521 0,8999 | -0,08 0,8720
AT2G46420 [unknown protein -2,02 1E-05 -0,81 0,1090 | -0,40 0,4037 7E-02 -0,17 0,7029 | -0,53 0,1587 0,4573 -0,03 0,7448
AT3G63110 |ATIPT3; isopentenyl-transferase 3] -1,71 1E-05 -0,77 0,1098 -0,35 0,3974 1E-01 -0,31 0,4585 -0,72 0,1584 0,8418 -0,23 0,6303
AT3G48740 [Nodulin MtN3 family protein -1,42 2E-05 -0,93 0,0043 0,0000 2E-10 0,71 01216 | -0,88 | 0,0458 0,0026 0,0266
AT5G64940 [ATATH13; ABC2 homolog 13 -1,56 2E-05 -0,99 0,0114 -0,02 0,9531 1E-01 -0,22 0,5349 -0,31 0,3156 -0,02 0,9690 -0,11 0,6547
AT1G06040 |B-box zinc finger family protein -1,03 5E-05 -0,79 0,0039 0,7745 2E-01 -0,15 0,5165 -0,33 0,1760 0,6317 -0,02 0,7924
AT3G09600 |Myb-like transcription factor -1,57 9E-05 -1,05 0,0166 0,8489 1E-01 -0,30 0,4148 -0,57 0,1696 0,9342 -0,22 0,5944
AT1G13600 |AtbZIP58; basic leucine-zipper 58 -1,10 3E-04 -0,89 0,0044 0,0488 7E-03 -0,13 0,6309 -0,23 0,2809 0,5440 0,9907
AT5G17300 |Myb-like transcription factor -1,61 4E-04 -1,21 0,0135 0,7492 2E-01 -0,49 0,2572 -0,62 0,2340 0,8644 -0,02 0,9705
AT1G07500 [unknown protein -1,21 5E-04 -0,88 0,0301 -0,26 0,4912 7E-01 -0,17 0,6492 -0,55 0,1023 0,7520 -0,20 0,3830
AT1G64500 |Glutaredoxin family protein -1,66 6E-04 -1,33 0,0164 -0,12 0,8076 6E-01 -0,60 0,2259 -0,29 0,4924 -0,20 0,6134 1,0000
AT-HSFC1; heat shock
AT3G24520 -1,59 7E-04 -1,22 0,0118 -0,12 0,8294 7E-01 -0,27 0,4904 -0,62 0,3726 0,7277 -0,18 0,9671
transcription factor C1
Major facilitator superfamily
AT2G37900 ) -1,14 9E-04 -0,16 0,7692 -1,15 0,0025 -0,17 7E-01 0,5739 1,0000 -0,88 0,0069 -0,95 0,0026
protein
AT5G24120 |SIGE; sigma factor E -1,21 1E-03 -0,78 0,0631 -0,13 0,7554 4E-01 -0,25 0,5182 -0,39 0,2577 0,9741 -0,11 0,5959
AT5G39660 |CDF2; cycling DOF factor 2 -1,06 1E-03 -0,94 0,0066 0,4300 2E-01 -0,36 0,2443 -0,34 0,3484 -0,02 0,8486 0,9969
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Basic-leucine zipper (bZIP) tran-

AT5G11260 -1,05 1E-03 -0,81 0,0266 -0,04 0,9205 5E-01 -0,26 0,4223 -0,51 0,1146 0,8237 -0,16 0,5446
scription factor family protein

AT1G72490 [unknown protein -1,07 2E-03 -0,91 0,0138 -0,38 0,3036 -0,21 5E-01 -0,51 0,0933 -0,26 0,3478 -0,18 0,6781 0,8023

AT1G76620 |unknown protein -1,14 2E-03 -0,28 0,5628 -0,39 0,3267 2E-01 -0,11 0,6560 -0,08 0,6969 -0,44 0,3411 -0,41 1,0000
ELIP1; Chlorophyll A-B binding

AT3G22840 -2,82 2E-03 -1,73 0,0669 -0,10 0,9469 3E-01 -0,59 0,5331 -1,28 0,1201 0,8989 -0,49 0,3886
family protein
ATMYB11; myb domain protein

AT3G62610 -1,51 3E-03 -0,16 0,8741 -0,39 0,4721 6E-02 -0,43 0,3901 -0,32 0,7465 -0,10 0,8262 0,9143
11
P-loop containing nucleoside tri-

AT5G44110 -1,73 3E-03 -1,61 0,0116 0,7814 6E-01 -0,57 0,3398 -1,26 0,0456 0,6075 -0,34 0,5165
phosphate hydrolases protein

AT3G15354 [SPA3; SPAl-related 3 -1,26 3E-03 -1,13 0,0143 0,9912 8E-01 -0,48 0,2115 -0,47 0,3748 -0,28 0,5728 -0,28 0,7795
B-box type zinc finger family

AT5G54470 -1,34 3E-03 -0,92 0,0611 -0,29 0,5654 8E-01 -0,75 0,0718 -0,58 0,2540 -0,37 0,4293 -0,21 0,8501
protein

AT3G56290 [unknown protein -1,98 4E-03 -1,61 0,0278 1,0000 6E-01 -0,41 0,5475 -0,65 0,2999 0,9601 -0,23 0,6142

AT2G47460 MYB12; myb domain protein 12 -1,73 5E-03 -1,32 0,0382 0,9084 5E-01 -0,71 0,2555 -1,06 0,1003 0,8661 -0,17 0,6813
NF-YB4; nuclear factor Y, subunit

AT1G09030 -1,62 5E-03 -1,01 0,0779 0,4608 1E-01 -0,47 0,4695 -0,68 0,5331 0,3325 0,3844
B4
HKT1; high-affinity K+ transporter

AT4G10310 -1,00 6E-03 -0,32 0,5563 -0,98 0,0193 -0,30 6E-01 -0,02 0,8800 0,5197 -0,56 0,1191 -0,33 0,5015
1

AT3G54500 |unknown protein -1,50 6E-03 -1,16 | 0,0576 0,6733 2E-01 033 | 04619 | -050 | 04348 | -0,01 | 08843 | -0,18 | 0,9963
SCPL32; serine carboxypeptidase-

AT1G61130 -1,97 6E-03 -0,65 0,4732 -0,44 0,5849 3E-01 0,9356 -0,42 0,8617 0,3055 0,6758
like 32
trehalose-6-phosphate

AT5G10100 -1,18 7E-03 -0,70 0,1458 -0,35 0,4738 8E-01 -0,05 0,7613 -0,36 0,4427 0,4444 -0,04 0,8414
phosphatase

AT1G23110 |unknown protein 1,17 7E-03 027 | 06634 1,0000 3602 | 033 | 04939 | -037 | 02366 0,0317 0,1297
ATNAP9; non-intrinsic ABC

AT5G02270 -1,10 7E-03 -1,09 0,0178 0,8646 8E-01 -0,28 0,4122 -0,43 0,3975 0,8457 -0,09 0,9369
protein 9

AT1G80340 |GA4H; gibberellin 3-oxidase 2 2,21 9E-03 -1,41 01343 | -1,06 | 02713 | -0,26 8E-01 0,86 | 03128 | -1,20 | 0,1961 09202 | -0,19 | 08139
B-box type zinc finger family pro-

AT3G21890 -1,26 1E-02 -1,36 0,0143 0,9174 -0,04 1E+00 -0,04 0,8312 -0,68 0,3079 0,3527 -0,14 0,9823

tein
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15 Gene die in coil-t, nicht aber in WT,.s, aos und WT 1+ nach Infektion reprimiert sind

AT4G37160 [sks15; SKU5 similar 15 -0,29 0,2473 -1,00 0,0004 0,6529 -0,58 0,0247 -0,30 0,2029 -0,38 0,2695 0,1398 0,1441

AT1G73120 (unknown protein -0,65 0,0580 -1,41 0,0012 -0,42 0,2907 -1,18 0,0046 -0,22 0,5067 -0,43 0,3461 0,7491 -0,05 0,9892
PKS2; phytochrome kinase

AT1G14280 -0,42 0,1773 -1,31 0,0018 0,3410 -0,49 0,3068 -0,28 0,4775 -0,51 0,3554 0,4027 0,6224
substrate 2

AT2G05580 |Glycine-rich protein family -0,03 1,0000 -1,25 0,0037 0,0350 -0,36 0,3745 0,7265 0,6295 0,8212 0,7386
ATNAS2; nicotian-amine synthase

AT5G56080 -0,98 0,0011 -1,02 0,0037 0,3031 0,2145 -0,59 0,0624 -0,67 0,0803 0,3007 0,3144
2

AT4G31940 (CYP82C4; cytochrome P450 -0,95 0,0203 -1,43 0,0043 -0,64 0,1746 -1,13 0,0196 -0,15 0,6760 -0,39 0,5816 0,6051 0,7393

AT1G19900 (glyoxal oxidase-related protein -0,30 0,3162 -1,05 0,0053 0,1874 -0,26 0,5432 -0,38 0,2339 -0,17 0,9902 0,3522 0,0460
S-adenosylmethionine

AT3G02470 -0,37 0,3535 -1,11 0,0055 0,1691 -0,14 0,5682 -0,19 0,6351 0,8820 -0,18 0,5960 0,9167
decarboxylase

AT4G19690 |IRT1; iron-regulated transporter 1] -0,62 0,0670 -1,15 0,0064 -0,58 0,1505 -1,11 0,0055 -0,10 0,7072 -0,23 0,8020 0,9808 -0,08 0,9154

AT4G34881 |unknown protein -0,52 0,1441 -1,03 0,0068 0,7760 -0,38 0,2368 0,8915 0,7728 -0,12 0,7237 -0,11 0,8607

AT3G19030 (unknown protein -0,76 0,0242 -1,07 0,0075 -0,19 0,6311 -0,51 0,2199 -0,19 0,4502 -0,37 0,4850 -0,16 0,8047 -0,34 0,7753
Leucine-rich repeat (LRR) family

AT3G19320 -0,46 0,1559 -1,08 0,0078 0,3300 -0,25 0,6811 -0,37 0,3332 -0,61 0,4782 0,2448 0,2222
protein
Integrase-type DNA-binding

AT1G44830 -0,46 0,1930 -1,21 0,0085 0,5680 -0,48 0,3542 -0,44 0,3402 -0,45 0,0499 0,8028 0,4955
protein

AT4G22217 |Arabidopsis defensin-like protein 0,8642 -1,13 0,0087 -0,87 0,0321 -2,01 0,0000 0,8994 -0,49 0,2229 -0,01 0,8759 -0,51 0,1385
late embryogenesis abundant

AT2G42560 0,7799 -2,51 0,0087 0,0011 0,8589 0,2077 0,7481 1,0000 -1,39 0,6146
domain-containing protein

10 Gene die im WTiz¢, nicht aber in WT,,s, aos und coil-t nach Infektion reprimiert sind

AT2G31380 |STH; salt tolerance homologue -1,45 3E-05 -1,27 0,0006 -0,28 0,4481 -0,11 0,7239 -0,21 0,5718 -0,71 0,0333 0,9813 -0,45 0,1099

AT5G37550 [unknown protein -1,17 5E-05 -1,06 0,0012 -0,16 0,5834 -0,06 0,9243 -0,22 0,4508 -0,30 0,2805 0,6913 0,9761
LHY; Homeodomain-like super-

AT1G01060 -2,51 8E-06 -1,86 0,0015 0,7385 0,1169 -0,47 0,3386 -0,79 0,1701 0,9018 -0,23 0,7133
family protein
Phototropic-responsive NPH3

AT2G30520 -1,24 6E-04 -1,21 0,0023 0,6377 0,5180 -0,36 0,3499 -0,56 0,0899 0,7699 -0,04 0,6131

family protein
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AT3G12320 (unknown protein -1,66 2E-04 -1,39 0,0028 0,7088 0,3268 -0,54 0,1777 -0,68 0,1420 -0,02 0,9487 -0,15 0,7880
Dof-type zinc finger DNA-binding

AT1G26790 -2,64 2E-04 -2,13 0,0039 -0,02 0,9705 0,5205 -1,06 0,1100 -1,23 0,1609 0,9785 -0,16 1,0000
protein
homolog of Medicago truncatula

AT5G23660 -1,27 3E-04 -1,05 0,0045 0,4350 0,1696 -0,61 0,1098 -0,78 0,0240 0,2952 0,7874
MTN3
CCAZ1,; circadian clock associated

AT2G46830 -2,05 5E-05 -1,50 0,0058 0,9295 0,2142 -0,62 0,1767 -0,71 0,1884 -0,06 0,9105 -0,15 0,8706
1
Early-responsive to dehydration

AT3G54510 -1,15 7E-03 -1,33 0,0060 0,4636 0,6290 -0,56 0,1719 -0,91 0,1208 0,7889 -0,23 0,9924
stress protein

AT2G31083 |CLES; CLAVATA3/ESR-RELATED 5 -2,05 4E-03 -1,88 0,0064 0,1436 0,1667 -0,77 0,3908 -1,20 0,0725 0,0085 0,1543

1 Gen, das im WT,s, nicht aber in aos, WT.iz-: und coil-t nach Infektion reprimiert ist
Cysteine/Histidine-rich C1

AT3G27480 -0,43 0,1447 -0,39 0,2550 0,0931 0,0448 -1,00 0,0031 -0,48 0,3848 -0,12 0,6811 0,1387

domain family protein

Sueyuy
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Tabelle 6.5 12 Gene die im Gegensatz zum WTcizt, WTaos und der aos-Mutante in der coil-t-Mutante min-
destens 4-fach reprimiert sind und einen p-value < 0,01 aufweisen. (log2 FC (false discovery) bedeutet n-
fache Induktion des ersten analysierten Zustands gegeniiber des Zweiten (rot) bzw. n-fache Repression des

ersten Zustands gegeniiber des Zweiten (griin)).

aos mock aos inf WTeizt mock | WTeoizt inf WTa0s mock WTaos inf
vs. vs. vs. vs. vs. vs.
coil-t mock coil-t inf coil-t mock coil-tinf coil-t mock coil-tinf
log2 log2 log2 log2 log2 log2

AGI-Code Genname FC | p-value | FC | p-value| FC | p-value| FC | p-value| FC | p-value | FC | p-value
flavin-monooxygenase glu-

AT1G65860 -2,94 | 00017 |-2,15| 0,0037 |-4,34| 2E-08 |-3,12| 8E-07 |-4,00 5E-07 -3,82 | 5E-10
cosinolate S-oxygenase 1
S-adenosyl-L-methionine-
dependent methyltransfer-

AT5G37970 -4,11 | 0,0000 |-2,85| 0,0000 |-3,41| 3E-07 |-2,43| 2E-06 |-4,69 1E-11 -3,68 | 4E-11
ases superfamily
protein
NAD(P)H dehydrogenase

AT4G21490 -2,54 | 0,0011 |-2,07| 0,0013 |-2,45 2E-03 -2,11 6E-04 ]-2,93 2E-04 -2,25 5E-04
B3
cytochrome P450,

AT4G13770 |family 83, subfamily A, -2,05 | 0,0000 |-1,17| 0,0000 |-3,46 3E-24 -2,54 3E-19 |-3,32 1E-22 -2,82 4E-23
polypeptide 1

AT2G05420 [ TRAF-like family protein -2,40 | 0,0000 |-1,52| 0,0002 |-2,12| 2E-05 |]-1,69 1E-05 |-2,35 1E-06 -1,25| 2E-03
protease inhibitor/seed

AT4G22470 |storage/lipid transfer pro- | -2,64 | 0,0000 |-2,39| 0,0000 |-2,22 | 1E-04 |-1,72| 9E-05 ]-2,69 9E-07 -1,95| 1E-05
tein (LTP) family protein
octadecanoid-responsive

AT1G06160 -3,67 | 0,0000 |-1,39| 0,0192 |-2,46 | 8E-04 |]-2,05 6E-05 |-4,15 9E-09 -1,90 | 2E-04
Arabidopsis AP2/ERF 59
Protein of unknown

AT4G25930 -2,46 | 0,0003 |-1,81| 0,0010 |-2,14 2E-03 -1,61 2E-03 |-2,42 3E-04 -1,75 1E-03
function (DUF295)
Plant invertase/pectin

AT5G62360 | methylesterase inhibitor -3,51 | 00003 |-0,28| 0,3727 |-2,73| 5E-03 |-0,77 | 2E-01 |-3,15 7E-04 -0,91 | 1E-01
superfamily protein
F-box and associated inter-

AT1G13200 |action domains-containing | -1,85 | 0,0006 |-2,02| 0,0000 |-1,73 | 2E-03 |-1,94| 3E-05 |-1,72 2E-03 -2,32 | 1E-06
protein
Ribosomal protein L12/
ATP-dependent Clp prote-

AT2G03130 -2,57 | 00004 |-2,52| 0,0003 |-1,93 1E-02 |-2,31 1E-04 |-2,48 7E-04 -1,87 | 4E-03
ase adaptor protein ClpS
family protein

ATA4G12470 |azelaic acid induced 1 -2,67 | 0,0000 |-2,31| 0,0000 |-1,21 2E-02 -1,15 9E-03 |-2,02 2E-04 -1,22 5E-03
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Tabelle 6.6 113 Gene die im Gegensatz zum WTciz-t, WTaos und der aos-Mutante in der coil-t-Mutante min-
destens 4-fach induziert sind und einen p-value < 0,01 aufweisen. (log2 FC (false discovery) bedeutet n-fache
Induktion des ersten analysierten Zustands gegeniiber des Zweiten (rot) bzw. n-fache Repression des ersten
Zustands gegeniiber des Zweiten (griin)).

aos mock aos inf WTeizt mock | WTcoizt inf WTa0s mock WToaos inf
vs. vs. vs. vs. vs. vs.
coil-t mock coil-t inf coil-t mock coil-tinf coil-t mock coil-tinf
log2 log2 log2 log2 log2 log2
AGI-Code Genname FC |p-value| FC |p-value| FC | p-value| FC | p-value| FC | p-value| FC | p-value
AT1G21250 |cell wall-associated kinase 1E-31 1E-27 2E-37 4E-39 6E-48 2E-49
AT5G39100 |germin-like protein 6 1E-30 5E-29 6E-28 1E-21 3E-35 3E-42
AT1G21270 |wall-associated kinase 2 3E-22 3E-23 8E-27 2E-28 8E-35 2E-36
Copper transport protein
AT5G52720 9E-46 2E-34 7E-26 8E-20 5E-38 4E-35
family
AT2G26400 |acireductone dioxygenase 3 8E-30 5E-31 7E-24 3E-27 1E-38 1E-42
AT4G14365 |XB3 ortholog 4 4E-24 2E-17 2E-23 2E-22 4E-28 6E-24
AT1G02450 |NIM1-interacting 1 2E-20 2E-20 3E-23 7E-20 3E-28 7E-31
AT5G54710 |Ankyrin repeat family protein 6E-17 2E-13 2E-22 4E-22 4E-24 1E-18
Copper transport protein
AT5G52760 3E-30 2E-26 4E-22 1E-20 1E-30 3E-29
family
Calmodulin binding protein-
AT1G73805 1E-26 2E-21 4E-22 4E-21 4E-27 9E-26
like
Wall-associated kinase family
AT1G16260 2E-15 4E-15 9E-22 7E-23 8E-22 6E-27

protein

Calcium-binding EF-hand
AT2G41090 4E-18 2E-12 3E-21 6E-17 8E-24 1E-16
family protein

Heavy metal transport/de-

AT5G26690 [toxification superfamily pro- 1E-17 1E-15 1E-19 6E-20 1E-24 7E-23
tein

AT1G10340 [Ankyrin repeat family protein 6E-14 7E-12 2E-19 1E-19 3E-23 7E-22
WRKY DNA-binding protein

AT3G56400 20 4E-20 1E-17 8E-19 2E-18 1E-26 9E-29

AT3G50480 [homolog of RPWS8 4 2E-14 3E-15 2E-15 3E-13 5E-18 4E-20

AT5G54720 [Ankyrin repeat family protein 4E-09 1E-07 3E-15 5E-13 5E-14 2E-13

AT5G39190 |germin-like protein 2 3E-13 5E-13 4E-15 1E-15 5E-17 4E-18

AT3G57460 |catalytics; metal ion binding 4E-23 2E-18 1E-14 5E-12 1E-17 1E-18

Disease resistance protein
AT2G14080 2E-15 5E-14 7E-14 3E-15 5E-14 1E-17
(TIR-NBS-LRR class) family

multidrug resistance-
AT3G13100 4E-16 2E-12 9E-14 6E-13 5E-17 1E-16
associated protein 7

P-loop containing
AT3G28510 |nucleoside triphosphate hy- 3E-17 7E-14 2E-13 3E-13 1E-23 5E-24

drolases superfamily protein

AT1G01680 |plant U-box 54 4E-14 2E-12 5E-13 1E-11 1E-16 5E-16
RmIC-like cupins superfamily

AT5G39160 1E-13 2E-12 2E-12 1E-13 4E-18 1E-14
protein

AT2G18660 |plant natriuretic peptide A 2E-07 9E-08 4E-12 1E-11 6E-13 2E-13
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AT3G23010 |receptor like protein 36 3E-13 8E-09 5E-12 7E-12 2E-11 7E-08
pseudogene, similar to NLOD,

AT4G13900 |contains leucine rich-repeat 4E-11 1E-08 3E-11 2E-18 5E-14 6E-15
domains
AGD2-like defense response

AT2G13810 8E-08 2E-07 1E-10 3E-08 4E-12 2E-15
protein 1
cysteine-rich RLK (RECEPTOR-

AT3G45860 3E-08 3E-07 3E-10 3E-10 2E-05 1E-07
like protein kinase) 4

AT3G23120 |receptor like protein 38 5E-07 2E-06 5E-10 3E-11 4E-10 5E-10
Leucine-rich repeat (LRR)

AT1G49750 2E-05 1E-05 2E-09 3E-09 1E-06 3E-08
family protein
alpha/beta-Hydrolases super-

AT5G24210 1E-07 8E-09 2E-09 5E-10 1E-09 1E-09
family protein

AT4G13810 |receptor like protein 47 1E-10 1E-07 3E-09 4E-12 8E-07 3E-09

AT5G60900 |receptor-like protein kinase 1 2E-08 1E-07 1E-08 3E-09 2E-08 1E-08
Concanavalin A-like lectin

AT2G29220 6E-07 4E-05 3E-08 2E-09 1E-09 3E-08
protein kinase family protein

AT3G48650 |pseudogene 6E-08 4E-07 4E-08 4E-10 6E-10 7E-10
Toll-Interleukin-Resistance

AT1G72910 ((TIR) domain-containing 4E-06 1E-05 2E-07 5E-06 1E-06 1E-04
protein
Leucine-rich repeat (LRR)

AT2G15042 4E-09 2E-07 2E-07 5E-09 3E-08 5E-09
family protein

AT3G48640 |unknown protein 5E-08 9E-08 2E-07 4E-08 2E-10 5E-14
S-adenosyl-L-methionine-

AT2G32160 |dependent methyltrans- 1E-07 6E-08 3E-07 6E-10 2E-09 3E-11
ferases superfamily protein

AT3G23110 |receptor like protein 37 8E-08 2E-05 4E-07 2E-08 2E-08 4E-07

AT5G44570 |unknown protein 2E-03 8E-04 2E-06 8E-06 1E-03 4E-03
Disease resistance protein

AT1G17600 2E-09 9E-07 2E-06 8E-05 2E-07 1E-06
(TIR-NBS-LRR class) family
cysteine-rich RLK (RECEPTOR-

AT4G23230 3E-03 8E-04 2E-06 1E-07 4E-05 5E-05
like protein kinase) 15
Auxin-responsive GH3 family

AT5G13320 2E-07 9E-07 3E-06 1E-06 1E-08 5E-09
protein
Disease resistance protein

AT5G46490 2E-06 1E-05 5E-06 2E-04 1E-05 1E-05
(TIR-NBS-LRR class) family
senescence-associated gene

AT5G45890 3E-04 1E-03 8E-06 2E-03 5E-05 5E-04
12
Polynucleotidyl transferase,

AT5G61090 |ribonuclease H-like super- 4E-04 8E-04 1E-05 1E-05 2E-03 1E-04
family protein
WRKY DNA-binding protein

AT2G21900 3E-08 2E-06 1E-05 2E-05 2E-10 6E-11
59

AT2G02320 |phloem protein 2-B7 2E-05 1E-06 2E-05 1E-04 3E-07 4E-08
Arabidopsis phospholipase-

AT4G38560 1E-03 3E-04 2E-05 8E-06 5E-07 3E-05
like protein (PEARLI 4) family

AT5G24200 |alpha/beta-Hydrolases super 1E-04 3E-04 3E-05 8E-05 2E-05 2E-05

186




Anhang

family protein
Protein of unknown function

AT1G13470 9E-07 1E-03 3E-05 9E-05 3E-07 3E-03
(DUF1262)
Bifunctional inhibitor/lipid-
transfer protein/seed storage

AT5G55460 8E-05 2E-05 3E-05 7E-06 8E-06 8E-06
2S albumin superfamily
protein

AT5G09876 |unknown protein 4E-05 1E-03 6E-05 3E-04 9E-05 6E-06
Calcium-binding EF-hand

AT3G47480 5E-05 1E-04 7E-05 1E-05 1E-05 9E-05
family protein
Rhomboid-related intramem-

AT1G74140 |brane serine protease family 2E-05 1E-06 1E-04 2E-08 9E-08 6E-11
protein
RmIC-like cupins superfamily

AT5G39120 3E-03 8E-04 2E-04 2E-04 7E-04 9E-05
protein
RmlC-like cupins superfamily

AT5G39150 3E-03 1E-03 2E-04 2E-04 5E-04 7E-05
protein

AT5G35525 |PLAC8 family protein 1E-04 2E-04 3E-04 2E-04 6E-05 7E-06

AT1G24147 |unknown protein 1E-03 4E-05 4E-04 2E-05 2E-04 1E-05
RmIC-like cupins superfamily

AT5G39180 3E-03 4E-03 6E-04 9E-04 7E-04 3E-04
protein

AT1G30190 |unknown protein 4E-04 5E-04 9E-04 6E-05 6E-05 2E-04
Phosphoglycerate mutase

AT3G60420 4E-03 1E-02 8E-03 4E-03 2E-03 5E-03
family protein
Leucine-rich repeat trans-

AT1G56120 2E-20 7E-17 2E-17 2E-14 9E-20 1E-21
membrane protein kinase

AT3G61198 |other RNA 8E-14 2E-08 1E-15 1E-09 1E-15 1E-08

AT3G21080 |ABC transporter-related 2E-09 8E-05 5E-14 4E-09 5E-12 3E-12
Disease resistance protein

AT4G16860 8E-14 5E-15 2E-13 6E-08 2E-09 3E-19
(TIR-NBS-LRR class) family
Disease resistance protein

AT4G11170 2E-12 2E-10 5E-13 3E-10 4E-14 2E-17
(TIR-NBS-LRR class) family

AT5G22530 [unknown protein 2E-17 1E-11 1E-12 1E-07 4E-13 2E-10
NAC domain containing

AT2G17040 4E-09 1E-05 1E-10 1E-10 4E-11 2E-05
protein 36
LRR and NB-ARC domains-

AT1G58602 |containing disease resistance 9E-15 6E-12 3E-10 6E-09 2E-14 2E-17
protein
RmIC-like cupins superfamily

AT5G39130 1E-11 6E-11 6E-10 5E-10 2E-14 4E-15
protein

AT2G33020 |receptor like protein 24 3E-12 1E-10 1E-09 5E-10 6E-13 6E-16
WRKY DNA-binding protein

AT5G26170 7E-12 7E-08 2E-09 2E-08 3E-12 3E-11
50
flavin-dependent

AT1G19250 4E-17 4E-16 2E-09 3E-10 3E-17 4E-19
monooxygenase 1
RING/U-box super family

AT1G05880 3E-11 2E-09 2E-09 5E-05 4E-16 2E-12
protein

AT1G21525 |pseudogene of unknown 9E-13 7E-10 2E-08 1E-07 3E-15 4E-14
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protein
senescence-associated gene

AT2G29350 1E-07 1E-06 2E-08 6E-04 7E-10 3E-06
13
EXS (ERD1/XPR1/SYG1)

AT2G03250 5E-07 1E-06 3E-08 8E-05 5E-08 2E-05
family protein
toll/interleukin-1 receptor-

AT1G72930 9E-08 3E-06 7E-08 9E-06 2E-08 1E-06
like

AT5G22520 [unknown protein 2E-08 4E-07 2E-07 2E-05 2E-07 2E-06

AT1G21240 |wall associated kinase 3 2E-08 1E-07 2E-07 5E-05 2E-09 6E-09
cyclic nucleotide-gated

AT2G46440 1E-05 1E-03 1E-06 3E-08 4E-06 1E-06
channels
Protein of unknown function

AT1G33840 2E-04 1E-03 2E-06 5E-03 7E-08 2E-05
(DUF567)
Plant invertase/pectin meth-

AT5G46950 |ylesterase inhibitor super- 2E-05 5E-06 5E-06 8E-04 2E-10 3E-06
family protein
Heavy metal transport/de-

AT1G29100 [toxification superfamily pro- 5E-08 3E-10 1E-05 1E-03 4E-10 7E-12
tein

AT3G28890 |receptor like protein 43 1E-05 9E-06 2E-05 2E-04 1E-05 2E-05
Protein kinase superfamily

AT4G17660 2E-04 1E-04 3E-05 3E-05 1E-05 5E-06
protein

AT3G50770 |calmodulin-like 41 1E-05 4E-05 3E-05 1E-05 4E-06 6E-05
NAC domain containing

AT5G22380 9E-03 1E-02 5E-05 4E-04 5E-03 2E-03
protein 90

AT1G58300 |heme oxygenase 4 9E-09 2E-05 6E-05 5E-03 2E-07 1E-07
Disease resistance protein

AT3G04210 1E-03 4E-03 2E-04 4E-04 4E-03 5E-02
(TIR-NBS class)

AT1G07690 |unknown protein 1E-03 2E-02 3E-04 6E-03 7E-04 1E-02

AT4G04560 |transposable element gene 4E-03 2E-01 3E-04 6E-02 9E-04 9E-03

AT5G24540 |beta glucosidase 31 8E-05 8E-05 3E-04 1E-04 1E-04 3E-06
Plant invertase/pectin meth-

AT5G46960 |ylesterase inhibitor super- 1E-07 5E-04 3E-04 3E-03 2E-08 2E-07
family protein
Copper transport protein

AT5G52710 6E-11 3E-08 5E-04 8E-03 1E-09 3E-09
family
late embryogenesis
abundant domain-containing

AT2G42560 2E-04 5E-01 1E-03 9E-01 9E-05 1E+00
protein / LEA domain-
containing protein

AT1G58225 |unknown protein 7E-03 4E-02 1E-03 2E-03 4E-03 4E-02
S-adenosyl-L-methionine-de-

AT2G43920 |pendent methyltransferases 1E-04 9E-05 3E-03 7E-03 1E-03 3E-02
superfamily protein
Protein of unknown Function

AT2G44220 4E-04 4E-01 4E-03 9E-03 1E-04 4E-02
(DUF239)

AT5G50140 |Ankyrin repeat family protein 3E-04 1E-02 5E-03 3E-02 4E-04 5E-04

AT3G54070 [Ankyrin repeat family protein 6E-03 2E-02 6E-03 2E-03 2E-04 3E-03

188




Anhang

Copper transport protein

AT4G05030 1E-02 8E-03 7E-03 5E-02 5E-03 8E-03
family
FAD-binding Berberine family

AT1G26390 4E-03 3E-02 9E-03 3E-01 9E-04 4E-02
protein

AT5G24220 |Lipase class 3-related protein 9E-04 6E-02 9E-03 6E-02 9E-05 1E-03

AT2G04495 |unknown protein 1E-04 2E-05 5E-09 4E-07 4E-08 1E-08

cysteine-rich RLK (RECEPTOR-
AT4G23320 3E-02 2E-04 7E-04 2E-03 6E-03 2E-04
like protein kinase) 24

Disease resistance protein
AT1G64070 2E-02 3E-03 4E-03 1E-03 4E-03 7E-03
(TIR-NBS-LRR class) family

AT3G25010 |receptor like protein 41 5E-04 5E-05 5E-03 4E-04 2E-05 5E-05

S-locus lectin protein kinase
AT4G11900 1E-01 8E-03 5E-03 4E-03 1E-01 6E-03
family protein

Disease resistance protein
AT1G17615 6E-02 7E-03 1E-02 6E-04 3E-03 7E-05
(TIR-NBS class)

PYK10:JAZ1A3 355:JAZ1A3

Abbildung 6.2 Stereomikroskopische Aufnahmen von GUS-gefarbten Wurzeln des JAZ1A3-Konstrukts, so-
wohl unter dem wurzelspezifischen PYK10- als auch unter dem 35S-Promotor
GUS-gefarbte Wurzeln von 3 Wochen alten, steril auf MS-Medium angezogenen Pflanzen. Abkiirzun-

gen: Wr (Wurzelrinde), Zz (Zentralzylinder)
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Abbildung 6.3 Elektronisch erstellte Expressionstdrken von JAZ-Genen im WTaos, @0s, WTciz-+ und coil-t

Elektronisch erstellte Genexpression anhand der Mittelwerte der normalisierten Signalstarken in Wurzeln
von drei unabhéangigen Replikaten, steril auf MS-Medium angezogener Pflanzen von WTaos, aos, WTcoiz-+ und
coil-t vier Tage nach mock und V. longisporum Infektion. Bei den dargestellten Genen handelt es sich um
Mitglieder der JAZ-Repressor-Familie (Aufgrund der fehlenden normalisierten Einzelwerte aller drei Repli-
kate im Robin Programm, konnte flr die elektronisch erstellten Signalstarken der vier Gene keine SEM be-

rechnet werden. Nur der normalisierte Mittelwert stand zur Verfiigung.)
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Abbildung 6.4 Alignment der COI1- und TIR1-Proteinsequenzen aus A. thaliana und M. polymorpha

Ahnlichkeiten und identische Sequenzbereiche sind in grau-weiR gefirbt. Die schwarzen Umrandungen he-
ben konservierte Aminosauren zwischen AtCOI1 und MpCOI hervor. Farbliche Kreise markieren Aminosau-
ren von AtCOI1, die in die Bindung mit JA-lle (grtin) und dem JAZ-Protein (blau) involviert sind bzw. Amino-
sauren von AtTIR1, die an der Bindung von Auxin (orange) beteiligt sind. Rote Boxen markieren ausge-
tauschte Aminosauren des AtCOI1 gegen Aminosduren des AtTIR1 in den fiinf mutierten COI1-Proteinen.
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