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1. Die pflanzliche Abwehr:
Co-Evolution zwischen Pflanze und Pathogen

Obwohl Pflanzen nicht mit einem zirkulierenden Immaystem oder einer adaptiven
Immunabwehr ausgestattet sind, besitzen sie eireti@mswertes Potential der Abwehr
gegeniber sehr verschiedenen Pathogenklassen aktierign, Pilzen, Oomyceten, Viren
oder Nematoden. Dabei ist jede Einzelzelle in dagd, gezielt auf den Pathogenbefall zu
reagieren. Vor den induzierten Mechanismen stebdach konstitutive Barrieren, wie
die pflanzliche Zellwand oder die Kutikula. Zudernken praformierte antimikrobielle
Substanzen, sog. Phytoantizipine, in den Vakuolen Zellen gespeichert werden,
entweder im gesamten Gewebe oder aber in speer&disiOrganen wie den Trichomen
oder in Drusenzellen (Bednarek und Osbourn, 2008jnBrek und Schulze-Lefert,
2009). Induzierbare Abwehrmechanismen der Pflanmafassen die Produktion von
giftigen Metaboliten wie Phytoalexinen oder rea&ti8auerstoffspezies (ROS). Dabei
kbnnen die ROS sowohl als Signal oder auch zur rRalisierung von
zellwandverstarkenden Molekllen dienen (Geclatval, 2006). Die Phytoalexine
umfassen verschiedene Stoffklassen. So kommen mbidopsis das Tryptophan-
abgeleitete Alkaloid Camalexin (Glawischnig, 20@8er Glucosinolat-Abbauprodukte
vor (Bednareket al, 2009; Clayet al, 2009). In der Solanacee Kartoffel kdnnen in
Knollen die Sesquiterpene Lubimin und Rishitin dedti werden (Morrissey und
Osbourn, 1999) wahrend in Blattern Hydroxyzimtsaurend Divinylether als
Phytoalexine fungieren konnten (Schmiet al, 1999; Weberet al, 1999). Diese
toxischen Substanzen werden Uber Sekretionsprogegselt an den Ort der versuchten
Penetration gebracht, wobei die Reorganisation déytoskeletts und
Vesikeltransportprozesse eine wichtige Rolle spi€léollins et al, 2003; Steiret al,
2006; Kwonet al, 2008; Bednarelet al, 2009; Clayet al, 2009). Weiterhin wird
Callose, eir3-1,3-Glucan, zur Verstarkung der Zellwand synthetisind zusammen mit
Phytoalexinen, Phenolen und Proteinen in Zellwafidgerungen, den Papillen,
angereichert (Hardharet al, 2007). Diese Prozesse werden auch unter dem fBegri
Penetrationsresistenz oder pré-invasive Resistamsmanzmengefasst, da sie nicht-
adaptierte Pathogene erfolgreich an der BesiedaliengPflanze hindern (Lipkat al,
2005; Hardhamet al, 2007). Pathogene, die die Penetrationsresistéezkdmmen
konnen, werden von der Pflanzenzelle erkannt urduzieren in dieser weitere
Abwehrmechanismen, wie die Aktivierung von PRathogenesis-relat¢dGenen. Die
Produkte der PR-Gene sind z.B. porenformende Osmd@@R9, Zellwand-lysierende
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Enzyme wie-1,3-GlucanasenPR2 und ChitinasenHR3 oder auch Ribonucleasen
(PR1Q (van Loonet al, 2006). Eine weitere Form der Abwehr ist die loladg
begrenzte programmierte Zelltod-Antwort, die Hyeastive Reaktion (HR), bei der die
infizierte Zelle und madglicherweise wenige benactiaZellen absterben, um die
Ausbreitung des Pathogens zu verhindern.

Ein Schlisselpunkt der Pflanze-Pathogen-Interagtiomst die Erkennung der
Pathogene auf der Pflanzenseite, und umgekehifetimeidung der Erkennung auf der
Pathogenseite. Diese beiden gegenséatzlichen Merhani fihren im Verlauf der
Evolution zu einemarms race zwischen Pflanze und Pathogen, dessen Ergebnis
schematisch durch dadgzagModell erklart werden kann (Jones und Dangl, 2006)
(s. Abb. A-1 A). Dieses Modell erklart die Dynandkr Pflanze-Pathogen-Interaktion als
zeitlich gestaffelte Phasen in der Co-Evolution ¥flanze und Pathogen.

1.1 PAMP-induzierte Immunitat

Die erste Phase degyzagModells ist die PAMP-induzierte Immunit&® AMP-triggered
immunity PTI, (Jones und Dangl, 2006)). Dabei erfolgt likennung des angreifenden
Pathogens anhand von Molekulstrukturen der Patlmgelen PAMPs pathogen
associated molecular pattemsiber Oberflachenrezeptoren der Pflanzen, densPRR
(pattern recognition receptoygZipfel, 2008; Boller und Felix, 2009) (Vgl. AblA-1 B).
Diese Perzeption der PAMPs induziert vielfaltigew&hrmechanismen in der Pflanze,
wie beispielsweise die Aktivierung von Abwehrgenand Zellwandverstarkungen
(NUrnberger und Kemmerling, 2009), die letztlichr Abwehr der Pathogene fuhren
(Zipfel et al, 2004; Zipfelet al, 2006; Hann und Rathjen, 2007). Zudem wird vermute
dass die PTI die Pflanze in einen Zustand erhdResponsivitat gegenliber weiterem
Pathogenbefall versetzt und so ihre Abwehrberetisdrhoht (Zipfelet al, 2004; Jones
und Dangl, 2006).

PAMPs sind definiert als hochkonservierte Strukturen Molekilen, die
charakteristisch fur eine ganze Klasse von Mikrokerd, in der Pflanze aber nicht
vorkommen. Diese Molekile sind weiterhin essenfiglldie Fitness der Pathogene und
daher seltener evolutionaren Veranderungen unté&woSomit konnen sie der Pflanze
zur Unterscheidung von ,Selbst* und ,Nicht-Selbdi&énen (Gohre und Robatzek, 2008;
Nurnberger und Kemmerling, 2009).

Allgemein wird davon ausgegangen, dass PAMPs dweolit konservierte
Strukturen darstellen, die essentiell fur das Rgghosind. Dennoch existieren auch
Beispiele fur eine Veranderung der AminosaureseqjuerPAMPSs, die nicht zu einem
Verlust der Pathogenitat fihren (Fekx al, 1999; Jones und Dangl, 2006; Semnal,
2006).

2
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Beispiele fur bakterielle PAMPs sind u.a. flg22n él-terminales Peptid des
Flagellins (Felixet al, 1999), elf18, ein Peptid des ElongationsfaktofsTh (Kunzeet
al., 2004), Lipopolysaccharide (LPS) (Meyer al, 2001), Peptidoglycan (Gust al,
2007) oder das RNP-1-Motiv des Kalteschock-Prot€i8® (Felix und Boller, 2003). In
Pilzen fungieren Chitin (Itoet al, 1997), die Ethylen-induzierbare Xylanase (EIX,
Enkerli et al, 1999; Rotblatet al, 2002) oder Ergosterol (Grana@d al, 1995) als
PAMP. Fur Oomyceten sind ein Peptid einer Transghinase (Pep-13, Nurnbergetr
al., 1994, Brunneet al, 2002), die Cellulose-bindenden Doméanen (CBD)Celulose-
bindenden Lectins (CBEL, Gaulet al, 2006) oder Sterol-bindende Elicitine (Osnen
al., 2001, Kawamurat al, 2009) mit PAMP-Charakteristika beschrieben.

Allgemein gehoren zu den haufig nach Behandlung iwdlierten PAMPSs
beobachteten Abwehrantworten lonenstréme,;-Einstrom, die Aktivierung von MAP-
Kinasen (MAPKSs) (Nuhset al, 2000; Asaiet al, 2002) sowie der ROSmnd NOburst
als Antworten, die in einem zeitlichen Rahmen vamnigen Minuten nach Behandlung
einsetzen (Boller und Felix, 2009). Spatere Antemwytdie aber auch noch nach 5-30
Minuten detektierbar sind, umfassen die SyntheseBtbylen (ET), die Endocytose des
PRR (Robatzelet al, 2006) und erste Genaktivierung. Im Zeitraum vdan8en bis
Tagen erfolgen dann weitere Aktivierung von Gensowie Callose-Ablagerung
(Gomez-Gome=zt al, 1999). Diese Antworten werden als stereotype PAMRvorten
klassifiziert (Boller und Felix, 2009).

Das 13 Aminosauren lange Peptid Pep-13 aus derwa&mdl-assoziierten
Transglutaminase GP42 voRhytophthora sojaewurde als Elicitor in Petersilie
identifiziert (NUrnbergeet al, 1994), I6st aber auch in Kartoffel, Tab&k,benthamiana
und Wein Abwehrantworten aus (Brunnetr al, 2002; Ndrnberger und Kemmerling,
2009). Es erflllt alle Charakteristika von PAMPa,at ein hochkonserviertes Epitop der
GP42-Transglutaminase verschiederfénytophthoraSpezies und essentiell fur die
Enzymaktivitat des GP42 ist, sowie keine Sequerlgitkeiten zu Pflanzenproteinen
besitzt. Pep-13 bindet in Petersilienzellen anreimgtativen Rezeptor (Diekmar al,
1994; Nurnbergeet al, 1994; Nirnbergeet al, 1995; Nennstiekt al, 1998). Diese
Erkennung fuhrt zu lonenstromen tber die PlasmamamiNurnbergeet al, 1994), zur
Erh6hung der cytosolischen Calcium-Konzentratiom@ermannret al, 1997; Blumeet
al., 2000) sowie zu einemxidative burs{Nurnbergeret al, 1994; Jabet al, 1997) und
zur Aktivierung einer MAP-Kinase (MAPK) -Kaskadeigterink et al, 1997). Als spate
Abwehr-Antwort kann in diesem System die Akkumuwativon Furanocoumarin-
Phytoalexinen nachgewiesen werden (Nirnbemgenl, 1994). Die Aktivierung der
Phytoalexinbiosynthese-Gene nach Pep-13-Behandiwies sich als abhangig vom
oxidative burstwohingegen Abwehrgene unabhangig von der ROS-Ak#ation und in
Abhangigkeit einer funktionalen MAPK-Kaskade akenti werden (Nurnbergeet al,
1994; Jab=et al, 1997; Ligterinket al, 1997; Zimmermanret al, 1997; Blumeet al,
2000; Krojet al, 2003). Ebenso wurde in diesem System die Betgiigron WRKY-
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Transkriptionsfaktoren an der Aktivierung von PRrR@e, wie denPR1 nachgewiesen
(Rushtonet al, 1996).

Die PTI tragt sowohl zur Nichtwirts-Resistenz gegjeer nicht-adaptierten
Pathogenen, als auch zur basalen Abwehr in subiptPflanzen bei (Gohre und
Robatzek, 2008), und bildet damit aus evolution&ieht die erste Ebene der aktiven
Abwehr (Vgl. Abb. A-1 A und B). Es wird davon augg®egen, dass die Erkennung der
PAMPs zwar die Signalschwelle fiir eine effektivewdhr Uberschreitet, aber nicht zur
Ausbildung einer HR fuhrt.
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A Schwellenwert
_____________________________________________________ fir HR
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Abb. A-1: Schema der Co-Evolution von Pflanze-Patho  gen-Interaktionen

(modifiziert nach Jones und Dangl [2006], A) und Ma und Guttman [2008], B)

Dargestellt sind die einzelnen Phasen der Co-Evolution der Interaktion zwischen Pflanze und Pathogen. Im
oberen Teil zeigt das zigzag-Schema den postulierten zeitlichen Verlauf der Interaktion zusammen mit der
Amplitude der Abwehrantworten. Darunter ist schematisch die Wechselwirkung von Pflanzenzellen mit
einem bakteriellen Pathogen abgebildet.

In der ersten Phase, der PAMP-triggered immunity (PTI), werden PAMPs (hier flg22) durch PRRs (hier
FLS2) erkannt und induzieren eine Signalkaskade, die zu Abwehrantworten fiihrt. Die Schwelle fir eine
effektive Abwehr wird Uberschritten und die Pflanze ist resistent gegeniiber dem Pathogen.

In einer zweiten Phase, der effector-triggered susceptibility (1. ETS), konnten Pathogene Effektoren
entwickeln, die Uber Transportmechanismen (hier T3SS) in die Pflanzenzellen gebracht werden. Die
Virulenzfunktion der Effektoren unterdriicken erfolgreich die Mechanismen der PTI, indem sie pflanzliche
Komponenten der Abwehr (virulence targets (T)) modifizieren. Der Schwellenwert fur eine effektive Abwehr
kann nicht Gberschritten werden und die Pflanze ist suszeptibel.

Die dritte Phase, die effector-triggered immunity (1. ETI) ist durch den Erwerb vor Resistenzgenen auf der
Pflanzenseite gekennzeichnet, deren Produkte, die R-Proteine, die Erkennung Pathogen-spezifischer
Effektoren oder ihrer Wirkungen ermdglichen. Diese zweite Stufe der Erkennung der Pathogene fihrt im
Verhaltnis zu den PAMP-induzierten Abwehrmechanismen zu verstarkten Abwehrantworten in der Pflanze,
so dass die Schwelle fiir eine effektive Abwehr und zuséatzlich die Schwelle fiir die HR tUberschritten werden.
Die Ausbildung der HR fiihrt zum Absterben einzelner Pflanzenzellen und zur Resistenz der Pflanze.

Im Verlauf der Evolution konnten einige Pathogene ihr Set an Effektoren weiter der Interaktion anpassen
und so die Erkennung durch pflanzliche R-Proteine vermeiden (z.B. Nicht-Expression oder Modifizierung
des Effektors (1,2)) oder aber die Signalkaskade inhibieren (3), die durch das R-Protein induziert wird. Als
Folge davon ist die Pflanze suszeptibel (2. ETS).

Die Entwicklung weiterer R-Proteine ermdglicht es der Pflanze auf den neuen oder veranderten Effektor zu
reagieren und so wiederum eine erfolgreiche Abwehr zu initiieren (2. ETI).

Diese Schritte des Erwerbs von Effektoren und R-Genen kénnen sich beliebig oft wiederholen.

1.2 Effektor-induzierte Suszeptibilitat

Erfolgreiche Pathogene zeichnen sich durch den fBrwen Effektoren aus, die in
Pflanzenzellen geschleust werden und dort als ®mzrhechanismus die Erkennung der
PAMPs oder die PAMP-induzierten Signalwege untetéim(Vgl. Abb. A-1 B). So ist
die Pflanze nicht in der Lage, eine ausreichendaumabwehr zu aktivieren, und kann
von dem Pathogen besiedelt werden — sie ist sueédDieser Zustand stellt die zweite
Phase inmzigzagModell dar und wurde als Effektor-induzierte Sys#slitat (effector-
triggered susceptibilityETS), (Jones und Dangl, 2006)) bezeichnet (Vgh.AA-1 A).

Fir den Transport der Effektoren in das Cytosol de&tanzen nutzen
phytopathogene Bakterien einen Typ-llI-Sekretiopsaat (T3SS) (Buttner und Bonas,
2002, 2006), wahrend Pilze und Oomyceten ein akieBensprozessen basierendes
Transportsystem zu nutzen scheinen (Panstruga wutld) 2009; Tyler, 2009). Die
Effektoren von Oomyceten besitzen unterhalb vorm&meptid ein RXLR-(D)EER-
Motiv, das fir den Transport in die Pflanzenze#lber nicht flr den ersten Schritt, die
Exocytose in die extrahaustoriale Matrix bendtigtdw(Bhattacharjeeet al, 2006;
Whissonet al, 2007; Birchet al, 2008). Arabidopsis selbst besitzt ca. 300 RXLR-
Proteine, von denen zahlreiche eine Funktion in Eledocytose aufweisen, so dass
Oomyceten mdaglicherweise einen Wirts-Mechanismugiéin Import der Effektoren ins
pflanzliche Cytosol nutzen (Biroft al, 2008).
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Fur bakterielle Effektoren konnten bisher drei getie ,Grundfunktionen®
nachgewiesen werden: die Manipulation der Proteéabittéat durch direkten (mittels
Proteasen) oder 26S-Proteasom-vermittelten Prdiieana Eingriff in den RNA-
Metabolismus oder Inhibierung von Kinasen (Bloek al, 2008). Die Funktion von
Oomyceten-Effektoren ist dagegen groftenteils uatek Von den sechs derzeit
bekannten EffektorenPhytophthora sojaeAvrlb, Hyaloperonospora arabidopsidis
ATR1 und ATR13, sowiePhytophthora infestané&vr3a, Avr4 und Avr-blbl, konnte
lediglich fir Avr3a ein Funktion in der Manipulatiodes pflanzlichen Ubiquitin-26S-
Proteasomweges postuliert werden (Bbal, 2006; Birchet al, 2009).

Neben den intrazellular wirkenden Effektoren besitzPilze und Oomyceten
apoplastidare Effektoren, die haufig eine inhibiele Wirkung auf pflanzliche
Glucanasen oder Proteasen haben (Rbost, 2002; Tianet al, 2004; Tianet al, 2005;
Kamoun, 2007; Tiaet al, 2007; Damascenet al, 2008).

Als Modell fiir eine kompatible Interaktion, in ddie Pflanze suszeptibel und das
Pathogen virulent ist, diente in dieser Arbeit Bathosystem Kartoffel P. infestans
P. infestangst ein hemibiotropher Oomycet, der ein aggressRathogen fur Kartoffel
und Tomate darstellt. Eine Infektion erfolgt dumimdverbreitete Sporangien oder durch
unter feuchten Bedingungen aus den SporangieneBeigte Zoosporen. In der ersten
biotrophen Lebensphase wachst der Oomycet intaldelund bildet Haustorien aus.
Spater, in der nekrotrophen Lebensphase, kommtuesZerstérung des pflanzlichen
Gewebes, die als braune Lasionen makroskopischbaicivird. In dieser Phase werden
Sporangiophoren gebildet, die durch die Stomata dam Blatt herauswachsen und
asexuelle Sporen enthaltene Sporangien tragen (#@an#905; Fry, 2008; Birclet al,
2009).

1.3 Effektor-induzierte Immunitét

Die Effektoren sollten den Pathogenen zur Unteklriig der pflanzlichen
Immunabwehr dienen und stellen somit einen Viruigkior dar. Einige Pflanzen haben
mit den Resistenz- (R-) Gen-kodierten R-Proteirgio¢h einen Mechanismus erworben,
Pathogene an den Aktionen ihrer Effektoren zu erkan Diese Erkennung flihrt zur
nachsten Phase dedgzagModells, der Effektor-vermittelten Immunitateftector-
triggered immunityETI, (Jones und Dangl, 2006) (vgl. Abb. A-1 A).

Die Erkennung der Effektoren durch die R-Proteiaerk Uber direkte Interaktion
erfolgen. Dafir gibt es jedoch nur sehr wenige fels, wie das.5/L6 und Avr567 aus
Flachs bzw.Melampsora lini(Doddset al, 2006) sowie das Arabidops®RS1-Rund
PopP2 aus Ralstonia solanacearunDeslandeset al., 2003). In den meisten Fallen
konnte jedoch keine direkte Interaktion zwischefelgbr und R-Protein nachgewiesen
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werden, so dass alternativ in dgwardHypothese davon ausgegangen wird, dass R-
Proteine die Wirkung der Effektoren erkennen (Ven Biezen und Jones, 1998; Dangl|
und Jones, 2001; Chisholet al, 2006; Jones und Dangl, 2006) (vgl. Abb. A-1 B). R
Proteine ,Uberwachen” nach dieser Hypothese einrdmetes Set an pflanzlichen
Proteinen mit einer Funktion in der PTI, die einhwegzheinliches Virulenz-Ziel der
Effektoren darstellen. So wird gewahrleistet, dasaige R-Proteine in der Lage sind, die
unterschiedlichen Effektoren von verschiedenstethdggnen zu erkennen, ohne dass
daflr eine evolutionéar instabile spezifische Intdom mit einzelnen Effektoren nétig
ware. Dennoch erklart auch dgisard-Modell nicht vollstandig alle vorliegenden Daten.
Nach denguard-Modell sollte die Manipulation der Virulenz-Zietkirch die Effektoren
die Virulenz der Pathogene férdern. Die Modifikatides Pto-Proteins aus Tomate durch
den entsprechenden Effektor AvrPto aBseudomonas syringapv. tomato fuhrt
beispielsweise zur Erkennung des Pathogens. Digsniiing ist abh&ngig von dem R-
Protein Prf (Mucyret al, 2006). In Abwesenheit des Prf fuhrt die Modifrzieg des Pto
jedoch nicht zu einer gesteigerten Virulenz dehdéggns (Changt al, 2000) und das
eigentliche Virulenzziel des AvrPto scheint FLS2 sein, zu dessen Gdpto starke
Sequenzahnlichkeit aufweist (Xiameg al, 2008). Auch die Aktivierung des PapriBa3
Promotors durchKanthomonas campestrps. vesicatoriaAvrBs3 fiuhrt in der Pflanze
zur Erkennung des Pathogens (Roéraeral, 2007) ohne erkennbaren Nutzen fir das
Pathogen. Das eigentliche Virulenzziel des AvrBd3emt der Promotor des Paprikagens
upa20zu sein, das als Transkriptionsfakator an der R¢ign der Zellgrél3e beteiligt ist
(Kay et al, 2007). Auf der Basis dieser Daten wurde mit ddecoyModell eine
Abwandlung deguardModells postuliert, nach dem Pflanzen das eigamliVirulenz-
Ziel quasi als ,Falle/Koder decoy imitieren. Dieses imitierte Ziel konnte in der
Evolution auf eine stérkere Interaktion mit demektbr hin selektiert werden. Ddecoy
wurde dann nur die Erkennung einer Effektor-Akti@mrmitteln. Dagegen kann sich das
eigentliche Virulenzziel in Richtung vermindertédraktion mit dem Effektor entwickeln
(van der Hoorn und Kamoun, 2008; Zhou und Chai82@pfel und Rathjen, 2008).

Die Abwehrmechanismen der PTI und ETI weisen zwap3g qualitative
Ahnlichkeiten auf, dennoch sind die Effektor-indergén Mechanismen meist starker und
schneller induziert und zusatzlich von einer HRIbikgt (Taoet al, 2003; Tameling und
Takken, 2008).

Eine groRe Gruppe von pflanzlichen R-Proteinen gatén NB-LRR-Proteinen an.
Bei diesen handelt es sich um cytosolische Multidioem-Proteine, die eine N-terminale
CC-(coiled coi) oder TIR- Toll and human interleukin 1 recepjoDomane, eine
zentrale NB- ifucleotide binding Doméne sowie eine C-terminale LRReucine rich
repea) Domane besitzen (Takken und Tameling, 2009). Sierden durch
Autoinhibierung in inaktivem Zustand gehalten, Bechanismus, der durch vielfaltige
intramolekulare Wechselwirkungen ermdglicht wirdie DAktivierung erfolgt nach
Effektorerkennung, an der vermutlich die N-termegn@oméane und Teile der LRR-

7
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Doméne beteiligt sind. Eine Konformationséanderueg aktivierten NB-LRRs erlaubt
einen ADP-ATP-Austausch in der NB-Domane, wodurenmutlich eine Signalkette
initiiert wird. ATP-Hydrolyse inaktiviert dann daslB-LRR-Protein (Takken und
Tameling, 2009).

In dieser Arbeit wurden u.a. Kartoffelpflanzen usteht, die mit dem R1-Gen
transformiert waren, bei dem es sich ebenfalls um @&C-NB-LRR-Protein handelt
(Ballvora et al, 2002). Der entsprechende Effektor, dessen Wirkwege das R1-
Protein detektieren soll, ist jedoch noch nicht Rbogtophthorasoliert worden.

Wie genau aktivierte R-Proteine die nachfolgendéwéhrmechanismen auslosen,
ist derzeit unklar (Takken und Tameling, 2009). Kteraktoren der NB-LRRs wurden
die Komponenten des molekularerchaperoneKomplex HSP90/RAR1/SGT1
identifiziert, aber die genaue Funktion dieser ri@t&on ist nicht bekannt (Picard, 2008;
Shirasu, 2009). Zusatzlich zur cytoplasmatischerkalisation konnte fur einige
NB-LRR-Proteine eine Lokalisation im Kern nachgeseie werden, so dass eine
Funktion als transkriptionelle Co-Regulatoren vetwhuwird (Tameling und Takken,
2008). In dem Arabidopsis NB-LRR-Protein RRS1 belspveise wurde eine
C-terminale WRKY-Doméane nachgewiesen, die charatisch fur eine Gruppe von
Abwehr-assoziierten Transkriptionsfaktoren ist (Bedeset al, 2003). Das Gerste
MLA10-R-Protein hebt nach Erkennung des Mehltaiekfirs AvrA10 die von WRKY-
Transkriptionsfaktoren vermittelte negative Reguolat der PTI auf, so dass die
Abwehrmechanismen der PTI schneller und starkarziedt werden kénnen (Shen al,
2007). Trotz dieser scheinbar sehr direkten Wirkwese einiger R-Proteine zeigen
viele NB-LRRs fur die Induktion der Resistenzantivgine Abhangigkeit vom SA-Weg
(Feys und Parker, 2000).

Die Effektor-induzierte Immunitat ist jedoch niafie letzte Stufe der Co-Evolution
zwischen Pflanze und Pathogen. Vielmehr konntehdgaine im Verlauf der Evolution
Mechanismen entwickeln, um die ETI zu unterwanderd eine neue Stufe der ETS zu
etablieren (s. Abb. A-1, 2. ETS). So kénnten Paginegeinen Effektor, der erkannt wird,
nicht mehr transkribieren (s. Abb. A-1, 2. ETS (der den Effektor bzw. dessen Aktion
modifizieren (s. Abb. A-1, 2. ETS (2)). Zusatzligidnnte der ,Erwerb“ von neuen
Effektoren z.B. Uber horizontalen Gentransfer ddetationsprozesse dazu beigetragen
haben, die Signalweiterleitung der ETI unterhalb Eéektorerkennung zu inhibieren (s.
Abb. A-1, 2. ETS (3)). Nach demigzagModell fuhrt eine erneute Anpassung der
Pflanze an diese Situation zur Entstehung eineemdRrGens, so dass erneut ein
resistenter Zustand hergestellt wird (vgl. Abb. A2IETI).

Diese Mechanismen konnen sich im Verlauf der Evatutn einer Art oszillierendem
Prozess beliebig oft wiederholen. Daraus kann ajesdcthlussfolgert werden, dass die
heutigen Pathosysteme erstens keine statischeti@itudarstellen sondern sich weiter
entwickeln und, dass zweitens verschiedene Pattersgssich in verschiedenen Stufen
dieses Prozesses befinden kénnen.

8
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2. Oxylipine

Oxylipine bilden eine sehr diverse Gruppe von Lipimheleiteten Sekundarmetaboliten
in Pflanzen, deren gemeinsames Strukturmerkmal Sigerstoff-haltige funktionelle
Gruppe ist. lhre Synthese erfolgt u.a. Uber deroxygenase- (LOX-) Weg, ausgehend
von den mehrfach ungesattigten Fettsauren pflar@lidcMembranen (Feussner und
Wasternack, 2002; Wasternack, 2006). Benannt ssedi Weg nach der LOX, dem
Enzym, das den Einbau von molekularem Sauerstoffien(1Z, 4Z)-Pentadienstruktur
des Kohlenstoffgrundgerusts der Fettsauren kattysdadurch werden im ersten Schritt
die entsprechenden S-Isomere der Fettsaure-Hydragergebildet, die dann von einer
Reihe von Enzymen als Substrat genutzt werden kbremit 1asst sich der LOX-Weg
unterhalb der Hydroperoxide in sieben Unterzweigssdifizieren: (1) Bildung von Keto-
Fettsauren durch die LOX, (2) Allenoxidsynthase-O@)-/Octadecanoid-Weg zur
Synthese von Jasmonaten, (3) Bildung uwsaxo-Fettsauren, Aldehyden und Alkoholen
durch eine Hydroperoxidlyase (HPL), (4) Divinyletiynthase- (DES-) Weg zur
Bildung von Divinylethern, (5) Peroxygenase- (POXWeg zu Bildung von
Epoxyhydroxy-Fettsduren, (6) Synthese von Epoxybwyh-ettsduren durch eine
Epoxyalkohlsynthase (EAS) und (7) Reduktase-Weg 3ynthese von Hydroxy-
Fettsauren (s. Abb. A-2). Abhangig von der Positlen Oxygenierung an Position 9 oder
13 im Kohlenstoffgerust kénnen die LOXn in 9- urgt1OXn untergliedert werden. Die
meisten der nachfolgenden Enzyme nutzen spezifleel®- bzw. 13-Hydroperoxide, so
dass die gebildeten Oxylipine in 9- bzw. 13-LOX elegete Oxylipine — oder kurz
9- bzw. 13-Oxylipine - eingeteilt werden kbénnensatzlich kann zwischen Typ I-LOXn
ohne Transitpeptid und Typ [I-LOXn mit chloroplakirem Transitpeptid unterschieden
werden. Neben dem LOX-Weg existieren zwei weitei@gh¢hkeiten, der Bildung von
Hydroperoxy-Fettsduren: nicht-enzymatische Autodakonsprozesse, die zur Bildung
der Phytoprostane fuhren (Mdiller, 2004), und katiely durch einea-Dioxygenase
(Hamberget al, 1999; Wasternack, 2006).
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a-Linolensdure Abb. A-2: Schematische
Darstellung der Reaktionen des
LOX-Weges
-DOX
(nach Wasternack, 2006)
Zunéchst wird durch eine Lipoxygenase
Phytoprostane a-Hydroxy-PUFAs (LOX) die Hydroperoxy-

Octadecatriensaure  (HPOT) gebildet.
AnschlieBend erfolgt  die  weitere
Metabolisierung der HPOT  durch
verschiedene Enzyme des LOX-Weges.

9/13-HPOT

HPL (Details s. Text).
Blatt Aldehyde @ Hydroxy-PUFAs

Epoxy- Hydroxy-

POX (oEs )
Keto-PUFAs
AOS

|Epoxy- Hydroxy-l | Divinylether |

PUFAs
Octadecanoide

2.1 Der Octadecanoidweg — Jasmonatbiosynthese

Die Biosynthese des Jasmonats (JA) erfolgt auslémsdure in einem Synthese-Weg,
der durch Arbeiten an Arabidopsis und Tomate adégelverden konnte. In Arabidopsis
wird zunachst Linolensaure durch die Lipasen AtDGhd AtDAD1 aus den
Galactolipiden bzw. Phospholipiden der plastiddvembran freigesetzt (Ishiguret al,
2001; Hyunet al, 2008). Es wird vermutet, dass DGL fir die bas@leProduktion und
die frihe Wund-induzierte JA-Akkumulation in Blatteverantwortlich ist (Hyuret al,
2008), wahrend DAD1 die JA-Produktion in Stamen drelspate Wund-induzierte JA-
Akkumulation vermittelt (Ishigureet al, 2001; Hyunet al, 2008). Neben der raumlich-
temporéaren Spezifitdt zeigen diese beiden Lipasear &tPLA-I-Familie
Substratspezifitat: DGL bevorzugt im vitro-Analysen Digalactosyldiacylglycerol
(DGDG) und DAD1 nutzt bevorzugt Phosphatidylcho{irC) (Ishiguroet al, 2001;
Hyun et al, 2008). Die entsprechenden Lipasen aus Solandeemen noch nicht
identifiziert werden.

Allgemein beginnt die JA-Synthese mit der Bildungr d13-Hydroperoxy-
Octadecatriensédure (13-HPOT) aus der freien Lirsglere durch eine 13-LOX (vgl.
Abb. A-3, dort ist die JA-Biosynthese mit den blgéen Enzymen fur Kartoffel, das
Untersuchungsobjekt  dieser Arbeit, dargestellt). raDa synthetisiert die
Allenoxidsynthase (AOS) in einem Dehydrierungsgthdie instabile 12,13-Epoxy-
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Octadecatriensaure (12,13-EOT), die stereospéezifisa einer Allenoxidcyclase (AOC)
zu (9S, 13S)-12-Oxo-Phytodiensaure (12-OPDA, k@PDA) umgesetzt wird. Diese
ersten drei Schritte erfolgen in Chloroplasten, el die weiteren Syntheseschritte in
Peroxisomen ablaufen (vgl. Abb. A-3). Dazu muss @PMnachst in die Peroxisomen
transportiert werden, wobei unklar ist, ob dieseanEport auf der Stufe des OPDA oder
des OPDA-CoA-Esters erfolgt. In Arabidopsis konngerhand von genetischen Daten
zwei mogliche Wege fur den Import in Peroxisomerrgeschlagen werden: der
peroxisomale ABC-Transporter COMATOSE (CTS/PXAljuas soganion trapping
(,lonenfalle®) (Theodoulowet al, 2005). Der Exportweg aus den Chloroplasten stdgi
noch ungeklart. Im nachsten Schritt erfolgt die Wedn des Cyclopentenon-Ringes
durch eine 12-Oxo-Phytodiensaure-Reduktase (OPRgruBildung der 12-Oxo-
Phytoensaure (OPC8:0). Der letzte Schritt in dentltase der (+)-Tso-JA ist die
Kirzung der Carbonylseitenkette, die in drei setjgben 3-Oxidationsschritten erreicht
wird. Daran sind die Enzyme Acyl-CoA-Synthase (ACA)yl-CoA-Oxidase (ACX), ein
multifunktionales Protein (MFP) sowie eine L-3-Katyl-CoA-Thiolase (KAT) beteiligt.
(Schalleret al, 2005; Bakeet al, 2006; Wasternack, 2006).

Drei verschiedene Regulationsmechanismen wurden diér JA-Biosynthese
vorgeschlagen und in einem Ubersichtsartikel zusangefasst (Wasternack, 2007).
Zum einen kann eine Regulation tUber die Verfughader Substrate erfolgen, weiterhin
Uber eine positivéeedbackRegulation der JA-Biosynthesegene und schlielilloér die
gewebespezifische Expression der Biosyntheseenzyme.

Das (+)-7iso-JA kann in der Pflanze zu einer Reihe von verstdnen Metaboliten
umgesetzt werden. Eine der wichtigsten ist wohl Beaktion des JAR1, einer JA-
Aminosynthetase (Staswick und Tiryaki, 2004), das ¢hiologisch aktive (+)-50o-JA-
Isoleucin-Konjugat (JA-lle) synthetisiert (Chiet al, 2007; Thinest al, 2007; Browse,
2008). Daneben kann u.a. die Konjugation mit 1-Asuytlopropan-1-Carboxylsaure
(ACC) oder weiteren Aminosauren (Staswick und Thrye2004; Staswick, 2009),
Methylierung (Seo et al, 2001), Decarboxylierung oder Glycosylierung der
Caboxylseitenkette erfolgen oder auch die Hydrexying und anschlieende
Sulfatierung (Mierschet al, 2008) oder Glycosylierung der Pentenylseitenkette
(Wasternack, 2007).

11
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2.2 Mechanismus der JA-Perzeption

Die Aufklarung der JA-Wirkungsweise profitierte wethmlich von der Nutzung der JA-

Abb. A-3: JA-Biosynthese

in Kartoffel

(veradndert nach (Wasternack,
2006; Schaller et al., 2008).

Die Synthese beginnt im
Chloroplasten mit der
Freisetzung von a-
Linolensaure durch Lipasen.
Die 13-Lipoxygenase StLOX3
(Royo et al., 1996) synthetisiert
daraus die 13-Hydroperoxy-
Octadecatriensaure (13-
HPOT). Diese wird von der
Allenoxidsynthase StAOS2
(Farmaki et al., 2007) zu der
instabilen  12,13-Epoxy-Octa-
decatriensaure (12,13-E0T)
umgesetzt. Diese wird durch
die Allenoxidcyclase StAOC
(Farmaki et al., 2007) unter
Bildung von cis-(+)-12-Oxo-
Phytodiensaure (12-OPDA)
cyclisiert. Nach Transport ins
Peroxisom, vermutlich ber

den ABC-Transporter
(CTS/AtPXA1) oder Uber anion
trapping (,lonenfalle®)

(Theodoulou et al., 2005),
erfolgt ein Reduktionsschritt,
katalysiert durch die 12-Oxo-

Phytodiensaure-Reduktase
StOPR3. Es folgen drei
[-Oxidations-schritte zur (+)-7-
iso-Jasmonsaure ((+)-7-iso-
JA). Eine JA-Amino-
Synthetase, in Arabidopsis
kodiert durch JAR1 konjugiert
die JA im Cytosol an Isoleucin
(Staswick und Tiryaki, 2004),
wodurch das biologisch aktive
(+)-7-iso-Jasmonoyl-L-
Isoleucin ((+)-JA-L-lle) entsteht
(Staswick und Tiryaki, 2004;
Fonseca et al., 2009).

insensitiven Arabidopsis-Mutanteooil (coronatine insensitive )1 jarl (jasmonate
resistant ) undjinl (jasmonateinsensitive 1 (Xie et al, 1998; Staswiclet al, 2002;
Lorenzoet al, 2004). Aus den Arbeiten mit diesen Pflanzen kerpustuliert werden,

dass das aktive JA-Signal ein JA-lle-Konjugat (&tek und Tiryaki, 2004) ist und dass
die Perzeption von JA-lle zum Abbau von negativeaguiRatoren der JA-Antwort tGber

den Ubiquitin-Proteasomweg fuhrt (Xiet al, 1998; Devotoet al, 2002; Xuet al,

2002).

Das COI1 kodiert fur ein F-Box-Protein (Xiet al, 1998), das Teil eines SCF-

(SKP1/Cullin/F-Box) Ubiquitin-Ligase-Komplexes i&. Abb. A-4) (Devotcet al, 2002;
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Xu et al, 2002). Diese SCF-Komplexe sind in Pflanzen aas Rblypeptiden aufgebaut,
die zusammen eine funktionale E3-Ubiquitin-Ligagddn (Vierstra, 2003). Sie bestehen
aus dem CUL1-Protein (Cullin), ASK (Arabidopsis SKike), RBX (RING-Box) und
dem F-Box-Protein, wobei die LRR-Domane des F-Botdins die spezifische
Erkennung des Zielproteins vermittelt. Das Cullumdiert als ,Gerlst* und bindet
sowohl ASK, das mit der F-Box-Doméne des F-Box-&lnst interagiert, als auch RBX.
RBX wiederum ist in der Lage Uber sein RING-Finlyétiv mit der Ubiquitin (Ub)-
.pbeladenen” E2-Komponente zu interagieren. Die WUhigierung erfolgt in einer
Kaskade aus drei Reaktionsschritten, katalysiertcldudie E1-, E2- und ES3-
Enzymfamilien. Das Ub-aktivierende Enzym E1 aktivigb durch ATP-Hydrolyse und
Ubertragt es auf das Ub-konjugierende Enzym E2.UbidProtein-Ligase (E3) vermittelt
den Transfer des Ub auf das Zielprotein, indem ietpébtein und E2-Ub in geeigneter
Weise zueinander positioniert. Polyubiquitinierted (Ubiquitine) Zielproteine werden
dann durch das 26S-Proteasom degradiert (Vier2@@3; Chow und McCourt, 2006;
Somers und Fujiwara, 2009).

E3 | i
comeex Abb. A-4: Schema des SCF ““"'-Komplexes (aus Vierstra, 2003)

F'bO_X Strukturelle Organisation der SCF-E3-Ubiquitin-Ligase (E3-Komplex) in
motif @ Assoziation mit dem E2-Ub-Intermediat. E3-Ligase bestehend aus dem
K

Cullin, das als Gerst fur das RBX (RING-Box Protein) und SKP (in Pflanzen

ASK) dient, sowie dem F-Box-Protein, das von SKP gebunden wird. Das
Zielprotein (Target) wird spezifisch von dem F-Box-Protein erkannt und so

/ Uber den SCF-Komplex mit dem E2-Ub-Intermediat in Kontakt gebracht, dass
der Ub-Transfer auf ein Lysin (K) des Targets erfolgen kann. Ub, Ubiquitin.

Mit den JAZ-Proteinen konnten 2007 die Zielproteiaentifiziert werden, die von
COI1 in Abhangigkeit des JA-Signals gebunden unad Rroteinabbau markiert werden
(Chini et al, 2007; Thinet al, 2007). Diese JAZ-Proteine bilden innerhalb deFVYF
Familie eine Gruppe von transkriptionellen Regukao die jedoch keine DNA-bindende
Doméne enthalten. JAZ-Proteine sind durch zwei Dwné charakterisiert: die
ZIM/TIFY-Domane, Uber die eine Homo- und Heterodisierung der JAZ-Proteine
erfolgen kann (Chinet al, 2009; Chung und Howe, 2009) und die C-terminas- J
Domane, die eine Interaktion mit COI1 und MYC2 vétett (Chini et al, 2007; Melotto
et al, 2008). Im nicht-induzierten Zustand binden dieZJ&oteine moglicherweise als
Dimere an Transkriptionsfaktoren, wie beispielswditY C2 (Chiniet al, 2007; Chiniet
al.,, 2009) und reprimieren so die Transkription vonn&e die durch diese
Transkriptionsfaktoren reguliert werden (s. Abb.5A- In Analogie zu dem im
Mechanismus verwandten Auxin-Signalweg wurde vaglegen, dass diese
Reprimierung zusatzlich durch Co-Repressoren vélnitwird (Browse, 2008;
Szemenyeet al, 2008). Auf einen Stimulus hin, der zur Bildungsd®ologisch aktiven
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(+)-JA-lle (Fonsecaet al, 2009) fuhrt, vermittelt JA-lle die Interaktion ddAZ-
Repressorproteine mit dem COIL1 (Chatial, 2007; Thinest al, 2007; Melottoet al,
2008). Durch diese Interaktion mit dem S€FKomplex erfolgt die Hormon-induzierte
Proteolyse der JAZ-Proteine Uber den Ubiquitin-€asbmweg. Damit wird die
Repression der Transkriptionsfaktoren aufgehobend udie JA-lle-induzierte
Genexpression kann ablaufen (Browse, 2008; Staswd6k8). Zu den frihen JA-
responsiven Genen gehotren einerseits die JA-lleyBihesegene und1YC2 und
andererseits dieJAZGene selbst, wodurch komplexe Regulationsmechamsm
ermdoglicht werden (Browse, 2008). Auf der BasissdieDaten wird der COI1/JAZ-
Komplex als JA-lle-Rezeptor postuliert (Katsiral, 2008b; Melottcet al, 2008).

Abb. A-5: Modell der JA-Signal-

% % transduktion  (modifiziert aus (Katsir
Gene ""==> @ Gene (2.B. JAZ) et al., 2008a)

Ohne Stimulus liegen die Transkriptions-
faktoren (TF) der JA-Antwort in einem
Komplex mit den JAZ-Proteinen
(gekennzeichnet mit der ZIM/TIFY-Doméane
und der Jas-Doméne) vor, wodurch die
° Transkription der frilhen JA-responsiven
~ Gene reprimiert wird (OFF). Auf ein

Entwicklungs- (gcF o
Stimulus/
Stress-Signal

o

‘ °. o externes  Stress-Signal oder  einen

. Entwicklungsstimulus reagiert die Pflanze

_ O @ coronatine mit der Akkumulation des biologisch
bioaktives JA aktiven JAs (z.B. JA-lle, oranges Oval).
(z.B. JA-lle) SCFC% @:@ Dieses vermittelt die Interaktion zwischen
( . der Jas-Doméane der JAZ-Repressoren und

dem SCF®-Komplex. Dadurch erfolgen
Q die Polyubiquitinierung der JAZ-Proteine
und deren anschlieBende Proteolyse im
26S-Proteasom. Dieser Mechanismus fuhrt
somit zur Dereprimierung der JA-
responsiven Genexpression (ON). Die
. Inaktivierung des JA-Signals kann dber
e Ubiquitin .“ Metabolisierung des JA-Signalmolekils
) %@ (oranges Hexagon) und Neu-Synthese der
ZIM/TIFY-Doméane m * JAZ-Repressoren erfolgen.

Signal-Inaktivierung

m Jas-Domane Current Opinion in Plant Biology

2.3 Biologische Funktionen der Oxylipine

Oxylipine Uben in Pflanzen vielfaltige Funktionemwshl in der Entwicklung als auch in
der Interaktion mit Mikroorganismen und Insektes &vasternack, 2006, 2007).

So zeigt JA eine Seneszenz-vermittelnde Wirkung, sich u.a. in erhohter JA-
Akkumulation sowie JA-responsiver Genexpression resith der Seneszenz zeigt.
Weiterhin besitzt JA eine Wurzelwachstum-inhibiekenWirkung und verhindert die
Samenkeimung. In Tomate wurde die Beteiligung de&sad der Bildung glandularer
Trichome nachgewiesen (lat al, 2004b). Weiterhin sind JA-insensitive Arabidopsis
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Pflanzen mannlich-steril, ein Effekt der auf Detekh der Antherenformation und
Antherendehiszenz sowie der Filament-Elongationidgeht (McConn und Browse,
1996; Stintzi und Browse, 2000). Dagegen zeigenind&nsitive Tomaten eine
Fehlbildung der maternalen SamenentwicklungetLal, 2004b). In beiden Fallen ist JA
scheinbar an der Reproduktion beteiligt, wenn andBrassicaceen und Solanaceen auf
unterschiedliche Weise. Fir OPDA konnte eine Fuamkin der Ranken-Windung von
Bryonia spec. nachgewiesen werden, die unabhangig vosti@lechertet al, 1999).
Die Biosynthese-Gene der 9-Oxylipine sind haufig unterirdischen Organen und
Stangeln exprimiert und die Colnelsdure, Produkt Oinylethersynthase-Reaktion,
konnte in Kartoffelknollen verestert an Phosphaolgni nachgewiesen werden
(Fauconnieret al, 2008). Funktionen dieser 9-Oxylipine in der Seiarzelentwicklung
von Arabidopsis und in der Initierung der Knolléddong von Kartoffel wurden
vermutet (Kolomietset al, 2001; Vellosilloet al, 2007). Ebenso wurde in Kartoffel fur
das JA-Derivat 12-Hydroxy-JA (Tuberonséure) eineolkan-initierende Wirkung
beschrieben (Yoshihaet al, 1989).

Neben den Funktionen in der Entwicklung der Pflanaxistieren zahlreiche

Beispiele fur Funktionen der Oxylipine in der Ssieswaltigung. Beispielsweise wurde
postuliert, dass Oxylipinen eine Funktion fur diev&iltigung von oxidativem Stress, als
Scavengerfreier Radikale und als Signalkomponenten zukon(@iibel et al, 2003;
Mdaller, 2004; Muelleret al, 2008b; Ritteret al, 2008). Als Signalkomponenten
induzieren Oxylipine eine Reihe von Abwehr-assoi®®@ Genen, u.a. Verwundungs-
Marker, Transkriptionsfaktoren und Biosynthesegg&iteSekundarmetaboliten (Devoto
et al, 2005; Takiet al, 2005; Pauwelgt al, 2008). Die Bedeutung der JA-induzierten
Abwehrgenexpression fir die Interaktion mit Herlero zeigt sich an der Anfalligkeit
JA-insensitiver bzw. -defizienter Pflanzen gegemitberbivor-Frald (Kesslest al, 2004;
Li et al, 2004b; Wasternack, 2006; Schilmillet al, 2007). Neben den direkten
Abwehrantworten kénnen Herbivor-attackierte PflanZgignale zur Anlockung von
Fress-Feinden abgeben. Bei einigen dieser Sigraale ks sich ebenfalls um Oxylipine
handeln (Turlings und Ton, 2006; Dickeal, 2009).

Fur Gerste, Medicago und Tomate wird zudem eindeRigr Jasmonate in der
Interaktion mit symbiontischen Pilzen postulierta(ideet al, 2002; Isayenkowet al,
2005; Tejeda-Sartoriust al, 2008).

Eine Funktion der 9-Oxylipine in der Pathogenabwsedr Pflanzen wird vermutet,
da beispielsweise 9-Oxylipine in Kartoffel wahreter Interaktion mitP. infestansund
nach Elicitor-Behandlung akkumulieren (Wele¢ral, 1999; Gobekt al, 2001) und eine
antimikrobielle Wirkung fur diese nachgewiesen vau(Weberet al, 1999; Proset al,
2005). Wahrend in Tabak, Arabidopsis und auch Maie Funktion dieser 9-Oxylipine
fur die Resistenz gegeniber Pathogenen identifizierde (Rancet al, 1998; Vellosillo
et al, 2007; Gaoet al, 2008), ist die genaue Rolle der 9-Oxylipine flie d
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Pathogenabwehr in Kartoffel noch nicht aufgekl&&sghen-Lippoldet al, 2007;
Fauconnieet al, 2008).

Im Hinblick auf die 13-Oxylipine wurde hauptsachlidie Funktion des JA bzw. seiner
biologisch aktiven Metaboliten untersucht. So zeideefad3-2 fad7-2 fad®1utante, mit
einem Defekt in der Synthese der Linolenséure @dijpet al, 1998) und digarl-1
Mutante, die nicht in der Lage ist, das biologisektive JA-lle-Konjugat zu
synthetisieren (Staswicket al, 1998), erhohte Anfélligkeit gegenuber dem
WurzelpathogerPythium mastophorunbzw. dem Bodenpil2Pythium irregulare Ein
Defekt inCOIl1, das fir den putativen Co-Rezeptor des JA-lledadChiniet al, 2007;
Thines et al, 2007; Katsiret al, 2008b), fuhrt ebenso zu erhéhter Suszeptibilitat
gegenuber den nekrotrophen PathogefAkernaria brassicicola Botrytis cinereaund
Erwinia carotovora(Thommaet al, 1998; Bradelet al, 2001). Weiterhin konnte eine
Akkumulation von JA und OPDA in Kartoffel-Blattemachgewiesen werden, die mit
einem avirulenten Pseudomonas-Stamm infiziert wondaren. In den nicht-infizierten
Blattern dieser Pflanzen akkumulierte jedoch ledigOPDA (Landgrakt al, 2002), so
dass fur OPDA eine Funktion in der induzierten Resiz angenommen wird. In
Arabidopdis ist OPDA an der Abwehr gegén brassicicolaund B. cinereabeteiligt
(Stintzi et al, 2001; Raacket al, 2006).

In vielen Pflanzen induzieren nicht-pathogene Riddkoberien einen Zustand der
Resistenz gegen ein weites Spektrum von Pathog@reem der Entet al, 2009). Die
Ausbildung dieser Induzierten Systemischen Ress{é8R) ist sowohl abhangig von
einem funktionalen JA- und Ethylen (ET)-Signalwé&geferseet al, 1998) als auch von
der regulatorischen Funktion desMX C2(Pozoet al, 2008).

2.4 Die Wechselwirkung verschiedener Phytohormonia der pflanzlichen
Immunabwehr

In der pflanzlichen Pathogenabwehr stellen nebem dexylipin JA auch andere
Phytohormone wie Ethylen (ET) und Salizylsaure (Ssirhtige Komponenten des
regulatorischen Netzwerkes dar. Dabei nutzen Péiar&A vor allem fir die Abwehr von
biotrophen und hemibiotrophen Pathogenen, wahrehdzuisammen mit ET in die
Abwehr gegen nekrotrophe Pathogene involviertBgitrophe Pathogene sind strikt auf
einen lebenden Wirt angewiesen, der sie mit Nafiestoversorgt, wahrend Nekrotrophe
das pflanzliche Gewebe abtéten und von dem toteterdhleben. Hemibiotrophe leben
im Anfangsstadium der Infektion biotroph und sobltspater auf eine nekrotrophe
Lebensweise um (Glazebrook, 2005). Vor allem inbitapsis ist eine antagonistische
Wirkung des SA- und JA/ET-Wegs beschrieben wordelazebrook, 2005). So zeigen
beispielsweise JA-insensitive Arabidops@l1-Mutanten eine erhéhte Anfalligkeit gegen
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nekrotrophe Pathogene, die mit einer reduziertempréSsion von JA-assoziierten
Abwehrgenen einhergeht. Dagegen sind sie, ebens@indimyc2Pflanzen, gegenuber
dem hemibiotrophen Pathog®st DC3000 resistenter, und es wurde postuliert, dass
Grund hierfur stark erhdhte SA-Level und die kansitre Expression dd3R1sind (Feys
et al, 1994; Kloeket al, 2001; Laurie-Berryet al, 2006). Die SA-Antworten werden
normalerweise von Coronatin (COR) unterdriickt, minePhytotoxin einiger
Pseudomonaden, das strukturell dem JA-lle ahneliq€&t al, 1994; Kloeket al, 2001;
Laurie-Berryet al, 2006). Coronatin ist ebenso wie JA-lle in der eatie Interaktion
zwischen COI1 und den JAZ-Proteinen zu vermitteld uinduziert so den JA-Weg (Feys
et al, 1994; Katsiret al, 2008b; Spoel und Dong, 2008).

Entsprechend dem Modell der antagonistischen Wgkuon SA und JA flihren
Mutationen in Genen von regulatorischen Komponedieser Wege zu gegensatzlichen
Effekten auf den SA- bzw. JA-Signalweg und auf Riesistenz gegentber biotrophen
und nekrotrophen Pathogenen (Pieteeteal, 2009). Eine solche Komponente ist
NONEXPRESSOR OF PR GENES (NPRJ), das als Redoxstatus-abhangiger
transkriptioneller Co-Aktivator zusammen mit den A=Granskriptionsfaktoren die SA-
abhangige Genexpression reguliert (Meual, 2003). Innprl Arabidopsis-Pflanzen
wurde eine Inhibierung der SA-vermittelten Supr@ssies JA-Signalweges beschrieben,
die auf eine Funktion des NPR1 in der Vermittlueg@ross-Talkszwischen SA und JA
hinweist (Spoelet al, 2003). So werden beispielsweise lber 200 Metbiylgnat
(MeJA)-induzierbare Gene durch SA in ihrer Expressinterdriickt, ca. 60% davon in
Abhangigkeit von NPR1 (Leon-Reyes al, 2009). Neben NPR1 ist Glutaredoxin 480
(GRX 480) ein Interaktor des TGA2.2 Transkripioksfas. GRX 480 reguliert unterhalb
von NPR1 einen Teil der JA-responsiven Gene negaity konnte damit im SA/JA-
Cross-Talk fungieren (Ndamukonget al, 2007). An der SA-Antwort der Pflanzen
unterhalb von NPR1 sind weiterhin zahlreiche WRKMfIskriptionsfaktoren beteiligt
(Van der Entet al, 2009) u.a. WRKY70 (Liet al, 2004a). Dieser agiert als positiver
Regulator der SA- und negativer Regulator der JAtmerten Genexpression (kt al,
2004a; Renet al, 2008). Die Beteiligung von NPR1 und GRX 480 &ross-Talk
zwischen SA und JA konnte auf eine Regulation Ciesss-Talksliber den Redox-Status
hindeuten. Erhéhte Level an Glutathion wurden z.B. Arabidopsisblattern
nachgewiesen, in denen die MeJA-induziéti@F1.2Expression durch Vorbehandlung
mit SA unterdriickt wurde (Koornneef al, 2008).

Im Gegensatz zu WRKY70 reguliert die MAPK MPK4 déross-Talkzwischen
SA und JA als negativer Regulator der SA- und pasitRegulator der JA-Antwort. In
Arabidopsis mpk4 Mutanten sind die SA-Level drastisch erhdht, ebemge die
Expression der SA-MarkergeR1, PR2und PR5 (Peterseret al, 2000). Dagegen ist
PDF1.2 ein Markergen des JA-Weges, in seiner Transkdptaualtion nach MeJA-
Behandlung herabgesetzt. Diese veranderte AbwehexXpeession korreliert mit einer
erhohten Resistenz gegentber den (hemi-) biotrogPethogenerPst DC3000 und
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Hyaloperonospora arabidopsidispwie zu einer erhéhten Suszeptibilitdt gegeniber d
nekrotrophen Pathogek brassicicola(Peterseret al, 2000; Brodersert al, 2006). Der
Mechanismus der Einflussnahme von MPK4 auf den SAZdoss-Talkbleibt vorerst
unklar, da die Expression vawahG in mpk4Mutanten nicht zu einer Revertierung der
Unterdrickung deiPDF1.2Expression fuhrt (Peterseet al, 2000). Somit sind die
erhohten SA-Level in dempk4Mutanten nicht die Ursache fiir die Repression Jhes
Weges (Peterseet al, 2000). Weitere Faktoren die das Ergebnis der \8&dalirkung
zwischen SA und JA beeinflussen konnten sind ula.das als Modulator des SA/JA
Cross-Talkidentifiziert wurde (Leon-Reyest al, 2009), sowie Phosphorylierung und
Ubiquitinierung von NPR1 (Spoeit al, 2009). Die Bedeutung dieser Mechanismen fir
den SA/JACross-Talkist jedoch noch nicht untersucht.

Das Phytohormon ET zeigt haufig eine synergistiséhikungsweise zu JA. Dies
zeigt sich u.a. am Beispiel des Marker-Gens PDHilir2dessen Expression sowohl der
funktionale ET- als auch JA-Weg bendétigt wird (Pechkx et al, 1998). Dieses Muster
wird in globalen Genexpressionsstudien bestétigtethe starke Uberlappung der durch
ET bzw. JA aktivierten Gene nachweisen (Schenkl, 2000). ERF1 und ORA59 sind
Transkriptionsfaktoren mit regulatorischen Funkéonin diesem Signalweg, deren
Expression sowohl von JA als auch ET induziert wltdrenzoet al, 2003; Preet al,
2008). Uberexpression von ERF1 oder ORA59 in ETerdd\-insensitiven Arabidopsis-
Pflanzen induziert konstitutivBDF1.2Expression, womit nachgewiesen ist, dass diese
Transkriptionsfaktoren unterhalb der ET- bzw. JAkAkulation agieren (Lorenzet al,
2003; Preet al, 2008). ERF1 ist ein positiver Regulator der Abwassoziierten
Genexpression, wahrend wundinduzierbare Gene voRlERegativ reguliert werden
(Lorenzoet al, 2004). Der zentrale Transkriptionsfaktor der JArRort MYC2 reguliert
die JA-vermittelte Wund-Antwort positiv, die JA-veittelte Expression von
Pathogenabwehr-Genen hingegen negativ (Loretzal, 2004). Erst die Kombination
von JA und ET scheint die Pathogen-induzierte Abgehexpression zu induzieren,
wéahrend JA allein, die Pathogenabwehr unterdriickt Wund-Antworten via MYC2
vermittelt. Andererseits ist die Expression von MXQach der Erkennung von
Rhizobakterien induziert und MYC2 scheint fur dieshildung der ISR, einen Zustand
erhohter Pathogen-Resistenz, bendtigt zu werdezro(@al, 2008).

Das Spektrum der ET-abhangigen Antworten wird z.Burch globale
Genexpressionsanalysen Rseudomonagifizierten Arabidopsis-Pflanzen erweitert, die
einen inhibierenden Einfluss des ET-Weges auf digeSponsive Genexpression zeigten
(Glazebroolket al, 2003).

Neben den drei zentralen Regulatoren der pflanaicAbwehr SA, JA und ET
besitzen auch andere Phytohormone eine Funktiodemn Abwehr. Zudem kdnnen
Pathogene gezielt in das Netzwerk der Phytohorregnherten Abwehr eingreifen, um
die Physiologie der Pflanze zu ihren Gunsten zéanagrn (Spoel und Dong, 2008; Bari
und Jones, 2009). Beispielsweise agiert Auxin amegsch zu SA und fordert so die
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Suszeptibilitat gegeniber Bakterien. In der PTIrkahe Perzeption von flg22 zur
Inhibierung des Auxinweges fuhren. Diese Inhibigruwermutlich vermittelt durch SA,
ist Teil der Abwehr gegen (hemi-) biotrophe PathmmgéNavarroet al, 2006; Wanget
al., 2007). Einige Pathogene wie z.Ralstonia solanacearurgind in der Lage Auxin
selbst zu synthetisieren (Vallst al, 2006), wéahrend andere, wiBseudomonas
Effektoren zu besitzen scheinen, die die Auxin-Hostése der Pflanzen modulieren, um
die Virulenz zu férdern (Cheat al, 2007).Agrobacteriumbringt tber das Ti-Plasmid
Gene zur Synthese von Auxin und Cytokinin in diertéZielle ein und induziert so das
unkontrollierte Gallenwachstum infizierter Pflanz&poel und Dong, 2008). Cytokinin-
Produktion wurde zudem flr einige biotrophe, nialber fir nekrotrophe Pathogene
nachgewiesen (Walters und McRoberts, 2006).

Abscisinsdure (ABA) scheint allgemein ein negati®egulator der pflanzlichen
Abwehr zu sein. Pflanzen mit Mutationen in der ABfsynthese oder dem ABA-
Signalweg sind haufig resistenter gegentber PattevgéAndersoret al, 2004; Adieet
al., 2007; de Torres-Zabakt al, 2007), und ABA wirkt sich negativ auf die Aushiliy
der SAR aus (Yasudet al, 2008). Die Akkumulation von ABA wahrer@. syringae
Infektion scheint ebenfalls einen Effektor-vernitta Virulenzmechanismus
darzustellen (de Torres-Zabadtal, 2007). Auf der anderen Seite wurde fur die Abwehr
von Arabidopsis gegel®. irregulare eine positive Funktion des ABA nachgewiesen
(Adie et al, 2007). Ein weiterer positiver Einfluss von ABAdbeht in seiner Funktion
wéhrend des PAMP-induzierten Schliel3ens der Sto(iv&kotto et al, 2006).

Gibberellin scheint ebenfalls Einfluss auf die Pg#gmabwehr zu nehmen, da
Arabidopsis-Pflanzen mit Mutationen in vier DELLAed®einen, den negativen
Regulatoren der Gibberellin-Antwort, eine erhdéhtsZptibilitdt gegen nekrotrophe und
erhohte Resistenz gegen biotrophe Pathogene zél@varro et al, 2008). Dieser
Mechanismus wird offenbar von dem nekrotrophen fReaihogenGibberella fujikuroi
ausgenutzt, der Gibberellin als Virulenzmechanisprasiuziert, um tber die Proteolyse
der DELLA-Proteine die Suszeptibilitat der Pflanzenférdern (Navarret al, 2008).

In einigen phytopathogenen Pilzen vikesarium oder Aspergillusspp. kommen
endogen auch Oxylipine vor, die in diesen Organisalie Sporulation und Mycotoxin-
Synthese positiv regulieren (Tsitsigiannis und &eIR007). In Maissamen scheinen 9-
Oxylipine u.a. einen Suszeptibilitatsfaktor fir éathogen&usarium verticillioidesund
Colletotrichum graminicoladarzustellen, da daSilencingeiner 9-LOX zu reduzierter
Konidien-Bildung fuhrt. (Gaet al, 2007; Tsitsigiannis und Keller, 2007).

Alles in allem bildet der regulatorisci@ross-Talkzwischen den Phytohormonen
fur die Pflanze die Basis fur die gezielte Abwetar dinterschiedlichen Pathogene.
Gleichzeitig bietet dieses Netzwerk den angepasBthogenen eine Mdglichkeit die
Abwehr der Pflanze so zu manipulieren, dass ihne®édsiedelung der Pflanze gelingt.
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Abb. A-6: Netzwerk der hormonellen Regulation in de  r pflanzlichen Immunabwehr
(modifiziert, aus Pieterse [2009])

Dargestellt sind der SA-, JA- und ET-Signalweg mit den jeweiligen Hauptsignalkomponenten. Diese drei
Wege stellen die zentralen Abwehr-Mechanismen der Pflanze dar. Die wechselseitigen Einfliisse sind mit
gestrichelten Pfeilen (positiver Effekt) bzw. blockierenden Linien (negativer Effekt) markiert. Zusétzlich sind
die Einflisse des ABA-, Auxin und Gibberellin-Weges auf die SA- und JA/ET-regulierten
Abwehrmechanismen gezeigt. Als Beispiel fir den Eingriff eines Pathogens in dieses Netzwerk dient in der
Abbildung das bakterielle Pathogen P. syringae mit seinen Effektoren Hopll und AvrRpt2, sowie dem
Phytotoxin Coronatin.

Naheres s. Text.
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3. Zielsetzung der Arbeit

Die Co-Evolution der pflanzlichen Abwehr und dethmgenen Virulenzstrategien (Jones
und Dangl, 2006; Ma und Guttman, 2008) fuhrt zursprdgung von molekularen
Mechanismen, die nach evolutiondren Aspekten ire et Abfolge aus PAMP-
induzierter Immunitat, Effektor-vermittelter Susabpitdt und Effektor-vermittelter
Resistenz gegliedert werden kdénnen (s. auch KagerZEinleitung). Gangige Modelle
erklaren die Effektor-vermittelte Erkennung dertgene durch pflanzliche R-Proteine
innerhalb des sogGuard-Modells, das neuerdings durch dd3ecoy-Modell erweitert
wird (van der Hoorn und Kamoun, 2008; Zhou und CR&08; Zipfel und Rathjen,
2008). Weiterhin lassen sich die AbwehrmechanisderPflanzen in die Abwehr gegen
nekrotrophe und biotrophe Pathogene unterteileazghirook, 2005). Dabei wird JA im
Allgemeinen eine Funktion in der pflanzlichen Abwebegeniber nekrotrophen
Pathogenen zugeschrieben. Dem gegenulber stehbdiehk gegen biotrophe Pathogene,
die hauptséachlich durch SA vermittelt wird. Diesésdell der antagonistischen Wirkung
von JA und SA (Thommat al, 1998) in der Pathogenabwehr wird jedoch zunehmend
hinterfragt, da neuere Daten auf komplexere Reiguistnechanismen hindeuten. Somit
kann es von Interesse sein, neben der verbreiteimtellpflanze Arabidopsis auch
weitere Pflanzen und die Interaktion mit deren Bgéimen zu studieren.

Eine haufig untersuchte Interaktion ist die des aeybtischen Pathogens
P. infestansmit seinem Wirt, der Kartoffel. Der hemibiotropl@mycetP. infestans
stellt fur Kartoffel ein sehr gut adaptiertes Pagio dar und es lasst sich vermuten, dass
dieser Interaktion ein evolutionar langer Anpassazegraum zugrunde liegt (Kamoun,
2005; Fry, 2008).

Die Rolle der 13-Oxylipine, im Besonderen von JAf diese Interaktion sollte
Gegenstand der Untersuchungen in der vorliegendeeit’sein. Dabei sollte sowohl die
kompatible Interaktion zwischen suszeptiblen Kdelpflanzen der Sorte Désirée und
demP. infestandsolat 208m2 (F. Mauch, Université de FribourghBeiz, (Si-Ammour
et al, 2003)), als auch die inkompatible Interaktion sshien R1-Gen-tragenden Désirée-
Kartoffelpflanzen (C. Gebhardt, MPI Kd&ln) url infestans208m2 betrachtet werden.
Als Strategie zur Aufdeckung mdglicher Funktioneer dL3-Oxylipine in diesen
Interaktionen wurde die Expression von RNAIi-Konktem gegen die JA-
Biosynthesegene S8OC und SOPR3 sowie gegen ®OI1, das die zentrale
Signalkomponente des JA-Weges kodiert, in susZeptibund resistenten
Kartoffelpflanzen genutzt. In diesen Pflanzen solfowohl das Wachstum voR.
infestans analysiert werden, als auch eine Charakterisierdeg Expression von
Markergenen der pflanzlichen Abwehr erfolgen.
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Ein weiterer Aspekt der Arbeit sollte in der weitdrrenden Analyse der Funktion
der Oxylipine in der PAMP-vermittelten Abwehr in Kaffel bestehen. Als Modell
diente dabei Pep-13, ein PAMP vdthytophthoraSpezies (Brunneet al, 2002),
welches nach Infiltration in Kartoffelblattern dikkumulation von JA induziert (Halim
et al, 2004). Auch fur diesen Teil der Arbeit wurden dieen genannten transgenen
RNAIi-Pflanzen genutzt. Mit diesen wurde die Abhdhgit der Pep-13-induzierten
Antworten, wie z.B. der Bildung der HR und der iathuten Genexpression, von den
Signalsubstanzen OPDA und/oder JA, sowie der Signgbonente StCOI1 analysiert.
Ein wichtiger Aspekt lag dabei auf der Durchfihrwmn globalen Expressionsanalysen
in Pep-13-behandelten Wildtyp- und RNAIi-Pflanzert Hilfe von Microarrays. Diese
Analysen sollten einerseits Aussagen zu der Reaklgo Wildtyp-Pflanzen erméglichen,
da Expressionsanalysen nach Pep-13-Behandlung rbisicbt in diesem Umfang
durchgefuhrt wurden. Andererseits sollten Octadeichregulierte Kandidatengene der
Pep-13-Signalkaskade identifiziert werden.

Zusatzlich sollte die Interaktion von Kartoffelpfleen mit dem nekrotrophen,
pilzlichen PathogenB. cinerea untersucht werden, fir das in Arabidopsis eine
Abhangigkeit der Abwehr von JA beschrieben wurdbofimaet al, 1998). Hierflr
erfolgte zunachst die Charakterisierung der Intgvakin Wildtyp-Pflanzen, wobei die
Akkumulation der Signalsubstanzen SA und JA, sowlie Genexpression von
Markergenen der pflanzlichen Abwehr betrachtet word Anschlieend wurden
Wachstumsassays auf den JA-defizienten bzw. JAgiseen RNAI-Pflanzen
durchgefuhrt, um die Rolle der 13-Oxylipine in Kafelpflanzen fur die Abwehr gegen
B. cinereazu ermitteln.
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B M ATERIAL UND METHODEN
1. Material
1.1 Pflanzen

Fur alle Experimente in der vorliegenden Arbeit denm Pflanzen der Kartoffelsorte
Désirée verwendetSplanum tuberosurh. cv. Désirée). Die Sorte Désirée tragt kein
bekanntes R-Gen und ist gegenuber dem verwendetenfestansStamm (s. B 1.3)
suszeptibel (r1- Hintergrund).

Als Vektorkontrolle fur die Experimente im rl-Himggund dienten die Linien B2 und
E4, bei denen es sich um Wildtyp Désirée Pflanzerdhblte, die mit dem Vektor pGPTV
(ohne Insert) transformiert worden waren (A. Wéinel

Neben Wildtyp-Pflanzen und den Vektorkontrollen leamtransgene Pflanzen zum
Einsatz. Diese exprimierten im rl-Hintergrund RN€anstrukte (s. Anhang Ill) gegen
die SAOC (Linie F1 und Z4), SDPR3(Linie A3 und Z2) bzw. $IOI1 (Linie H1 und
X5) (Halim et al, 2009).

Weiterhin wurden Désirée-Kartoffelpflanzen verwendkinie 10-23), die mit dem
R1-Gen transformiert worden waren ((Ballvaiaal, 2002), zur Verfigung gestellt von
C. Gebhardt, MPIZ Kd&In). Fir die Experimente mindeésirée-R1-Pflanzen diente die
Linie LV-41 als Vektorkontrolle (ebenfalls zur Vé@gung gestellt von C. Gebhardt,
MPIZ Kdoln).

Die Linie 10-23 wurde des Weiteren genutzt, um &biziente bzw. —insensitive
Pflanzen im resistenten Hintergrund herzustellemi¢h S1-S9, s. Tabelle B-1). Dazu
wurde die Linie 10-23 mit demd. tumefacienStamm AGLO transformiert, der die
jeweiligen oben genannten RNAi-Konstrukte in eineradifizierten pHELLSGATES-
Vektor exprimierte (Weslegt al, 2001), in dem die Kanamycin-Resistenzkassettendur
eine Hygromycin-Resistenzkassette ausgetauschiewavdr (zur Verfligung gestellt von
L. Eschen-Lippold; s. Anhang A I-11).
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RNAI- genetischer . .
, Prafix Linie
Konstrukt Hintergrund
StAOC WT Désirée (rl) | S4 S4
LV-41 (rl) S5 D1, E1
10-23 (R1) S6 AB1, C4, K8, X1
StOPR3 WT Désirée (r1) | S1 K1, X2
LV-41 (rl) S2 -
10-23 (R1) S3 V3, W1, Ai2, Z5
StCOIl1 WT Désirée (r1) | S7 B1, N1 (Q1)
LV-41 (rl) S8 C5, E5
10-23 (R1) S9 C7,E2,01, Y1

Tabelle B-1: Ubersicht iiber die verwendeten Linien S1-S9

Die Pflanzen wurden in Gewebekultur als Sprossiliteye steril angezogen und
vermehrt. Es wurde 2MS-Medium (0,441% (w/v) MS-8al2% (w/v) Saccharose,
0,05% (w/v) MES, 0,6% (w/v) Plant Agar, pH 5,8; Mahige und Skoog, 1962) fur die
Anzucht verwendet, wobei dem Medium 1 ml einer Mi@aoésung (0,5 mg/ml
Nicotinsédure; 0,5 mg/ml PyridoxinxHCI; 0,1 mg/ml iidminxHCI; 2 mg/ml Glycin)
sowie zur Selektion Kanamycin (50 pg/ml) und Cadudiin (250 mg/ml) (r1-Pflanzen)
bzw. Hygromycin (3 pg/ml) und Carbenecillin (R1-d&fzen) zugegeben wurdea. drei
bis vier Wochen nach dem Umsetzen wurden die dawuilzelten Stecklinge in
gedampftes Erde-Sand-Gemisch (1:1) ausgetopft mmhytokammern unter konstanten
Bedingungen (16 h Licht 22°C, 8 h Dunkelheit 18200 WE) ca. drei Wochen bis zur
Durchfuihrung der Experimente kultiviert.

Um Pflanzen vollstadndig (inklusive Wurzeln) ernten koénnen, erfolgte in einem
Experiment die Anzucht auf Perlit (Kammlott Garwibedarf, Erfurt). Dazu wurden
Stecklinge in Perlit getopft, das mit MS-Losungddl % (w/v) MS-Salze mit Vitaminen,
(Murashige und Skoog, 1962)) getrdnkt und in Togédlllt worden war, die mit
Plastiktiten ausgekleidet waren. Je nach Bedartlevaile drei bis vier Tage mit MS-
Lésung gegossen. Die Anzucht erfolgte, ebenso wienf Erde angezogene Pflanzen in
Phytokammern (s. oben).

1.2 Bakterien

1.2.1 Escherichia coli

Fur die Klonierungen wurden chemokompetente BH®llen verwendet. Diese wurden
bei 37°C auf LB-Platten (1% Bacto-Trypton, 0,5% ét&ixtrakt, 0,5% Natriumchlorid,
1,5% Agar; 50 pg/ml Kanamycin bzw. Ampicillin) arzggen.
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1.2.2 Agrobacterium tumefaciens

Es wurde derA. tumefacienStamm AGLO verwendet. Die Kultivierung erfolgtefau
LB-Platten (s. B 1.2.1) bei 28°C.

1.3 Phytophthora infestans

Fur die Infektionsexperimente mit. infestansvurde daslsolat 208m2 verwendet, das
mit dem grun fluoreszierenden Protein (GFP) tramsiert worden war (zur Verfiigung
gestellt von F. Mauch, Université de Fribourg, Selay(Si-Ammouret al, 2003)). Die
Anzucht vonP. infestanserfolgte auf Schragagar unter Verwendung von HBfdre-
Medium (3,4% (w/v) Bohnenmehl; 1,7% (w/v) HafermeByb6% (w/v) Saccharose; 1,5%
(w/v) Agarose) in einer Dunkelkammer bei 18°C Ub2iTage.

1.4 Botrytis cinerea

Der Botrytis cinereaStamm B05.10 wurde auf PDA-Plattgpofato dextrose agamit
1,25% (w/v) Kartoffelpiree-Pulver) in einem Klimasank (20°C, 60%
Luftfeuchtigkeit) angezogen.

1.5 Pep-13/W2A

Die Peptide Pep-13 (VWNQPVRGFKVYE) und W2A (VANQP@GRKVYE) wurden
freundlicherweise von S. Krliger hergestellt.

1.6 Liste verwendeter Chemikalien

Acetonitril (HPLC grade) - Fluka

SeaKem® LE Agarose - Biozym
Ammoniumthiocyanat - Carl Roth GmbH+Co
B-Aminobuttersaure - Sigma

Cabenicillin Disodium - Duchefa Biochemie
Chloralhydrat - Riedel-de Haen
Chloroform -

3,3-Diaminobenzidin - Sigma
N,N-Dimethylformamid - Sigma
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EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid
Formaldehyd (min. 37% )
Formamid

Gamborg B5-Medium mit Vitaminen
Glyzerin
Guanidininthiocyanat
Hefe-Extrakt

Hygromycin B

Kanamycin Monosulfat
Natriumacetat
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
p-Nitrotetrazoliumblauchlorid
MES

Methanol (HPLC grade)
Milchsaure

MOPS

Murashige & Skoog Medium mit Vitaminen
Pentafluorbenzylbromid
Phenol

Phenol (RNA)

Plant Agar

2-Propanol

Saccharose

Salizylsaure

SDS
Tri-Natrium-Citrat-Dihydrat
Tris

Trypan-Blau
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Carl Roth GmbH+Co

Carl Roth GmbH+Co
Merck
Calbiochem
Duchefa Biochem
Carl Roth GmbH+Co
Carl Roth GmbH+Co
Difco
Duchefa Biochemie
Duchefa Biochemie
Merck
Sigma
Carl Roth GmbH+Co
Merck
Carl Roth GmbHe C
Carl Roth GmbH+Co
Carl Roth GmbH+Co
Carl Roth GmbH+Co
Carl Roth GmbH+Co
Duché&mchemie
Sigma
Fluka
Carl Roth GmbH+Co
Duchefa Biochemie
Merck
Riedel-de Haen
Sigma
Serva
Carl Roth GmbH+Co
Carl Roth GmbH+Co
Sigma
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2. Methoden

2.1. Klonierung von Konstrukten

Alle Klonierungen der RNAi-Konstrukte wurden unt¥erwendung der Gateway®-
Technologie (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrte RNAi-Konstrukte (s. Anhang Il
und IV) wurden Uber eine Standard-PCR aus cDNA \artoffelblattern unter
Verwendung von CACC-erweiterten 3'Primern ampliziund in pENTR kloniert
(Invitrogen, Karlsruhe). Der Vektor wurde in TopZéHen (Invitrogen, Karlsruhe) oder
DH5a-Zellen transformiert. Fir die Transformatioonv Kartoffelpflanzen mit den
Konstrukten erfolgte im zweiten Schritt die Kloniag in den binaren pHELLSGATES-
Vektor ((Wesleyet al, 2001), s. Anhang | und Il). Fir die Linien S1-89B 1.1) wurde
ein modifizierter pHELLSGATES8-Vektor mit HygromyciResistenz (zur Verfigung
gestellt von L. Eschen-Lippold) verwendet. Die RNA&agmente der Kandidatengene
aus den Microarray-Analysen wurden in den urspithgh pHELLSGATES8-Vektor
(Kanymycin-Resistenz, Genbank-Eintrag AF489904hidd.

Das B€CutA-Fragment (van der Viugt-Bergmames al, 1997) wurde unter Verwendung
der Primer BcCutA_5 und BcCutA_3 600 (s. Anhanga¥plifiziert und in den Vektor
pCR®2.1 (Invitrogen, Karlsruhe) entsprechend demlidgenden Protokoll des
TA cloning® Kit kloniert. AnschlieBend erfolgte die Transfation von
chemokompetenterit. coli DH5a-Zellen (zur Verfigung gestellt von A. Weinel/U.
Smolka). Dazu wurden 100 pl der DédZellen mit 4 pl des Ligationsansatzes gemischt
und 30 min. auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock &4&., 42°C) wurden die Zellen 5
min. auf Eis gehalten und dann mit 400 pl SOC-kgisedium (SOB-Medium, + 10
mM MgCl, + 10 mM MgSQ. + 20 mM Glukose [SOB-Medium: s. B 2.3j¢rsetzt und
fur 30-60 min. bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Diansformierten Bakterien wurden
dann auf LB-Platten (s. B 1.2.1) ausgestricheniilvet Nacht bei 37°C inkubiert.

Die Transformation von kompetenteh. tumefaciengellen (s. B 2.2.2) erfolgte
entsprechend einem Protokoll nach Héfgen und WiHeni (Hofgen und Willmitzer,
1988).
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2.2 Herstellung kompetenter Bakterien fur die Transformation

2.2.1 Chemokompetenke coli DH5a-Zellen

Es wurden 250 ml SOB-Flussigmedium (2% (w/v) Ba€tgpton, 0,5% Bacto yeast
Extrakt (w/v), 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI; pH 6,8-7,0dem direkt vor Gebrauch noch
steriles MgC4 (zu 10 mM ) und MgS@(zu 10 mM)zugesetzt wurdermit 2 ml einer
Uber Nacht gewachsenen Vorkultur angeimpft und ewain Schattler (150 rpm) bei
37°C bis zu einer Ofyp von 0,48-0,6 inkubiert. Anschliel3end wurde dietlupelletiert
(1200 x g, 10 min, 4°C) und nach AbgieRen des Uaedes in 15 ml kaltem
Transformationspuffer | (35 mM K-Acetat, 45 mM MnC100 mM RbCI, 10 mM Cag|
15 % [v/v] Glycerin; pH 5,8) resuspendiert. Nach leis zwei Stunden Inkubation auf Eis
erfolgte die erneute Pelletierung (2000 x g, 5 mIAC) und Resuspension in 4 ml
Transformationspuffer 1l (10 mM MOPS, 75 mM CaCl0 mM RDbCI, 15 % [v/V]
Glycerin, pH 7,0). Die Zellen wurden dann zu Aliggiovon 100 pl in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.2 Chemokompetente tumefacienZellen

Die Herstellung von kompetentén tumefacienZellen wurde von A.Weinel nach dem
Protokoll von H6fgen und Willmitzer (H6fgen und \Ivhiitzer, 1988) durchgefuhrt.

2.3 A. tumefaciens-vermittelte stabile Transformation von
Kartoffelpflanzen

Fur die Transformation wurden Blatter ca. 3-4 Waochder, steril auf 2MS (s. B 1.1)
angezogener Kartoffelpflanzen verwendet. Bie tumefacienKulturen wurden zwei
Tage in 20 ml LB-Flussigkultur (s. B 2.4.2) untergabe entsprechender Antibiotika (bei
PHELLSGATES8 50 pg/ml Spectinomycin) bei 28°C kukst. Die Bakterienkultur
wurde pelletiert (10 min, 2100 x g, 8°C) und ansfd¢nd in 20 ml 10 mM MgSO
resuspendiert. Es folgten erneute PelletierundBdé&terien sowie Resuspension in 10 ml
3MS (0,441% (w/v) MS-Salze, 3% (w/v) Saccharos&5% (w/v) MES, pH 5,8;
(Murashige und Skoog, 1962)). Fur jede Transforomatvurden ca. 12-14 Blatter, die
mit einem Skalpell mehrmals verwundet worden waneihder Blattoberseite nach unten
in eine Petrischale mit 10 ml 3MS gelegt, wobei gianstrukt etwa fiinf Petrischalen
angesetzt wurden. In jede Petrischale wurden dé&tnpd derA. tumefacien&ultur
pipettiert und durch Schwenken vorsichtig vermischs erfolgte eine zweitagige
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Inkubationsphase im Dunkeln (Petrischalen in Alefaingewickelt). Danach wurden
die Blatter mit der Blattoberseite zur Kallusindokt auf FG76-Platten (GMS [0,441%
(w/v) MS-Salze, 3% (w/v) Saccharose, 0,05% (w/v) 340,6% (w/v) Plant Agar,
pH 5,8] + 250 pg/ml Carbenicillin, 0,1 pg/ml BAP, pg/ml NAA, 1,5 pg/ml
Hygromycin) gelegt. Nach einer Woche Inkubatiorogyte das Umsetzen der Blatter auf
Spross-induzierendes FG75-Medium (GMS [0,441% (W®)Salze, 3% (w/v) Glucose,
0,05% (w/v) MES, 0,6% (w/v) Plant Agar, pH 5,8] 5@ug/ml Carbenicillin, 2 pug/ml
Zeatinriboside, je 0,02 pg/ml NAA und GAL1,5 pug/ml Hygromycin). Die Blatter
wurden dann weiter auf FG75-Platten gehalten und ima 14-tagigen Rhythmus
umgesetzt bis sich Sprosse bildeten. Diese wurtigasghnitten und auf 2MS-Medium
(mit 250 pg/ml Carbenicillin und 3 pg/ml Hygromygirkultiviert. Alle Arbeiten
erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die Blatterwb Kalli wurden stets in
Phytokammern mit 16 h Licht bei 22°C und 8 h Duhkél bei 18°C und mit einer
Lichtmenge von 200 PE kultiviert.

2.4 Nukleinsaure-lsolation

24.1 DNA-Isolation aus Blattmaterial

Fur die Isolierung von genomischer DNA fir die $wmuh-Analyse wurde eingefrorenes,
gemorsertes Blattmaterial (ca. 200 mg) mit 1 mir&gionspuffer versetzt (100 mM
Tris-HCI pH 8,0, 50 mM EDTA, 500 mM NacCl, 1,5 % ¢y/SDS) und 10 min. bei 65°C
inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl 5 M Kaliumaceggblgte 10-minttige Inkubation
auf Eis und anschlieRende Zentrifugation (19000, X.@ min., 4°C). Der Uberstand
wurde mit 800 pl einer Phenol/Chloroform/lsoamytdikl-Losung (25:24:1) versetzt
und ca. 30 min. auf einem Schwenker inkubiert. Naehtrifugation (12000 x g, 5 min.)
wurde die obere wassrige Phase abgenommen und Nife rbit 800 pl Isopronanol
gefallt (RT, 10 min.). Die DNA wurde dann pelletiét9000 x g, 10 min.) und mit 70%
(v/v) kaltem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurdeeatifugiert und nach dem
Trocknen in ca. 20 pl destilliertem Wasser geldst.

Fur die Isolierung von genomischer DNA aus den Riitinfestansoder B. cinerea
infizierten Blattproben wurde der DNeasy® Plant Mdit (QIAGEN, Hilden) genutzt.
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24.2 Plasmidpraparation alis coli Bakterien

Die Bakterien wurden in 2 ml LB-Flissigmedium (1%dB-Trypton, 0,5% Hefe-
Extrakt, 0,5% Natriumchlorid, 50 pg/ml KanamycinnbzAmpicillin) Gber Nacht bei
37°C im Schattler (150 rpm) inkubiert. Die Zellemnden pelletiert (14200 x g, 5 min.)
und in 100 pl Lysispuffer (50 mM Tris-HCI pH 8,00 3nM EDTA, 15% Saccharose)
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl alkaliscBS-86sung (0,2 N NaOH, 1% SDS)
wurde 5 min. auf Eis inkubiert. Danach wurden 130Kaliumacetat-Losung (3 M,
pH 4,8) zugegeben und erneut 5 min. im Eisbad imktibDer nach Abzentrifugieren
(14200 x g, 10 min., 4°C) erhaltene Uberstand wiadgenommen und die Plasmid-
DNA unter Zugabe von 270 pl Isopropanol 10 min. B&i geféallt. Das DNA-Pellet
wurde mit 100 pl 70% (v/v) kaltem Ethanol gewasched anschlieRend getrocknet und
in ca. 20 pl destiliertem Wasser aufgenommen.

Zur Gewinnung von groéf3eren Mengen Plasmid-DNA war&akterien in 50 ml LB-
Fllssigkultur (s. oben) angezogen und anschlie@enBlasmid-DNA unter Verwendung
des QIAfilter™ Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Hilden) aufgereinigt.

2.4.3 Plasmidpraparation aistumefaciens

A. tumefacienZellen wurden dber Nacht bei 28°C und 140 rpm inm2 LB-
Flissigmedium (s. B 2.4.2) angezogen und dannt@etl¢13500 x g, 1 min.) Die Pellets
wurden in 100 ul Lysispuffer (25 mM Tris-HCI pH 8,00 mM EDTA pH 8,0, 50 mM
Glucose, 0,4 % [w/v] Lysozym) resuspendiert und 8. bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von 200 pl alkalischer SDS-Ldsung (1 % [@1S, 0,2 N NaOH) wurde erneut
30 min. bei RT inkubiert und dann sofort 30 ul #ches Phenol (Phenol / 1 M NaOH
[25:1,5]) und nach Mischen 150 3 M Kaliumacetat (pH 4,8) zugegeben. Nach 5-
minutiger Zentrifugation (14500 x g, 4°C) wurde déberstand mit 1 Volumen einer
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Losung (25:24:1grsetzt und 3 min. zentrifugiert
(14500 x g, 4°C). Der resultierende Uberstand wutaen mit 1 Volumen Chloroform
gemischt und erneut zentrifugiert (14500 x g, 2.m#1C). Die obere wassrige Phase
wurde abgenommen und die Plasmid-DNA unter Zugalme500 pl Isopropanol gefallt
(RT, 5 min.). Die DNA wurde pelletiert (14500 x §0 min., 4°C) und mit 70% (v/v)
kaltem Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation waake Pellet getrocknet und in 20 pl
destiliertem Wasser aufgenommen.
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24.4 RNA-Isolation (Trizol-Methode)

200 mg gemdarsertes Pflanzenmaterial wurden mit Trmbl-Losung (87% (v/v) Phenol,
1,4 M Guanidiniumthiocyanat, 0,7 M Ammoniumthiocgn1l83 mM Na-Acetat pH 5,0,
7% (w/v) Glyzerin) versetzt und 1 min. gevortexadk 5-mindtigem Inkubieren bei RT
wurden 200 pl Chloroform zugegeben und erneut gexbr(20 sec.). Danach wurde
5 min. bei RT inkubiert und zentrifugiert (1200@x15 min., 4°C). Der Uberstand wurde
mit 600 pl Isopropanol versetzt und die RNA 10 nbei RT geféllt. Die RNA wurde
dann durch Zentrifugieren pelletiert (12000 x g,nid., 4°C) und mit 1 ml 70 % (v/v)
kaltem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde bei @426 5 min. abzentrifugiert und
dann getrocknet, in 20 pl destiliertem, autoklaeerWasser geldst und bei -80°C
gelagert.

2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) und Kolonie-PCR

DNA-Fragmente wurden mittels rekombinant€aq DNA Polymerase der Firmen
Invitrogen (Karlsruhe) oder Fermentas (St. Leon}Rotsprechend den Protokollen der
Hersteller amplifiziert. Fur die Klonierungen demNRi-Fragmente wurde ein®fu-
Polymerase (Fermentas, St. Leon-Rot) genutzt. Bieaglten Annealing-Temperaturen
sind im Anhang (s. Anhang A-VII) verzeichnet. Esrden 20 pl Ansatze in einem
Standard PCR-Programm verwendet.

Fur die Kolonie-PCR wurden Einzelkolonien mit deri Zahnstochern gepickt, auf LB-
Platten (s. B 1.2.1) ausgestrichen (Masterplate) dann in das PCR-Reaktionsgefald
tberfuhrt.

2.6 Agarosegelelektrophorese

26.1 DNA-Gele

DNA-Fragmente aus den PCRs oder aus Plasmidréstiékt bzw. restringierte
genomische DNA fir Southern-Analysen wurden in %&en Agarosegelen unter
Verwendung von 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mMskgsaure, 2 mM EDTA)
zusammen mit einem A-Pstl-Marker (200 pIA-DNA [Fermentas, St. Leon-Rot]
restringiert mit Pstl [Fermentas, St. Leon-Rot] inml; + 200 DNA-Probenpuffer)
aufgetrennt. Die Proben wurden vor dem BeladerGi##s mit entsprechendem Volumen
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10 x DNA-Probenpuffer (50% (v/v) Glyzerin, 120 mMDEA pH 8,0, 20 mM Tris/HCI
pH 8,0, 0,1% Bromphenolblau) versetzt. Nach dektid@horese wurden die Gele in
Ethidiumbromid-L6ésung (80 ul 1% Ethidiumbromid &®0 ml Wasser) ca. 10 min.
inkubiert und die Fragmente im UV-Licht analysiert.

2.6.2 RNA-Gele

Die RNA-Proben wurden 10 min. bei 50°C geldst undcalieRend die Konzentration
der Proben spektroskopisch ermittelt. Es erfolgee gleichmalRlige Aliquotierung der
RNA-Proben zu 10-20 pg/ 10 pl (je nach Experimenginzelne Abb.). Die aliquotierten
Proben wurden mit 4 ul RNA-Probenpuffer (42,4 %)\Formamid, 28,2 % (v/v) 10 x
MOPS, 13,6 % (v/v) Formaldehyd, 5,6 % (v/v) Was8e8,% (v/v) Glyzerin, 4,5 % (v/v)
10% Bromphenolblau) und 0,3 pl einer 100 pg/ml dithmbromid-LOsung versetzt und
10 min. bei 65°C denaturiert und bis zum Auftrageh das Gel auf Eis gestellt. Fir die
Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungedemul%ige Agarose-Gele mit 5%
Formaldehyd verwendet. Als Gel- und Laufpuffer deeri x MEN-Puffer (20 mM
MOPS, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7,0). Diel&rophorese erfolgte bei
80V.

2.7 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurden mittels Qi&lquGel Extraction Kit
(QIAGEN, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert.

2.8 Restriktionsverdau

Fur den Restriktionsverdau isolierter DNA kamen Ymne der Firmen Roche
(Mannheim), Fermentas (St. Leon-Rot) oder Invitrog&arlsruhe) zum Einsatz. Die
Reaktionen wurden entsprechend der Protokolle eesteller-Firmen angesetzt.

2.9 Southern-Hybridisierungen

Fur die Southern-Analysen wurde genomische DNABlagmaterial isoliert (s. B 2.4.1)
und anschlieBend Uber Nacht mit den entsprecheBdeymen nach Herstellerangaben
restringiert (s. B 2.8). Es erfolgte die Gelelektiorese wie unter B 2.6.1 beschrieben.
Nach der Elektrophorese wurde das Gel 45 min. in208 ml Denaturierungspuffer
(1,5 M NacCl, 0,5 M NaOH) inkubiert, zweimal in Wasgewaschen und anschlie3end
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45 min in ca. 200 ml Neutralisierungspuffer (1,5NACI, 0,5 M Tris, pH7.0) inkubiert.
Die fragmentierte DNA wurde dann Uber Nacht aufeeMylonmembran Ubertragen
(s. B 2.11.1). Die Herstellung der Sonden erfofgtalog B 2.10.1.

Die DNA der RNAi-Pflanzen der Linien S1-S9 (s. Bljlwurde mit EcoRI/Hindlll
restringiert. Als Sonde fur diese Linien diente dASA-Fragment der Hygromycin-
Kassette, wobei in positiven Pflanzen ein ca. ®,gilol3es Fragment detektiert wurde.
Fur das Screening der JBZ-RNAi-Pflanzen wurde die genomische DNA mit BamHlI
restringiert und das BamHI-Fragment des pHG8!Ris Sonde genutzt (ca. 1,7 kb-
Fragmente erwartet).

2.10 DNasel-Behandlung von RNA

Der DNasel-Verdau isolierter RNA fir die cDNA-Syasie erfolgte unter Verwendung
des RNase-free DNase Set (QIAGEN, Hilden) nachteiéesangaben.

2.11 Transkriptmengen-Quantifizierung

2111 Northern-Hybridisierungen

Die RNA-Gele wurden Uber Nacht mittels Kapillarkrafeblottet. Dazu wurden ein
Stapel Papierhandticher, sowie in 20 x SSC (3 Milnathlorid, 0,3 M Natrium-tri-
Citrat-Dihydrat) getranktes Blottingpapier (550g/nBartorius), die Nylonmembran
(Roche, in destiliertem Wasser und danach in 2(66& $etrankt), das Agarosegel und
eine weitere Lage 20 x SSC-getranktes Blottingpagleereinander geschichtet. Die
Membran und das Blottingpapier waren auf die Grd8g Gels zugeschnitten worden.
Der Blot wurde dann mit zwei Lagen von 20 x SSCed@gchtetem Filterpapier (80g/m2,
Sartorius) abgedeckt. Die Enden der Filterpapigueliten in 20 x SSC-L6sung.

Nach dem Blotten erfolgte das Cross-Linking der Mesn im UV-Licht. Im Anschlul3
wurde ca. eine Stunde bei 42°C mit ca. 15-20 mirkdygierungspuffer (0,9 M NacCl,
50 mM NaHPQ,, 5 mM EDTA, 0,1 % SDS, 50% Formamid(v/v), 0,2% P¥®, 0,2%
Ficoll 400, 0,2% BSA, >100 pg/ml hitzedenaturierteleringssperma-DNA)
vorhybridisiert.

Die [0-*P-dATP]-markierten Sonden wurden unter VerwenduesMegaprimé™ DNA
labelling Kits (GE HEalthcare, Buckinhamshire UK) entsprecheder Anleitung
hergestellt. Vor der Hybridisierung wurde die Soniger eine Mikrosephadexsaule
(ProbeQuart! G-50 Micro-Columns, GE Healthcare, BuckinhamsHhit€) gereinigt.
Vor Zugabe zur Hybridisierungslésung erfolgte eimmitiger Denaturierungsschritt bei
95°C.
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Die Hybridisierung mit der Sonde erfolgte bei 42°fr ca. 20-24 h im

Hybridisierungsofen.

Die verwendeten Sonden finden sich im Anhang (shakg A-VII) bzw. sind in den

Abbildungslegenden aufgefihrt. Fir die RNAi-Konktau wurden wenn moglich die
Fragmente aus dem pENTR-Vektor mittels PCR ampifizund nach Elektrophorese
aus dem Gel aufgereinigt.

Nach Hybridisierung wurde die Membran dreimal 2®.nmit 3 x SSC, 0,1% (v/v) SDS
bei 62-65°C gewaschen.

Die Membranen wurden dann nach Einpacken in Zetofilie auf einenStorage
Phosphor ScreeiMolecular Dynamics) gelegt. Nach 1-7 Tagen et®ldas Auslesen
der Signale durch Scannen am Typhoon 9410 Varigldde Imager (GE Healthcare
Bio-Sciences, Buckinhamshire UK). Zur Quantifiziegu wurden bei einigen
Experimenten die Bandenintensitaten m. H. der SoBwimageQuant 5.2 (Molecular
Dynamics) gemessen.

2.11.2 Semiquantitative Reverse Transkriptase Polymesedtakeaktion
(sgRT-PCR)

Die cDNA-Synthese erfolgte unter Verwendung desdRéwd™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Rot) na@hdtellerangaben. Es wurden 1 ug
nach der Trizol-Methode (s. B 2.4.4) isolierte UDNasel-behandelte RNA (s. B 2.10)
eingesetzt. Fur die Reaktion wurden Oligo-dT-Primgenutzt. Die cDNA wurde fir die
PCR 1:5 verdunnt und von dieser Verdunnung 5 pjefiie PCR eingesetzt (entspricht 50
ng cDNA). Die verwendeten Annealing Temperaturerd udyclenzahlen fur die
einzelnen Primerpaare sind im Anhang aufgelistetAgshang A-VIII). Gewdhnlich
wurden fur die PCR 20 pl Ansatze verwendet (s.8. 2.

2.11.3 Quantitative Reverse Transkriptase Polymeraseket&tion (QRT-PCR)

Die cDNA-Synthese erfolgt analog B 2.11.2, wobet dDNA fir die gRT-PCR 1:10
verdunnt wurde. Die Tanskriptmengen-Akkumulationreeu in einem 9éwell-Platten
gPCR Gerat (Mx3000P oder 3005P QPCR system, SeragqagmittelsSYBR Green
gemessen (Quantimix easy SYG Kit includiR@X™ reference dye, Biotools B&M
Labs, S.A., Madrid). Fur jede Reaktion wurden 10cmNA sowie 50 nM Primer in
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einem Reaktionsvolumen von 10 ul eingesetzt. Egd@rujeweils die Primer-Paare als
Mastermix mit destiliertem Wasser vorgelegt undadérder SYBR Green-Mastermix,
entsprechend den Herstellerangaben, mit der cDIgét{pert.

Die Expression der Zielgene wurde auf das Exprasiwel von SEF1a normalisiert
(Nicot et al, 2005). Die verwendeten Primer sind im Anhang eligtet (s. Anhang A-
VIII). Die Auswertung erfolgte Uber die vergleictien Ct-Methode ((Schmittgen und
Livak, 2008); auch 2°““Methode).

2.11.4 Microarray-Analysen

Fur die Microarray-Experimente wurden ca. drei Wastkalte Wildtyp-, SKOGRNAI,
StOPR3RNAI sowie SCOI1-RNAiI-Pflanzen mit jeweils 100 uM Pep-13 infiltrteAls
Verwundungskontrolle wurden Kartoffelblatter diesBflanzen mit dem inaktiven
Analogon W2A behandelt. Die Ernte erfolgte achtn8ien nach Infiltration. Es wurden
drei biologische Replikate aus drei unabhangigepeBmenten benutzt, wobei fiir jede
Probe zwei Blatter einer Pflanze zu einem Poolinggewurden. Aus den resultierenden
24 Proben wurde Uber die Trizol-Methode (s. B 3.dié RNA isoliert und anschliel3end
Uber den RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) aufgerginwobei in diesem Schritt auch
ein DNase-Verdau der an die Saulenmatrix gebundd®idA erfolgte (RNase-free
DNase Set, Qiagen, Hilden).

Die genutzten Arrays waren die 4x44K 60-mer Oligoafs des POCI-Konsortiums
(Potato Qigo Chip Initiative, basierend auf der Agilent 60-mer Oligynfhese
Technologie), mit EST-Sequenzdaten aus Kartoffdbgktermanet al, 2008). Auf
diesem Chip waren ca. 42.000 ESTs aufgetragen, tndieser Chip die gro3te derzeit
verfugbare Sammlung von Kartoffel-EST-SequenzestdHir (Kloostermaret al, 2008).
Samtliche Markierungs- und Hybridisierungsschrigefolgten an der Universitat
Erlangen-Nurnberg in der Arbeitsgruppe von Prof.3dnnewald. Die RNA wurde am
Bioanalyzer (Agilent, Waldbronn) auf ihre Qualitéih Gberpruft und die Konzentration
der RNA mit einem NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spectropdmeterbestimmt. Die
cDNA-Synthese, Synthese der Cy-3-markierten cRNAgfmentierung der cCRNA sowie
Hybridisierung und das anschlieRende Waschen urahréo der Arrays erfolgten
entsprechend dem ,One-Color Microarray-Based Gexgdssion Analysis Protokoll”,
Version 5.5, February 2007 (Agilent, Waldbronn; @@B0040). Fur die cDNA-
Synthese wurden 500 ng RNA eingesetzt. Das Scaterefirrays erfolgte unter Nutzung
der SoftwareFeature Extraction(FE v. 9.5.1.1, Agilent, Protokol: GE1-v5 95 Fep07
wobei das Grid 015425 D F 20061105 verwendet wurde.
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Die Datenauswertung erfolgte mittels der Softwasm€&spring GX 7.3.1 (Agilent,
Waldbronn). Die Normalisierung wurde nach Standavtiikoll (default for 1-color-
based experiment analysis) durchgefuhrt. Dabei@nhttie Normalisierung entsprechend
dieses Protokolls drei Schritte. Zuerst wurden hitensitatsrohwerte <5 auf 5 gesetzt.
Danach erfolgte die Normalisierung tber jeden direze Chip auf den Median des Chips
(per chip. Im dritten Schritt wurde jedes Gen auf seinendie Uber alle Chips
normalisiert per geng. Fur die weitere Datenauswertung wurden daneilerwendet,
um signifikant differentiell exprimierte Gene zu tel@ieren. Zunachst wurde der
Parameter Eilter on Flags angewandt, d.h. fur den jeweiligen Vergleich wemdnur
Gene betrachtet, die mindestens in der Anzahl dmlikate der jeweils betrachteten
Experimente von der Scan-Software @ssent or marginaéingestuft worden waren. Im
zweiten angewandten Filter wurde auf verlalilicliedentiell exprimierte Gene (p < 0,05;
3-fach induziert oder reprimiert) gefiltert, wolsheser Filter auf deWolcano plotsder
Softwareberuhte. Beim Volcano-Plot wird die Teststatistiks(—log(p-Wert)) gegen die
Regulation (als log(x-fache Veranderung im Verdieieur Kontrollbehandlung))
aufgetragen. Die p-Werte der so erhaltenen diftegkbnexprimierten Gene wurden
mittels der FDR félse discovery rajenach Benjamini-Hochberg korrigiert, wobei eine
FDR von 5% angenommen wurde. Differentiell regtdigdene wurden in der jeweiligen
RNAI-Linie im Vergleich zum Wildtyp nach W2A-Behalhuhg ermittelt (s. C 1.5.1.1).
Zum anderen wurde fur jeden Genotyp (WT und RNAiiemn) die Expression nach
Behandlung (Pep-13) im Vergleich zur Kontrolle (W2#etrachtet (s. C 1.5.1.2).

2.12 Pflanzenbehandlung - Bioassays

2.12.1 Verwundung der Blatter

Die Pflanzen wurden ca. drei Wochen auf Erde argmzds. B 1.1). Voll entwickelte
Blatter (ca. das dritte und vierte von der Spitzs gezahlt) wurden dann mit einer
Pinzette, rechts und links der Mittelrippe mehrmaswundet, wobei die Mittelrippe
unverletzt belassen wurde. Die Blatter wurden ndeh Ernte in flissigem Stickstoff
eingefroren.

2.12.2 Infiltration von Kartoffelblattern mit Pey8/W2A

Es wurden die voll entwickelten Blatter von ca.idvéochen alten Pflanzen fur die
Infiltrationsexperimente verwendet. Pep-13 und WAArden als 100 pM-LOsung in
Wasser angesetzt. Die Konzentrationsbestimmunglgesfotuber spektroskopische
Messung der Of3o der Peptid-Losungen. Der molare Extinktionsko&tfiz bei 280 nm
betrug fur Pep-13 £~6990 und W2A E=1490, so dass fiir eine Konzentration von
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100 uM eine OBy von 0,699 fir Pep-13 und 0,149 fur W2A eingesteilirde. Die
Infiltration der Peptidlésungen erfolgte mittels delosen 1 ml-Spritzen in die
Blattunterseiten der Blatter. Nach der Ernte miteea scharfen Skalpell wurden die
Blatter in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.12.3 Inokulation von Kartoffelblattern mi. infestans

Die Inokulationsexperimente wurden an ca. drei Véochlten, auf Erde angezogenen
Pflanzen oder an ca. drei Wochienvitro gewachsenen Gewebekulturpflanzen (fur die
Trypan-Blaufarbungen) durchgefiihrt. Fir die Hehste) der Zoosporensuspension von
P. infestansvurden ca. 11-12 Tage alte, auf Hafer-Bohne-Medamgezogene (s. B 1.3)
P. infestansKulturen mit 8-10 ml sterilem Wasser tUberschicghketz geschwenkt und zu
4°C gestellt. Nach drei bis vier Stunden erfolgtes dAbschwemmen Uber Gaze
(Polyestergewebe 20 um PorengroRRe, Durocas [Ubalemferg]) und Auszahlen der
Zoosporen-Zahl mit einer Fuchs-Rosenthal-ZdéhlkammEs wurde meist eine
Konzentration von 1xT0 Sporen/ml verwendet. Abweichungen sind in den
Abbildungslegenden angegeben.

Die Zoosporenkonzentration wurde bis zur Inokulatauf Eis gehalten und regelmafig
vor Entnahme eines Aliquots geschwenkt, um ein fdeseder Zoosporen zu vermeiden.
Jeweils das dritte bis flinfte Blatt einer Pflanzerde auf der Blattunterseite mit 10 pl
Tropfen (10-16 pro Blatt je nach Experiment) ina&ril und anschlieRend vorsichtig in
Kordelzugbeutel (160 x 240 mm, LDPE, 50 um, Rothrl&uhe) eingetitet. Die Ernte
erfolgte je nach Experiment nach drei bis vier Tadeafir wurde ein Korkbohrer (6 mm
Durchmesser) verwendet, mit dem Blattscheiben atisgeen und sofort in flissigem
Stickstoff eingefroren wurden.

Fur die Knolleninfektionsexperimente wurden Karétkhollen in 5 mm dicke Scheiben
geschnitten und daraus mit einem Korkbohrer (180 Bumchmesser) runde Scheiben
ausgestanzt. Diese wurden in einer Glaskammeriauiger aus Glasstaben gelegt und
mit je 50 ul einerP. infestansSporensuspension (s. oben) inokuliert. Um eineehoh
Luftfeuchtigkeit in der Glaskammer zu erzielen, deuder Boden der Glaskammer mit
feuchten Papiertichern ausgelegt. Die Kartoffellemolwurden nach funf Tagen in
Stucke geschnitten und in flissigem Stickstoff efrgren. AnschlieRend wurden die
Proben gefriergetrocknet.
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2.12.4 Behandlung von Kartoffelpflanzen f#Aminobuttersaure

B-Aminobuttersaure (BABA, Sigma-Aldrich) wurde imer Konzentration von 1 mM in
Wasser gelost und von dieser Losung 100 ml direklie Erde der ca. drei Wochen alten
Pflanzen gegossen. Die Behandlung erfolgte bei &wahdlung vor einerR. infestans
Infektionsexperiment zwei Tage vor Inokulation.

2.12.5 Infektion von Kartoffelpflanzen nit cinerea

B. cinereaB 05.10 wurde entsprechend B 1.4 ca. sieben bisTage angezogen und zur
Herstellung der Sporensuspension mehrere Agarbléokgestochen und in ein 50 ml
Falcon mit Gamborg B5 Medium mit 2% Glucose (0,316%v) Gamborg B5 Medium
mit Vitaminen, Duchefa, 2% (w/v) Glucose) uUberfihDie Bestimmung der
Sporenkonzentration erfolgte mittels Fuchs-Rosdsthalkammer. Fir die Infektionen
wurde meist eine Konzentration von 2%%poren eingestellt (Abweichungen wurden in
den Abbildungslegenden vermerkt) und mit 1% (v/tps$phatpuffer (1 M KPO,, pH
6,4; Endkonzentration 10 mM) versetzt. Zur Vorkenmgwurde die Sporenkonzentration
ein bis eineinhalb Stunden bei Raumtemperatur betas

Blatter von drei Wochen alten Pflanzen wurden aarfBlattunterseite mit 10 ul Tropfen
(10-16 pro Blatt je nach Experiment) inokuliert uthahn in Kordelzugbeutel (160 x 240
mm, LDPE, 50 um, Roth, Karlsruhe) eingetitet. Jsagas dritte bis flinfte Blatt einer
Pflanze wurde verwendet. Die Blatter wurden naatejgh Experiment nach zwei bis vier
Tagen geerntet, woftr mit einem Korkbohrer Blate&sbbn von 6 mm Durchmesser
ausgestochen und sofort in flissigem Stickstoffiefroren wurden.

2.13 Quantitative Real-Time PCR (qPCR) zur Bestimmng der
Pathogenbiomasse

2.13.1 Quantifizierung dd?. infestansBiomasse

Die quantitative Bestimmung dé&. infestansBiomasse in infizierten Kartoffelblattern
erfolgte entsprechend (Eschen-Lippeldl, 2007).

2.13.2 Quantifizierung dd8. cinereaBiomasse

Aus demB. cinereainfizierten als Blattscheiben geernteten und dirmgen Material
(s. B 2.12.5) wurde nach Zugabe eines externerdStds die DNA mittels des DNeasy®
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Plant Mini Kit (QIAGEN, Hilden) (s. B 2.4.1) isolie Als externer Standard wurden den
Proben vor der DNA-Isolierung 5 pl einer 1:1000 ¥edung eines Plasmids (pCR2.1)
mit einem Fragment der BitbohB (s Anhang A-VI) zugegeben. Die DNA wurde 1:20
oder 1:50 verdunnt und 5 pl dieser Verdinnung pRCR eingesetzt. Fiur die
Quantifizierung derB. cinerea Biomasse wurde ein 58 bp-Fragment derCa&a\
(s. Anhang A-V; (van der Vlugt-Bergmames al, 1997; Gachon und Saindrenan, 2004))
mittels quantitativer Real-Time PCR in einem Wél-Platten qPCR Gerat (Mx3000P
oder 3005P QPCR system, Stratagene) mit dem Quanéasy SYG Kit (including
ROXM reference dye, Biotools B&M Labs, S.A., Madrid) glifiziert. Es wurden
jeweils 20 pl Ansatze mit einer EndkonzentratiorPaimern von 300 nM verwendet. Die
relative Quantifizierung wurde ermdglicht, indemmeei Standardkurve eines 600 bp-
langen Fragments der B8aotA (s Anhang A-V), sowie des externen Standards
amplifiziert wurde, auf den spater normalisiert ket konnte.

2.14. Farbetechniken

2.14.1 3,3-Diaminobenzidin (DAB)-Féarbung vop(4

Die Anfarbung von KO, in behandelten Blattern erfolgte nach einem Pato&us
Thordal-Christensen (Thordal-Christensgral, 1997). Dazu wurden Blatter eine Stunde
im Dunkeln in DAB-L6sung (1mg/ml 3,3-DiaminobenziefHCI, Sigma, pH 3,8 mit
HCI) inkubiert und anschlief3end in 96%-igem Ethar&l65°C entfarbt.

2.14.2 Trypan-Blau-Farbung

Die Trypan-Blau-Farbung von toten Pflanzenzellerrdeunach einem Protokoll von
Peterhansel durchgefuhrt (Peterhamsell, 1997). Die Blatter wurden in einer Mischung
aus ein Teil Lactophenol (25% (v/v):8, 25% (v/v) Phenol, 25% (v/v) Glyzerin, 25%
(v/v) DL-Milchsaure) mit 0,1% (w/v) Trypan-Blau urmvei Teilen 96%-igem Ethanol
gekocht, bis die Blatter ihre grine Farbe verlaned eine blaue Farbung angenommen
haben. AnschlieRend wurden die Blatter zum Entférle Chloralhydrat (2,5 g/ml)
geschwenkt. Das Chloralhydrat wurde bei Bedarf mmelis gewechselt. Die Blatter
wurden in 50% (v/v) Glyzerin gewaschen und auf ®itjeéger gebracht.

2.15 Quantifizierung der HR-ahnlichen Zelltodreakion

Fur die Quantifizierung der Nekrose-Flache der P@pbzw. W2A-behandelten Blatter
wurde die Software ImageJ verwendwty://rsb.info.nih.gov/jj.
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2.16 Bestimmung des OPDA-, JA- und JA-lle-Gehalts Blattern

Die Isolierung und Quantifizierung der Oxylipine DR, JA und JA-lle wurde
entsprechend Goébet al (Gobelet al, 2001) durchgefihrt.

Zu 500 mg gefrorenem und gemdrsertem Blattmatenatlen in 15 ml-Falconréhrchen
10 ml Methanol, sowie die internen Standards (j6 ©§ ¢He) JA, ¢Hs) OPDA und
(-) JA-(Hs)-Leu; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt v@nMiersch) gegeben und
die Mischung mit einem Ultra Turrax homogenisi&as Homogenat wurde filtriert und
Uber eine A-25 DEAE-Sephadex-Saule t/korm, Methanol-aquilibiert) (Amersham
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden) gereinige. $aule mit dem aufgegebenen
Extrakt wurde mit je 3 ml Methanol und 0,1 N Eséig® in Methanol gewaschen.
Anschlie3end erfolgte die Elution in drei Schrittenit je 3 ml 1 N, 1,5 N und 3 N
Essigsaure in Methanol. Das Eluat wurde unterBBigasung evaporiert, in 110 pl
Methanol-Wasser (1:1) aufgenommen, abzentrifugied anschliel3end tber eine HPCL
aufgereinigt. Fur die HPLC wurde das Agilent 110BUE System mit einer Reversed-
Phase C18-Saule der Firma Phenomenex (Lun@IB(2) 150 x 4,60 mm) genutzt. Als
Lésungsmittel A diente Methanol, als LosungsmiBd),2 % Essigsaure in Wasser. Die
Flussrate betrug 0,8 ml/min mit einem Gradienten #06% A zu 100% A in 25 min. Es
wurden bei R 12,90-14,10 min (JA); 16-17,40 min (JA-lle) und,Z322,50 min
(OPDA) Fraktionen gesammelt, wobei die genauenriieteszeiten vorher durch einen
Testlauf mit Standards (zur Verfigung gestellt v@nMiersch) Uberprift wurden. Die
JA- und OPDA-Fraktionen wurden vereinigt. Alle Peobwurden unter NBegasung
evaporiert. Die Proben wurden dann in 200CHCIs/N,N-Diisopropylethylamin (1:1,
v/v) gelost und mit 1Qul Pentafluorbenzylbromid (Sigma-Aldrich, Minchengi (IRT
Uber Nacht derivatisiert. Nach Eindampfen unterBegasung wurde die JA/OPDA-
Fraktion 5 ml n-Hexan und die JA-lle-Fraktion inM8 n-Hexan:Ether (2:1, v/v) gelost.
Die Proben wurden lber eine Chromabond-SiOH Sad@ &g (Machery-Nagel)
gereinigt. The Pentafluorobenzylester von JA/OPDA JA-lle wurden mit 7 ml n-
Hexan/Diethylether (1:1, v/v) bzw. 7 ml n-Hexan/thgether (3:1, v/v) eluiert,
getrocknet, in 100 pl Acetonitril aufgenommen uriieine GC-MS analysiert (Gobel
et al, 2001; Miersctlet al, 2008).
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2.17 Bestimmung des SA-Gehalts in Blattproben

500 mg gefrorenes und gemdérsertes Blattmateriabt@urfir die Quantifizierung des
Gehalts an SA entsprechend einem Protokoll nachereret al (Verberneet al, 2002)
genutzt. Die SA-Fraktion wurde in 500 pl mobileraBl, die SAG-Fraktion in 1000 pl
moblier Phase aufgenommen. Zur Quantifizierung w8d (Sigma-Aldrich, Minchen)
in Methanol gel6st, daraus eine Standardreihe ibileroPhase angesetzt und lber die
HPLC gemessen. Das HPLC System bestand aus eierofenex Séaule vom Typ Luna
3u C18(2) 150 x 4,60 mm. Als mobile Phase diente 6§&ares Wasser (pH 2.8,
Essigsaure) und 40% Methanol. Es wurden jeweilgil2idjeziert. Die Flussrate betrug
0,7 ml/min. Die Detektion erfolgt an einem Jasco92® Fluoreszenzdetektor mit einer
Anregungswellenlange von 300 nm und einer Emisgielisnlange von 410 nm.

2.18 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen wurden mit der GPgghPrism Software Version 5.00
fur Windows, GraphPad Software, San Diego CaliforiSA, www.graphpad.com)
durchgefuhrt.

Um statistische Signifikanz zu bewerten, wurde Isdghlich die parameterfreie
einfaktorielle Varianzanalyse (wenn die Probenzahgering war, um Normalverteilung
anzunehmen, oder wie im Fall der Pathogenassayie staariationen sichtbar waren)
genutzt. Alspost-hocTest diente dann der Dunn’s Test, bei dem ausdmWadrgleiche
durchgefuhrt werden. Es wurden jeweils die zusangessten Kontrollen (WT und
Vektorkontrollen) mit den RNAI-Linien verglichenlsa der Einfluss des ,,Genotyps* auf
die entsprechende Behandlung bestimmt. Fur eineanparische einfaktorielle
Varianzanalyse wurde entsprechend Dunnepidst-hoc Test genutzt, bei dem alle
Gruppen gegen eine Kontrollgruppe (WT) verglichamrden. Wenn nur zwei Gruppen,
also Behandlung gegen Kontrolle, verglichen wemstdhen, wurde der t-Test verwendet.
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C ERGEBNISSE

Die vorliegende Arbeit sollte die Rolle der 13-Gpyhe flr die Pathogenabwehr der
Kartoffel nédher analysieren. Die hierzu durchgetiniExperimente gliedern sich in zwei
Teilbereiche.

Im ersten Abschnitt erfolgte die Analyse der PAM#raittelten Abwehrantworten,
wobei zunachst Wildtyp-Pflanzen auf den zeitlichéarlauf der Akkumulation der
relevanten Signalmolekile SA und JA untersucht worgind. Im Anschluld wurden
transgene Pflanzen mit RNAIi-Konstrukten gegen Kongoben der JA-Biosynthese bzw.
der JA-Signalverarbeitung auf ihre Antwort auf d&MP Pep-13 hin analysiert. Einen
weiteren Aspekt dieser Arbeit stellen Microarrayadysen dar, die das
Genexpressionsprofil innerhalb der PAMP-vermitteli®bwehr in Abhangigkeit der
13-Oxylipine erfassen sollten. Im letzten Abschditises ersten Kapitels wird dann kurz
auf die Charakterisierung von Kandidatengenen egaggen, die in den Microarray-
Analysen ermittelt wurden.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich ohér Analyse der Funktion von 13-
Oxylipinen innerhalb der kompatiblen und inkompkeib Interaktion der Kartoffel mit
ihrem Pathogel. infestansDes Weiteren wurde die Interaktion mit dem neknolien
Pilz B. cinereauntersucht.

1. 13-Lipoxygenase-abgeleitete  Oxylipine in der
PAMP-induzierten Signaltransduktion in Solanum
tuberosum L.

Die Erkennung von PAMPs Uber transmembranstandegeioren stellt die Basis fur
die PAMP-induzierte Immunitat in Pflanzen dar (ldeal, 2007; Zipfel, 2008). Die
Bedeutung dieser Erkennungsmechanismen fir dies®agi von Pflanzen konnte in
verschiedenen Arbeiten belegt werden (Zigfehl, 2004; Zipfelet al, 2006; Hann und
Rathjen, 2007).

Pep-13, ein 13-aa Peptid einer Zellwand-assoziierl@éansglutaminase aus
PhytophthoraSpezieswurde als PAMP in Pflanzen identifiziert (Brunrnetral, 2002;
Schwessinger und Zipfel, 2008). Fur Kartoffel kamntals Reaktion auf Pep-13-
Infiltration das Auftreten einer HR-ahnlichen Zelireaktion, ROS-Bildung sowie
induzierte Genexpression beschrieben werden (Ge2@dl; Brunneret al, 2002).
Ebenso akkumulieren in Wildtyp-KartoffelpflanzenchaBehandlung mit Pep-13 die
Signalmolekile SA sowie JA (Haliet al, 2004).
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In der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion di3-Lipoxygenase-abgeleiteten
Oxylipine JA und OPDA flr die Pep-13-induzierten wdhrantworten in Kartoffel
detaillierter untersucht werden.

1.1 PAMP-induzierte Akkumulation von SA, OPDA und JA

Aus den Analysen von V. Halim an transgeridéahGexprimierenden und 6PR3
RNAiI-Kartoffelpflanzen war bekannt, dass SA nacp-RB8-Behandlungberhalb von JA
akkumuliert. NahG-Pflanzen, die durch die Uberesgi@n einer Salizylathydroxylase
(Gaffneyet al, 1993) keine messbaren Mengen an SA akkumuliegggen 24 h und
48 h nach Pep-13-Infiltration einen Verlust der Akkumulation. Im Gegensatz dazu
konnte fur die SDPR3RNAi-Pflanzen eine, von der JA-Defizienz unabh@egi
SA-Akkumulation 24 h nach Pep-13-Infiltration naelagesen werden (Halinet al,
2004; Halim, 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der zeitliche Verldef Akkumulation der beiden
Signalsubstanzen SA und JA nach Behandlung von tygiHHartoffelpflanzen mit
Pep-13 bzw. dem inaktiven Analogon W2A (Brunmegral, 2002) ermittelt (Abb. C-1
und C-2). Da JA in Abhangigkeit von SA akkumuliemyrde vermutet, dass die SA-
Level nach Pep-13-Infiltration schneller ansteigéndie JA-Level.

HPLC-Messungen konnten in Pep-13-behandelten Kahtofeine signifikante
Akkumulation von SA und auch SAG im Vergleich zundenbehandelten Kontrollen
bereits 6 h (p<0,05; einseitiger t-Test) nach trdtion nachweisen (Abb. C-1). Zwei
unabhangige Experimente zeigten insgesamt einedicién Verlauf mit einem
kontinuierlichen Anstieg der SA- und SAG-Konzertraen, jedoch mit unterschiedlich
starker Akkumulation von SA zum Erntezeitpunkt 2dLhExp. 18,68 pg/gFW; 2. Exp.:
10,7 nug/gFW) und SAG (1. Exp.: 47,73 pg/gFW; 2. E®p,4 ng/gFW).

351 = Pep-13 60 -+ Pep-13
s 28 W2A 50 W2A ﬁJ
L 404
'15., 21 B
=) 2 30
= 144 o
< < 20
] P
7 104
0{;+l_l T v 1 0:'; T T T T T 1
3 6 912 24 48 3 6 912 24 48
hpi hpi

Legende s. nachste Seite
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Abb. C-1: Akkumulation von SA und SAG in Kartoffelp ~ flanzen nach Pep-13-Behandlung
Ausgewachsene Blatter von Wildtyp-Kartoffelpflanzen wurden vollstandig mit 100 uM Pep-13 bzw. W2A
infiltriert und zu den entsprechenden Zeitpunkten geerntet (hpi). Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler
aus 3 biologischen Replikaten eines Experiments. Dieses Experiment wurde einmal wiederholt, wobei
ahnliche Resultate erhalten wurden.

Aliquots des Probenmaterials, das fur die SA-Bestimgen verwendet wurde,
dienten auch zur Quantifizierung der JA-KonzentratiDie GC-MS-Messungen zwei
verschiedener Experimente ergaben zum Zeitpunkt i24einen reproduzierbar
signifikanten Unterschied der JA-Mengen zwischep-P&behandelten Pflanzen und
unbehandelten Kontrollpflanzen (Abb. C-2, TabelleArhang). Ebenso ist die
Akkumulation von OPDA und JA-lle 24 h nach Infilian von Pep-13 nachweisbar. Ein
ahnliches Bild ergab sich in der Wiederholung didsmetik, wobei jedoch fur JA-lle
erst nach 48 h ein signifikant vom Nullwert verszténer Gehalt gemessen wurde.
Insgesamt ergab die Quantifizierung der Akkumurattter Octadecanoide im zweiten
Experiment einen geringeren Maximalwert als imesrdExperiment. Aus den Daten des
ersten Experimentes konnte man einen leichten dgster Level an OPDA und JA auch
zu friheren Zeitpunkten als 24 h ableiten. DieB k&ch in einem zweiten Experiment
jedoch nicht eindeutig bestatigen.
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Abb. C-2: OPDA-, JA- bzw. JA-lle-Akkumulation in Pe  p-13 behandelten Kartoffelpflanzen

Der Gehalt an OPDA, JA sowie JA-lle in Pep-13- bzw. W2A-infiltrierten (100 uM) Bléattern von Wildtyp
Kartoffelpflanzen wurde mittels GC-MS bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und deren Standardfehler (n=3).
Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen (einseitiger t-Test,
p<0,05). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nur Signifikanzunterschiede zwischen unbehandelten und
Pep-13-behandelten Pflanzen gezeigt. Eine vollstandige Ubersicht findet sich in Tabelle 1 im Anhang
(Tabelle 1-Anhang). Das Experiment wurde einmal wiederholt, wobei ein ahnliches Ergebniss erhalten
wurde.
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1.2 PAMP-induzierte Expression ausgewahlter Biosyntheggene des
Octadecanoid-Weges

Haufig kann eine Korrelation zwischen der Akkumigiateines Metaboliten und der
vorangegangenen Induktion der Expression der jayegilBiosynthese-Gene beobachtet
werden. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob adrdéen Zeitpunkten nach Pep-13-
Behandlung eine gesteigerte Expression der JA-Bibsgegene BEOX3 StAOC und
StOPR3vorliegt und als Indiz fur eine frihe JA-Akkumuéat gewertet werden kénnte.
Hiezu wurde aus einem weiteren Aliquot des Probeenads, das bereits fur die SA- und
JA-Messungen verwendet wurde, die Gesamt-RNA idoliad einer Northern Blot-
Analyse unterzogen (Abb. C-3). Die Transkripte ralldrei untersuchten Gene
akkumulieren zum frihest gemessenen Zeitpunkt (3. lipese Akkumulation tritt
jedoch auch in den W2A-behandelten Kontrollpflanaaf) und ist somit nicht spezifisch
fur die Pep-13-Antwort. Es scheint sich vielmehr ueine Wund-induzierte
Akkumulation der Transkripte der JA-Biosynthesegeme handeln, die bereits aus
Literaturdaten bekannt ist (Schallest al, 2005). Neben der Wund-induzierten
Akkumulation konnte zusatzlich eine langer andaderrfir die Pep-13-Behandlung
spezifische Expression derL&X3 (bis 24 hpi) und ®PR3 (bis 12 hpi) beobachtet
werden.

ntc Pep-13 W2A
hpi 3 6 9 12 24 48 3 6 9 12 24 48

StLOX3 - - ———— -

StAOC - -

StOPR3 - SRR e e

GUSEER—t——1—11t1 1111 11 L1 1 1T 1 11T Rttt
IS =ttt 1111111171 L 1111 11

Abb. C-3: Expression von JA-Biosynthesegenen in Kar  toffel nach Pep-13-Infiltration

Blatter von Wildtyp Kartoffelpflanzen (n=2) wurden mit Pep-13 bzw. W2A (100uM) vollstandig infiltriert und
zu den angegebenen Zeitpunkten (hpi) geerntet. Fur Northern Blot-Analysen wurden 20 pg RNA im
Agarosegel aufgetrennt und auf Nylonmembranen geblottet. Die anschlieBende Hybridisierung erfolgte mit
¥p_markierten cDNA-Fragmenten als spezifische Sonde fur StLOX3, StAOC und StOPR3. Die
Ethidiumbromidfarbung der rRNA diente als Ladekontrolle fiir gleiche RNA-Mengen (rRNA-1 fiir StLOX3 und
StAOC; rRNA-2 fur StOPR3). Ntc, unbehandelte Kontrollen.
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1.3 RNAI -vermittelte Herabsetzung der JA-Biosynthese nd der JA-
Perzeption

Aus den Arbeiten von V. Halim war bekannt, dasswdieninderte Akkumulation von JA
in den SOPR3RNAI-Pflanzen nach Pep-13 zu einer veranderten ébantwort in
Form von verminderter Nekrosenbildung fuhrt, worgeschlussfolgert werden konnte,
dass JA oder einer seiner Metaboliten an der Sigmaiduktion in Reaktion auf Pep-13
beteiligt ist (Halim, 2006). Da in den@PR3RNAI-Pflanzen jedoch nur eine Reduktion
und kein Verlust der Pep-13-Antwort zu beobachtem, stellte sich die Frage, ob das
Vorhandensein von OPDA in den CB®R3RNAiI-Pflanzen einen Teil der Pep-13-
induzierten Antworten vermittelt. Aus diesem Grumdrden zusatzlich zu den(@®PR3
RNAI-Pflanzen SAOCG-RNAI-Pflanzen generiert und in die Analysen eirdggm. Des
Weiteren konnte in ersten Arbeiten gezeigt werdiass das F-Box-Protein StCOI1 fir
die Pep-13-vermittelte Signaltransduktion in Kabbenotigt wird (Wolf, 2005). Auch
diese Analysen sollten unter Verwendung derC@t-RNAi-Kartoffelpflanzen
weitergefuhrt werden.

1.3.1 Nachweis der RNAi-vermittelten Herabsetzunger Expression der
Zielgene

Die Transkripte der JA-Biosynthesegene akkumulienster anderem nach Verwundung
des pflanzlichen Gewebes (Laudert und Weiler, 19&yo et al, 1999; Howeet al,
2000; Ziegleret al, 2000; Strassneet al, 2002). Es wurde zunéchst ein zeitlicher
Verlauf der Transkriptakkumulation nach Verwundungn Wildtyp-Kartoffeln
untersucht, um die Expression der Kartoffelgeneendln charakterisieren und auch, um
den geeignetsten Zeitpunkt fur den Nachweis des iFEff&ktes in den transgenen
Pflanzen zu ermitteln. Wie erwartet zeigen die ysiatten Gene 300S2 SAOC, und
StOPR3eine deutliche transkriptionlle Aktivierung nacleMundung. Fur die jeweiligen
Transkripte wurde in Northern-Analysen ein Sign& Blinuten nach Verwundung
beobachtet. Diese wundinduzierte Expression efgtresich Uber einen Zeitraum von ca.
acht Stunden fur alle untersuchten Gene (Abb. C-4).
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Abb. C-4: Wundinduzierte

h . .
pw 0 017051 15 2 3 4 6 8 24 Expression der JA-Biosynthesegene
StAOS2 o *.. ‘ StAOS2, StAOC und St OPR3
had o Drei Wochen alte Kartoffelpflanzen wurden
mit einer Pinzette rechts und links der
StAOC = -m.{ Mittelrippe mehrfach verwundet. Die Ernte
. a der Blatter erfolgte zu den angegebenen
StOPR3 m Ll Zeitpunkten (hpw) (n=3, eine reprasentative
Probe gezeigt). 15 pg (StAOS2), 20 ug
rRNA-1 ﬁ-a Sﬁa-aﬁ (StAOC) bzw. 10 ug (StOPR3) RNA wurden
. o " fur Northern Blot-Analysen eingesetzt. Die
RNA-2 (e e e e e e = | Hybridisierung erfolgte mit *?P-markierten
(RNA-3 | e S & 55 55 B9 &8 %8| CONA-Fragmenten von StAOS2, StAOC

und StOPR3. Als Ladekontrolle dienten die
Ethidiumbromid-gefarbten rRNA-Banden.

Aus Arabidopsis und Tomate sind fir dA©C vier bzw. ein Gen bekannt (Ziegler
et al, 2000; Stenzekt al, 2003). OPR3 kommt sowohl in Arabidopsis als auch in
Tomate in einer kleinen Genfamilie mit drei Mitglexn vor (Schalleret al, 2000;
Strassneet al, 2002). Fur das F-Box Protein-kodierende @Il ist jeweils nur ein
homologes Gen beschrieben (OGeal, 1998; Liet al, 2004b). Southern-Analysen der
Kartoffelgene sollten zeigen, ob ahnliche Verh&kei auch in Kartoffel vorliegen. Die
mit den gewahlten Restriktionsenzymen erhaltenendBamuster (Abb. C-5, DNA-
Fragmente nach Behandlung mit den angegebenenkieasenzymen s. Anhang) fur
die Hybridisierungen mit $0C, SIOPR3 und SCOIl-spezifischen Sonden deuten
darauf hin, dass alle drei Gene in Kartoffel lals copy numbefGene oder Einzelgene
vorliegen.
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Abb. C-5: Southern-Analysen der St AOC, StOPR3 und St COI1 in Kartoffel

DNA wurde aus Blattern von Wildtyp-Kartoffelpflanzen isoliet und mit den angegebenen
Restriktionsenzymen verdaut. Nach Gelauftrennung erfolgte das Ubertragen der Fragmente auf eine
Nylonmembran und anschlieBende Hybridisierung mit radioaktiv-markierten Sonden fiir StAOC (A), StOPR3
(B) bzw. StCOI1 (C). Die GrofRRen von Pstl-verdauter A-DNA sind am linken Bildrand als GrdR3enstandard
markiert.

Ausgehend von den Ergebnissen hinsichtlich deslicheih Verlaufs der
wundinduzierten Expression vonARC und SOPR3 wurden die transgenen RNAI-
Pflanzen nach dem Wund-Stimulus auf das Expressivesu der JA-Biosynthesegene
hin untersucht. Die 30OGRNAi-Pflanzen F1 und Z4 weisen zwei Stunden nach
Verwundung kaum Transkriptakkumulation deASC auf. In den SDPR3RNAI-Linien
A3 und Z2 sowie in den SOI1-RNAI-Linien H1 und X5 ist eine im Vergleich zum
Wildtyp stark reduzierte Expression derASIC nach Verwundung detektierbar (Abb.
C-6 A). Ebenso ist die SIPR3Transkriptakkumulation in den SPR3RNAI-Pflanzen
A3 und Z2 stark herabgesetzt (Halim, 2006). Wiedekann fur die beiden anderen
RNAI-Linien der JA-Biosynthese (ROCRNAI) und der JA-Perzeption (SOI1-RNAI)
beobachtet werden, dass sie zwei Stunden nach Yidomg eine Reduktion der
StOPR3Transkriptmengen im Vergleich zum Wildtyp zeigémlp. C-6 A).

FUr SICOI1 ist eine konstitutive Expression publiziert @i al, 2004b). Northern
Blot-Analysen von unbehandelten Blattern ca. 3 Wocalter Kartoffelpflanzen ergaben
kein Signal, so dass die Detektion der Genexpregsittels semiquantitativer RT-PCR
durchgefiihrt wurde. In Ubereinstimmung mit den Dat®n D. Wolf (Wolf, 2005)
zeigten die STOI1-RNAI-Linien H1 und X5 eine stark verringerte Akkufation des
StCOI1-Transkripts (Abb. C-6 B).

A Kontrollen AOC-RNAi OPR3-RNAi COI1-RNAi B Kontrollen CO/7-RNAi
WIOEV F1 z4 A3 22 H1 X5 WI BV H1 XS
StAOC (W se e | o StCOIT |
StOPR3 | w s 4 5 o 5 5 SIEF1o I - ——
rRNA-1 pegepepepepepegeheuhed e
T S S S T W S G S Gy W S SEE Wy W —
rRNA-2 (99 o0 &9 o0 &7 ¥9 55 59 00 0 &7 &9 &0 & & W)

Abb. C-6: Wund-induzierte Genexpression in transgen  en RNAIi-Pflanzen

A) Drei Wochen alte Kontroll- und RNAi-Pflanzen wurden mit einer Pinzette rechts und links der Mittelrippe
mehrfach verwundet. Zwei Stunden nach der Behandlung wurden die Blatter geerntet und die Gesamt-RNA
isoliert. Die Northern Blot Analysen erfolgten mit 20ug RNA. *p_markierte cDNA-Fragmente von StAOC
sowie StOPR3 dienten als Sonde. Als Ladekontrolle sind die Ethidiumbromid-gefarbten rRNA-Banden
gezeigt.

B) Unbehandelte Blatter von ca. drei Wochen alten Kartoffelpflanzen wurden geerntet und die Gesamt-RNA
isoliert. Nach DNasel-Verdau erfolgte die cDNA-Synthese und anschlieBende PCR mit Gen-spezifischen
Primern fur StCOI1 sowie StEF1a.
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1.3.2 Untersuchung der OPDA- und JA-Akkumulation inden RNAI-
Pflanzen

Aus der nachgewiesenen verringerten ExpressionJdeBiosynthesegene AOC und
StOPR3 bzw. des F-Box Protein-kodierenden Gen<@@tl allein kdonnen keine
Ruckschlisse auf die endogenen Mengen der entgmréeh Octadecanoide OPDA und
JA in den RNAIi-Pflanzen gezogen werden. Aus diesemand wurden die RNAI-
Pflanzen verwundet — eine Behandlung, die bekama@en in Wildtyp-Pflanzen zu
rapidem Anstieg der Jasmonatmengen fuhrt (Howe4;286halleret al, 2005) — und auf
den Gehalt des gebildeten OPDA und JA im Verglexch Wildtyp-Pflanzen und
Vektorkontrollen untersucht.

Fur die SAOGRNAI-Pflanzen konnte eine signifikante Reduktioer dMengen an
gebildetem OPDA, JA und JA-lle 30 min. nach Verwung nachgewiesen werden
(Abb. C-7 A). Im Gegensatz dazu scheint der Verllesst SOPR3EXxpression in den
RNAI-Pflanzen nur zu einer verringerten Akkumulatides JA, nicht aber des OPDA zu
fuhren. Moglicherweise sind die Level an OPDA nadgbrwundung in den RNAI-
Pflanzen sogar hoher als in den Kontrollen. Um diesleutig nachzuweisen, mifite die
Bestimmung der OPDA-Mengen jedoch mit mehr Pflanaeth moglicherweise weiteren
Linien wiederholt werden, worauf hier aus Zeitgréndverzichtet werden mufite. Ein
anderes Bild ergab sich fur die CR11-RNAi-Pflanzen. Obwohl die herabgesetzte
Expression der 8tOI1 eine im Vergleich zu den Kontrollpflanzen starkiedrigte
Transkriptakkumulation der JA-Biosynthesegex@C und OPR3zur Folge hat, konnte
in zwei unabh&ngigen Experimenten keine signifikeatédnderte Akkumulation von
OPDA, JA oder JA-lle (nur ein Experiment) gemessenden (Abb. C-7 C und D).
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Abb. C-7:
Gehalt an OPDA, JA
und JA-lle in
verwundeten RNAI-
Pflanzen
Blatter von 3 Wochen
alten  Kartoffelpflanzen
wurden mit einer
Pinzette verwundet und
nach 30 min. geerntet.
Die Menge an JA, OPDA
und JA-lle in den
jeweiligen Linien wurde
mit Hilfe von GC-MS-
Messungen bestimmt.
A) StAOC-RNAi F1 und
Z4; Wildtyp WT;
Vektorkontrolle EVB2
B) StOPR3-RNAi A3 und
Z2; Wildtyp WT und
Vektorkontrolle EVE4
C)
1.Experiment:
StCOI1-RNAi  H1, X5;
Wildtyp WT;
Vektorkontrolle EVB2
2. Experiment:
StCOI1-RNAi  H1, X5,
S7B1 und S7N1; Wildtyp
WT; Vektorkontrolle
EVE4.
Abgebildet sind jeweils
die Mittelwerte (n=4; fur
EVB2, StOPR3-RNAi A3
und Z2 n=3) und
Standardfehler.
Verschiedene Buch-
staben zeigen statistisch
signifikante Unterschiede
zwischen den Linien
(einfaktorielle  Varianz-
analyse, Dunnett’'s post-
hoc Test, p<0,05).
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1.4 Pep-13-induzierte Abwehrantworten in den SAOC- StOPR3- und
StCOI 1-RNAi-Pflanzen

Die transgenen RNAI-Pflanzen mit herabgesetzterré&sgion der $IOC, SOPR3und
StCOI1 wurden genutzt, um die Rolle der Octadecanoide ®Rbd JA wahrend der
Pep-13-induzierten Signalkaskade in Kartoffelpflamn&her zu analysieren.

1.4.1 Nekrosenbildung und ROS-Akkumulation

Nach Infiltration der Blatter mit dem Peptid-El@itPep-13 kommt es zur Auspragung
einer starken Nekrose. Es konnte in friheren Aebeifjezeigt werden, dass diese
Reaktion von der Akkumulation der Signalsubstanz &héangt. Aul3erdem geht die
Bildung der Nekrose mit DNA-Fragmentierung einhdalim et al, 2004), und weist
somit Charakteristika einer HR auf.

Im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen und Vektorkaiien B2 und E4 sind die
Nekrosen in allen getesteten RNAi-Linien nach PgmBéhandlung deutlich geringer
ausgepragt. Wahrend in den Kontrollpflanzen diexges infiltrierte Flache die Nekrose
ausbildet, ist in den 80GC, SOPR3und SCOI1-RNAi-Pflanzen meist nur ein kleiner
Gewebebereich direkt um die Infiltrationsstelle \dmr HR betroffen (Abb. C-8). Dies ist
in Abb. C-8 sowohl anhand von Fotos beispielhdftekrosen aus je drei verschiedenen
Experimenten verdeutlicht, als auch in einem Diagma fir das die nekrotische Flache
nach Pep-13-Infiltration der einzelnen Linien miiifél einer Bildbearbeitungssoftware
quantifiziert wurde.

In allen Linien konnte, wie schon in vorherigen @iten, gezeigt werden, dass
Infiltration mit dem inaktiven Analogon des Pep-Y82A, zu keiner Reaktion fiihrt. Die
Experimente bestétigen damit Arbeiten von V. Halimd D. Wolf, in denen nach
Pep-13-Infiltration ebenfalls eine deutlich redut@eNekrosenbildung fir die SPR3
RNAI bzw. die SCOI1-RNAI-Pflanzen beobachtet wurde (Wolf, 2005; HalR006).
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Abb. C-8: HR-&hnliche Zelltodreaktion nach Pep-13-1  nfiltration in RNAIi-Pflanzen

A) Blatter von ca. 3 Wochen alten Pflanzen wurden mit Pep-13 oder W2A (je 100 puM) infiltriert. Die HR
wurde mit einer Kamera 24 h (1. = Exp. 1), 72 h (2. = Exp. 2) bzw. sechs Tage (3. = Exp. 3) nach Infiltration
fotografiert. Gezeigt ist jeweils ein Blattausschnitt mit einer fUr die Linie typischen Nekrose. Im dritten
Experiment fehlt die W2A-Kontrolle.

B) Fir die Quantifizierung mit der Software ImageJ wurden mehrere Nekrosen von ein bis zwei Pep-13-
behandelten (100uM) Blattern gemessen, wobei die Anzahl der Nekrosen links neben dem Balken im
Diagramm aufgefiihrt ist. Dargestellt werden die Mittelwerte und ihr Standardfehler. Die Linien im Diagramm
markieren den Mittelwert der nekrotischen Flache der Kontrollpflanzen fur das jeweilige Experiment (X1, X2,
X3). Eine statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse mit Dunnett’s post-hoc
Test. Die Ergebnisse der Varianzanalyse sind in Tabelle 2 im Anhang aufgelistet

Neben der Ausbildung einer HR kann im Bereich dep-P3-Infiltration zeitgleich
auch eine Akkumulation von ROS beobachtet werdealirfHet al, 2004). Es konnte
mittels DAB-Farbung gezeigt werden, dass der Vertler JA-Akkumulation in den
StAOG, SOPR3, sowie SCOI1-RNAI-Pflanzen zu einer deutlich verminderten Bihdu
von HO, nach Pep-13-Behandung fuhrt (Abb. C-9). Dies¢ imitden RNAi-Pflanzen
nur im direkten Bereich der Infiltrationsstelle gabrt wo die Spritze angesetzt wurde)
und nicht, wie in den Kontrollpflanzen, Uber ders@®aten infiltrierten Gewebebereich.
Somit weist die ROS-Akkumulation sowohl eine zelté als auch lokale Korrelation mit
der HR auf. Infiltration des inaktiven Analogons W#ihrt in keiner der Pflanzenlinien
zu einer HO,-Bildung. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit arayegangenen
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Untersuchungen an den(3RR3RNAI- sowie SCOI1-RNAI-Pflanzen durch V. Halim
und D. Ellinger (Wolf, 2005; Halim, 2006).

Abb. C-9: H ,0,-Akkumulation in den RNAI-
AOC-  OPR3- COI1- Pflanzen nach Pep-13-Behandlung

RNAi RNAi RNAi Ein Blatt einer Wildtyp-Kartoffel (WT), einer StAOC-RNAi-
) . Pflanze (Linie F1), einer StOPR3-RNAi-Pflanze (Linie A3)
w '8‘ w sowie einer StCOI1-RNAi-Pflanze (Linie X5) wurde mit

ey v O ¢ 100 pM Pep-13 an 6 Stellen infiltriert. 24 h nach der

Infiltration wurden die Blatter einer DAB-Farbung fir H,0»
& /@ g " unterzogen und anschlieBend mit Ethanol entfarbt.

v Gezeigt ist ein beispielhafter Blattausschnitt. Das
Experiment wurde wiederholt, wobei &hnliche Ergebnisse
erhalten wurden.

1.4.2 Akkumulation der Signalsubstanzen SA und JA

Eine weiterer Teil der Pep-13-induzierten Abwehnaten der Kartoffel ist die
Akkumulation der Signalsubstanzen SA und JA (Hadimal, 2004). Die RNAI-Linien
mit herabgesetzteAOG und OPR3Transkriptakkumulation zeigen einen Verlust der
OPDA- und JA-Akkumulation bzw. der JA-Akkumulatiamach Verwundung. Daher
wurde untersucht, ob diese Pflanzen ebenso in Hikigkeit auf die Pep-13-Behandlung
mit JA-Akkumulation zu reagieren, eingeschranktsin

Messungen des Gehaltes an OPDA und JA 24 h nadfnaliddn von Pep-13 bzw.
W2A ergaben, dass es in denASGC-RNAI-Linien F1 und Z4, ebenso wie in den
StOPR3RNAI-Linien A3 und Z2 zu einem Verlust der JA-Akkuwlation kommt (Abb.
C-10). Damit wurden Daten von V. Halim fir dieCRR3RNAI-Linien bestatigt, die
ebenso einen Verlust der JA-Akkumulation nach P2geigen (Halim, 2006).
Im Gegensatz zur Reaktion auf Verwundung sind iz 13-Behandlung die GDI1-
RNAI-Linien H1 und X5 nicht in der Lage, JA zu akRulieren. In der Arbeit von D.
Wolf war dies fur die SIOI1-RNAi-Linie H1 ebenso gezeigt worden (Wolf, 200B)e
eingeschrankt€Ol1-Transkriptakkumulation, und damit die vermutlicdduzierte JA-
vermittelte Signaltransduktion, fihrt also zum Vstl der JA-Biosynthese nach Pep-13
nicht aber nach Verwundung (Abb. C-10 und C-7).
Die Akkumulation von OPDA wies im gezeigten Expegimh keine Unterschiede
zwischen der Pep-13- und W2A-Behandlung auf, obwohivei Kinetiken nach Pep-13-
Behandlung eine signifikante Akkumulation von OPIA Wildtyp-Kartoffelpflanzen
beobachtet werden konnte (vgl. Abb. C-2). Trotz sdie Nicht-Induktion in den
Kontrollpflanzen kann eine verminderte OPDA-Akkuedidon in den RNAi-Pflanzen
detektiert werden.
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Abb. C-10: JA- und OPDA-
161 I Level in den RNAi-Pflanzen
EREE  StACCRNAI nach Pep-13-Behandlung
124 B  StOPR3-RNAI Blatter von ca. drei Wochen alten
B StCO-RNAi transgenen  Pflanzen  (StAOC-
RNAI F1/Z4, StOPR3-RNAi A3/Z2,
1 Pep-13 StCOI1-RNAI H1/X5) und
Kontrollpflanzen  (Wildtyp  WT,
zz  W2A Vektorkontrolle B2/E4) wurden
e vollstdéndig mit 100 pM Pep-13
NIRRT L I QR SR bzw. 100 pM W2A infiltriert. Der
Gehalt an OPDA bzw. JA 24 h
nach der Behandlung wurde mit
einer GC-MS-basierten Methode
bestimmt (n=3). Im Diagramm
dargestellt sind die Mittelwerte und
deren Standardfehler. Die
statistische Analyse erfolgte durch
eine einfaktorielle Varianzanalyse
mit Dunnett’'s post hoc Test
(Vergleich gegen WT Pep-13).
Verschiedene Buchstaben stehen
far verschiedene
S &SP PP Signifikanzklassen.

>

OPDA [nmol/gFW]

W
~
g

JA [nmol/gFW]

Fir die SOPR3RNAI-Pflanzen und ebenso fur dieC811-RNAi-Linie H1 wurde
in oben genannten Arbeiten gezeigt, dass der Medeis JA-Biosynthesekapazitat bzw.
der JA-Signalkomponente COI1 die SA-AkkumulatiorcmaPep-13-Infiltration nicht
unterdruckt (Wolf, 2005; Halim, 2006).

In dieser Arbeit wurde daher der Gehalt an frei&ruBd glycosylierter SA in allen
sechs RNAI-Linien innerhalb eines Experiments gemesum dieses Ergebnis mit den
StAOGRNAI-Pflanzen zu bestatigen bzw. zu sehen, ob tdokeede in der
akkumulierten Menge auftreten.

Wie in Abb. C-11 verdeutlicht, ergaben HPLC-Messmgzweier unabhangiger
Experimente einen deutlichen Anstieg der SA und S4€el nach Pep-13-Behandlung
im Vergleich zur W2A-Kontrollbehandlung. Die akkuhaute Menge an SA und SAG
unterscheidet sich nicht zwischen den Wildtyp- bxtgktorkontrollen und den RNAI-

Linien, noch zeigen sich Unterschiede innerhalbRNAI-Linien.

Zusammen mit publizierten Daten zu transgeNahGexprimierenden Pflanzen (Halim
et al, 2004) kann daraus der Schluss gezogen werdes daasSA-Akkumulation in der

Pep-13-induzierten Signalkaskade oberhalb der JRuAiulation liegt.
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Abb. C-11: Pep-13 induzierte
] Kontrollen Akkumulation von SA und

B StAOCRNAI | SAG in JA-defizienten RNAI-
-D StOPR3-RNAi Pﬂanzen

B StCOITRNAT | bon 13 bzw. W2A-infiltrierte (je 100
UM) Pflanzen wurden 24 h nach
L1 Pep-13 Behandlung auf die Akkumulation
W2A von SA (A) und SAG (B) hin
untersucht. Die transgenen Pflanzen
(StAOC-RNAIi F1/Z4, StOPR3-RNAI
A3/Z2, StCOI1-RNAi H1/X5) und
Kontrollpflanzen (Wildtyp WT,
Vektorkontrolle ~ B2/E4)  wurden
jeweils als Triplikate analysiert.
Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardfehler.  Die  statistische
Analyse erfolgte mit einfaktorieller
Varianzanalyse und Dunnett's post
hoc Test (p<0,05). Unterschiedliche
Buchstaben zeigen verschiedene
Signifikanzklassen an. Dieses
Experiment wurde einmal wiederholt.

SA [ug/gFW] >

SAG [ug/gFW]

1.4.3 Pep-13-induzierte Genexpression

Veranderungen im Genexpressionsmuster treten ien alPflanzen als Teil der
Abwehrantwort auf Pathogene und auch PAMPs aufe8mglichen es der Pflanze auf
diese Stresssituation mit geeigneten Abwehrmal3nalzoneeagieren.

Aus Literaturdaten sind eine Reihe von Abwehrgebekannt, deren Expression
nach Pep-13 aktiviert ist (Geiler, 2001; Bruneéml, 2002). Dazu gehdren u.a. di&-
Gene SPR1 SHPPR5 sowie die 9-Lipoxygenase ISDX1 Diese wurden auch in der
vorliegenden Arbeit auf ihre Akkumulation nach Bedlang mit Pep-13 in den JA-
defizienten bzw. JA—insensitiven RNAIi-Pflanzen hintersucht. Die Transkripte dieser
drei Gene akkumulieren in den RNAI-Pflanzen ebemgoin den Kontrollpflanzen nach
Pep-13-Infiltration, nicht aber in der Kontrollbefthung mit W2A (s. Abb. C-12 A).
Diese Gene werden also in der Pep-13-Antwort JAshaagig reguliert (s. auch (Wolf,
2005).

Im Gegensatz dazu ergaben Northern Analysen vdPIN3t sowie der Kupfer-
Aminoxidase SEAO eine deutliche Reduktion der Transkriptmengeneti€ene in allen
JA-reduzierten RNAi-Linien (Abb. C-12 B und C). Eifeil der Pep-13-induzierten
Abwehrgene wird somit in Abhangigkeit einer funkiaden JA-Signaltransduktionskette
reguliert.
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Abb. C-12: Abwehrgenexpression in mit Pep-13 infilt  rierten RNAi-Pflanzen

24 h nach Pep-13- oder W2A-Behandlung wurde aus den transgenen RNAI- sowie Kontrollpflanzen RNA
isoliert und einer Northern Blot-Analyse unterzogen.

A) Die Hybridisierung der Membranen (20 pg eingesetzter RNA) erfolgte mit radioaktiv markierten cDNA-
Fragmenten des StPR1, des StPR5 und der StLOX1. Die Bandenintensitaten wurden mit der Software
ImageQuant 5.2 (Molecular Dynamics) gemessen und auf die Ethidiumbromid-geféarbte rRNA normalisiert. +
Pep-13 (100 uM), - W2A (100 uM); K, Kontrollpflanzen (Wildtyp, Vektorkontrollen Linie B2/E4; n=9); AOC,
StAOC-RNAiI-Pflanzen (Linie F1/Z24, n=6); OPR3, StOPR3-RNAi-Pflanzen (Linie A3/Z22, n=6); COI1, StCOI1-
RNAi-Pflanzen (Linie H1/X5, n=6). Die statistische Auswertung erfolgte als parameterfreie Varianzanalyse
mit Dunn’s post hoc Test, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen und RNAi-Pflanzen
erkennbar waren.

B) StPIN2-Transkriptakkumulation in Kontrollpflanzen (1=Wildtyp Désirée rl; 2=Vektorkontrolle LV-41;
3=Désirée 10-23 R1) und transgenen RNAi-Pflanzen (s. Kapitel C-2.3.) 24 h nach Pep-13-Infiltration. Als
Sonde diente radioaktiv-markierte cDNA. 15 ug RNA wurden eingesetzt.

C) StCAO-Transkriptakkumulation in Kontrollpflanzen, sowie StAOC-, StOPR3- und StCOI1-RNAI-
Pflanzen.Es wurden 15 pug RNA fiir die Northern Blot-Analysen eingesetzt. Ein %2p-markiertes cDNA-
Fragment der StCAO diente als Sonde.

Fur B) und C) ist die rRNA im Ethidiumbromid-geféarbten Gel als Ladekontrolle gezeigt.

1.5 Microarray-Analysen nach Pep-13-Behandlung

Northern-Analysen konnen nur einen kleinen Einblitk die Veranderungen des
Transkriptoms nach einem definierten Stimulus geBagegen ermdglichen Micoarray-
Analysen die Erfassung globaler Trends der trapsknellen Antwort auf eine
Behandlung, in einem definierten genetischen Hgmterd oder in einer Kombination
von beidem. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Zusamarbeit mit U. Sonnewald
(Universitat Erlangen-Nurnberg) und L. Eschen-Lilop@PB, Halle (Saale)) Microarray-
Experimente  durchgefiuihrt, um die PAMP-induzierten erdhderungen im

57



CERGEBNISSE

Genexpressionsmuster von Kartoffelpflanzen zu sefasGleichzeitig wurden durch die
Verwendung der RNAiI-Pflanzen in den Experimentere dDxylipin-abhangigen
transkriptionellen Antworten auf die PAMP-Behandjumtersucht.

Neben einem Uberblick (ber generelle Muster in déeranderungen des
Transkriptoms der JA-defizienten bzw. —insensiti@mtoffelpflanzen nach Behandlung
mit dem Peptidelicitor Pep-13 sollten die Microgridaten auch genutzt werden, um
Kandidaten fur Oxylipin-regulierte Gene in der PepAntwort zu erhalten, worauf in
Abschnitt 1.5.2 naher eingegangen wird.

15.1 Oxylipin-abhangige Veréanderungen im Genexpragonsmuster nach
Pep-13-Behandlung

Fur die Microarray-Experimente wurden die Expressprofile von Wildtyp-, SAOC
RNAI, SIOPR3RNAI sowie SCOI1-RNAI-Pflanzen acht Stunden nach Behandlung mit
dem PAMP Pep-13 bzw. der inaktiven Kontrolle W2Atamander verglichen. Fur
samtliche Auswertungen muf3 beachtet werden, dasislebei den Sonden auf dem Chip
um EST-Sequenzen handelt, die zur Vereinfachungatgenden als ,,Gene" bezeichnet
werden. Da Kartoffel jedoch noch nicht sequenazgrtsollte beachtet werden, dass die
Identifier des Chips nur Genfragmente darstellen und es zrsdbneidungen bzw.
Doppelt-Nennungen kommen kann.

1511 Vergleich der W2A-behandelten RNAI- undddip-Pflanzen

Zunachst wurde betrachtet, welchen Einfluss dieabsgtzung der OPDA- bzw. JA-
Gehalte auf die basale Genexpression in KartoHthyin hat. Fir die Experimente
dienten W2A-infiltrierte Blatter als Kontrolle flden bei der Infiltration auftretenden
Verwundungs-Stimulus und somit liegen keine Expoesslaten fir unbehandelte
Kartoffelblatter vor. Deshalb wurden als Naherurmpmveise Vergleiche der W2A-
behandelten RNAi-Proben mit den W2A-behandeltendiifd-Proben durchgefuhrt und
die Anzahl der mindestens dreifach differentiell pgmierten Gene in diesen
Behandlungen ermittelt (s. Abb. C-13 A). Es zeigths dass in den B80OCRNAI-

Pflanzen 68 Gene, in denCB?R3RNAI-Pflanzen 68 Gene und in denC&I1-RNAi-

Pflanzen 86 Gene im Verhaltnis zum Wildtyp 3-fadrandert reguliert werden. Von
diesen vergleichsweise wenigen Genen weist deregeb®nteil eine Reduktion der
Genexpression im Vergleich zum Wildtyp auf. In d&ruppe dieser reduziert
exprimierten Gene finden sich auch die Gene, geatjensich die RNAi-Konstrukte
richten, wobei mit Hilfe der Microarray-Daten eif®-fache Reduktion der SOCG

Expression in den BOCRNAI-Pflanzen, eine 56-fache Reduktion derOBR3
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Expression in den SPR3RNAI-Pflanzen, sowie eine 16-fache Reduktion d&2(H1-
Expression in den SOI1-RNAIi-Pflanzen nachweisbar war. Viele, der in ihrer
Expression reduzierten Gene weisen Ahnlichkeit zekahnten Verwundungs-
responsiven Genen auf (Proteinase- oder Proteadatbr-Vorlaufer,
Polyphenoloxidase-Vorlaufer oder Polygalcturonaselatfer) und kénnten somit Teill
einer leichten JA-abhdngigen Wundantwort nach thafion sein. Die geringen
Veranderungen im Expressionsprofil der RNAi-Pflamzeach Kontrollbehandlung
deuten auf einen relativ kleinen Einfluss der RN&iRstrukte auf das Transkriptom in
ungestressten Blattern hin.

Abb. C-13: Anzahl der

A B nach W2A-Behandlung
AOC- OPR3- COl- AOC-/WT- OPR3-/WT- | in RNAi-Pflanzen im
30, WI- WT-  WT- (68) (68) Vergleich zu Wildtyp-
_ Pflanzen  differentiell
o 2 o regulierten Gene
§ & Die  Microarray-Analysen
5 erfolgten nach W2A-
%E -30 Behandlung von Wildtyp-
= E bzw. RNAi-Pflanzen (8hpi,
EE_ 601 je . drei biologische
< o Replikate).
A) Graphisch dargestellt
-90- wird die Gesamtzahl der in
. ) - COI1-/WT- RNAi-Pflanzen im
d rt rt
LR (86) Verhdltnis zu  Wildtyp-
Pflanzen mindestens

dreifach differentiell exprimierten Gene. Die Berechnung erfolgte mit den normalisierten Intensitatswerten in
GeneSpring GX 7.3.1 der Firma Agilent (p<0,05, parametrischer Test, keine homogenen Varianzen
angenommen). WT, Wildtyp-Pflanzen; AOC, StAOC-RNAi-Pflanzen, OPR3, StOPR3-RNAi-Pflanzen, COI1,
StCOI1-RNAi-Pflanzen

B) Vergleich der nach W2A-Kontrollbehandlung in RNAi-Pflanzen im Verhéltnis zu Wildtyp-Pflanzen
differentiell exprimierten Gene im Venn-Diagramm

1.5.1.2 Analyse der Pep-13-behandelten Wildtygp RNAI-Pflanzen

Die Infiltration des Peptidelicitors Pep-13 in Kaffelblatter fuhrt makroskopisch nach
ca. 24 Stunden zur Auspragung einer HR, was atkesRep-13-induzierte Anderungen
im Genexpressionsmuster der Kartoffel hindeuten nk@n Eine Analyse der
Expressionsprofile zeigt, dass in Wildtyp-Pflanzerach Pep-13-Behandlung im
Vergleich zur W2A-Kontrolle ca. 1200 Gene mindestdreifach differentiell exprimiert
werden. Dabei sind mehr Gene nach Pep-13-Behandlkingert als reprimiert (s. Abb.
C-14 A). In den RNAI-Pflanzen ist die Anzahl derchaPep-13-Infiltration mindestens
dreifach differentiell exprimierten Gene deutligduziert (im Schnitt um 50%) (s. Abb.
C-14 A). In den SAOCGRNAI-Pflanzen kénnen noch 463 Gene, in de@FR3RNAI-
Pflanzen noch 612 Gene und in derCStl-RNAIi-Pflanzen noch 728 Gene mit
veranderter Genexpression nachgewiesen werden.
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Um eine Aussage zur Abhangigkeit der in WildtypaR#en differentiell regulierten

Gene von dem Vorhandensein der Signalmolekiile JXogier OPDA bzw. von einem
intakten JA-Signalweg treffen zu kénnen, wurden idi&Vildtyp- bzw. RNAIi-Pflanzen
differentiell exprimierten Gene einem paarweisemgléach unterzogen (s. Abb. C-14 B-
D). Aus diesen Einzelvergleichen resultierten jésv&ene, deren Expression in Wildtyp-
Pflanzen durch Pep-13-induzierte Signalwege venrdnds, die jedoch in der
entsprechenden RNAI-Linie nicht differentiell reigut sind. Die Expression dieser Gene
nach Pep-13-Behandlung ist also abhéngig von JAAOBnd/oder StCOI1 (s. Abb.
C-14 B-D).
Uber den paarweisen Vergleich wurden Gengrupperalterh) die nach Pep-13-
Infiltration in den RNAI-Linien differentiell regugrt sind, in Wildtyp-Pflanzen jedoch
nicht differentiell exprimiert werden (s. Abb. C;1B-D). Diese Gene weisen somit
vermutlich eine durch die RNAI-Konstrukte induzeeRehlregulation auf.

WT AOC OPR3 COM B Wr(1241) AOC (463)
1000+

500+

C WT(1241)  OPR3(612)

Anzahl differentiell
exprimierter Gene

-500-

Il induziert [ reprimiert

D Wr1241) COI1 (728)

Abb. C-14: Anzahl differentiell exprimierter Gene i  n Wildtyp- und RNAi-Kartoffelpflanzen
nach Pep-13-Infiltration

Kartoffelpflanzen wurden mit Pep-13 bzw. W2A (100 uM) infiltriert und nach acht Stunden geerntet. Die RNA
dieser Pflanzen wurde fiir eine globale Genexpressionsanalyse m. H. v. Microarray-Hybridisierungen
genutzt (drei biologische Replikate). Aus den normalisierten Intensitatswerten wurde fir jedes Gen die x-
fache Expression nach Pep-13-Behandlung im Vergleich zur W2A-behandelten Kontrolle berechnet.

A) Die Gesamtzahl mindestens dreifach differentiell exprimierter Gene ist im Diagramm flr jede Linie
dargestellt. WT, Wildtyp-Pflanzen; AOC, StAOC-RNAi-Pflanzen, OPR3, StOPR3-RNAi-Pflanzen, COI1,
StCOI1-RNAi-Pflanzen (p<0,05, parametrischer Test, nicht homogene Varianzen angenommen; Auswertung
mit GeneSpring GX 7.3.1, Agilent).

B)-D) Paarweise Vergleiche der mindestens dreifach differentiell exprimierten Gene im Venn-Diagramm. Es
wurden jeweils die Gesamtzahl der regulierten Gene (in Klammern neben dem Linien-Kirzel) von Wildtyp-
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Pflanzen (linke Seite) mit der der RNAIi-Pflanzen (rechte Seite) verglichen. Daraus resultierten Mengen von
differentiell in Wildtyp-Pflanzen, und nicht differentiell in der jeweiligen RNAI Linie exprimierten Genen (linke
Seite der Venn-Diagramme), sowie Gene die in den jeweiligen RNAI-Linien aber nicht in Wildtyp-Pflanzen
differentiell exprimiert werden (rechte Seite der Venn-Diagramme). Nach oben bzw. nach unten gerichtete
Pfeile kennzeichnen die Anzahl der induzierten bzw. reprimierten Gene.

Fur die Fragestellung nach der Rolle der Oxylipineder Pep-13-induzierten
Signalverarbeitung in Kartoffel sind die RNAi-ablgén exprimierten Gene von
besonderem Interesse, da die Expression dieser GanelA und/oder OPDA bzw.
StCOI1 beeinfluRt wird. Diese 907 StAOC-abhangig4 StOPR3-abhangig und 714
StCOll-abhangig exprimierten Gene (s. Abb. C-14)BaDrden daher einem zweiten
Vergleich mittels Venn-Diagramm unterzogen (s. Akb15). Fur die verschiedenen
erhaltenen Gengruppen lassen sich unterschiedlidRegulationsmechanismen
postulieren.

Die Expression der 492 Gene in der gemeinsamen M&YY (s. Abb. C-15) ist
vermutlich in Abhangigkeit von JA Uber StCOI1 raegul da diese Gene in allen drei
RNAI-Linien nicht differentiell, im Wildtyp aber ffierentiell nach Pep-13-Behandlung
exprimiert werden (Vgl. Abb. C-14 B-D).

Die 127 Gene der Teilmenge X (s. Abb. C-15) werden Wildtyp nur in
Abhangigkeit von StAOC nicht aber StOPR3 oder StC@guliert. Sie sind somit
OPDA-abhangig und StCOI1-unabhéngig reguliert. OPD#d StCOll-abhangig
regulierte Gene sollten sich in der Teilmenge XZ1(Gene, s. Abb. C-15) befinden.

Die 53 Gene der Teilmenge Y und die 157 Gene ddm&agen XY (s. Abb. C-15)
muften ein StCOI1-unabhangiges JA-abhangiges Esipresprofil aufweisen.

Fur die 49 Gene in der Teilmenge Z (s. Abb. C-1&)rite postuliert werden, dass
deren Regulation nur StCOIll-abhangig verandert Bgtrachtet man auch hier die
Verhéltnisse der Expressionsdaten (Pep-13-Behagdlun Verhaltnis zu W2A-
Behandlung) zeigt sich jedoch, dass die Gene di&seppe im Allgemeinen in den
RNAI- und Wildtyp-Pflanzen den gleichen Trend hatdlich ihres Expressionsprofils
zeigen. Hauptsachlich aufgrund eines nicht sigaiften p-Wertes wurden diese Gene in
den RNAI-Linien als nicht differentiell gruppiefa sich daraus keine echte, biologisch
relevante Abhéangigkeit ausschlie3lich von StCOllkitdn last, sind diese Gene weniger
interessant fur die folgenden Auswertungen. SolBegspiele sind auch unter den
Expressionsprofilen der anderen Gruppen zu findeey dort nur zu einem geringeren
Anteil.

Die 42 Gene der Teilmenge YZ sollten aus biologgs@icht nicht existieren, da es
sich theoretisch um JA-abhéangig und StCOl1l-abhamggulierte Gene handelt, die
jedoch nicht in Abhangigkeit von StAOC reguliert rdlen. Betrachtet man den
OPDA/JA-Biosyntheseweg, in dem StAOC oberhalb vtdPR3 liegt, dann sollten alle
JA-abhangig regulierten Gene in denASGC-RNAi-Pflanzen, die kein JA mehr
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synthetisieren ebenso differentiell reguliert sédese Gene scheinen demnach Falsch-

Positive des Testverfahrens darzustellen.

Damit wird auch ein Problem der auf Venn-Diagramnbenuhenden Vergleiche
deutlich. Die Gruppierung der Gene erfolgt quaktatach dem Ja-Nein-Prinzip: Gene
werden nach x-facher Expressionsanderung mit eibestimmten p-Wert sortiert. Es
konnten aber Gene existieren, die in den RNAi-R#aneine ahnliche x-fache Induktion

oder Reprimierung der Genexpression wie die in Wéldtyp-Pflanzen zeigen, den
p-Wert von 0,05 jedoch nicht unterschreiten undedadls ,Nicht-in-dieser-Gruppe*

klassifiziert werden, obwohl die Expression die§&ne sich nicht wesentlich vom

Wildtyp unterscheidet. Oder aber Gene sind in dkiclgen Gruppe als x-fach

differentiell eingeordnet, wobei die Grenze x Ubbrgten wird, aber rein quantitativ

liegt eine deutliche Reduktion der Expression imrhé#nis zum Wildtyp vor. Die

Einteilung der Gene basierend auf diesen Venn-Rragren ist daher nur ein Hinweis
auf einen Trend im Genexpressionsmuster, der ®eefizierung fur jedes einzelne Gen
bedirfte. Dennoch kann man aus diesen Listen Katehd ableiten, die fir den

betrachteten biologischen Prozel3 relevant seintkdnn

Der Vollstandigkeit halber ist auch der Vergleichr dGenlisten mit den in den
RNAI-Linien fehlregulierten Genen aufgefuhrt (s. amg A-XI). Diese Gene wurden
jedoch in den folgenden Auswertungen nicht nahémabbtet. Die meisten Gene dieser
Gruppen enthielten keine auf den ersten Blick @aden Informationen, sondern waren
haufig, eine Folge der rein mathematischen Gruppr aufgrund mangelnder

Signifikanz in den Wildtyp-Proben (p-Wert >0,05).

XYZ-Vergleich:
in WT, nicht in RNAI differentiell
exprimierte Gene

X: AOC- Y: OPR3-
abhangig abhangig
(907) (744)

Z: COl1-

abhangig
(714)
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Abb. C-15: Vergleich der RNAi-abhéngig nach
Pep-13-Behandlung differentiell regulierten Gene
Zugrunde liegen die Genlisten mit den nach Pepl3-
Behandlung dreifach differentiell exprimierten Genen
(s. Abb. C-14). Die Auswertung erfolgte mit GeneSpring GX
7.3.1, Agilent. WT, Wildtyp-Pflanzen; AOC, StAOC-RNAI-
Pflanzen, OPR3, StOPR3-RNAi-Pflanzen, COI1, StCOI1-
RNAi-Pflanzen

Die Mengen X, Y und Z der differentiell exprimierten Gene
im Wildtyp, aber nicht differentiell in der jeweiligen RNAI
Linie wurden in einem Venn-Diagramm miteinander
verglichen. Nach oben bzw. nach unten gerichtete Pfeile
kennzeichnen die Anzahl der induzierten bzw. reprimierten
Gene.
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152 Oxylipin-regulierte Kandidatengene in der Pp-13-Signalverarbeitung

Fur erste weiterfuhrende Analysen der Pep-13-Signatbeitung in Kartoffel wurden
Gene ausgewahlt, deren Expression in dedO&t, SIOPR3 sowie SCOI1-RNAI-
Pflanzen im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle redudiewar (s. Tabelle C-1). Diese
wurden zum grof3en Teil der Liste der Gene XYZ (\Alib. C-15), deren Expression in
Abhangigkeit von allen drei RNAi-Konstrukten im Wiyp nach Pep-13-Behandlung
differentiell exprimiert war, entnommen. Zusétzlwhrde die Liste der im Wildtyp nach
Pep-13-Infiltration mehr als dreifach verandertraxjerten Gene auf in RNAIi-Pflanzen
stark reduzierte Gene untersucht, da diese teiwrislen Schnittmengen des Vergleichs
der Wildtyp-Expression mit der, der RNAI-Linien (WVgAbb. C-14 B-D) anzutreffen
waren und somit nicht in der Liste XYZ auftauchten.

Als Kandidaten wurden ein JAZ-Homologes ausgewd&tdt,JAZ-Proteinen eine
fundamentale Rolle im JA-Signalweg zukommt (Chehial, 2007; Thinest al, 2007),
weiterhin ein putativer Transkriptionsfaktor mit 2 2RF-Domanen (&tP2TH, sowie
mit STTUBBY ein madglicher transkriptioneller Regulator. Fernveurde ein Gen mit
Ahnlichkeit zu einer MAPK-Kinase-Kinase (8APKKK) ausgewahlt, da MAPK-
Kaskaden Signalfunktionen besitzen und eine MAPIsK&ale als Signalkomponente fir
die HR-Antwort in Tabak diskutiert wird (Litet al, 2007). SUBOX wurde in die
Kandidatenliste aufgenommen, da U-Box-Proteine E8sUbiquitin-Ligasen im 26S-
Proteasom-Weg fungieren, tber den vermutlich negdiegulatoren der Immunabwehr
degradiert werden, um so eine schnelle Antwort @dsen (Dreher und Callis, 2007).
StMYH19 war zunachst als unbekannt annotiert undYST1konnte eine Funktion in
der Chromatin-Modifikation besitzen. ABC ist als ABC-Transporter annotiert und
wurde unter dem Gesichtspunkt ausgewahlt, dasshgete Sekretionsmechanismen fir
eine Abwehr nach PAMP-Erkennung wichtig sind (Thahg et al, 2006).

WT StAOC -RNAi StOPR3 -RNAi StCOI1 -RNAi
Kandidaten- x-fache x-fache x-fache x-fache .
gen Verinderung ] [ Verinderung S Verinderung S Verinderung AL Homologie
StJAZ 12,63 0,02 10,031 1,12 0,78 0,96 0,96 0,83 0,77 AtJAZ8
Transkriptionsfaktor mit
StAP2TF 5,91 0,01 10,027 1,62 0,37 1,17 0,78 0,90 0,80 AP2/ERF-Domanen
StABC 14,56 0,01 ]0,029 2,11 0,16 1,58 0,40 1,25 0,60 ABC-Transporter
StUBOX 27,40 0,01 10,026 5,64 0,01 9,12 0,00 6,43 0,01 | Protein mit U-Box-Doméne
Tubby Familie von
StTUBBY 6,54 0,01 ]0,029 1,60 0,05 0,97 0,94 0,77 0,74 Transkriptionsfaktoren
ATP-Bindung; Protein
StMAPKKK 4,43 0,01 10,029 2,11 0,03 2,20 0,05 2,38 0,10 Kinase (MAPKKK19)
StMYH19 1125 | 000 |0025) 322 [o016| 287 [o10]| 279 |00 | Umeskany AMYHTSE
myst Familie der Histon
StMYST1 7,86 0,02 10,031 3,15 0,01 2,24 0,26 2,97 0,03 Acetyltransferasen

Tabelle C-1: Intensitéatswerte der Kandidatengene na  ch Infiltration von Pep-13 bzw. W2A

Angegeben sind die Verhaltnisse der normalisierten Intensitatswerte der Pep-13-behandelten Probe zur
W2A-behandelten Kontrolle. Die Kandidatengene weisen in Wildtyp-Pflanzen nach Pep-13-Behandlung eine
>3 fach-induzierte Expression auf (p<0,05). Die p-Werte geben die Signifikanzschwelle an, mit der das Gen
in der jeweiligen Linie nach Pep-13-Infiltration x-fach induziert vorliegt (parametrischer Test, inhomogene
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Varianzen angenommen; Auswertung m. H. v. GeneSpring 7.3.1der Firma Agilent). Fir die Intensitatswerte
in Wildtyp-Pflanzen wurde der p-Wert in den 1241 differentiell exprimierten Genen (s. Abb. C-13) nach

Benjamini-Hochberg FDR korrigiert (g-value).

Die Daten aus den Microarray-Hybridisierungen hihdich der Pep-13-spezifisch
regulierten Genexpression der Kandidaten solltemaust mit Hilfe der quantitativen
Real-Time RT-PCR (qRT-PCR) verifiziert werden.

Dazu wurden zwei unabhangige Experimente durchgegfithdenen die Pflanzen,
wie bereits flur die Arrays, acht Stunden nach tirdiion von Pep-13 bzw. W2A geerntet
wurden. Aus den Ct-Werten der qRT-PCR-Messungerdevualie relative Expression
ausgewahlter Kandidatengene Uber AleCt-Methode ermittelt. Dabei gibt def®<Y-
Wert das Verhaltnis der Expression eines Zielgarder behandelten Probe (Pep-13) zur
Kontrolle (W2A), normalisiert auf ein Referenzgemieder (Schmittgen und Livak,
2008). Als Referenzgen wurde Eftla gewdahlt, von dem nach Literaturdaten in
Kartoffel eine unter verschiedenen experimentelBgdingungen stabile Expression
erwartet werden konnte (Nicet al, 2005).

Das Pep-13-induzierte Genexpressionsmuster korimtedi€ Kandidaten SAZ
StAP2TF, StABC, StUBOX und STUBBY verifiziert werden (s. Abb. C-16). Alle funf
Kandidaten zeigen eine deutliche Aktivierung dem&eression acht Stunden nach
Pep-13-Behandlung in Wildtyp-Pflanzen und der Veiatrolle. Diese ist deutlich
herabgesetzt in denBDC., SOPR3 sowie SCOI1-RNAiI-Pflanzen. Fur die Expression
von SABC und STUBBY war dieses Muster im zweiten Experiment nichtisiath
abgesichert. Hier war nur die Expression in de(Bi-RNAi-Linien signifikant
herabgesetzt.

Fur drei weitere Kandidaten, ¥ST1 SIMAPKKK und SMYH19 wurden die
Transkriptmengen bislang nur fur eines der Expemimenittels qRT-PCR bestimmit.
Dabei zeigte sich, dass zwar die Pep-13-abhéngigeregsion in Wildtyp- bzw.
Kontrollpflanzen bestatigt werden konnte, nichtraibe differentielle Expression in den
JA-defizienten bzw. —insensitiven RNAI-Linien (Datricht gezeigt).
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Abb. C-16: Pep-13 induzierte Expression ausgewahlte
StOPRS3- und St COI1-RNAi-Pflanzen

3 Wochen alte Kartoffelpflanzen wurden mit Pep-13 bzw. W2A (100 uM) infiltriert und nach acht Stunden
geerntet. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und 1 pg RNA mit (dT)s-Primern in cDNA umgeschrieben. Die
Transkriptmenge der angegebenen Gene wurde mit Hilfe einer gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen diente
StEF1a. Es wurden je drei biologische Replikate in zwei unabhéangigen Experimenten verwendet. Gezeigt ist
der AACt-Wert als Mittelwert aus sechs Proben (Kontrollen = WT und EVB2; StAOC-RNAIi = F1 und Z4;
StOPR3-RNAI = A3 und Z2; StCOI1-RNAi = H1 und X5) sowie deren Standardfehler. Die statistische
Auswertung erfolgte Uber eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Dunnett’s post-hoc Test; unterschiedliche
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p<0,05).

r Kandidatengene in St AOC-,

Fur die Microarray-Analysen, wie auch fur die Veigrung tUber qRT-PCR wurde
bislang nur ein Zeitpunkt nach Pep-13-Behandlungrabbtet. Eine weitergehende
Charakterisierung der Kandidatengene beinhalteteerdaie Analyse des zeitlichen
Verlaufs ihrer Pep-13-induzierten Expression.

Semiquantitative RT-PCR-Analysen in Abb. C-17 Agesi, dass die Expression
der sieben untersuchten Kandidaten bereits dreidgtunach Pep-13-Infiltration, meist
aber auch nach Infiltration des inaktiven Analo§8A induziert ist. Zu diesem frihen
Zeitpunkt handelt es sich somit vermutlich nicht eme Pep-13-spezifische Antwort,
sondern um einen allgemeinen Verwundungseffekt.iglieh StMYH19 scheint nicht
Wund-responsiv zu reagieren, jedoch sind hier amgh geringe Transkriptmengen
detektiert worden. Zu spateren Zeitpunkten zeidlenkandidatengene einen Anstieg der
Transkriptakkumulation, wobei dieser in den Peh#&Bandelten Proben starker auftritt
und auch bei 12 und 24 Stunden noch detektierbalFis den Zeitpunkt 48 Stunden ist
die Aussage schwieriger, da dort nur 1 Replikatliegh. Jedoch scheint zu diesem
Zeitpunkt die Genexpression schwacher zu sein.
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Die Expression des Kandidatengen®I86T1list in Abb. C-17 B in einer Northern-
Analyse gezeigt. Fur diesen Kandidaten scheint Exygression erst bei sechs bis neun
Stunden nach Pep-13-Behandlung einzusetzen. Didisddmn lang, bis 48 Stunden nach
Infiltration an. Da bei 48 Stunden noch deutlichgn&le detektierbar sind, und spatere
Zeitpunkte nicht analysiert wurden, kann eine weitsndauernde Expression des
StMY ST1lvermutet werden.

Fur alle betrachteten Kandidatengene zeigt sicbhcjeddass keine Expression in
unbehandelten Blattern vorliegt. Da jedoch bishar \derlauf der Genexpression nur in
einem Experiment mit zwei biologischen Replikatemgesehen wurde, muss dieses
Experiment wiederholt werden.

A

hpi_ 0 3 6 9 12 24 48

Pep-13 L T S T T S
StJAZ T RS
StAP2TF | R i
StABC e e e o S v ST
StTUBBY - e e e - — — -
StUBOX ——— - — —— -
StMAPKKK - -T—A -
StEF1a. D e e e B - -
StMYH19 = —
StEF1a BB an" - - e -

B Pep-13 W2A

hpi 0 3 6 9 12 24 48 3 6 9 12 24 48
s [ 3
StMYST1 : ’;“ -

rRNA S0 S8 Ton ok i d e Wb S o S8 S0 Sl GO0 b Wb € B BB BB B0 Bor es e

A

Abb. C-17: Zeitlicher Verlauf der Pep-13-induzierte  n Genexpression fur ausgewahlte
Kandidatengene

Je drei Blatter von Wildtyp Kartoffelpflanzen (n=2) wurden vollstédndig mit Pep-13 (+) bzw. W2A (-) (100 uM)
infiltriert und zu den angegebenen Zeitpunkten (hpi) geerntet.

A) sqRT-PCR-Detektion von StJAZ, StAP2TF, StABC, StTUBBY, StUBOX, StMAPKKK StMYH19 und
StEFla

Nach Isolierung der Gesamt-RNA aus behandelten Blattern erfolgte die cDNA-Synthese aus 1 ug RNA mit
(dT)n -Primern. Die Transkripte der Kandidaten wurden mit spezifischen Primern in einer PCR amplifiziert
und im Agarosegel aufgetrennt. Pep-13 +, W2A -. Die StMYH19-Transkripte wurden aus einem anderen
Ansatz cDNA als die Transkripte der Ubrigen Kandidatengene amplifiziert und ist daher mit separater
StEF1a-Kontrolle gezeigt.

B) Northern-Blot-Analyse von StMYST1

20 pg Gesamt-RNA wurden im Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylon-Membran Ubertragen. Die
Detektion erfolgte mit einem ¥p_markierten cDNA-Fragment. Als Ladekontrolle diente Ethidiumbromid-
gefarbte RNA.
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Eine weitere Fragestellung einer ersten Charaktenisg der Kandidatengene war
die Untersuchung ihrer basalen Expression in veedehen Pflanzenorganen. Hierzu
wurden Kartoffelpflanzen auf Perlit angezogen unceinem Stadium geerntet, das in
etwa dem der Pflanzen entsprach, die drei WochénEede gewachsen waren. Die
verschiedenen Organe wurden separat eingefroremadin enthaltene RNA isoliert und
einer sqRT-PCR unterzogen. Da aus Literaturdatdmarivg ist, dass die Expression
zahlreicher JA-abhangig regulierter Gene auch Wuoddzierbar ist und die im
Gewéchshaus geernteten Bliten Thrips-Befall zejgiearde parallel zur Organ-
spezifischen Expression auch der zeitliche Vertderf wundinduzierten Genexpression
der Kandidaten in Kartoffelblattern mit Hilfe einegRT-PCR-Analyse betrachtet. In
Abbildung C-18 sind die Ergebnisse dieser Untersngkn dargestellt.

Die Transkripte des 3IAZKandidatengens zeigen keine basale Expression in
Blattern oder anderen Organen, akkumulieren abeB@anin. nach Verwundung mit
maximaler Expression nach ca. zwei Stunden. Digavache Akkumulation der $AZ-
Transkripte in je einer von zwei Wurzel- bzw. Blipeoben konnte somit auf
Verwundung beim Ernten der Wurzeln oder durch Tfpal3 an den Bluten
zurtckzufiahren sein.

Fur SAP2TF konnte keine Verwundungsinduzierte Expression aelotet werden.
Dieser putative Transkriptionsfaktor scheint abamdtitutiv in Bliten exprimiert zu sein.
Sowohl SABC als auch S1IBOXweisen starke Transkriptakkumulation nach Verlegzun
der Blatter auf, wobei 8BC Uber einen deutlich l&ngeren Zeitraum nach Venwuagd
exprimiert wird. Zusatzlich sind die Transkripteesier Gene in Stangel, Blattstiel und
Wurzel nachweisbar. 8BCwird auRerdem in Bliten undTBiBBY spezifisch in jungen,
nicht ausgewachsenen Blattern konstitutiv exprimier

Auch SMYSTZTranskripte scheinen nach Verwundung zu akkumerier
Weiterhin konnte die Transkriptakkumulation diegéndidatengens in Wurzeln und
maoglicherweise auch in Bluten gezeigt werden. Wiehabei SABC ist die Bliten-
spezifische Genexpression unter dem Vorbehalt atmoen, dass sie auch von
Verwundung durch Thrips-Fral3 herrtihren kdnnte.

StMYH19 ist weder konstitutiv, noch Wund-abhangig exprimiéDaten nicht
gezeigt). Das Kandidatengen mit Ahnlichkeit zu eilMAPKKK, StMAPKKK, weist
keine basale Expression auf, ist aber nach Verwngduiark und transient exprimiert.
Wie schon in der Pep-13-Kinetik beobachtet, zeigt duf STUBBY keines der
Kandidatengene eine deutliche basale ExpressiBlaitern.
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Abb. C-18: Basale bzw.

A e Blatt- Verwundungs-induzierte
Blatt | Blatt |Stingel| stiel |Wurze| Bliite | Knolle Expression der Kandidaten-
StJAZ . - - gene

A: Expression in verschiedenen
StAP2TF Organen der Kartoffel
StABC R it X B — Wildtyp-Pflanzen wurden auf Perlit

angezogen und als adulte Pflanze
StUBOX e . - — geerntet. Ein pg Gesamt-RNA aus

.i- G den  verschiedenen  Organen

StTUBBY d- wurde  einer  cDNA-Synthese
StMYST1 o G| e unterzogen. Gen-spezifische
StMYH19 Prim_er o dienten_ der
semiquantitativen Bestimmung der

StEF1a |™™ -I- -I- -H-h — i-. St [ s | | Transkriptlevel der

Kandidatengene in jeweils zwei

biologischen Replikaten. StEFla
B wurde als Kontrolle amplifiziert.

B: Wundinduzierte Genexpression
hpw 0 02 051 15 2 3 4 6 8 24 der Kandidatengene im zeitlichen
StJAZ F — — o— D Verlauf

Ausgewachsene  Wildtyp-Blatter
StAP2TF wurden  mit einer Pinzette
StABC — S ——— — | | Verwundet und zu verschiedenen

Zeitpunkten nach Verwundung
StUBOX [ (hpw, Stunden nach Verwundung)

geerntet. Die cDNA-Synthese aus
StTUBBY Gesamt-RNA erfolgte mit 1 pg
StMYST1 —_— - RNA. Die PCR erfolgte mit Gen-

spezifischen Primern.
StMAPKKK - —
StEF1a - e . . e — .
153 Das Kandidatengen SAZ

Aus den Microarray-Analysen mit den Pep-13-behdadelJA-defizienten bzw. JA-
insensitiven RNAi-Pflanzen wurde JXZ als differentiell exprimiert identifiziert.
Annotiert wurde dieses Gen als JAZ-ahnlich mit eisiarken Homologie zu AAZ8
Das differentielle Expressionsmuster der Microaamalysen konnte in gRT-PCR-
Analysen bestéatigt werden (s. Abb. C-17).JAf weist keine Expression in
unbehandelten Pflanzen auf (s. Abb. C-18, A), &rawie viele andere JA-regulierte
Gene, nach Verwundung aktiviert (s. Abb C-18 B): &iine funktionelle Analyse dieses
Kandidatengens wurde ein  RNAi-Ansatz zur Herabsgjzu der SIAZ
Transkriptakkumulation gewahlt. Diese JBZ-RNAI-Pflanzen konnten im Rahmen
dieser Arbeit in einem ersten Experiment analysientden.

Zunachst wurde jedoch eine Southern-Analyse dufdhge um abschatzen zu
kbnnen, ob SIAZ als Einzelgen oder, wie seine Arabidopsishomolpgds Mitglied
einer Genfamilie vorliegt. In diesen Southern-Asely zeigte sich nach Verdau mit
verschiedenen Restriktionsenzymen ein multiplesdBamuster (s. Abb. C-19). Dieses
kann als Hinweis auf das Vorliegen mehreldJA&tHomologe, und somit einer
Genfamilie im Genom der Kartoffel gewertet werden.
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Abb. C-19: Southern-Analyse des St JAZ aus Kartoffel

Aus Wildtyp-Kartoffelblattern isolierte DNA wurde mit den angegebenen
Restriktionsenzymen verdaut. Die im Agarosegel aufgetrennte DNA wurde
auf eine Nylonmembran Ubertragen und anschlieBend mit einer ¥p.
markierten Sonde fur StJAZ hybridisiert. Am linken Bildrand sind die
GroRen von Pstl-verdauter A-DNA als GrolRenstandard markiert.

BamHI
EcoRlI
Hindlll

11 kb —

L

5kb ga
25kb - &4
w3
11Kk | .
“ P

0,5kb —

Ein 361 bp langes Fragment aus der in der POCIfbatek [ttp://parc.ipk-
gatersleben.de/pgciverotffentlichten Sequenz desJAZ wurde in pHELLSGATES
kloniert und stabil in Kartoffelpflanzen transformi. Die Tansformanden wurden mittels
Southern-Analyse auf den Einbau der T-DNA hin didek und in einem ersten
Experiment auf ihren Phanotyp sowieJA&Z-Tanskriptakkumlation nach Pep-13-
Behandlung untersucht. In Abb. C-20 A sind die &#&tvon vier der neun getesteten
StJIAZRNAI-Linien 24 Stunden nach Pep-13-Infiltrationzget. Diese wiesen acht
Stunden nach Pep-13-Infiltration reduzierted A&t Transkriptmengen auf und konnten
somit als RNAI-positiv bestatigt werden. Keine derdiesem Experiment untersuchten
Linien weist einen im Vergleich zum Wildtyp veramngs Phanotyp auf.

Da die JAZ-Proteine aus Arabidopsis und Tomate paisative transkriptionelle
Regulatoren charakterisiert sind (Chetial, 2007; Thinest al, 2007; Browse, 2008),
wurde in den SIAZRNAI-Pflanzen auch die Pep-13-responsive GenesmBs
analysiert. Dafur wurden die ZXZRNAI-Linien B3, G3, H1 sowie I1 verwendet
(s. Abb. C-20 A). Pep-13-behandeltes Blattmatéwainte flr erste sqRT-PCR-Analysen
der Expression der JA-Biosynthesegene genutzt werDabei zeigte sich, dass die
Expression von $0X3 SHAOC sowie SOPR3in den SIAZPflanzen unveréndert
stattfinden kann (s. Abb. C-20 A). Weiterhin wurde Expression des JA-abh&ngig
Pep-13-aktivierten Gens FEN2 untersucht. Eine Northern Analyse derPIBi2-
Expression in den $AZRNAi-Pflanzen 24 Stunden nach Pep-13-Infiltratiames
ebenso keine Verdnderung zum Wildtyplevel auf,idaiesem Experiment jedoch stark
schwankte (s. Abb. C-20 B).
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. Abb. C-20: Pep-13-
A StJAZ-RNAI Antwort der St JAZ-RNAI-
WT B3 G3 H1 1 Pflanzen:

Ca. drei Wochen alte StJIAZ-
RNAI- und Wildtyp-Pflanzen
wurden mit Pep-13 (100 pM)
infiltriert und je ein Blatt nach
acht Stunden bzw. nach 24
Stunden geerntet.

" A) Nekrosen-Bildung 24
SIIAZ |l e Stunden und Gen-expression
— . acht Stunden nach Pep-13-

StLOX3 pramumni Infiltration
StAOC |-~ — — e e Gezeigt sind die Auspragung
SLOPR 3 | s e s s s . s s s s de( Nekrosgn 24} hpi (ober;te
StEF1q, | & == P R — . ERER Reihe) sowie die Expression

von StJAZ, StLOX3, StAOC,
StOPR3 und StEFla acht

B StJAZ-RNAI Stunden nach Pep-13-
Infiltration. Hierfur wurde eine
WT B3 G3 H n sqRT-PCR mit genspezifischen

Primern  durchgefuhrt.  Far
StPIN2 e - StJAZ wurde ein 3'-Primer
aullerhalb der RNAIi-Region
rRNA gewahlt. Fur die cDNA-

Synthese wurde 1 pg Gesamt-
RNA eingesetzt.

B) StPIN2-Expression in StJAZ-RNAIi-Pflanzen

Die Detektion der StPIN2-Expression erfolgte fiir den Zeitpunkt 24 Stunden nach Pep-13-Infiltration mittels
Northern-Analyse. 20 pg RNA wurden im Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und
mit einem StPIN2-spezifischen ¥p_markierten cDNA-Fragment hybridisiert. Die Ethidiumbromid-gefarbte
rRNA diente als Kontrolle fur gleichméaRige Beladung des Gels.

Da eine verwundungsinduzierte Expression dddZhachgewiesen werden konnte
(s. Abb. C-18 B), wurde untersucht, ob die redueitlAZTranskriptmenge in den
RNAI-Pflanzen einen Einfluss auf die Wundantwort. ha
Auch hierfur wurde die Genexpression der wundinelten JA-Biosynthesegene 81X3
und SAOC sowie des MarkergensF8N2 mit Hilfe von Northern-Analysen untersucht
(s. Abb. C-21). Alle vier betrachteten JBZ-RNAI-Linien verhielten sich in diesem
Experiment wie die Wildtyp-Kontrollen.

StJAZ-RNAI Abb. C-21: Wundantwort in St JAZ-
WT B3 G3 H1 11 RNAi-Pflanzen
Blatter ausgewachsener Pflanzen wurden mit
SILOX3 | W S s -"--- -.- einer Pinzette rechts und links der Mittelrippe
, mehrmals  gequetscht. Zwei  Stunden
StAOC (¥ S S S S B s 0 S B [ (StLOX3 und StAOC) bzw. 24 Stunden
(StPIN2) nach Verwundung wurden die
rRNA Blatter geerntet und die Gesamt-RNA isoliert.
rRNA 15 pg RNA wurden Uber ein Agarosegel
aufgetrennt, auf eine  Nylonmembran
SIPIN2 | %% % # 3% 8 ® & = & " W bertragen und die Transkripte mittels
radioaktiv-markierten cDNA-Fragmenten
rRNA nachgewiesen. Ethidiumbromid-gefarbte RNA
diente als Kontrolle fur gleichméaRige
Beladung des Gels.
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2. 13-Lipoxygenase-abgeleitete Oxylipine in der
Pathogenantwort vonSolanum tuberosum L.

2.1. Rolle der 13-LOX-Oxylipine in der kompatibleninteraktion zwischen
Kartoffel und P. infestans

Infiltration des PAMP Pep-13 in Kartoffelblatterhiii zu einer Signalkaskade, an deren
Ende eine Reihe induzierter Abwehrantworten steiwandie HR und Veranderungen im
Genexpressionsmuster (Brunratral, 2002; Halimet al, 2004). Im ersten Abschnitt der
vorliegenden Arbeit konnten Daten von V. Halim (ifal 2006; Halimet al, 2009)
bestétigt und erweitert werden, wonach JA in dgr-P&induzierten Signalkaskade in
Kartoffel unterhalb von SA liegt. Die JA-defizientdzw. —insensitiven RNAIi-Pflanzen
weisen im Vergleich zu Kontrollpflanzen reduzieridekrosenbildung sowie eine
veranderte Genexpression auf.

Fur den bakteriellen PAMP flg22 konnte 2004 der INegis erbracht werden, dass
das Fehlen der flg22-induzierten AbwehrantwortenAmabidopsis zu einer erhdhten
Suszeptibilitat gegentbd?. syringaefihrt und die Vorbehandlung von Arabidopsis-
Pflanzen mit flg22 eine Resistenz-induzierende VAfikk hat (Zipfelet al, 2004). Ein
ahnlicher Effekt wurde auch fir andere PAMPs, wREC (Mateoset al, 1997) und
Pep-13 (Halim, 2006), sowie fur den generellenitiicINF1 (Kawamuraet al, 2009)
gezeigt.

Daher sollte als ein weiterer Aspekt dieser Arlgbé Interaktion der StOGC,
StOPR3 und SCOI1-RNAi-Pflanzen mit dem OomyceteR. infestansuntersucht
werden, der wie zahlreiche andere Mitglieder dettidg Phytophthoradie Pep-13-
tragende Transglutaminase besitzt. Zunachst wuiide kdmpatible Interaktion im
suszeptiblen Hintergrund betrachtet, da die RNARr#taukte in die Kartoffelsorte
Désirée transformiert worden waren, die kein betemR-Gen tragt (r1-Hintergrund).

Eine Ubersicht liber die Infektionsexperimente Ritinfestansyibt Abbildung C-
22. Das Wachstum vorP. infestans auf Kartoffelblattern wurde in mehreren
unabhangigen Experimenten mit verschiedenen RNAiehi makroskopisch (Bildung
der L&sionen, s. Abb. C-22 A und B) und quantitafiver eine Real-Time PCR-basierte
Methode (Eschen-Lippoldt al, 2007); s. Abb. C-22 C), untersucht. Dabei zeigieh
keine signifikanten Unterschiede im Wachstum Poinfestansauf den Kontrollpflanzen
im Vergleich zu den JA-defizienten bzw. den JA-msBven RNAI-Pflanzen.
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WT EV F1 Z4 A3 Z2 H1 X5
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Abb. C-22: P. infestans Infektion von transgenen RNAi-Kartoffelpflanzen (S  tAOC-, StOPR3-
und St COI1-RNAi-Konstrukte im r1-Hintergrund)

A) Léasionen von infizierten Kartoffelblattern (1,5x10° Sporen/ml, 10ul/Inokulation, 3dpi). Die Fotos zeigen je eine
Inokulationsstelle auf der Blattunterseite von drei verschiedenen Kontrollpflanzen (WT und EV), StAOC-RNAI- (F1
und Z4), StOPR3-RNAi- (A3 und Z2) bzw. StCOI1-RNAi-Pflanzen (H1 und X5).

B) Trypan-Blau-Farbung von P. infestans-infizierten Kartoffelblattern. Die Pflanzen wurden in Sterilkultur
angezogen und mit einer Sporensuspension von 1x10° Sporen/ml infiziert. Zwei Tage nach Inokulation erfolgte die
Ernte der Blatter und anschlieRende Trypan-Blau-Féarbung. Kontrolle WT, StAOC-RNAi F1, StOPR3-RNAi A3,
StCOI1-RNAI X5.

C) Quantifizierung des Wachstums von P. infestans in den RNAi-Pflanzen. Je zwei ausgewachsene Blatter von
Kartoffelpflanzen wurden auf der Blattunterseite mit P. infestans infiziert (10pl & 1x10° Sporen/ml). Infiziertes
Blattgewebe aus der Infektionsstelle wurde nach drei Tagen mit einem Korkbohrer geerntet und die DNA isoliert.
Die Quantifizierung der P. infestans-Biomasse erfolgte mittels gPCR (Eschen-Lippold et al., 2007). Angegeben
sind die Mittelwerte und Standardfehler in relativen Einheiten. C: Kontrollpflanzen (WT, EVB2 und EVE4), AOC:
StAOC-RNAI-Pflanzen (F1 und Z4), OPR3: StOPR3-RNAi-Pflanzen (A3 und Z2), COI1: StCOI1-RNAi-Pflanzen
(H1 und X5); Gezeigt sind zwei unabhangige Experimente (n=4, bzw. 6 fir die Kontrollen). Dieses Experiment
wurde in 5 Experimenten wiederholt, in denen sich &hnliche Ergebnisse zeigten. Die statistische Auswertung
erfolgte Uber eine parameterfreie, einfaktorielle Varianzanalyse und Dunn’s post hoc Test.
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Um die Reaktion der RNAIi-Pflanzen alf infestansveiter zu analysieren, wurden
zusatzlich Kartoffelknollen der jeweiligen RNAI-Lian inP. infestand/Nachstumsassays
untersucht, wobei die Quantifizierung wie in Blatteiber gPCR erfolgte. Die GDI1-
RNAI-Linien wiesen eine starke Streuung auf, woltge Linie X5 ein erhohtes
Wachstum zulie3. Da eine weitereC8tl1-RNAI-Linie (H1) jedoch kein signifikant
erhohtes Wachstum zeigte, wird davon ausgegangess, die Expression desCRl1-
Konstruktes keinen Einfluss auf das Wachstum desy@eten in Knollen hat. Ebenso
konnte auf Knollen der 80C und der SDPR3RNAI-Pflanzen kein verandertes.
infestansWachstum detektiert werden (s. Abb. C-23).

Abb. C-23: P. infestans-Wachstum auf

1254 v Knollen transgener RNAI-Pflanzen

O — Knollenscheiben von StAOC-, StOPR3- und
@S 100+ StCOI1-RNAi-Pflanzen wurden mit einer P.
© "5 vy infestans-Sporensuspension (1x105
Ec 757 o A Sporen/ml) infiziert. Finf Tage nach der
o . T__rf Inokulation wurden die Knollenscheiben
oY s50- o: . % = eingefroren und lyophilisiert. Die daraus
<0 _— % i v isolierte DNA wurde in gPCR-Analysen zur
= 2579 2, - Aa vy Quantifizierung der P. infestans Biomasse
genutzt. Gezeigt sind die Mittelwerte und

0 Standardfehler von 10 biologischen Replikaten

(lt A6C OP'R3 C(')I1 aus finf unabhangigen Experimenten. Ein
Replikat entspricht dabei vier bis fiinf
Knollenscheiben je einer Knolle. In den
Experimenten wurden pro Konstrukt zwei
RNAi-Linien  verwendet. Die statistische
Auswertung  erfolgte  mit  Hilfe  einer
parameterfreien einfaktoriellen Varianzanalyse
und Dunn’s post hoc Test.
Trotz des unveranderten Wachstums véh infestans war nicht vollstandig
auszuschlie3en, dass das Fehlen der JA-BiosyntideseJA-Perzeption in den RNAI-
Pflanzen einen Effekt auf die Pathogen-induziersméxpression haben konnte, da dies
auch fur die PAMP-induzierte Genexpression gezeigtde. Um einen solchen Effekt
aufzudecken,  wurden  Northern-Analysen  durchgefuhrin ~ denen  die
Transkriptakkumulation verschiedener MarkergeneAl®vehr naher untersucht wurde.
Abb. C-24 zeigt die Ergebnisse dieser Northern-pseh fur je zwei Kontroll-, tOC,
StOPR3 sowie SCOI1-RNAI-Linien drei Tage nach Infektion. Die 9-Lipoggnase
St.OX1, ebenso wie die 13-LipoxygenaselLOK3 weisen drei Tage nach der
P. infestandnfektion eine deutliche Transkriptakkumulatiorf,adie aber in allen RNAI-
Linien im Vergleich zu den Kontrollen unveranderics Auch die Abwehrgene BR1
und SPR10sowie dieP. infestansaktivierte Kupferaminoxidase SAO zeigen unter
diesen Bedingungen in allen Linien eine vergleichbdal ranskriptakkumulation.
Lediglich fur das PR-Gen BR5 ist mdglicherweise eine leicht reduzierte
Transkriptakkumulation in den RNAI-Linien im Vergtd zu den Kontrollen feststellbar,
so dass hierfur ein partieller Einfluss des JA-Véegef die Genexpression vermutet

werden kann.
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Kontrollen ~ StAOC-RNAi  StOPR3-RNAi StCOI1-RNAi  App. C-24-

WT. EV.FH Z4 A3 22 H1 X5 Genexpression in transgenen
RNAi-Pflanzen nach
Inokulation mit  P. infestans
StPRT M B H B W S u "™ " »» »| RNA wurde aus _ P. infestans-
infizierten (1x10 Sporen/ml)
MNA | TSSO SSE S S 8 8§ & atten (3dpi) isoliert und 20 pg in
einem Agarosegel aufgetrennt.

SILOX3 | SeF S S S S S &8 G0 &0 B & & & B8 B Nach  Ubertragung  auf  eine

SILOXT | 50 S S S S S S S S S S S S0 & S

Nylonmembran erfolgte die

StPR5 W W E B S -w S e v W W Hybridisierung mit **P-markierten
S G S Gl e e s aneeees CONA-Fragmenten, spezifisch fur

FRNA SRR O W W W W W s W W s W die einzelnen  Gene.  Als
Ladekontrolle ist die

SIPRTO |W %8 % W 8% ™ ™ & & w & W= = ¥ ™ cihidiumbromid-gefarbte  rRNA

rRNA 2 ettt * 2ot & =t S+ P gezeigt. Fiur die Proben wurden je
- e 3 - e - w e i
- - 12 Blattscheiben aus der

StCAO (" % % W % 50 40 S % % W % & W W W | Infektionsstelle von zwei
verschiedenen Pflanzen gepoolt. In

RNA R CTEEE U SE TS S S E S| cinem weiteren Experiment zeigte

sich ein ahnliches Ergebnis.

|

2.2 Rolle der 13-LOX-Oxylipine in der chemisch-indzierten Resistenz
gegenP. infestans

Die nicht-proteinogene AminosauseAminobuttersdure (BABA) ist in der Lage, in einer
grof3en Anzahl von Pflanzenspezies Resistenz gedferverschiedene Stressstimuli wie
Pathogene (Jakast al, 2001; Cohen, 2002) sowie Hitze- und Salzstreakafdet al,
2005; Zimmerli et al, 2008) zu induzieren. Der genaue Mechanismus diese
xenobiotischen Substanz ist vielfach noch nichiagegeklart.

Der Einfluss des JA-Signalweges auf diese chemrsthzierbare Resistenzantwort
der Pflanzen sollte mit Hilfe der SDC, SOPR3 und SCOI1-RNAi-Pflanzen
untersucht werden. Hierfir wurden zunachst Wildtgptoffelpflanzen mit 100 ml 1
mM BABA gegossen und uber zwei (1. Experiment) buiwer Tage (2. Experiment) zu
verschiedenen Zeitpunkten Proben genommen. Anfanck wurde der Gehalt an SA
und SAG, OPDA und JA, sowie die Akkumulation vonwhrgen-Transkripten in
diesen Proben analysiert. Die Behandlung der Rélanmit BABA fuhrt weder zu
erhohter Akkumulation der Signalsubstanzen SA uA®G $zw. OPDA und JA noch zu
einer Expression der AbwehrgenePRt, SPPR5 SL.OX1 oder StOX3 (Daten nicht
gezeigt).

Die durch BABA induzierte Resistenz wurde in dennkoll- und RNAI-Linien
durch Messung deR. infestans/Nachstums analysiert. Dabei zeigte sich, dass maide
reduzierte JA-Biosynthese in&BDC und SOPR3RNAI-Pflanzen, noch die verminderte
JA-Perzeption in den SOI1-RNAI-Pflanzen zu einem Verlust der BABA-induziarte
Resistenz fuhrt (s. Abb. C-25). In allen untersanhitinien ist drei Tage nach Infektion
in den BABA-vorbehandelten Proben eine deutlich irgmre Entwicklung der
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P. infestanBiomasse im Vergleich zu den jeweiligen Wasseranekelten

Kontrollproben erkennbar (p<0,05, Mann-Whitney-)edie schon in Abb. C-22
gezeigt, war auch in diesen Experimenten keinssisth signifikanter Unterschied im
Wachstum vonP. infestanszwischen den Kontrollpflanzen und den RNAI-Linien
messbar (innerhalb der Gruppe der Wasser- bzw. Bx&hAehandelten Pflanzen).

Experiment 1 Experiment 2

Wasser BABA Wasser BABA
1204 =

o
i

o Q
¥ g%
S 5 40- Ay o3 80 . =
L L
SE SE J_'r v
m ° g % [a1] v
- 201 'y' - 40+ n . %
TREEC aasw - FTEC A
|
0 T T T T T T T T 0 T T T Y M
C AOC OPR3COI1 C AOC OPR3cCOI1 C AOC OPR3COI1 C AOC OPR3COI

Abb. C-25: BABA-induzierte chemische Resistenz - Wa chstum von P. infestans in
transgenen RNAI-Linien

Kartoffelpflanzen wurden mit 100 ml Wasser (-) bzw. 1 mM BABA (+) gegossen. Einen Tag nach der
Vorbehandlung erfolgte die Inokulation mit je 10 pl einer P. infestans-Sporensuspension auf der
Blattunterseite (Experiment 1: 1x10° Sporen/ml, 8 Inokulationsstellen/Blatt; Experiment 2: 2x10° Sporen/ml,
16 Inokulationsstellen/Blatt). Drei Tage nach Infektion wurde infiziertes Blattgewebe mit einem Korkbohrer
geerntet, wobei zwei Blatter einer Pflanze zu einem Pool vereinigt wurden. Die Quantifizierung der
P. infestans Biomasse erfolgte mittels gPCR. Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardfehler fur zwei
unabhangige Experimente (n=8). AOC=StAOC-RNAI (Linien F1 und Z4); OPR3=StOPR3-RNAi (Linien A3
und Z2); COI1=StCOI1-RNAi (Linien H1 und X5).

Auch fur die BABA-induzierte Resistenz wurde diepEassion von Abwehrgenen
nach P. infestandnfektion in den RNAI-Pflanzen mit der Genexpressiin den
Kontrollpflanzen verglichen. Das verminderte WaahstvonP. infestangs. Abb. C-25)
fuhrt in den BABA-behandelten Pflanzen zu einemviederten Transkriptakkumulation
der Abwehrgene 8R1 StPR5 SL.OX1, SLOX3 sowie SCAO (s. Abb. C-26). Dieses
kénnte darauf zurickzufuhren sein, dass durch damiaderte Mycelwachstum im
Blattgewebe weniger Zellen mit dem Oomyceten in tdkhkommen und eine Abwehr
auslésen. Umgekehrt wacHat infestangn den Wasser-behandelten Kontrollen starker,
so dass mehr Zellen mit einer Aktivierung der Tkaipsakkumulation reagieren. Auch
hier zeigten die RNAIi-Pflanzen insgesamt die gleiBteaktion wie die Kontrollpflanzen.
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Kontrollen = StAOC-RNAi StOPR3-RNAi  StCOI/1-RNAi
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Abb. C-26: Genexpression in transgenen RNAi-Pflanze n in der BABA-induzierten
Resistenz

Ausgewachsene Kartoffelpflanzen wurden einen Tag nach Vorbehandlung mit Wasser (-) bzw. 1 mM BABA
(+) mit 10 pl einer P. infestans-Sporensuspension (2x105 Sporen/ml) infiziert (16 Inokulationspunkte).

Nach drei Tagen wurden die Inokulationsstellen mit einem Korkbohrer ausgestochen, wobei die
Blattscheiben von jeweils zwei Pflanzen fir eine Probe vereinigt wurden. Aus dem Blattmaterial wurde die
Gesamt-RNA isoliert, je 20 pg in einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran Ubertragen.
Hybridisiert wurde mit radioaktiv-markierten cDNA-Fragmenten. Als Ladekontrolle diente die
Ethidiumbromid-gefarbte rRNA. Ein zweites Experiment lieferte ahnliche Ergebnisse.

2.3 Die inkompatible Interaktion zwischenP. infestans und den R1-Gen-
tragenden Kartoffeln — Rolle der 13-Oxylipine

Nachdem in Abschnitt 2.1 gezeigt werden konntes diés Oxylipine des 13-LOX-Weges
in der kompatiblen Interaktion zwischen der susbégt Kartoffelsorte Désirée und
P. infestanskeine Rolle fur den Verlauf der Infektion zu spielscheinen, sollte nun

untersucht werden, ob den 13-Oxylipinen in einekompatiblen Interaktion eine
Funktion zukommit.

2.3.1 Generierung der JA-defizienten und JA-insensven RNAI-Pflanzen
im R1-Hintergrund

Fur die Untersuchung der Rolle der 13-Oxylipineder inkompatiblen Interaktion von
Kartoffel und P. infestanswurden die RNAi-Konstrukte fur 80C, SIOPR3 sowie
StCOI1 (s. Anhang A-lll) in R1-Gen-tragende Kartoffelnrdgorte Désirée transferiert
(zur Verfigung gestellt von C. Gebhardt, MPI KoliBallvora et al, 2002)). Zur
Kontrolle erfolgte die Transformation der Konstrelktuch in die isogene Désirée-Pflanze
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(rl) sowie die Vektorkontrolle LV41 (r1 Hintergruntransformiert mit einem Vektor
ohne Insert) (beide ebenfalls vom MPI in KolIn).

In Abb. C-27 sind die Ergebnisse der Charakteusigr der RNAI-Pflanzen
zusammengefasst. Pflanzen, die laut Southern-Aadiys den Einbau des jeweiligen
RNAi-Konstruktes positiv. waren (Daten nicht gezgigtwurden auf die
Transkriptakkumulation des jeweiligen Gens nachwgrdung (SAOC und SOPR3J
bzw. in unbehandelten Blattern (FDI1) gepriuft. Pflanzen mit verminderter
Transkriptakkumulation konnten als RNAi-positiv @astuft werden. Fir diese Pflanzen
wurde auch die Akkumulation der BN2-Transkripte (Marker fur den JA-Signalweg)
untersucht (Abb. C-27 A, C und E). AnschlieRend deufir die RNAI-Pflanzen, der
Gehalt an Jasmonaten nach Pep-13-Infiltration areaty(Abb. C-27 B, D und F). Die
StAOG und SOPR3RNAi-Pflanzen wiesen eine gute Korrelation zwisthder
Reduktion der SXfOCG und SOPR3Transkriptmengen und dem jeweiligen Level an
Jasmonaten auf. Fir dieGEI1-RNAiI-Linien scheint die Menge an OPDA und JA-lle
nicht reduziert zu sein. Der Gehalt an JA ist fig dinien S7B1, S9C7 und S9Y1 in
diesem Experiment signifikant reduziert (t-Test,0@®5). Die Linie S7Q1 konnte in
diesen Analysen als nicht RNAi-positiv aussortveetrden.

A StAOC-RNAI C StOPR3-RNAi E StCOI1-RNAi
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Abb. C-27: Beschreibung der St AOC-, StOPR3- und StCOI1-RNAi-Pflanzen im
R1-Hintergrund

A, C, E) Genexpression in den RNAi-Pflanzen nach Verwundung

Blatter der RNAi-Pflanzen wurden mit einer Pinzette mehrmals rechts und links der Mittelrippe gequetscht.
Es wurden zu 1,5 Stunden (fiir die StAOC- bzw. StOPR3-Sonde) und 24 Stunden (fur die PIN2-Sonde)
Proben geerntet. Je 15 pg RNA wurden im Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und
mit **P-markierten cDNA-Fragmenten spezifisch fir die StAOC, StOPR3 bzw. StPIN2 hybridisiert. Die
Ethidiumbromid-gefarbte rRNA ist als Ladekontrolle gezeigt.
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Fir die Quantifizierung der StCOI1-Transkriptmengen in den StCOI1-RNAi-Linien (E) wurde 1 pg RNA
unbehandelter Blatter in cDNA umgeschrieben. Anschliel3end erfolgte die PCR mit spezifischen Primern fiir
StCOI1 und StEF1a.

Die Bezeichnungen De (Désirée, rl), LV41 (Vektorkontrolle, rl) und 10-23 (R1 in Désirée) tiber den RNAI-
Linien markieren den Hintergrund, in den das jeweilige Konstrukt eingebracht wurde.

B, D, F) Akkumulation von OPDA, JA und JA-lle in den RNAi-Pflanzen nach Pep-13-Behandlung

Blatter von je drei Pflanzen pro RNAI-Linie wurden mit 100 pM Pep-13 infiltriert und nach 24 Stunden
geerntet. Der Gehalt an OPDA, JA und JA-lle wurde mittels GC-MS-Messungen bestimmt. Gezeigt sind die
Mittelwerte und Standardfehler (n=3).

2.3.2 Einfluss der JA-Defizienz und JA-Insensitivitat aufdasP. infestans
Wachstum

Die Infektion der resistenten R1-Pflanzen (Linie-28) mit P. infestansfuhrt zur
Ausbildung einer HR, die lokal begrenzt d.h. nurBereich des infizierten Blattgewebes
ablauft. Im Unterschied dazu zeigen sich in susalegpt r1-Pflanzen deutliche braune
Lasionen, die nach einigen Tagen auch Uber diktnfesstelle hinaus sichtbar werden
und sich durch unregelméafige Abgrenzung zum nidigierten Gewebe auszeichnen.

Diese rein aul3erliche Unterscheidung zwischen kailvipa und inkompatibler
Interaktion ist auch fir die RNAi-Konstrukt-tragedPflanzen moéglich. Die Expression
der RNAi-Konstrukte im R1-Hintergrund der Linie 2G- fuhrt nach Infektion mit
P. infestansauch weiterhin zur Bildung einer HR. Daraus kaesahlu3folgert werden,
dass das Fehlen eines funktionalen JA-Signalwegeden SAOGC, SIOPR3- bzw.
StCOI1-RNAI-Pflanzen nicht zu einem Verlust der R1-Gemrviételten Resistenz gegen
P. infestanguhrt (s. Abb. C-28 A).

Zusatzlich zu der phanotypischen Bewertung derdrési bzw. der HR, wurde die
Biomasse vorP. infestanam infizierten Blattgewebe mittels qPCR bestimitir die
StAOG-RNAI-Pflanzen liegen zwei, fur die GPR3RNAI-Pflanzen ein und fur die
StCOI1-RNAI-Pflanzen drei Datensatze zum Zeitpunkt 3wpi. Dabei zeigte sich, dass
im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (rl bzvirl) die RNAIi-Pflanzen kein
verandertes Wachstum vén infestangzulassen (s. Abb. C-28 B).
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Abb. C-28: Inkompatible Interaktion zwischen P. infestans und den transgenen RNAI-
Pflanzen (R1-Hintergrund)

Kartoffelblatter der RNAi-Pflanzen und Kontrollen wurden an mehreren Stellen mit P. infestans Sporen
infiziert (a 10 pl, 1x10° Sporen/ml) und die Blatter nach drei Tagen geerntet.

A) Ausbildung der Lasionen bzw. HR. Je zwei Inokulationspunkte pro Linie (von verschiedenen Pflanzen)
sind gezeigt.

B) Bestimmung der P. infestans-Biomasse

Je 10 (linkes Diagramm) bzw. 12 (rechtes Diagramm) Blattscheiben pro Blatt wurden geerntet und je zwei
Blatter gepoolt. Aus dem Material wurde DNA isoliert und Uber gPCR quantifiziert. Gezeigt sind die
Mittelwerte (n=8) und Standardfehler fiir die einzelnen Konstrukte.

2.4 13-Oxylipine in der Interaktion mit dem nekrotrophen PilzB. cinerea

Bisher konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, ahssAntwort der Kartoffelpflanze auf
den hemibiotrophen Oomycete®. infestans nicht vom Vorhandensein eines
funktionellen JA-Biosynthese- bzw. Signal-Wegs aighg zu sein scheint. Bei der
BrassicaceéArabidopsis thalianast fur die Abwehr des Oomycet@&ythium irregulare
(Adie et al, 2007) sowie der nekrotrophen PikebrassicicolaundB. cinerea(Thomma
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et al, 1998) eine Abhangigkeit von einem intakten JARGIgveg nachgewiesen worden.
Zudem fuhrt in Arabidopsis eine Infektion nBt cinereazu starker JA-Akkumulation
(Yanget al, 2007) innherhalb von 24 Stunden nach der Infaktio

Aufgrund dieser Daten sollte untersucht werden, dvee JA-defizienten bzw. JA-
insensitiven RNAI-Kartoffelpflanzen auf nekrotropRathogene reagieren.

Zunachst wurde did3. cinerealnfektion von Wildtyp-Pflanzen beobachtet und
bestimmt, ob sich eine Akkumulation der Signalsabsén SA bzw. JA zeigt. Dafur
wurden Pflanzen Uber einen Zeitraum von drei Taganh Infektion geerntet und
analysiert. In Abb. C-29 A wird deutlich, dass théektion nach ca. zwei Tagen soweit
voran geschritten ist, dass sichtbare Symptome@imFon braunen, wassrigen Lasionen
auf den Blattern ausgebildet sind. Etwa zeitgldiohnte ein Anstieg der Octadecanoide
OPDA, JA und JA-lle in den infizierten Blattern gessen werden (s. Abb. C-29 B). Die
SA- und SAG-Level zeigen im Verlauf der Infektiorike Veranderung (s. Abb. C-29
C).
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Abb. C-29: Zeitlicher Verlauf einer Infektion von W ildtyp-Kartoffelpflanzen mit  B. cinerea
Wildtyp-Kartoffelpflanzen wurden mit einer Sporensuspension von B. cinerea (1,6x104 Sporen/ml) auf der
Blattunterseite infiziert. Je drei Pflanzen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet.

A) Symptome der Kartoffelblatter nach B. cinerea-Infektion.

B) OPDA-, JA- und JA-lle-Gehalt in B. cinerea-infizierten Kartoffelpflanzen

Nach der Ernte wurden die Blatter in flissigem Stickstoff eingefroren, und nach Extraktion der Gehalt der
Oxylipine mittels GC-MS ermittelt. Es sind die Mittelwerte und Standardfehler gezeigt (n=3). Das Experiment
einmal wiederholt, wobei ahnliche Ergebnisse erhalten wurden.

C) Akkumulation von SA und SAG nach B.cinerea-Infektion

Die Menge an SA und SAG wurde mit Hilfe einer HPLC-basierten Methode in Triplikaten bestimmt. Gezeigt
sind die Mittelwerte und deren Standardfehler. Ein zweites Experiment ergab gleiche Ergebnisse.
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Im n&achsten Schritt wurde das Wachstum #ncinereaauf den RNAIi-Pflanzen im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen analysiert. Fiie @Quantifizierung fand erneut die
Methode der gPCR Verwendung, wobei dasC8#-Gen (Gachon und Saindrenan,
2004) als Zielamplikon genutzt wurde.

In mehreren Experimenten konnte dabei zwei bzwi Tage nach der Infektion
kein signifikant verandertes Wachstum in deA@E, SOPR3 oder SCOI1-RNAI-
Linien gemessen werden (s. Abb. C-30).
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Abb. C-30: Wachstum von B. cinerea auf transgenen RNAi-Pflanzen

Kartoffelpflanzen wurden auf der Blattunterseite mit einer B. cinerea Sporensuspension infiziert (Experiment
1: 2,5x10* bzw. Experiment 2: 2x10* Sporen/ml; 10ul je Inokulationstropfen). Nach drei (Experiment 1) bzw.
zwei (Experiment 2) Tagen wurden Blattscheiben der Inokulationsstellen ausgestochen. In Experiment 1
wurden 10 Blattscheiben von einem Blatt gepoolt. Im Experiment 2 wurde ein Pool von 20 Blattscheiben von
zwei Blattern verwendet. Aus dem Blattmaterial wurde die DNA isoliert. Die Quantifizierung der B. cinerea
Biomasse erfolgte mittels gPCR Uber Amplifizierung eines BcCutA-Genfragments. Dargestellt sind die
Mittelwerte (n=4) und deren Standardfehler aus zwei von vier Experimenten. Fir die statistische Auswertung
wurde eine parameterfreie, einfaktorielle Varianzanalyse und Dunn’s post hoc Test (Vergleich gegen die
Kontrollen) genutzt.

B. cinereainduziert in Arabidopsis die Expression verschreste Abwehrgene,
wobei als klassisches Beispiel das Defefdd#1.2 und dashevein-like proteirHEL zu
nennnen sind, die beide JA-abhangig induziert we(dduQamaret al, 2006; Preet al,
2008). Auch in der Interaktion Kartoffel B.cinereasollte daher untersucht werden,
welche Abwehrgene in Abhangigkeit vom JA-Signalwegprimiert werden. Der
zeitliche Verlauf der Transkriptakkumulation verstdener Abwehrgene nach Infektion
von Wildtyp-Kartoffelpflanzen mitB. cinereaist in Abb. C-31 gezeigt. Sowohl die
Transkripte der 9-LOX, &0OX1, als auch der 13-LOX des JA-Biosyntheseweges,
StL.OX3 waren in Wildtyp-Pflanzen ca. ein bis zwei Tagem Infektion detektierbar.
Ebenso weist das PR-GerPR5S eine starke Induzierbarkeit naBlotrytis-Infektion auf.
Fur SPR1ist keine Akkumulation tUber die leicht variierenbasale Expression hinaus
feststellbar.
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hpi 0 3 6 12 24 36 48 72 Abb. C-31:
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StLOX1 Sseee s | Wildtyp-Pflanzen nach Infektion
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die Northern-Analysen wurden je 15
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aufgetrennt und auf eine

Nylonmembran Ubertragen. Die
Detektion der Transkrlpte erfolgte mit
spezifischen %2p_markierten CcDNA-
Fragmenten. Ethidiumbromid-
gefarbte rRNA diente als
Ladekontrolle.

Die Expression der oben genannten Abwehrgene BathytisInfektion wurde
daraufhin auch in den RNAI-Pflanzen untersucht, evolierfir nur ein Experiment
vorlag. Als vorlaufiges Ergebnis kann daher nunuaeiet werden, dass die Akkumulation
der SLOXI-Transkripte in den RNAI-Pflanzen nicht verandasit Dagegen kdnnte die

Botrytisresponsive Expression de85in diesen Pflanzen leicht reduziert sein (s. Abb.
C-32). Fur die StOX3war die Detektionsgrenze in diesem Experimenttrecteicht.

Kontrollen _AOC OPR3 coi1 Abb. C-32: Expression von Abwehr-
WT EV F1 Z4 A3 Z2 H1 X5 genen in transgenen RNAi-Pflanzen

- nach B. cinerea-Infektion
SILOXT WS e Y Blatter von Kartoffelpflanzen wurden auf der
StPR5 |M s & v v - - Blattunterseite mit  einer B.  cinerea
Sporensuspension infiziert (2x10
rRNA -::::::—_—-_—::: B Sporen/ml) un_d "zv_vei Tage nach_ Infektion
—————— — «| geerntet, wobei fur jede Probe zwei Pflanzen
rRNA ST S ww e | zueinem Pool vereinigt wurden. Jeweils 15

Hg RNA wurden fur die Northern-Analysen in
einem Agarosegel aufgetrennt. AnschlieBend
erfolgte das  Ubertragen auf eine
Nylonmembran und die Hybridisierung mit
radioaktiv-markierten cDNA-Fragmenten
spezifisch fir die StLOX1 bzw. StPR5. Als
Ladekontrolle diente die Ethidiumbromid-
gefarbte rRNA.

Somit last sich feststellen, dass die in diesereartburchgefihrten Experimente zur
Interaktion zwischen transgenen Kartoffelpflanzen beeintrachtigtem JA-Weg und
dem hemibiotrophen Pathogdh infestanssowie dem nekrotrophen PiB. cinerea
keinen Hinweis auf eine Funktion der Octadecanaideeiden Interaktionen geben. Eine
Rolle des JA-Signalweges fur die vollstandige Irteukder Pep-13-vermittelten Abwehr
und Genexpression konnte jedoch etabliert werden.
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D DISKUSSION

1. PAMP-induzierte Abwehrantworten in Solanum
tuberosum L. - Rolle der 13-Oxylipine

1.1 Die Pep-13 induzierte HR — eine atypische PAMRntwort?

Pflanzen sind in ihrem Leben einer ,[...] Vielzakibn potentiellen mikrobiellen
Pathogenen ausgesetzt und doch ist die Welt nostemngrin.” (Boller und He, 2009).
Zwar besitzen Pflanzen keine adaptive Immunabwedrtierische Organismen, doch ist
jede Einzelzelle des pflanzlichen Organismus in tlege Mikroorganismen, die
potentielle Pathogene darstellen kdnnten, zu ed@nBafir werden mikrobielle hoch-
konservierte Molekulstrukturen genutzt, die sogetam PAMPs. Mit den Arbeiten von
Zipfel und spater auch Hann und Rathjen wurde édeitung der PAMP-Erkennung fur
die Abwehr von Pflanzen nachgewiesen (Zigfeal, 2004; Zipfelet al, 2006; Hann und
Rathjen, 2007). Die Erkennung der Pathogene ubesedverbreiteten Eigenschaften
ermdglicht eine effiziente Abwehrantwort, da mitrgleichsweise wenigen Rezeptoren
jeweils groRe Gruppen von Angreifern wahrgenommegrden und entsprechende
Abwehrmechanismen induziert werden kdonnen (Zip2808; Boller und Felix, 2009;
Nurnberger und Kemmerling, 2009).

Es wird angenommen, dass adaptierte Pathogene Alesehrmechanismen der
Pflanzen erfolgreich Uberwinden konnen, indem sie ®et von Effektormolekilen
(Virulenzfakoren) in die Pflanze injizieren (KamquR006, 2007; Spetlet al, 2007,
Gohre und Robatzek, 2008). Neben Funktionen inUtgerdrickung von pflanzlichen
Abwehrmechanismen koénnen Effektoren auch die PAMPaittelte Erkennung der
Pathogene durch die Pflanze verhindern. Die EffektoAvrPto und AvrPtoB aus
P. syringaebeispielsweise inhibieren die PAMP-vermittelte Adbw in Arabidopsis,
indem sie PAMP-Rezeptoren modifizieren oder blogkie(Gb6hreet al, 2008; Sharet
al., 2008; Gimenez-lbane al, 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Abwehr-Antvesr der Kartoffel auf den
PhytophthoraPAMP Pep-13 untersucht. Pep-13 erfillt dabei digemeine PAMP-
Definition (Brunneret al, 2002; Jones und Dangl, 2006; Gohre und Roba2g) und
zeigt zusatzlich eine Resistenz-induzierende Wigkun Kartoffelpflanzen (Halim,
2006). Diese haufig an PAMPs beobachtete Eigens¢hafel et al, 2004; Zipfelet al,

83



DiskussionN

2006) konnte u.a. auf die Aktivierung zahlreichdRRR und R-Gene nach PAMP-
Behandlung zuriickgefiihrt werden (Navaetal, 2004; Zipfelet al, 2004).

Bereits in der Arbeit von C. Geiler konnte die lktlon einer nekrotischen
Zelltodreaktion in Pep-13-behandelten Kartoffelldét nachgewiesen werden (Geiler,
2001). Diese lokal begrenzte, schnelle Zelltodrieaktveist mit DNA-Fragmentierung
(Halim et al, 2004) Merkmale einer HR auf (Met al, 2008). Das Auftreten einer HR-
ahnlichen Reaktion nach Pep-13-Behandlung in Kisttdéttern ist jedoch keineswegs
eine typische Reaktion. Petersilie, eine Nicht-g/Pflanze furPhytophthorasojae
besitzt eine spezifische Bindestelle fur Pep-13 reabiert auf Pep-13-Behandung mit
Abwehrantworten. So konnten in Petersilien-Zelliteh die Synthese von
Phytoalexinen oder eine induzierte Expression vdowéhrgenen beobachtet werden
(NUrnbergeret al, 1994; Jabet al, 1997; Krojet al, 2003). Die Ausbildung einer HR-
ahnlichen Reaktion wurde in diesem System jedochtfieobachtet (Halirat al, 2004).
Nach dem gangigen Modell der Evolution von PflaRaghogen-Interaktionen
(Chisholmet al, 2006; Jones und Dangl, 2006) wird zudem davogegengen, dass die
durch PAMPs induzierten Abwehrantworten in der 4@ zwar ausreichend fir eine
erfolgreiche Immunabwehr in Pflanzen sein kdnnedpg¢h nicht zur Auspragung einer
HR fiihren.

Dennoch sind neben Pep-13 weitere Beispiele bedmnj in denen die Erkennung
des PAMPs in der Pflanze zu einer Zelltodreaktidgmtf So ist das Zellwand-assoziierte
Glycoprotein CBEL ¢ellulose binding elicitor lectihnausPhytophthora parasiticavar.
nicotianaein der Lage, in der Wirtspflanze Tabak die Bildwan Nekrosen sowie die
Expression von Abwehrgenen zu induzieren, sowie giduzierte Resistenz gegen einen
virulenten P. parasiticavar. nicotianae hervorzurufen (Mateost al, 1997). Ahnliche
Antworten werden durch CBEL auch in Arabidopsis galdst, wobei die
Nekrosenbildung in Arabidopsis erst nach 5 Taged gomit zu einem spateren
Zeitpunkt erfolgt (Khatibet al, 2004). Basierend auf der Analyse von Arabidopsis-
Mutanten wird die durch CBEL-induzierte Nekrose al&- und ET-abhangig
beschrieben. Die in Arabidopsis durch CBEL-aktitgeGGenexpression dagegen hangt
von der funktionalen SA-Akkumulation ab (Khatdi al, 2004). Da fir CBEL eine
Funktion im strukturierten Aufbau der Zellwand desmyceten nachgewiesen wurde
(Gaulin et al, 2002) und auch Hinweise auf CBEL-Homologe aus teren
PhytophthoraSpezies existieren (Mateas al, 1997), besitzt es zahlreiche Attribute
eines PAMPs und so wurden die beiden in CBEL etghah Cellulose-bindenden
Doménen (CBDs) als PAMP vdthytophthorabeschrieben (Gauliet al, 2006).

Mit dem Elicitin INF1 ausPhytophthoraSpezies ist ein weiterer HR-auslosender
Elicitor bekannt (Kamoumt al, 1997; Kamouret al, 1998), der zudem PAMP-typische
Abwehrantworten wie eineoxidative burstund Abwehrgenexpression induziert (Sasabe
et al, 2000). Die durch INFl-induzierte HR wurde anféciglals Nicht-Wirts-HR
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klassifizert, da sie nur in Nicht-Wirts-Pflanzenr ddicotianaSpezies, nicht aber in
Kartoffel oder Tomate beobachtet werden konnte (8amet al, 1998). Neuere Arbeiten
dagegen konnten eine HR-Antwort auf INF1 auch ieiziir Phytophthorasuszeptiblen
wilden SolanumSpezies nachweisen (Vleeshouwerts al, 2006), die jedoch durch
hohere Konzentrationen an INF1 induziert wurdeniraldenNicotianaSpezies. Zudem
wurde die Erkennung von INF1 in Tomatenpflanzereggzdie zwar nicht zu einer HR-
Auspragung fuahrt, aber dennoch eine Antwort in Forgon induzierter
Abwehrgenexpression und Ethylensynthese hervofk#tvamuraet al, 2009). An der
Perzeption von INF1 in Tabak ist zumindest parteihe Lektin-dhnlichen Kinase
beteiligt (Kanzakiet al, 2008). Weiterhin kann die INF1l-induzierte HR valen
bakteriellen Effektoren AvrPto und AvrPtoB supprarii werden (Hann und Rathjen,
2007), die auch dasgnalling anderer PAMP-Rezeptoren inhibieren (Goéral, 2008;
Shanet al, 2008; Gimenez-lbaneeat al, 2009). Die endogene Funktion von INF1 ist
vermutlich die Bindung von Sterolen, die der Oontyaes den Pflanzen akquirieren
muss, da er zu deren Synthese selbst nicht in dge list (Tyler, 2002). Die Sterol-
Bindung scheint also eine essentielle FunktionINé4. zu sein, die fur typische PAMPs
postuliert wird. Gerade diese Sterol-Bindefahigkah INF1 korreliert mit seiner HR-
induzierenden Wirkung in Tabak (Osmeaial, 2001). Auch die in Tomate beobachteten
Abwehrantworten sind abhangig von funktionalen IN&h. eine mutierte Variante von
INF1 mit Verlust der Sterol-bindenden Aktivitat isicht in der Lage diese Antworten in
Tomate auszulosen (Kawamuetal, 2009). Zusammengefasst konnen diese Daten auf
eine Funktion von INF1 als PAMP von Oomyceten hiiser (Kawamuraet al, 2009).
Zusatzlich resultiert die Vorbehandlung mit INF1 Temate auch in einer Resistenz
gegenRalstonia solanacearurfKawamuraet al, 2009), ein Effekt der fur klassische
PAMPs wie flg22 ebenso beschrieben ist (Zipfel al, 2004). Zwar zeigen
PhytophthoraStamme mit einer Deletion des INF1 keinen Fitnésdust auf
Wirtspflanzen (Kamouret al, 1998), doch kénnte dies damit erklart werdens dbis-1
zu einer Genfamilie gehort (Kamowst al, 1993), deren Mitglieder moglicherweise
redundant sind.

Andere Elicitoren pflanzlicher Abwehrreaktionenr, eie zwar eine HR als Antwort
in Tomate und Tabak bzw. Tabak beschrieben istaloé aufgrund der bisherigen Daten
nicht eindeutig als PAMP definiert werden kénnemdsdie in Pilzen vorkommende
Ethylen-induzierende Xylanase (EIX) (Enkegli al, 1999; Rotblaet al, 2002) und das
bakterielle HrpZ, ein Vertreter der Harpin-Prote(fte et al, 1993). Fur EIX konnte mit
LeEix2 ein transmembranstandiges LRR-Protein altidoeller Rezeptor charakterisiert
werden (Ron und Avni, 2004), dem ebenso wie dentirGRiezeptor CEBIP aus Reis
(Kaku et al, 2006) eine fur bisher beschriebene PAMP-Rezeptotgpische
intrazellulare Kinase-Domane (Gomez-Gomez und Bol®00; Zipfel et al, 2006)
fehlt. LeEix2 wird nach Stimulierung mit ahnlich&inetik Gber einen Endocytose-
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Prozess internalisiert wie FLS2, jedoch scheineh die Wege dieser beiden Prozesse zu
unterscheiden (Robatzek al, 2006; Bar und Avni, 2009).

Fur HrpZ konnte die Induktion eines FRK1-LUC-RepoiGenkonstruktes (Marker
fur frihe PAMP-Antwort) in Abhéngigkeit von BAKL,irem Co-Rezeptor von FLS2
und EFR nachgewiesen werden (Skeaml, 2008). Des Weiteren wurde publiziert, dass
fur die Abwehr-induzierende Wirkung von HrpZ numr d&terminale Teil des Proteins,
fur seine Poren-bildende putative Virulenzfunktidgingegen das intakte Protein
notwendig ist (Heet al, 1993; Engelhardet al, 2009). Die Frage, ob allein der
C-terminale Teil von HrpZ auch in der Lage ist,eeidR-Bildung zu induzieren, bleibt
aber offen. Fir ein anderes Harpin-ProteinEginia amylovorakonnte eine Resistenz-
induzierende Wirkung in Tomatenpflanzen gegen dén B cinerea(Fontanillaet al,
2005) und den Oomycetdn infestansgezeigt werden (Fontanillet al, 2005). Somit
existieren sowohl fur EIX als auch fur Harpin-PioeeHinweise, dass es sich bei diesen
Elicitoren um PAMPs handeln kdnnte, die in den Bat@en Tomate bzw. Tabak eine
HR auslosen konnen.

Wahrend flg22, das Elicitor-aktive Epitop des balkiten Flagellins weder in
Arabidopsis noch in Solanaceen eine HR induziermnk wurde eine HR in Tomate
nach Infiltration des gereinigten Flagellins aBs syringae pv. tabaci beobachtet.
Umgekehrt reagieren Tabak-Zellkulturen starkerFagellin ausP. syringaepv. tomato
oder glycineaals auf das”. syringaepv. tabactspezifische Flagellin (Taguclat al,
2003) und in Tabakblatter infiltriertés syringaepv. tomateFlagellin induziert dort eine
HR (Hann und Rathjen, 2007). Eine mdgliche Annahshedass das intakte Flagellin
zusatzlich zu flg22 ein Epitop besitzt, das in Talakannt werden kann, wobei
Glycosylierung als mdogliches Strukturmerkmal in g@e&kommen koénnte (Takeuckt
al., 2003). Die Klonierung debl. benthamianddomologen der FLS2-Rezeptorkinase
und die Komplementation voNbFLS2defizienten Tabakpflanzen mi&tFLS2 wurden
2007 von Hann und Rathjen beschrieben. Die MiFLS2 komplementierten
Tabakpflanzen waren in der Lage, mit einexidative burstuf flg22 zu reagieren (Hann
und Rathjen, 2007). Die Auspragung einer HR in eheBflanzen nach Behandlung mit
Flagellin-Monomeren ist jedoch nicht beschrieberrdea. Dieses Experiment kénnte
klaren, ob AtFLS2 in Tabak eine Flagellin-induzierte HR vermittelrdnkte, also
Solanaceen-spezifischdownstreanSignalwege hierfiir erforderlich sind. Unterschiede
in der Wahrnehmung von Flagellin scheint es sogaschen verschiedenen Solanaceen
zu geben. Wahrend in Tomate flgl5 dtiscoli als PAMP dient, kann Tabak flgi®"
nicht perzipieren (Robatzedt al, 2007). Die heterologe Expression des Tomaten-FLS2
Rezeptors in Tabak filhrt jedoch zu Responsivitgegéber fig15®" (Robatzeket al,
2007), was auf Unterschiede in der Rezeptor-veeitett Erkennung und nicht in der
Signaltransduktion hindeuten wiirde.
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Aus den genannten und weiteren Daten zur PAMP-Ekeg in Pflanzen konnte
man den Schluss ziehen, dass die HR als Antwort R&AMP-Erkennung eine
Solanaceen-spezifische Reaktion ist. So verursaéht auch weder eines der fur die
Brassicacee Arabidopsis bekannten PAMPs (flg22, T&EFPGN) (Felixet al, 1999;
Kunze et al, 2004; Gustet al, 2007) noch dePst DC3000hrp-Stamm (Govrin und
Levine, 2000) in Arabidopsis eine HR. Ebenso wuideeinem Screen mit 53
Arabidopsis Okotypen fiir Behandlung mit einem HEiicausPhytophthora cinnamomi
keine HR beobachtet (Takematbal, 2005).

Mit dem RNP-1-Motiv des bakteriellezold shock proteifCSP) (Felix und Boller,
2003) bzw. dem elf18-Peptid des EF-Tu (Kureteal, 2004) sind Spezies-spezifische
PAMPs bekannt, die ausschlie3lich in Solanaceen. Brassicaceen erkannt werden.
Der Elicitor CSP verursacht allerdings im Gegensaizden anderen fir Solanaceen
beschriebenen PAMPs und Elicitoren (s. oben) kéife in den getesteten Pflanzen
(Felix und Boller, 2003). Trotzdem weisen diese ddatarauf hin, dass verschiedene
Pflanzenfamilien ein unterschiedliches Spektrum RAMPs erkennen kénnen und
maoglicherweise Unterschiede in ihren Antworten aiégn (Hann und Rathjen, 2007).
So wird dann auch in einem zusammenfassenden Adddauf hingewiesen, dass zwar
PAMPs normalerweise keine HR auslosen, es sichi gedb@ch nicht um eine pauschale
Regel handelt (Boller und Felix, 2009).

Das Auftreten einer HR nach Behandlung von Kartaffi@ dem Phytophthora
spezifischen PAMP Pep-13 ruft die Frage hervordi@ise eine Funktion in der Abwehr
des Oomyceten besitzt. Im Allgemeinen wird die HR ¥erteidigungsstrategie von
Pflanzen gegentber biotrophen Pathogenen betragfliebenstein und Rowe, 2008)
wéahrendPhytophthoraals hemibiotrophes Pathogen beschrieben ist uradgen der
spaten nekrotrophen Phase selbst das pflanzlicheelége durch Nekrosen-Bildung
zerstort. Fur den rein nekrotroph wachsendenBikzinereakonnte sogar eine verstarkte
Infektion bei gleichzeitiger Stimulierung einer HRit der Infektion beobachtet werden
(Govrin und Levine, 2000). Dennoch wurde die HR a&lsil der Abwehr gegen
Phytophthorain resistenterNicotianaSpezies (Kamouret al, 1998) und ebenso in
resistenten wie auch suszeptiblé@olanumSpezies (Vleeshouwergt al, 2000)
nachgewiesen. Die HR kann also Teil der Abwehrartemo von Wirts- und
Nichtwirtspflanzen gegeRhytophthorasein.
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1.2 Pep-13-induzierte Signalverarbeitung in Kartofel

Der Phytophthoraspezifische PAMP Pep-13 ist in der Lage nach thafilon in
Kartoffelblatter eine HR auszulosen, wahrend dieeektion in der Nicht-Wirts-Pflanze
Petersilie nicht beobachtet wird (Halieh al, 2004). Dies laf3t auf Unterschiede in Teilen
der Pep-13-induzierten Signalverarbeitung zwischeiden Pflanzenspezies schliel3en.
Dagegen konnen allgemeine Charakteristika von PAMBktionen (Boller und Felix,
2009; Nurnberger und Kemmerling, 2009) in der P8pnbuzierten Signalkaskade
beider Pflanzenspezies beobachtet werden, so dagsidahme, dass auf die spezifische
Erkennung von PAMPs hin eine konservierte Signaeitung stattfindet (Zipfedt al,
2006; Waret al, 2008; Boller und Felix, 2009) auch an diesem PAdBtatigt wird.

Trotzdem kdonnen Unterschiede verzeichnet werdenin.Bem Auftreten der HR
(s. D 1.1), in der Synthese von Camalexin in Arapgls als Antwort auf PGN, nicht
aber flg22 wund ebenso in sehr ahnlichen, aber elecht identischen
Genexpressionsmustern nach PAMP-Behandlung (@usal, 2007). Als mdogliche
Ursachen fir diese Unterschiede werden zum eindwd&lenwerte fur die frihen
Signale diskutiert und zum anderen darauf hingeamgsglass mittlerweile verschiedene
Rezeptortypen fur verschiedene PAMPs bekannt sBust(et al, 2007). So werden
flg22 und EF-Tu Uber LRR-RLKs und in AbhangigkedrvBAK1, einem Co-Rezeptor,
perzipiert (Gémez-Gomez und Boller, 2000; Zipétlal, 2006; Chinchillaet al, 2007),
wéahrend z.B. an der Chitinwahrnehmung LysM-RLPs uygM-RLKs beteiligt sind und
diese Perzeption vermutlich BAK1-unabhangig vermttitivird (Kakuet al, 2006; Miya
et al, 2007; Sharet al, 2008; Waret al, 2008).

In Kartoffelpflanzen ist neben den allgemein bedtibaten PAMP-Antworten nach
Infiltration von Pep-13 die Akkumulation der Sigsialbstanzen SA und JA nachgewiesen
worden (Halimet al, 2004). Eine solche Bildung von SA als Antwort &AMPSs ist
auch fur Arabidopsis und Tabak gezeigt, die nag22l und LPS-Behandlung bzw.
Elicitin-Behandlung SA akkumulieren (Dorest al, 1999; Mishina und Zeier, 2007;
Tsudaet al, 2008). Der Einfluss der Oxylipine, im Besondef@RDA und JA auf die
PTI ist generell wenig untersucht und war ein Aspdikeser Arbeit. Im Vorfeld war
bereits eine Reduktion der Pep-13-induzierten Abewsworten in JA-defizienten
StOPR3RNAI-Pflanzen beobachtet worden (Halehal, 2006). In dieser Arbeit konnte
der Nachweis erbracht werden, dass fur die Abwawaten auf Pep-13-Behandlung in
Kartoffelpflanzen tatsachlich JA das Signal untéohaon SA ist. In den hier
verwendeten IOG-RNAI-Pflanzen, die zusatzlich zu reduzierten JA#ka auch kein
OPDA mehr akkumulieren sollten, zeigte sich keire¥starkung des Pep-13-induzierten
Phanotyps der ROS-Bildung oder HR-Auspragung imghéech zu den 2PR3RNAI-
Pflanzen (s. Abb. C-8 und C-9). Ferner ist die Alghdgkeit der JA-abhéngigen
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Abwehrantworten nach  Pep-13-Behandlung von  StCOlHer zentralen
Signalverarbeitungskomponente des JA-Weges, gefeigibb. C-8 und C-9). Neben
einem Einfluss auf die Bildung der HR und die dawatbundene ROS-Akkumulation
konnte auch eine Funktion von JA in der Pep-13-utéetten Aktivierung zumindest
einiger Abwehrgene ermittelt werden (s. auch D .1/A)3erdem konnte in Zeitreihen-
Experimenten mit Wildtyp-Pflanzen die Akkumulatieon JA-lle nachgewiesen werden,
das inA. thalianaund Tomate als biologisch aktives Derivat der JA(§taswicket al,
2002; Chiniet al, 2007; Thinest al, 2007). Der Nachweis, dass JA-lle auch in der Pep-
13-induzierten Abwehr in Kartoffel als Signal fuadi kbnnte tber die Klonierung und
anschlieBendeSilencingdesJARTHomologen aus Kartoffel erbracht werden.

In den JA-defizienten bzw. —insensititven RNAi-Pft&n ist nur ein reduzierter
Pep-13-Phanotyp zu beobachten, was im Kontrastern tbtalen Verlust der ROS-
Akkumulation und HR-Ausbildung iNlahGexprimierenden Pflanzen steht (Halebhal,
2004). Daher kann das Modell der Pep-13-induzieftewehr in Kartoffel (s. Abb. D-1)
nicht als lineare Signalkaskade gezeichnet wer&attdessen wird ein verstarkender
Effekt der Signalsubstanz JA auf die Ausbildung Aéekvehr nach Pep-13-Erkennung
angenommen, fur den auch StCOI1 benotigt wird. Eieechzeitige Akkumulation von
JA und SA und somit eine putativ synergistische Kion, konnte z.B. auch in
transgenen Rpml-Arabidopsis-Pflanzen beobachtedemerdie nach DEX-Behandlung
AvrRpm1 exprimierten (Mackewt al, 2002) und dadurch eine R-Gen-vermittelte HR
ausbildeten (Kourtchenket al, 2007). Dabei ist jedoch noch unklar, ob es sitheine
Signalkaskade oder zwei parallele Signalwege handel

Eine andere Madglichkeit der Interpretation der Datder vorliegenden Arbeit
kénnte darin bestehen, dass die RNAi-vermittelteaHgetzung der 880G, SOPR3
bzw. SCOI1-Transkriptakkumulation nicht vollstandig ist undnsit ein komplettes
Ausschalten der JA-abhangigen Abwehrantworten necheicht wird. Damit ware es
auch mdglich anzunehmen, dass JA eigentlich duetd@rhalb von SA fungiert. Dagegen
spricht allerdings die deutliche 76-, 56- bzw. &6ke Reduktion der jeweiligen/SDC,
StOPR3 bzw. SCOI1-Transkripte laut der Microarray-Daten (s. C 1.5.T)otz der
verschieden reduzierten Transkriptmengen weisensaiths fur die Pep-13-Experimente
verwendeten JA-defizienten bzw. —insensititven RiN#ien gleiche Abwehrantworten
sowie stark reduzierte JA-Level nach Pep-13-Behargllauf. Eine entsprechend ihres
SilencinglLevels reproduzierbare variierende Pep-13-Antvaat RNAI-Linien, wurde
nicht festgestellt.
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Abb. D-1: Model der Pep-13-induzierten
HNA L|__-COOH Signalkaskade in Kartoffel
VWNQPVRGFKVYE Pep-13, ein 13 Aminosauren langes Peptid aus
GP42, einer Phytophthora-spezifischen
Transglutaminase wird in Kartoffel als PAMP

000000007 NO00000000 erkannt. Die Perz_r_eptlpn erfolgt vermutlich gber
ﬂ, einen membranstandigen Rezeptor (R). Diese

Erkennung induziert eine Signalkaskade, in

ok deren Verlauf SA und JA akkumulieren. Dabei ist

BEEEEEEEMPEEEEEEE SA fir die Ausbildung der HR und die ROS-

Akkumulation absolut notwendig, wahrend JA

vermutlich einen verstarkenden Einfluss auf die

HR-Ausbildung hat. Die Expression der StAOC-

: und StOPR3-RNAi-Konstrukte inhibiert die JA-

StAOC-RNAI. OO Akkumulation. Expression des StCOI1-RNAi-

StOPR3-RNAi OH Konstruktes fiihrt zu Insensitivitat gegentiber JA.

SA Da die JA-Biosynthese Uber einen positiven

feedback-Mechanismus reguliert wird, kann

dadurch auch die JA-Biosynthese beeintrachtigt
sein.

Die Daten dieser Arbeit und der Vorganger-Arbeif@volf, 2005; Halimet al,
2006) kénnen eine Funktion von JA in der Signalkask unterhalb der Pep-13-
Erkennung nachweisen. Auch in anderen Systementé&drereits eine Aktivierung des
JA-Signalweges bzw. auch des 9-Oxylipin-Weges duréiMP-vermittelte Erkennung
nachgewiesen werden. So kann z.B. die Aktivierurgy dA-responsiven Gene
13-Lipoxygenase 13-LOX), Proteinase-Inhibitor 2 PR und Divinylethersynthase
(DES in INFl-behandelten Tomatenpflanzen beobachtetdeve auch wenn diese
Pflanzen im Gegensatz zu Tabak oebenthamian&eine HR ausbilden (Kawamuea
al., 2009). CBEL, einPhytophthoraPAMP, ist zudem in der Lage in Arabidopsis
JA- und ET-abhangig die Expression einer Anthrarfignthase ASAJ, eines Enzyms
im Camalexin-Stoffwechsel, zu induzieren (Kha#ibal, 2004) und in Tabakpflanzen
eine 9-LOX transkriptionell zu aktivieren (Mateesal, 1997). In keiner dieser Arbeiten
wurde jedoch eine PAMP-induzierte Akkumulation d@xylipine gezeigt. Weiterhin
ware es auch interessant zu testen, ob die haufahdAMP-Vorbehandlung induzierte
systemische Resistenz (Matestsal, 1997; Zipfelet al, 2004; Kawamurat al, 2009)
an einen funktionalen JA-Weg gekoppelt ist, fur dmehrfach eine Rolle in der
Auspragung der induzierten systemischen Resist&f) (@ezeigt wurde (Pieters al,
1998; Van Weest al, 2008).

Bisher bleibt offen, welche spezifische Funktion A der Pep-13-vermittelten
Abwehr in Kartoffel wahrnimmt. Mdoglicherweise koenteine Funktion in der
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Vermittlung der HR-Antwort bestehen, die nach P8grffiltration einsetzt, in vielen
anderen PAMP-Interaktionen jedoch nicht zu beolsacigt. JA ist unter anderem fir
eine Seneszenz-vermittelnde Aktivitat bekannt @del, 2002; Wasternack, 2007). In
Kartoffel konnte zudem eine HR-induzierende Wirkuragh Behandlung mit dem JA-
Vorlaufer 13-HPOT nachgewiesen werden (Gobel, 20Dig von demPhytophthora
PAMP CBEL induzierte HR in Arabidopsis ist ebensonveinem funktionellen JA-
Signalweg abhangig (Khatibt al, 2004). Zusatzlich zum JA-Signalweg wurde unter
Verwendung der Mutantein2 ein Einfluss des ET-Signalweges auf die Bildung de
CBEL-induzierten Nekrose beobachtet (Khagb al, 2004). Da die Reaktion von
Kartoffelpflanzen auf Pep-13-Behandlung nur pdriteh dem fehlenden JA-Signalweg
beeinflusst wird, kénnte die Existenz eines paratle JA agierenden Signalweges
angenommen werden. Eine flg22-induzierte ET-Symtligs Kartoffel wurde von Kunze
und Mitarbeitern beschrieben (Kunzt al, 2004), so dass der ET-Signalweg ein
Kandidat hierfiir sein kénnte. Auf der anderen SgRitet dasSilencingvon COI1 oder
NPR1 deren Genprodukte im JA- bzw. SA-Signalweg furegie in N. benthamiana
nicht zu einer Veranderung des HR-Phanotyps naéliiBehandlung (Kannegardt al,
2006). Somit ist es moglich, dass die Ausbildungr d¢R in verschiedenen
Pflanzenspezies durch unterschiedliche Signalwegmittelt wird. Die Hypothese von
Gust (Gustet al, 2007), dass verschiedene Rezeptortypen zu uhteddicher
Signalverarbeitung fihren, kann hierfur eine Enlhgy bieten.

Auch die Signalkomponenten unterhalb von JA sindhnanbekannt. Mdgliche
Signale, von denen bekannt ist, dass sie in deprigsing der HR-Antwort in anderen
Systemen eine Rolle spielen, sind u.a. MAPKs. SizemdN. benthamiandflanzen mit
einemSilencingder MAPK-Kinase NMKKZ1 eine verzogerte HR nach INF1-Behandlung
auf (Takahashiet al, 2007). Fur die MAPKs WIPK und SIPK aus Tabak este
Aktivierung nach Behandlung mit dem Elicitin Crygen bekannt (Zhangt al, 2000).
Die Tabak MAPK-Kinase NtMEK2 kann sowohl SIPK alsch WIPK aktivieren (Yang
et al, 2001) und es wird angenommen, dass diese MAPlad€nparallel zu der
NbMKK1-Kaskade arbeitet,da NoMKK1 auch mit NbSIRKeragieren kann (Takahashi
et al, 2007). Auch die vermutlich zu der NbMKK1-SIPK/MWKHmhomologe Kaskade aus
Tomate, SIMKK4-SIMPK2/SIMPK3 fungiert in der Veriing einer Zelltodreaktion
(Pedley und Martin, 2004). Unterhalb der MAPK-Ak#irung findet sich haufig ein
oxidative burstund in verschiedenen Arbeiten wurde eine Verkniigfdieser beiden
Signale als essentiell flr die Auslosung der Zdheaktion beschrieben (Retal, 2002;
Yoshiokaet al, 2003). Beispielsweise konnten Asai und Mitarbeffesai et al, 2008)
die Abhangigkeit des INF1-vermittelteoxidative burstin N. benthamianavon den
MAPK-Kaskaden MEK2-SIPK/Ntf4 und MEK1-Ntf6 nachweis Zusatzlich existieren
Hinweise auf eine Funktion der NtMEK2-SIPK/Ntf4/\WWRKaskade als Signal fur die
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Generierung von ROS in den Chloroplasten, die d#ienHR vermitteln (Liuet al,
2007). Die zentrale Funktion der MAPK-Wege wird laucdurch die
Phosphothreoninlyase-Aktivitat déseudomonakffektors HopAl verdeutlicht, durch
die MPK3 und MPK6 aus Arabidopsis inaktiviert wand&hanget al, 2007). Eine
Verbindung zwischen den von PAMPs aktivierten MAPKsd der nach Pep-13-
Behandlung beobachteten Akkumulation der SignalkidéeSA und JA kénnte auf der
Basis von Tabakdaten postuliert werden, die einguRéon des wundinduzierten JA-
Levels (Secet al, 2007) bzw. des Harpin-induzierten SA-Levels duMAPKs zeigen
(Samuelet al, 2005).

Die Aktivierung der MAPKs erfolgt bereits innerhalkeniger Minuten und es
wurde vorgeschlagen, dass oberhalb dieser Signhatas C&'-lonenstréme fungieren
(Lecourieuxet al, 2002), die in Tabakzellen fur die Ausbildung d#R nach INF1-
Behandlung benétigt werden (Sasaeal, 2000). Eine Komponente zwischen’Cand
SA-Akkumulation wurde mit dem Calmodulin-bindendeparotein CBP60g aus
Arabidopsis kirzlich beschrieben (Wargt al, 2009). Die flg22-induzierte SA-
Akkumulation und auch die Abwehr gegenlber eineralenten Pseudomonas-Stamm
hangt in diesem System von CBP60g und seiner Féiigkalmodulin zu binden ab
(Wang et al, 2009). Ob der MAPK-Weg von €aaktiviert wird, oder beide Wege
unabhangig voneinander agieren bleibt zu klarenny¢a al, 2009).

Interessanterweise ist SA als Signal fur die HRgeinR-Gen-abhangiger Signalketten
bekannt (Wiermeet al, 2005) und auch der Harpin-induzierte Zelltod mbak ist SA-
abhangig (Samuett al, 2005). Dagegen zeigt Tomate nach INF1-Behandiuader
eine Aktivierung des SA-Weges noch eine HR (Kawanetal, 2009).

Eine weitere noch ungeklarte Frage bleibt das $mneschen SA und JA nach der
Erkennung von Pep-13 in Kartoffelblattern. In Aiddgpsis, einer Pflanze fur die meist
eine antagonistische Interaktion zwischen SA undnéhgewiesen werden konnte,
wurde die Regulierung dieses Antagonismus durcheAnthen im Redoxstatus der Zelle
vorgeschlagen (Spoat al, 2003; Koornneetkt al, 2008). In dem hier untersuchten
Modell, Kartoffel-Pep-13 liegen SA und JA in ein@ignalweg. Es ware interessant zu
klaren, ob eine Kontrolle Gber den Redoxstatus dueh vorliegt, zumal fir den SA-
Signalweg gezeigt wurde, dass SA-induzierte Veramdgen im Redoxpotential der
Zelle und daraus resultierende Monomerisierung Kiaah-Lokalisierung von NPR1 zu
einer Aktivierung SA-abhangiger Gene fuhren (Maal, 2003).

Die Akkumulation von SA setzt in Kartoffel bereda. sechs Stunden nach Pep-13-
Behandlung ein (s. Abb. C-1) und kénnte zu einetiidrung der JA-Biosynthesegene
oder aber zur direkten Aktivierung der Substrasieedung fur die JA-Biosynthese fiihren.
Andererseits ergab eine innerhalb dieser Arbeithigefihrte Kinetik Hinweise auf eine
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maogliche schwache Akkumulation von OPDA und JA zihén Zeitpunkten nach
Pep-13-Behandlung (s. Abb. C-2), die weiter untenswerden mafite.

Ein weiteres Signal in der PAMP-induzierten Abwetimnte Phosphatidsaure
(PA)-Akkumulation sein, da z.B. Tomatenzellen n&dhandlung mit flg22, Xylanase
oder Chitin eine PA-Akkumulation aufweisen (van deit et al, 2000). Als Quelle ftr
die PA-Akkumulation werden sowohl der Abbau von ditmphosphaten durch
Phospholipase C (PLC) als auch der Abbau der strelkén Phospholipide durch
Phospholipase D (PLD) diskutiert (van der Leital, 2000). Da exogene Gabe von SA
zu einer erhohten PLD-Aktivitat irA. thaliana fuhrt, und ca. ein Drittel der SA-
aktivierten Gene eine Abhangigkeit von dieser PLRIMtEL zeigen (Krinkeet al, 2009)
kénnte PA unterhalb von SA agieren. In verwundéteabidopsis-Pflanzen akkumuliert
PA vor JA und daantisensePLD-Pflanzen reduzierte JA-Level nach Verwundung
aufweisen (Wanget al, 2000) und eine Regulation der Galactolipasegeti®GA und
AtDAD1 durch PLDal nachgewiesen wurde (Hyuet al, 2008), konnte mit PA ein
Signal vorliegen, dass die SA-Akkumulation mit dérAkkumulation verkntpft. Zudem
kann PA-Gabe irA. thalianaeine Zelltod-Antwort auslosen (Anderssetal, 2006),
womit ein Hinweis auf eine HR-vermittelnde Funktides PA vorliegt. Es kénnte daher
untersucht werden, ob auch fir die HR nach PAMPaBdlung PA als Signal dient. Zu
beachten ist jedoch, dass es sich bei den obemigimaBeispielen in den verschiedenen
Systemen um sehr verschiedene Stressstimuli urichideie der betrachteten Antworten
handelt, so dass dies vorerst eine spekulative thgge darstellt.

In der R-Gen-vermittelten Resistenz, die meist klureine schnelle HR
gekennzeichnet ist, besizt der SGT1-HSP90-Chap€oonplex eine zentrale Funktion
fur die HR-Auspragung (Shirasu, 2009). HSP90 wuadgem als Interaktor fir NbSIPK
identifiziert und HSP9Wnock dowrPflanzen wiesen einen Defekt in der INF1-
vermittelten HR auf (Kanzalet al, 2003). Ebenso ist fur SGT1 bekannt, dagencing
dieser Komponente iN. benthamianau einem Verlust der HR nach transienter INF1-
Expression fuhrt (Pearet al, 2002). Dem SGT1-HSP90-Chaperon-Komplex kdnnte
somit neben der bereits bekannten Funktion in der &ich eine Funktion in der
Vermittlung der durch PAMPs induzierten HR zukommen

Welche Mdglichkeiten kdnnten bestehen, den von Bpusgeldsten Signalweg in
Kartoffel weiter aufzuklaren? In anderen Systememden dazu erfolgreich Daten aus
der ETI mit denen der PTI verknilpft. Virulente Ragbne nutzen Effektoren, um die PTI
zu unterdricken und man konnte aus den Angriffemietier Pathogen-Effektoren
Ruckschlisse auf die PTI ziehen.

Weiterhin ist eine allgemein genutzte Mdglichkest dufklarung von Signalwegen
die Verwendung von Microarray-Daten, die moglicheise Trends, der durch den
Stimulus hervorgerufenen Anderungen in der Genespza wiedergeben, wodurch
Hinweise auf die beteiligten Signalwege erhaltender konnen.
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1.3 Oxylipin-regulierte Gene in der Pep-13-Antwortder Kartoffel

Haufig werden Mutanten mit veranderter Antwort aufen Stimulus hinsichtlich ihres
globalen Expressionsmusters im Vergleich zu derdylPflanzen untersucht, um so
Hinweise auf Signalwege zu erhalten, die von diddetationen beeinfluf3t werden. In
ahnlicher Weise wurden in der vorliegenden Arbeg &ep-13-induzierte globale
Genexpression von Pflanzen charakterisiert, diéghian JA- und/oder OPDA-Leveln
oder in ihrer JA-Sensitivitat beeintrachtigt war&araus sollten Rickschlisse auf JA-
bzw. OPDA-regulierte Gene gezogen werden, die mR#g-13-Antwort von Kartoffel
eine Rolle spielen. Zudem koénnte die Analyse dieskeroarray-Daten mogliche
Kandidaten identifizieren, die an der Ausbildung &ep-13-vermittelten HR beteiligt
sind.

Fur die ModellpflanzéA. thalianaliegen zahlreiche Expressionsprofile fur PAMP-
Reaktionen vor, wie z.B. fir flg22, elf26, PGN, LR&hitin und Harpin (Navarret al,
2004; Zipfelet al, 2004; Thilmonyet al, 2006; Zipfelet al, 2006; Gustt al, 2007,
Livaja et al, 2008). Aus diesen Daten kdnnten einige allgem8&ideliisse hinsichtlich
der PAMP-induzierten Genexpression von Pflanzerogez werden. So scheint es ein
Set von Genen zu geben, das von allen PAMPs glamgisen aktiviert wird und eine
generische PAMP-Antwort darstellt (Desalial, 2006; Thilmonyet al, 2006; Zipfelet
al., 2006; Wanet al, 2008). Des Weiteren werden meist mehr Gene @akti\als
reprimiert, wobei ein grol3er Teil der aktivierterr@ ihrer Funktion nach in die Gruppen
Signal-Perzeption/Transduktion (z.B. Rezeptorenptddnkinasen), transkriptionelle
Regulation (z.B. WRKY und AP2/ERF Transkriptiondfaien) und antimikrobielle
Wirkung (z.B. PR-Proteine, Enzyme der Phytoalexaspnthese) eingeordnet werden
kann (Zipfel et al, 2004). In der Gruppe ,Signal-Perzeption* befindech
Uberproportional viele Gene, die fir RLKs und RiBmee kodieren, u.a. auch fur PAMP-
Rezeptoren selbst (Navared al, 2004; Zipfelet al, 2004; Thilmonyet al, 2006; Miya
et al, 2007). Daher wird von der Induktion eines ,Alaustandes” nach PAMP-
Wahrnehmung ausgegangen, der die Pflanze gegeniiteren pathogenen Mikroben
sensibilisiert (Zipfelet al, 2004). Ebenfalls aktiviert werden haufig Gene dégjuitin-
Proteasom-Weges, was als Hinweis gewertet wirds dasmindest ein Teil des
pflanzlichen Immunsystems negativ reguliert und eamen Stimulus hin dereprimiert
wird (Navarroet al, 2004). Auch finden sich unter den aktivierten &esolche, die fur
Zellwand-Modifikationen (Thilmony et al, 2006; Livaja et al, 2008) oder
Sekretionsmechanismen kodieren (Thilmatyal, 2006; Denowset al, 2008), wahrend
Gene des Auxin-Metabolismus herunterreguliert wer@&avarro et al, 2004). Ein
zentraler Punkt dieser Studien ist der Nachweiss dAAMP-responsive Gene nach
Infektion mit virulenten Pathogenen nicht oder vgemi robust und nur mit grol3er
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Zeitverzogerung aktiviert werden. Oder sie werdachnanfanglicher Aktivierung spéater
durch Virulenzmechanismen der Pathogene unterdfledet al, 2003; Navarrcet al,
2004; Thilmonyet al, 2006).

Fur Solanaceeriegen keine derart ausfuhrlichen Daten vor unchadie Reaktion
auf PAMPs von Ooymceten wurde bisher selten aretysDie Arbeitsgruppe um
Kawamura veroffentlichte eine globale Genexpessinalyse in INF1-behandelten
Tomatenpflanzen (Kawamugd al, 2009). Interessanterweise rief INF1-Behandlung do
eine Induktion von Komponenten des JA-Weges hewr z.B. einer Lipoxygenase, der
AOS und des Proteinase Inhibitors IPR§ (Kawamuraet al, 2009). Zwar kann
angenommen werden, dass auch durch RleytophthoraPAMP Pep-13 ein &@hnliches
Set von generischen PAMP-responsiven Genen aktivied, doch lie3 die Tatsache,
dass Pep-13 in Kartoffel eine HR ausldst, auch tdoteede in der Antwort vermuten.
Beispielsweise identifizierte ein Vergleich der R#&an von Arabidopsis auf Harpin-
bzw. LPS-Behandlung unterschiedliche Genaktiviesamgster, wobei Harpin, nicht aber
LPS eine HR induziert (Livajet al, 2008).

Eine erste Fragestellung an die Microarray-Datenr veer Einfluss der
Herabsetzung der OPDA- bzw. JA-Akkumulation auf diasale Genexpression in
Kartoffelblattern. Da keine Daten fir unbehandelésterial zur Verfligung standen,
wurde hierfur die Genexpression nach W2A-Kontrdlliration in den RNAI-Linien im
Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen betrachtet. Dabeigten in allen drei Vergleichen
insgesamt nur 131 Gene eine differentielle ExpoesgVgl. Abb. C-13 B). Das heil3t
diese Gene wiesen in mindestens einem der VergleRNAI vs. WT* eine signifikant
(p<0,05) dreifach stéarkere oder schwéchere Exmessn den RNAIi-Pflanzen im
Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen auf. Damit liefieh ein relativ geringer Einfluss der
RNAI-Konstrukte auf die basale Genexpression intéfélblattern vermuten. Zudem
sind mehr Gene in den RNAi-Pflanzen in ihrer Expi@s reduziert als induziert. Von
diesen ist ein betrachtlicher Anteil der Kategatex Verwundungs-Marker zuzuordnen
(Howe, 2004), bei denen es sich z.B. um Protedsibitaren, Polyphenoloxidasen,
Polygalacturonasen oder eine Leucin-Aminopeptides®lelt. Man kann also vermuten,
dass die Infiltration eine leichte Verwundungsamtwo den Blattern auslést. Da diese
grol3teils JA-abhangig ist (Howe, 2004; Devab al, 2005), war eine veranderte
Expression dieser Verwundungsmarker in den JA-gafien und —insensitiven RNAI-
Pflanzen zu erwarten gewesen. Daher diente die W@atrollbehandlung auch der
Eliminierung dieser Verwundungsmarker-Gene aus Glemppe der Pep-13-aktivierten
Gene. Weiterhin befinden sich unter den Genen,iiden RNAiI-Linien signifikant
reduziert exprimiert werden, Gene des Octadecavwsdes, wie eine LOX und AOS2,
und ebenfalls erwartungsgemaR, die Gene, derenegsipn durch RNAIi herabgesetzt
werden sollte (s. Kap. C 1.5.1.1). Gene des Priwi#wngechsels oder allgemeine nicht
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Stress-assoziierte Gene finden sich kaum in diestan wieder, so dass eine deutliche
Fehlregulation in der Physiologie der transgenenARRflanzen nicht angenommen

wird. Dies spiegelt sich auch in dem rein &ufRerliois zu dem fur die Experimente

genutzten Wuchsstadium, unveranderten PhanotyRMAi-Pflanzen wider.

Pep-13 ist als Elicitor von Abwehrantworten in R#dan seit langem bekannt und es
konnten in friheren Arbeiten bereits Pep-13-aktigi€gGene identifiziert werden, wie
PR-Gene PR1 PR1Q oder Gene des SekundarstoffiwechsdPAl( 4CL, CHS)
(NUrnbergeret al., 1994; Kirschet al, 2001; Brunneet al, 2002; Halimet al, 2004).
Kirzlich veroffentlichte Daten belegen fur Pep-h3ietersilie eine in anderen Systemen
ebenso beobachtete Uberschneidung des Genexpsaasisters mit dem Muster, das
durch andere Elicitoren wie HrpZ1 hervorgerufendiiengelhardet al, 2009).

Die Microarray-Daten der im Rahmen der vorliegendgbeit durchgefiihrten
Experimente zur Analyse der Pep-13-induzierten Gamssion kdnnen zunachst genutzt
werden, um weitere PAMP-responsive Gene in Kartdfte identifizieren. Im groben
Uberblick weisen die Daten Parallelen zu denen mmd&rbeitsgruppen auf (Navaredt
al., 2004; Zipfelet al, 2004; Thilmonyet al, 2006). So sind nach der Behandlung mit
Pep-13 mehr Gene aktiviert als reprimiert (s. ABHL4 A). Unter den 848, in Wildtyp-
Pflanzen mehr als dreifach aktivierten Genen saddreiche als PR-Gene annotiert oder
weisen Ahnlichkeit zu Rezeptor-Kinasen und Kinaaaf die haufig eine Rolle in der
Signalweiterleitung besitzen. Es kdnnte interessaint, zu testen ob ein Teil dieser Gene
in Kartoffel auch nach Behandlung mit anderen PAMIRsflg22 aktiviert ist, und somit
PAMP-responsive Gene darstellt, oder ob es siclGeme handelt, die spezifisch durch
Pep-13 reguliert werden. Ein Vergleich der elf26d dlg22-responsiven Genexpression
in Arabidopsis ergab keine fur einen der PAMPs #isehe Untergruppe (Zipfeét al,
2006). Andererseits wurden im Vergleich zwischenrpgia und LPS-induzierter
Genexpression sowohl Gemeinsamkeiten wie in  der ivieking von
Signalkomponenten, als auch Unterschiede z.B. in Eepression von WRKY-
Transkriptionsfaktoren beobachtet (Livagh al, 2008). Diese unterschiedlichen Daten
konnen sich durch die verschiedenen betrachtetatpubéte erklaren: 30 und 60
Minuten fur elf26/flg22 (Zipfelet al, 2006) und bis zu 24 Stunden fur Harpin/LPS
(Livaja et al, 2008). Die Transkriptakkumulation nach Harpin-Betilung zum
Zeitpunkt 30 min. zeigt Ahnlichkeiten zu dem Profiach LPS-Behandlung zum
Zeitpunkt 24 Stunden (Livajat al, 2008). Man kann daher vermuten, dass verschiedene
PAMPs ein definiertesTiming der pflanzlichen Reaktion auslésen, was auch durch
Genexpressionsdaten von flg22- bzw. OGA (Oligogalanid)-behandelten
Arabidopsis-Pflanzen belegt werden kénnte (Denetud, 2008).

Unter den in Wildtyp-Kartoffeln durch Pep-13 akéxien Genen befinden sich
vermutlich Komponenten der Pep-13-Signalverarbgitum Kartoffel. Zum Beispiel
zeigen unter den mehr als dreifach hochregulie@enen 16 die Annotation ,Rezeptor-
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ahnliche Kinase/Rezeptor Protein® und ca. 30 eimmnddation als ,Kinase®. Eine
BLAST-Suche gegen BAK1/SERK3ergab zwei Gen-IDs, mit Sequenz-Ahnlichkeit zu
diesem Gen, dessen Produkt an der Perzeption \g#? fund elf18 beteiligt ist
(Chinchillaet al, 2007; Heeset al, 2007). Beide Gen-IDs gehéren zum gleichen Gen
und zeigen eine drei- bzw. vier-fache Aktivierurach Pep-13-Behandlung, so dass es
sich hierbei um das Kartoffel-Homologe zuBMK1/SERK3handeln kénnte. Es ware
interessant zu klaren, ob auch die Erkennung vgnlBevon einem Rezeptor-Komplex,
an dem BAK1 beteiligt ist, abhangt.

Weiterhin ist die Frage offen, welche Signale dép-R3-ausgeldste HR vermitteln.
Auch hierzu kdnnen die Genlisten nach Kandidaterchduustert werden. So ist mit
einem HIN1-ahnlichen Gen ein HR-Markergen unter daoh Pep-13-Behandlung im
Wildtyp hochregulierten Genen. Eine Studie in Adapsis zur vergleichenden
Genexpression nach Behandlung mit dem HR-induzieretHarpin und LPS, das keine
HR induziert, ergab Unterschiede in der Genexpoessiniger ROS-assoziierter Gene,
von denen vermutet wird, dass ihnen eine Funktioder Ausbildung der HR zukommt
(Livaja et al, 2008). Diese Gene wurden jedoch unter den Peggnsiven nicht
detektiert. Da die ROS-assoziierten Gene in dereiArbon Livaja et al. (2008) zum
Zeitpunkt eine bzw. vier Stunden nach Behandlungviekt waren und in den
Experimenten dieser Arbeit der acht-Stunden-Zekpusetrachtet wurde, kann eine
Pep-13-Responsivitat solcher Gene zu friheren dektien nicht ausgeschlossen
werden. In Arabidopsis wurde die Genexpression ndigj22-Behandlung und
Behandlung mit einem HR-induzierenden Elicitor, dédepl (engl.necrosis and
ethylene-inducing peptidgfhnlichen Protein NLE verglichen. Diese Analyse ergab
ebenfalls ein zum Teil Uberlappendes und zum Tmkdisches Genexpressionsmuster
(Qutob et al, 2006). Dabei kdénnen unter den ca. 300 spezifiStRprresponsiven
Genen, solche vermutet werden, die an der HR-Auslpdbeteiligt sind (Qutolet al,
2006). Andererseits wurde iIN-Gen-tragenden Tabak-Pflanzen die Aktivierung einer
vakuolaren Protease wéahrend der TMV-induzierten ridBhgewiesen (Hatsugat al,
2004). Daraufhin wurde die Hypothese formuliert,ssladie HR unabhangig von
Anderungen der Genexpression ablauft (Desakial, 2006) und dass wahrend der HR
zwei separate Wege zum einen zum programmiertefiodetind zum anderen zur
induzierten Expression von Abwehrgenen fihren (tpset al, 2004).

Das eigentliche Hauptanliegen der Analyse der Migay-Daten war in der
vorliegenden Arbeit die Identifizierung von Genedie nach Pep-13-Behandlung
Oxylipin-abhangig reguliert werden. Hierzu wurdeie éGene, die in Wildtyp-Pflanzen
durch Pep-13-Infiltration mehr als dreifach diffietiell exprimiert werden mit den in den
RNAI-Linien differentiell regulierten verglichen.(8bb. C-14 B). Dabei zeigte sich, dass
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jeweils ein grofRer Teil der in Wildtyp-Pflanzen miiikant regulierten Gene in den
einzelnen RNAI-Linien nicht signifikant differentieexprimiert werden. Zunachst
wurden Gene betrachtet, die in allen drei RNAIi-&minicht mehr signifikant reguliert
werden, da von diesen insgsamt 492 Genen (s. AbS)@ine JA-abhangige Regulation
via COI1 angenommen werden kann. Unter diesen Geefmden sich auch BIN2 und
StCAQ, deren differentielle Expression in den RNAI-Linibereits nachgewiesen worden
war (vgl. Abb. C-12). Weiterhin gehdren zu den adrksten differentiell regulierten
Genen ein ChitinaseB-Gen undPR&45 Fur letzteres konnte in Northern-Analysen 24
Stunden nach Pep-13-Behandlung keine differentieligression detektiert werden (vgl.
Abb. C-12). In den Microarray-Daten zum 8-Stundeitzlinkt zeigte dieses Gen eine
ca. 20-fache Induktion in den RNAI-Linien (mit p88) im Vergleich zu einer ca. 80-
fachen Induktion im Wildtyp (p<0,05) und somit eisehwach reduzierte Expression.
Neben diesen Abwehr-Genen sind in der Liste dderdihtiell exprimierten Gene auch
einige Gene mit der Annotation ,WRKY-Transkriptidaktor”, , Transkriptionsfaktor®,
.Kinase® und eine ACC-Synthase zu finden, die eipetative Funktion in der
Signalweiterleitung unterhalb von JA besitzen kénnt

Aus dieser Liste wurden interessante Kandidategewshlt (s. Tabelle C-1) und
weiter analysiert. Mit Ausnahme des putativen tkapsionellen Regulators $UBBY
zeigt keines der ausgewahlten Kandidaten eine é&sSgiression in Blattern. Das heil3t,
alle werden erst auf den Stimulus Pep-13-Behandhkigiiert (s. Abb. C-18). Des
Weiteren sind einige dieser Gene Wund-responsivpeiodie Wund-induzierte
Expression meist zum Zeitpunkt acht Stunden wiatlgeklungen ist (s. Abb. C-18).

Fur  das Kandidatengen @ OX  ergibt eine BLASTX-Suche
(www.ncbi.nlm.nih.goy Sequenzhomologien zu zahlreichen U-Box- und ARMAID-
Doménen enthaltenen E3-Ligasen, auch wenn dielatearte Sequenz dieses ESTs keine
dieser Doménen aufweist. In der Liste der &hnlicli&ne finden sich auch das
SICMPGY, sowie die GendCRE74und ACRE276aus Tabak. In Petersilie wurde das
PACMPGL1 als eines der frihesten Pep-13-responsiven Geswhitieben (Kirsclet al,
2001). CMPG1 au$l. benthamian&onnte als Interaktor des AVR3a aBs infestans
identifiziert werden (Birchet al, 2009). Dieser Effektor ist in der Lage die INF1-
induzierte HR zu inhibieren, ein Prozess, in dee @MPG1-kodierte E3-Ligase
maoglicherweise involviert ist (Bost al, 2006; Gonzalez-Lamothet al, 2006; Birchet
al., 2009). ACRE74 wurde mit dem Nachweis sowohl deslLiase-Aktivitatin vitro,
als auch der Beteiligung an Abwehrantworten, wig tdF1-vermittelten HR in
NtCMPG1 umbenannt (Gonzalez-Lamotleé¢ al, 2006). Die zentrale Rolle der U-Box-
Proteine und des 26S-Proteasom-Weges in der P3l gieh weiterhin an verschiedenen
Genexpressionsstudien, in denen die Gene der UFBoteine oder auch anderer
Ubiquitin-E3-Ligasen PAMP-responsiv reagieren (Navat al, 2004; Ramonelét al,
2005; Thilmonyet al, 2006; Libaultet al, 2007).
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Das als transkriptioneller Regulator annotiertfEURBY weist starke Homologie zu
AtTLP8 auf, einem TUB-ahnlichen Gen aus Arabidopsis. ®i€&enfamilie besitzt in
Arabidopsis 11 annotierte Mitglieder, von denee aik auf ATLP8eine F-Box-Domane
zusatzlich zur C-terminal konservierten Tubby-Domé#éiagen (Laet al, 2004). Fur die
meisten der in Reis beschrieben 14 TLPs wurde abenkine F-Box-Doméne
nachgewiesen (Kowet al, 2009). Eine Induktion dieser TLPs nadtanthomonas
Infektion, ebenso wie die Wund-responsive Akkumalatvieler TLP-Transkripte (Kou
et al, 2009) gibt erste Hinweise auf die BeteiligungseieProteine an Stress-Antworten.
Das Pep-13-responsive KandidatengeRURBY ist in Kartoffel nicht oder nur schwach
durch Verwundung induzierbar (vgl. Abb. C-18 B) welgt in einem ersten Experiment
keine Aktivierung nactPhytophthoralnfektion (Daten nicht gezeigt). Die Analyse der
translatierten StUBBY-Sequenz ergab das Vorhandensein der Tubby-Doméme s
eines nukledren Lokalisierungssignals (NLS), wéatirezine F-Box-Doméne nicht
enthalten ist Www.ncbi.nlm.nih.gov) Da mit den POCI-Sequenzen meist nur
unvollstandige ESTs vorliegen, kénnte dieses Gemaleh eine F-Box besitzen. Fir das
Maus-Protein Tubby wurde nach Struktur-Aufkarung ®lodel erstellt, nach dem das
Protein im inaktiven Zustand Plasmamembran-gebunderorliegt  und
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat bindet. Nablegphatidylinositol-4,5-bisphosphat-
Hydrolyse durch eine G-Protein-aktivierte PLC wirdbby in den Kern verlagert, wo es
maoglicherweise in die Regulation der Genexpressiogreift (Santagatat al, 2001).

Ein weiterer moglicher Kandidat, der an der traimlanellen Aktivierung beteiligt
sein konnte ist $tP2TFE AP2/ERF-Transkriptionsfaktoren sind typische Kamenten
in der JA-vermittelten Genexpression, sowohl nackrwwindung, als auch in der
Pathogenabwehr (Cheomrg al, 2002; Lorenzeet al, 2003; McGrathet al, 2005; Preet
al., 2008). Sie binden uber die AP2/ERF-Domane die B0OK in ET/JA-responsiven
Genen (Browret al, 2003). In der Sequenz des Kandidatengens wunden/APP2/ERF-
Domanen identifiziert. Im Allgemeinen besitzen ERfanskriptionsfaktoren, die an der
Stress-Antwort beteiligt sind, eine AP2/ERF-Domawéhrend die in der pflanzlichen
Entwicklung beteiligten AP2-Transkriptionsfaktoremwei dieser Doménen aufweisen.
Innerhalb der Experimente dieser Arbeit zeigt ARRITF eine deutliche
Trankriptakkumulation nach Pep-13-Behandlung (Magbhb. C-16 und C-17 A). aber
auch in Bluten von Kartoffelpflanzen (s. Abb. C-AB Dies konnte auf eine zusatzliche
Funktion in der Bluten-Entwicklung hinweisen. Andeseits sind Abwehrgene haufig in
Bluten exprimiert, um dieses Gewebe vor Fral3-Feirmleschitzen (Gonzalez-Teulstr
al., 2009)

Neben den klassischen Transkriptionsfaktoren existmit der Ebene der
Chromatin-Remodulierungen eine weitere Moéglichkigit transkriptionellen Regulation.
Nach einem Model aus tierischen Systemen erlaubtvdn Histon-Acetyltransferasen
katalysierte Acetylierung der Histone den Ubergadgs Chromatins in einen
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permissivem Zustand, der dann die Umstrukturierudgrch ATP-abhéngige
Nucleosomen-Remodelierungskomplexe gestattet. Bhdwird die Zuganglichkeit der
DNA fur regulatorische Proteine erhdht (Eberhawed Becker, 2002; Chinnusamy und
Zhu, 2009). Eine Histon-Deacetylase wurde beispigilse von Devotet al (2002) als
mogliches Ziel des COll-vermittelten Protein-Abbaidentifiziert, womit eine
Regulation der JA-Antwort ermoéglicht werden konrisnen weiteren Hinweis auf die
Beteiligung von Chromatin-Struktur-Anderungen areSs-Antworten ergaben Arbeiten
an ASYD einer Chromatin-remodelierenden ATPase (Wadlewl, 2008). Fiur ABYD
wurde eine Funktion in der Resistenz gedgncinereaunterhalb von JA und ET
nachgewiesen (Wallegt al, 2008). Unter diesem Aspekt ist das GeMBBT1mit
Homologie zu einer Histon-Acetyltransferase einelessanter Kandidat fur die
Aufklarung der Pep-13-induzierten Abwehrantwortémar ist dieses Gen in Wildtyp-
Pflanzen durch Pep-13 aktiviert doch konnten gRRFXDalysen die aus den
Microarray-Daten abgeleitete JA-abhangige Trans&kiumulation von $4YST1bisher
nicht bestatigen.

Die putative MAPK-Kinase-Kinase BAPKKK weist eine sehr frihe Wund-
responsive und ebenso eine spatere Pep-13-respadrainskriptakkumulation auf, deren
JA-Abhangigkeit aber wiederum in gRT-PCR-Experire@ntnicht bestatigt werden
konnte. Zahlreiche Arbeiten belegen die Beteiligwmn MAPK-Kaskaden an der
Signalweiterleitung in der pflanzlichen Abwehr (€minbet und Hirt, 2008). Speziell
wurde in Tomate die Funktion einer MAPK-Kinase-Ksraals positiver Regulator der
Zelltod-Reaktion sowohl nach Infektion mit avirulen als auch virulenten Pathogenen
nachgewiesen (del Pozet al, 2004). Unterhalb der dort untersuchtetMS8PKKKa
fungiert u.a. SIPK, fur die bereis eine Funktionder HR-Ausbildung postuliert wurde
(Zhanget al, 2000; Yanget al, 2001; Takahaslet al, 2007).

StABC ist ein Vertreter derATP-binding-cassette(ABC)-Superfamilie von
Membran-lokalisierten Transportern, die den Engyginann der ATP-Hydrolyse fur den
Transport von Substraten tber eine Membran nuteeter Regel besitzen diese Proteine
zusatzlich zu der auch in der Sequenz desBStvorliegenden ABC-Domane, eine
Transmembrandoméne. Eine solche kann in der POgle®e nicht detektiert werden,
die jedoch nicht die vollstdndige Gensequenz urhfdssder Pathogenabwehr sind
Sekretionsmechanismen am gerichteten TransportZetliwand-lokalisierten Proteinen
oder phenolischen Substanzen beteiligt, die destiidqung der Zellwand dienen (Kwon
et al, 2008). Viele Komponenten dieser Sekretions-Psezesnd auch durch PAMPs
aktivierbar (Thilmony et al, 2006). So ist beispielsweise der Arabidopsis ABC-
Transporter PEN3/PDR8 an der Nichtwirts-Resisteageg Blumeria graminisf. sp
hordei Erysiphe pisiund P. infestansbeteiligt (Steinet al, 2006) und transportiert
vermutlich antifungale Glucosinolat-Abbauproduktedien Apoplasten (Bednarek al,
2009; Clayet al, 2009). Ein weiterer ABC-Transporter, M@R1 ist, dhnlich wie das
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Kandidatengen @BC sehr schnell und deutlich nach PAMP-Behandlungvigkt
(Sasabeet al, 2002). SABCweist in Blattern keine basale Expression aufjtzaer eine
Expression in Wurzel und Bluten, wie auch ddgotiana plumbaginifolia PDR1
(Stukkenset al, 2005). RNAi-vermittelteSilencingdes NfPDR1flhrt zu einer erhdhten
Sensitivitat gegerB. cinerea(Stukkenset al, 2005), womit die Funktion von ABC-
Transportern in der pflanzlichen Abwehr weiter umauert wird.

Mit StJAZwurde fir die weiteren Analysen der Pep-13-Antveant Kandidatengen
gewahlt, das starke Homologie zuJAZ8/TIFY5aaus Arabidopsis aufweist. JAZ-
Proteine sind in Arabidopsis und Tomate als negalegulatoren der JA-vermittelten
Antworten charakterisiert worden und bilden zusammat StCOI1l einen putativen
Rezeptorkomplex fur das bioaktive JA-lle aus (Chenhial, 2007; Thineset al, 2007;
Browse, 2008; Katsiret al, 2008b; Fonsecat al, 2009). Da in Arabidopsis 12
Mitglieder dieser Genfamilie vorliegen (Vanholnet al, 2007), wurden Southern-
Analysen in Kartoffel durchgefiihrt, die das Vorhansgein mehrer homologer Gene des
StJIAZ auch in Kartoffel vermuten lassen (Vgl. Abb. C-1Bas AUAZ8/TIFY5azeigt
eine Expression in Wurzeln und ist, wie die meisthaser Gene, durch MeJA-
Behandlung und Verwundung COIl1-abhangig aktivie(barneset al, 2007; Vanholme
et al, 2007; Chunget al, 2008). Auch SIAZ weist eine Expression nach Verwundung,
sowie eine noch zu bestatigende Expression in Viluteed Bluten auf (s. Abb. C-18 A
und B). Ein weiteredAZ-ahnlicher EST zeigt in den Microarray-Daten ebBsfaine
Aktivierung durch Pep-13, ist aber in den RNAIi-R#fan nicht reduziert. Neben der
Funktion der JAZ-Proteine im JA-Signalweg wurde mdém NbPPS3 ein ZIM-
Domanen-Protein (entspricht der TIFY-Doméne, (Vamgoet al, 2007)) identifiziert,
das ein Zielprotein einer MAPK ist (Katoet al, 2005). Silencingdes PPS3fuhrt zu
einer reduzierten HR-Antwort nach Expression ekwarstitutiv aktiven MAPK (Katoiet
al., 2005). Da SIAZ keine Ahnlichkeit zu denPPS3aufweist, stellt es vermutlich kein
MAPK-Substrat dar, sondern spielt eher im JA-induzn Signalweg unterhalb der Pep-
13-Erkennung eine Rolle.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression dda\5in Kartoffeln mittels
RNAI herabgesetzt. Erste Untersuchungen ergabeai d@men veranderten Phanotyp
der RNAI-Pflanzen nach Pep-13-Behandlung (s. Ab20L Moglicherweise reicht das
SilencingLevel in den RNAI-Pflanzen nicht aus, um einenektfzu erzielen. Anderseits
haben auch andere Arbeitsgruppen JAZT-DNA-Insertions-Linien keine, fir JA-
Signalweg-Mutanten charakteristischen, phéanotygeisch/eranderungen beobachten
kénnen (Thineset al, 2007). Es wurde daher vorgeschlagen, dass dieRIA&ine
Uberlappende Funktionen besitzen (Thim¢sal, 2007) und mit dem Nachweis, dass
JAZ-Proteine multiple Homo- und Heterodimere bild&dnnen, scheint sich ein
komplexes Regulationsmuster abzuzeichnen (ChungHaomek, 2009). Die Strategie des
RNAiI-vermittelten knock-downder Genexpression kann genutzt werden, um auah seh
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ahnliche Homologe einer Genfamilie auszuschaltarséaet al, 2003; Kusaba, 2004).
Fur AtJAZ1 wurde beispielsweise einkenock-dowrLinie hergestellt, die sich durch
Hypersensitivitat gegentber JA auszeichnet (Gruftewial, 2009), auch wenn nicht
klar ist, ob in dieser Linie eisilencing von weiterenJAZ-Homologen erfolgte. Ein
verstarkte Antwort auf den Pep-13-Stimilus wurderaim dem ersten durchgefihrten
Experiment mit derStJAZRNAI-Linien ebenfalls nicht beobachtet. Fur diegRkation
der JA-Antwort ist die C-terminale Jas-Doméane deZ-Proteine essentiell. Der Verlust
dieser Doméne fihrt zu einem Verlust der JA-llenvielten Interaktion mit COI1,
wodurch ein JA-lle-induzierter Abbau und die De-Reperung der JA-responsiven
Transkriptionsfaktoren verhindert wird (Chiet al, 2007; Thinest al, 2007; Browse,
2008; Melotto et al, 2008). Um eine mogliche Funktion des StJAZ im -B8p
induzierten Signalweg weiter zu untersuchen, korddbher versucht werden, mittels
gerichteter Mutagenese ein Konstrukt de3A3therzustellen, das in den zwei fur die
COI1-Bindung essentiellen Aminosauren der Jas-Demé@Melotto et al, 2008)
verandert ist. Eine Expression dieses Konstruki@snte moglicherweise klaren, ob
StJAZ tatsachlich ein Teil der Pep-13-induziertdrAhtwort in Kartoffel ist.

Die funktionelle Analyse dieser mdglichen Kandidafene konnte die weitere
Aufklarung des Signalweges unterhalb von JA erlaulzaiséatzlich zeigt der Vergleich
der Pep-13-induzierten Genexpression in Wildtymden und JA-defizienten RNAI-
Pflanzen, dass zahlreiche Gene unabhéngig von gAliee werden. Dies war zu
erwarten, denn JA akkumuliert im Pep-13-Signalweterdhalb der SA-Akkumulation
(Halim, 2006). Es konnte spekuliert werden, dassden NahGexprimierenden
Kartoffelpflanzen die Expression der JA-reguliert@ane ebenfalls reduziert ist. Diese
Hypothese bestatigte sich in einem ersten ExpetirfienSUAZ SAP2TF und SABC
(Daten nicht gezeigt). Zudem haben frihere Arbegiee Aktivierung von Abwehrgenen
unabhangig von der SA-Akkumulation belegt (Haleh al, 2004), so dass weitere
Signale, wie z.B. MAPK-Kaskaden oder ET in der R8pAntwort vermutet werden
konnen (vgl. Abb. D-2). Ein Vergleich der Pep-13gensiven globalen Genexpression
in Wildtyp-Pflanzen mit der in SA-defizienten Pflean wirde es ermdglichen, den
Anteil des SA-Weges an den Pep-13-induzierten kriptoonellen Anderungen
festzustellen.

Ein anderer moglicher Ansatzpunkt fur weitergehenfealysen ist die
Untersuchung weiterer Regulationsgruppen, die aus Microarray-Analysen erhalten
wurden (Vgl. Abb. C-15). Unter diesen befindet skB. eine Gruppe von 127 Genen
mit einem postulierten OPDA-abhéngigen COIl-unagigen Expressionsprofil und
weiterhin 131 Gene, deren Expression OPDA-abhéwvigigCcOl1 reguliert werden sollte
(s. Abb. D-2). Eine Funktion von OPDA als Signal rdel bereits inEscholtzia
californica-Zellkulturen ermittelt, in denen OPDA unabhéngignvJA den Alkaloid-
Syntheseweg stimulieren kann (Blechett al, 1995). In Arabidopsis fuihrt exogene
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Applikation von OPDA zu einer Induktion von einenetSyon ORGs (OPDApecific
response genggTaki et al, 2005), die scheinbar unabhangig von COI1 reguierden.
Dabei wurde innerhalb der dortigen Arbeiten nur aiisgewdahltes Set von sechs Genen
auf die Expression iroil-Mutanten nach OPDA-Behandlung untersucht (Tetkal,
2005). Daher koénnte die Madoglichkeit bestehen, das: den insgesamt 214
identifizierten ORGs (Taket al, 2005) ein Teil auch COIl1-abhangig reguliert wisa,
wie dies fur das ArabidopsiBHO1;H10 gezeigt wurde (Ribogt al, 2008). Allerdings
waren bisher alle Versuche ergebnislos, einen JA&XicRezeptorkomplex fur OPDA zu
identifizieren (Chiniet al, 2007; Thineset al, 2007; Melottoet al, 2008), und es bleibt
weiterhin unklar, wie OPDA in der Pflanze perzipietird. Eine Mdoglichkeit kbnnte in
einem COI1-Komplex mit weiteren, noch unidentifite®mn Repressorproteinen liegen.
Zum Beispiel kann hierfir das Mod3hyscomitrella patensls Untersuchungobjekt
dienen, in dem ausschliel3lich OPDA und OPDA-llekeonmen und das zudem sechs
COl1-Homologe besitzt (Browse, 2008). Daneben existdst weitere Hypothese die
Signalwirkung von OPDA als RE®e@ctive electrophile specieffarmer und Davoine,
2007). RES sind in der Lage Thiolgruppen von Praeidirekt zu modifizieren oder
werden von Detoxifikationsenzymen umgesetzt. SaentOPDA-Glutathion-Konjugate
in P. syringaeinfiltrierten Arabidopsis-Blattern detektiert (Miler et al, 2008a). Ca. ein
Drittel der OPDA-regulierten Gene zeigt in Arabid@paul3erdem eine Abhangigkeit von
den Transkriptionsfaktoren TGA2, TGA5 und TGA6 (Meeet al, 2008a), die auch in
der Redox-Status-vermittelten SA-NPR1-Signalkaskaslae Rolle spielen. Sehr
spekulativ kdnnte vielleicht auch ein COI1l-Repregemein-Komplex fur OPDA-
Glutathionkonjugate existieren.

Weiterhin ergaben die Microarray-Analysen der wgéinden Arbeit eine Gruppe
von 210 JA-abhangig exprimierten Genen (Vgl. Abbl18}, fur die eine COI1-
unabhangige Regulation postuliert wurde (s. Abl2)DBa die Arbeiten anderer Gruppen
bisher fur alle MeJA-responsiven Gene eine selittstAbhangigkeit von dem F-Box-
Protein COI1 nachgewiesen haben (Devet@l, 2002; Liet al, 2004b), muf3te dieses
Expressionsprofil zunachst verifiziert und seineldgische Relevanz anschlieend
weiter untersucht werden. Es ware mdoglich, dassedamene Gabe von MeJA in den
Analysen die andere Gruppen durchgefuhrt habemt mie in der Zelle nach einem
Stress-Stimulus ablaufenden Signalwege wiederdihtiererseits ist vielleicht ein zu
niedrigesSilencingLevel in den in dieser Arbeit verwendeten RNAidpiten der Grund
fur die Detektion dieses Expressionsmusters, demien anderen Arbeiten wurdknock
out-Mutanten von COI1 genutzt.

Abschlie3end sollte nicht vergessen werden, dasar zWranscriptomics die
Moglichkeit bieten, einen globalen Uberblick UbetpEessionsanderungen vieler Gene
zu erhalten, aber die Expressionsprofile interdssaldandidaten im Einzelnen stets
verifiziert werden missen, um Falsch-Positive asszlief3en. Auf3erdem besitzt die
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Pflanze neben der aktivierten Transkription von &ernweitere Ebenen der post-
transkriptionellen und post-translationellen Retjatg die vielféaltige Anpassungen und
ein fine-tuning der Antwort an Stress-Situationen ermoglichenk8on beispielsweise
die Phosphorylierung von TranskriptionsfaktorenciuPAMP-induzierte MAPKs eine
Anderung der Genexpression herbeifiihren (Betitkal, 2009). Gleichzeitig konnte die
Aktivitat von Enzymen aber auch direkt durch Phasplerung z.B. katalysiert durch
PAMP-aktivierte MAPKSs, reguliert werden (Benscheipal, 2007). Diese Beispiele der
PAMP-induzierten Reaktionen sind ein guter Belegdié komplexen Signalnetzwerke,
die in der pflanzlichen Zelle ablaufen, um eine tivégliche Adaptation an sich
verandernde Umweltbedingungen zu erreichen.

Abb. D-2: Modell der Pep-13-

responsiven Genexpression
Pep'1 3'Erkennung Auf der Basis der Microarray-Daten
l (s. B 1.5 und D 1.3) werden mdgliche

Signalwege aufgefuihrt, die bei der

A 4

Vermittlung der Pep-13-induzierten

COOH Genexpression eine  Rolle  spielen

SA dass Pep-13 in Kartoffel eine SA-
unabhangige Genexpression vermitteln
- e — Signalwgg ist jedoch unbekannt (weil3es
o 5 Fragezeichen).
. @:\_//:/\/COOH . e X .

? Gene identifiziert, die JA-abhangig aber
o=, JA COll-unabhéngig bzw. OPDA-abhéngig
? @ Literatur, so dass diese Wege als

Hypothesen aufgestellt wurden und mit
einem  Fragezeichen markiert sind.
Genexpression ein Teil der SA-abhéngigen Gene
unabhéngig von OPDA, JA oder COI1
den JA-defizienten bzw. -—insensitiven
RNAiI-Linien schwécher ist als in NahG-
2009). Auch dieser hypothetische
Signalweg ist daher mit einem

OH konnten. Aus Literatur-Daten ist bekannt,
/ kann (Halim et al., 2004) — der genaue
= In den Analysen dieser Arbeit wurden
OPDA

2 via COI1l exprimiert werden. Dafiur
\ / existieren derzeit keine Beispiele aus der
Weiterhin konnte vermutet werden, dass
exprimiert wird, da auch der Phé&notyp in
exprimierenden Pflanzen (Halim et al.,

Fragezeichen markiert.

14 Das Zusammenspiel von SA und JA in der Pep-¥htwort

SA und JA sind als Signalmolekiile an der Steuemamgpflanzlichen Abwehrantworten
beteiligt. Nach einem generell akzeptierten Modeld dabei SA-vermittelte Antworten
fur die Reaktion auf biotrophe Pathogene verantigbrt wahrend JA-vermittelte
Abwehrantworten, meist in Zusammenwirkung mit Eie Abwehr gegen nekrotrophe
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Pathogene vermitteln. Fur Arabidopsis wird haufrgeeantagonistische Wechselwirkung
dieser beiden Phytohormone beobachtet (Thoretved, 1998; Glazebrook, 2005; Spoel
und Dong, 2008). Dieses Modell wird dadurch gestiitass einige Pathogene mit Hilfe
von Effektoren oder Phytohormon-ahnlichen Moleklilemie Hormonsignalgebung der
Pflanzen eingreifen und zu ihren Gunsten veran@&émmen, um die Suszeptibilitdt zu
fordern (Bari und Jones, 2009; Pieteesal, 2009). In Arabidopsis dient beispielsweise
das bakterielle Phytotoxin COR a#st DC3000 der Induktion des pflanzlichen JA-
Weges via COI1, wobei ca. 35% der MeJA-induzienhd&ene auch von COR induziert
werden (Zhacet al, 2003; Uppalapatet al, 2005; Katsiret al, 2008b). Als Folge der
Aktivierung des JA-Weges wird der SA-Weg reprimiesodurch das Wachstum der
Bakterien gefordert wird (Kloelet al, 2001; Uppalapatet al, 2007). Zuséatzlich zur
Supression des SA-Weges scheint COR weitere SAhamgiige Virulenzmechanismen
innezuhaben (Blockt al, 2005; Uppalapatt al, 2007).

Der antagonistischeCross-Talk zwischen SA und JA in Arabidopsis ist auf
molekularer Ebene durch einen gegensatzlichenussfverschiedener Komponenten des
SA-Weges auf den JA-Weg gekennzeichntet. WRKY70spelsweise ist ein
Transkriptionsfaktor und positiver Regulator der -8Atwort unterhalb vonNPR1
Arabidopsis-Pflanzen, di&/RKY 70Uberexprimieren zeigen konstitutive SA-Antworten,
die mit erhdhter Resistenz gegen das biotropheoBatiErisyphe cichoracearunind
eingeschréankter Resistenz gegen das nekrotroplmdeatA. brassicicolaeinhergeht
(Li et al, 2004a; Liet al, 2006). Dagegen sind Arabidopsis-Pflanzen mit sapprter
WRKY 70Expression resistenter geg&nbrassicicolaLi et al, 2006). Umgekehrt ist die
MAPK MPK4 ein positiver Regulator des JA-Signalwegend negativer Regulator der
SA-Antworten, so dassnpk4Arabidopsis suszeptibler auk. brassicicolalnfektion
reagieren und resistenter gegenubPersyringaelnfektion sind (Peterseet al, 2000;
Brodersenet al, 2006). Ein zentraler Regulator der SA-AntwortenArabidopsis ist
NPR1, das nach SA-reduzierten Redoxpotential-Ambggn zusammen mit TGA-
Transkriptionsfaktoren und dem GRX 480 die SA-Antwn vermittlet (Mouet al,
2003; Spoekt al, 2003; Ndamukongt al, 2007). Innprl-Arabidopsis-Pflanzen ist die
SA-vermittelte Inhibierung der JA-Antwort aufgehoband Arabidopsis-Pflanzen, die
GRX 480 Uberexprimieren zeigen reduzieRBF1.2Expression (Spoeét al, 2003;
Ndamukong et al, 2007). Daher kann davon ausgegangen werden, dese
Signalkomponenten ebenso den SA/JA-Antagonismugrabidopsis regulieren. Als
mdglicher Mechanismus dieser Regulation wird eindeékung des Redoxstatus der Zelle
diskutiert. Diese Hypothese wird dadurch gestidztss die Suppression der MeJA-
induzierten PDF1.2Expression durch SA mit einem Anstieg des GlutatHievels
korreliert (Koornneett al, 2008).

Andererseits ist NPR1 auch in die Ausbildung der/EJAabhéangigen ISR
involviert (Pieterse 1998), wobei diese Funktions d&iPR1, ebenso wie die

105



DiskussionN

Supprimierung der JA-Antwort durch SA von einemosglischen Pool des NPR1
ausgeubt wird (Glazebrooét al, 2003; Spoekt al, 2003). Die Kernlokalisierung des
NPR1 wird durch Ubiquitinierung reguliert, die danebenso einen Einfluss auf den
SA/JACross-Talkhaben konnte (Spoet al, 2009).

Eine Untersuchung der Akkumulation von SA, JA undl B verschiedenen
Interaktionen ergab eine groRRe Spezifitat in Ablgkejt vom jeweiligen Pathogen
(P. syringae A. brassicicola Pieris rapae Frankliniella occidentaliy (De Voset al,
2005). Diese charakteristische Signal-Signatur ltiesie in einem spezifischen
Genexpressionsprofil, wobei allgemeine Stress- Albdehr-assoziierte Gene von allen
Angreifern aktiviert wurden (De Vogt al, 2005). Spezifische Interaktionen dieser
Signalmolekile, die Menge und der zeitliche Rahmiéner Akkumulation in
Abhangigkeit der jeweiligen Angreifer kénnten dasgébnis der Abwehrantworten
beeinflussen (De Voset al, 2005). Ebenso konnte vermutet werden, dass
Untersuchungen an anderen Pflanzenspezies abwde&hadelle fir die Interaktion der
Signale SA und JA aufdecken. Die meisten der bigber Ergebnisse wurden durch
Analyse von Interaktionen zwischen Arabidopsis ugider geringen Anzahl von
Pathogenen erhalten, die das Bild der mdglichearditionen beschréanken kénnten
(Adie et al, 2007).

Die gemeinsame Wirkungsweise von SA und JA innérkaler Signalkaskade, die
in der Pep-13-Antwort der Kartoffel beobachtet vegrdkann, steht im Gegensatz zu der
haufig in Arabidopsis beobachteten antagonistisdi@kungsweise von SA und JA. In
der Pep-13-induzierten Abwehr der Kartoffel akkuientl SA ca. nach sechs Stunden,
wahrend eine deutliche Akkumulation von OPDA und e¥&t zu spateren Zeitpunkten
erfolgt (s. Abb. C-1 und C-2). Die JA-defizienteNRi-Pflanzen sind in der Lage SA zu
akkumulieren  wohingegen die  JA-Akkumulation inNahGexprimierenden
Kartoffelpflanzen inhibiert ist (Halinet al, 2004; Halim, 2006). Diese Wirkungsweise
von SA und JA innerhalb eines Signalweges konrdeeal Modellsystem fur weitere
Studien moglicher Wechselwirkungen von SignaleRflanzen dienen.

Auch in anderen Modellen konnte eine nicht-antagfsthe Wirkung von SA und
JA nachgewiesen werden. In Tabak beispielsweisg &ihe Infektion mit avirulenten
P. syringeaqov. phaseolicolaBakterien zu gleichzeitiger Akkumulation von SAdudA
(Mur et al, 2006). Im Gegensatz zu d&ahGexprimierenden Kartoffelpflanzen, die
eine Reduktion der JA-Level aufweisen (Halehal, 2004), resultiert die Expression
einer Salizylathydroxylase in Tabak und entspredbeReduktion der SA-Level nicht in
einer verminderten JA-Akkumulation (Met al, 2006). In der kompatiblen Interaktion
von Tomate miX. campestripv. vesicatoriawird eine sequentielle Wirkung von JA, ET
und SA in der Entwicklung von Krankheitssymptomesolbachtet (O'Donnelét al,
2003b). In Arabidopsis akkumulieren nach Infektimit virulenten X. campestris pv.
campestrisebenso JA, ET und SA, aber in diesem System B&gtoberhalb von ET
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(O'Donnell et al, 2003a). Die Behandlung von Arabidopsis-Pflanzeh awirulenten
Bakterien 16st eine SA-abhangige systemische emvmiResistenz (SAR) aus, wahrend
die Behandlung mit einigen nicht-pathogenen Rhiktdygen eine JA/ET-abhangige
induzierte systemische Resistenz (ISR) hervoriiéin(der Entet al, 2009). Van Wees
und Mitarbeiter (van Weest al, 2000) konnten nachweisen, dass die gleichzeitige
Induktion beider Wege in Arabidopsis zu einer sgistischen Erhdhung der Resistenz
gegen nachfolgend@stinfektion fihrt und nicht zu der erwarteten antaigbschen
Wechselwirkung beider Signal-Wege. Auch in der M#long der Antwort von
Arabidopsis auf Hitzestress spielen sowohl SA aishalA eine Rolle (Clarket al,
2009). Microarray-Studien zur Untersuchung der Aortwon Arabidopsis auf exogene
Behandlung mit SA oder MeJA konnten zudem eine @eugon Genen identifizieren,
die in Arabidopsis durch diese beiden Substanzereguoliert werden (Schenkt al,
2000). Damit finden sich in der Literatur Beispiedee neben dem Antagonismus weitere
Maoglichkeiten desCross-Talkszwischen den Signalmolekilen SA und JA aufweisen.
Zusatzlich zeigen Studien in Arabidopsis eine Algidkeit der antagonististen
Wechselwirkung von rdumlichen Faktoren. Infektioit hemibiotrophenP. syringae
Bakterien fuhrte zu einer Induktion des SA-Wegesd ugamit aufgrund einer
Reprimierung der JA-Antwort zu erhohter Suszeptidiil gegentber einer
darauffolgenden Infektion miA. brassicicola Raumlich entfernte, nich®stinfizierte
Blatter weisen aber keinen negativen Effekt auf Almvehr gegerA. brassicicolaauf
(Spoelet al, 2007). Auch konnte die Reprimierung der JA-Antinar lokalen Gewebe
nur nach Infektion mit virulenten Pseudomonaderbbebtet werden. Diese Regulation
der antagonistischen Wirkungsweise von SA und JAnk® gewahrleisten, dass nach
einer Infektion mit avirulenten Bakterien, die Ausbildung einer HR fuhrt, das Gewebe
nicht anfalliger gegen nekrotrophe Pathogene wiid,die absterbendes Gewebe ein
Vorteil darstellt (Spoeét al, 2007).

Das Netzwerk der Signalweiterleitung in Pflanzers@mit duRerst komplex und es
wurde vorgeschlagen, dass eine Ursache daflr i€okdtvolution der Pflanze-Pathogen-
Interaktionen liegt (Pieterset al, 2009), da Pathogen-Effektoren zusatzlich in die
Regulation der pflanzlichen Abwehr eingreifen (Holgeutet al, 2009).
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2. Die Pathogenabwehr in Kartoffelpflanzen mit
verandertem Oxylipinmuster

2.1 Die Interaktion mit P. infestans

Allgemein fuhrt eine Infektion mit verschiedenertiRagenen in Pflanzen zu einer Reihe
von Abwehrantworten, die haufig auch von einer @@ugtAkkumulation begleitet
werden (Gobeét al, 2002; De Vot al, 2005; La Camerat al, 2009). Dass dabei den
Jasmonaten eine Funktion in der pflanzlichen Abwalkommt, wurde durch Arbeiten
an Arabidopsis-Mutanten belegt, die in der JA-Bidbgse oder der JA-Perzeption
beeintrachtigt sind. Diese zeigen eine erhohte IAgk&it gegentber nekrotrophen
Pathogenen wid. brassicicola, B. cinereaderPythiumSpezies (Staswickt al, 1998;
Thommaet al, 1998; Vijayanet al, 1998). Als mdglicher Mechanismus, mit dem
Jasmonate eine Abwehr vermitteln, wird die Fahigkeser Signalmolekiile diskutiert,
das Genexpressionsprofil der Pflanzen von allgeemeiwachstumsprozessen auf die
Stress-Reaktion umzustellen (Pauw und Memelink42D@votoet al, 2005; Takiet al,
2005). Beispielsweise aktiviert MeJA-Behandlung iArabidopsis Gene des
Phenylpropanoidweges, sowie die Akkumulation vombtound Oligolignolen (Pauwels
et al, 2008). Auch die Gene von Enzymen des Indol-Glmodatweges sind in
Arabidopsis MeJA-responsiv (Sasaki-Sekimab al, 2005), und die Synthese der
entsprechenden Indol-Glucosinolate ist von funkilem COI1 abhangig (Bradeet al,
2001). Zwar stellen Indol-Glucosinolate Brassicaespezifische Phytoalexine dar, aber
mit Nicotin existiert auch ein Beispiel flr ein Rbglexin der Solanacee Tabak, dessen
Synthese ebenfall8Ol1-abhangig ist (Shojet al, 2008). Damit kann vermutet werden,
dass JAs die Synthese von Abwehr-assoziierten Sékonmetaboliten vermitteln. Auch in
den Microarray-Analysen dieser Arbeit wiesen Gene eie Phenylalanin-Ammoniak-
Lyase PAL) oder eine 4-Coumarat-CoA-Ligas#éGL) nach Behandlung mit dem PAMP
Pep-13 eine, in den JA-defizienten Pflanzen redtezexpression auf.

Anhand der aus Arabidopsis bekannten Daten zureRi#r JAs in der Abwehr
hatte vermutet werden konnen, dass die im RahmesediArbeit untersuchten JA-
defizienten bzw. JA-insensitiven RNAi-Kartoffelpfizen in der Interaktion mit
P. infestanseinen veranderten Infektionsphénotyp zeigen. Digar@@fizierung des
P. infestandVachstums in Blattern und Knollen der RNAi-Pflanzg1-Hintergrund)
ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede imigiéech zu den Kontrollpflanzen
(Vgl. Abb. C-22 und C-23). Ebenso wurde di2 infestanBiomasse in einer
inkompatiblen Interaktion bestimmt. Auch hier wiesdie resistenten R1-Pflanzen, die
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mit den RNAIi-Konstrukten gegen die JA-Biosynthesegeoder gegen G0I1
transformiert worden waren, kein verandertes Wachsvon P. infestansund damit
keinen Bruch der durch das R1-Gen vermittelten stest auf (Vgl. Abb. C-28). Diese
Ergebnisse stehen in Widerspruch zu Daten, die einé@hte Anfalligkeit der JA-
defizienten def: Tomaten gegeniber den hemibiotrophen Pathogdhennfestans
P. syringaeund X. campestrigv. vesicatorianachweisen konnten (Thalet al, 2004).
Allerdings wurden fur diese Untersuchungen aussBhiih makroskopische Marker wie
beispielsweise die nekrotische Blattflache verwen®@er SAOS2Locus in Kartoffel
wurde als ein Kandidat fur einen quantitativen Btesiz-Locus identifiziert (Pajerowska-
Mukhtar et al, 2008). SAOS2Allele, die mit einer erhéhten Feldresistenz gegen
P. infestansassoziiert waren, konnten di. thalianaMutante aos hinsichtlich der
Akkumulation von OPDA und JA sowie der Resistengeggiber dem Bakterium
E. carotovorassp.carotovorabesser komplementieren als solche Allele, die antétfel
eher Suszeptibilitat verliehen (Pajerowska-Mukhgaral, 2008). Gleichzeitig wurden
StAOS2RNAI-Kartoffelpflanzen untersucht, die ein 1,54aerhéhtes Wachstum von
P. infestansaufwiesen. Im Gegensatz zu diesen Daten liegedAtdefizientedefl und
Never-ripe (ET-insensitiv) Tomaten, sowilahGexprimierende Tomaten Ergebnisse
vor, die eine Beteiligung des JA-, ET- und SA-Wegesler Abwehr gegel. infestans
ausschlieRen (Smasdt al, 2003). Diese Daten stitzen sich jedoch hauptséclaluf
phanotypische Beobachtungen und eine Quantifizgerder P. infestansBiomasse ist
nicht erfolgt. Eine andere Studie untersuchte damsammenhang zwischen der
Aktivierung des Oxylipin-Weges in verschiedenen tHelsorten und der Resistenz
gegenubelP. infestans Dabei zeigte sich keine Korrelation zwischen 8girke oder
dem zeitlichen Verlauf der Oxylipinakkumulation uddm jeweiligen Resistenzlevel der
einzelnen Sorten (Fauconniet al, 2008). Auch funktionelle Analysen, bei denen die
RNAI-Strategie zum Herabsetzen deiDES der Divinylethersynthase des 9-LOX-
Weges, genutzt wurde, ergaben keine notwendigetieuméder 9-Oxylipine Colnel- und
Colnelenséaure fur die Abwehr von Kartoffel gedgeninfestangEschen-Lippoldet al,
2007). Zwar akkumulieren nacP. infestandnfektion bevorzugt die 9-Oxylipine,
wahrend ein Anstieg von OPDA oder JA nicht nachgsem werden konnte (Webet
al., 1999; Gobelet al, 2002), dennoch kann die Expression der 13-LOXO33 in
infizierten Blattern beobachtet werden (Goketl al, 2002). LOX-gebildete 9- und
13-Ketodiene sowie -Ketotriene akkumulieren u.aden Interaktion von Arabidopsis mit
avirulentenPstin starkerem Mal3e, als nach Infektion mit virudar®st (Vollenweideret
al.,, 2000). Daher konnte versucht werden, die direkinodukte der $0OX3
13-Hydroperoxide oder deren Ketone, in ihrer Funktfir die KartoffelP. infestans
Interaktion ndher zu analysieren, zumal 13-HOT 1BKOT starke antifungale Wirkung
aufweisen (Proset al, 2005). Ein derartiger Ansatz wurde fir den 9-L@deg bereits
verfolgt und es zeigte sich, dass das Ausschake®-dOX SLOX1 uber RNAI zwar zu
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einen Verlust der enzymatischen 9-Oxylipin-Bilduigrt, dafiir aber nicht-enzymatisch
gebildete Oxylipine und 13-Oxylipine akkumulierggdbel et al, 2003) und dass diese
vermutlich eine moégliche Funktion der 9-Oxyliping tlie Zelltodreaktion (Knighet al,
2001) ersetzen (GObekt al, 2003). Die enzymatisch katalysierte Bildung von
Lipidhydroperoxiden hatte fur die Pflanze den Vorter Kontrollierbarkeit, womit die
Bildung freier Radikale verhindert wiirde (Goéletlal, 2003), und kdénnte zusatzlich zur
Synthese von antimikrobiell wirksamen Substanzetutz werden (Webegt al, 1999;
Prost et al, 2005). Die Akkumulation von nicht-enzymatisch igéten Oxylipinen,
sogenannten Phytoprostanen, wurde auckB.incinereainfizierten Tomatenpflanzen
detektiert (Thomaet al, 2003). Es wurde vorgeschlagen, dass es sich dab&ignale
handelt, die bereits frih in der Evolution entseandind. Diese konnten spater von den
Pflanzen als Stor-/Gefahr-Signale genutzt und imiger destruktive Wege umgeleitet
worden sein (Muller, 2004; Browse, 2008). Damit geider Eingriff in den 9- oder 13-
Oxylipinweg nicht zu einer Anderung der pflanzliohReaktion fiihren, da Lipidperoxide
des jeweils anderen Weges die Funktion Ubernehndemdn. So fihrt daSilencing
einer 9-LOX in Kartoffel zu erhéhter Produktion vaB-Oxylipinen (Gobekt al, 2003)
und in Tomate wurde eine Reduktion der 9-Oxylipine AOC-uberexprimierenden
Pflanzen beobachtet (Miersdt al, 2004). Gleichzeitiges Ausschalten des 9- und 13-
Oxylipinweges konnte zur Uberpriifung dieser Hypséhgenutzt werden, obwohl dann
noch eine redundante Funktion der Phytoprostanekb@@nware. Ein allgemeines
Problem all dieser Untersuchungen ist der schweeNgchweis eines Effektes auf eine
kompatible InteraktionP. infestandgst derart gut an seinen Wirt angepasst, dasaelei
Anderungen der Abwehr keinen Effekt auf das Wachstlieses Pathogens zu haben
scheinen.

Neben den kontroversen Daten zur Rolle der Oxydipm der Antwort auf den
OomyceterP. infestangs. oben) existieren Hinweise, dass SA einen wéugrdl3eren
Einfluss auf die Abwehrantworten gegén infestanshat (Halim et al, 2007). Dies
kénnte mit der hemibiotrophen Lebensweise Roinfestanserklart werden. Ahnlich wie
fur P. syringaegezeigt, sind SA-vermittelte Abwehrantworten etvnksam (Thaleret
al., 2004; Glazebrook, 2005). An der ResistenzantgegenP. infestandst auch eine
programmierte Zelltod-Reaktion, die HR, beteiligtdeshouwerst al, 2000). Fir diese
wird eine Beteiligung des SA-Weges diskutiert, wesie durch Erkennung von
Effektoren ausgelost wird ist. In der Auspragungid® nach PAMP-Erkennung werden
mehrere mdogliche Signale diskutiert (s. D 1.1).kBante sein, dass die SA- und JA-
Signalwege gemeinsam in der Abwehr geden infestansfungieren und gewisse
Uberlappende Funktionen auch in der HR-Antwortthesi

Die PAMP-vermittelte Abwehr ist, zusammen mit eineeffizienten Effektor-
vermittelten Resistenz, ebenso fir die basale Abvesher suszeptiblen Pflanze von
Bedeutung (Zipfelet al, 2004) und kann in einer kompatiblen Pflanze-Pge¢he
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Interaktion ein Einschranken des Pathogenwachstundsnoglicherweise des Ausmalies
der Krankheitssymptome bewirken (Jones und Dai§l62Gohre und Robatzek, 2008).
Da die Erkennung de®hytophthoraPAMPs Pep-13 in Kartoffel Abwehrantworten
auslost (Geiler, 2001; Brunnet al, 2002), fur die auch der JA-Weg relevant ist ({ral
2006), diese Arbeit), konnten sich die Fragen ezgebwarum Kartoffel gegen
Phytophthoraderart anfallig ist und warum eine Inhibierung dé-Antwort nicht zu
einem veranderten Wachstum vBninfestandihrt. Nach den Modellen von Chisholm
(2006) und Jones und Dangl (2006) kann die Intemakton Pflanzen und Pathogenen
unter einem zeitlichen Aspekt betrachtet werdenbebDaist die erste Form der
pflanzlichen Abwehr die nach der PAMP-Erkennungtiigrte PTI. Erfolgreiche
Pathogene haben dann im Laufe der Evolution eiredaisvon Effektoren entwickelt,
deren Virulenzfunktion in der Pflanze haufig auf dénterdrickung der Mechanismen
der PTI beruht (Chisholnet al, 2006; Jones und Dangl, 2006; G6hre und Robatzek,
2008). Untersuchungen an verschiederi@mytophthoraStammen konnten mehrere
Hundert putative Effektoren identifizieren, deremnktion in dem meisten Féllen noch
ungeklart ist (Tyleret al, 2006; Birchet al, 2008; Jianget al, 2008). Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dasB. infestanamit Hilfe dieser Effektoren auch in die Perzeptuber
PAMPs wie z.B. Pep-13 oder in die Signalkaskadenatb dieser Erkennung eingreift.

2.2. 13-Oxylipine in der kompatiblen Interaktion mt dem nekrotrophen
Pilz B. cinerea

Nekrotrophe Pathogene, wie der PBz cinerea zerstoren pflanzliches Gewebe Uber
zahlreiche Zellwand-degradierende Enzyme und lelmen dem toten Gewebe. Damit
stehen Pflanzen unter einem evolutionaren Druakzipche Verteidigungsstrategien fur
diese Pathogene zu entwickeln, da beispielswemseAlltodreaktion wie die HR es dem
Pathogen erleichtert, die Pflanze zu besiedeln (@awnd Levine, 2000). ,Allein die
Existenz eines pflanzlichen Signalweges, der eifeadslost, konnte ein molekulares
Ziel darstellen, das von einem nekrotrophen Pathmoggmuliert werden koénnte...*
(Kliebenstein und Rowe, 2008). In Arabidopsis wuldmifig beobachtet, dass der JA-
Weg in Kombination mit dem ET-Weg die Abwehr gegeekrotrophe Pathogene
vermittelt (Glazebrook, 2005). So zeigen JA-defirge oder —insensitivé\. thaliana
Mutanten eine erhohte Anfalligkeit gegentber nefgten Pathogenen (Staswiekal,
1998; Thommaet al, 1998; Vijayaret al, 1998). Arabidopsis-Pflanzen, die aufgrund der
Uberexpression einer Jasmonsaure-Carboxyl-Metimgfesase JMT) eine konstitutive
Expression JA-responsiver Gene aufweisen, besitmegegen eine erhdhte Resistenz
gegenB. cinerea(Seoet al, 2001). Vergleichende Genexpressionsstudien abidwopsis
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ergeben ein ahnliches Bild, denn ca. 30 bzw. 40e¥Bd cinereabzw. A. brassicicola
responsiven Gene sind auch abhangig €@l (Wise et al, 2007). Einige Daten aus
Arbeiten an der Arabidopsigpr3-Mutante weisen dagegen auf eine Funktion des JA-
Vorlaufers OPDA in der Abwehr gegéh cinereaundA. brassicicolahin (Stintziet al,
2001; Raackeet al, 2006). Zudem zeigen zahlreiche Oxylipine eine kgamms-
inhibierende Wirkung auf Bakterien, Pilz und auabn@ceten, und OPDA gehdort neben
13-HOT und 13-KOT zu den gegenuber eukaryotiscteghdgenen aktivsten Substanzen
(Prostet al, 2005). Die Beteiligung von ET an der Resistenzvitelnden Antwort
gegen B. cinereabelegen Arbeiten an den ERF-TranskriptionsfaktoEERF1 und
ORA59 deren Uberexpression bz@ilencingin Arabidopsis zu erhohter Resistenz bzw.
Suszeptibilitat fuhrt (Berrocal-Lobet al, 2002; Preet al, 2008).

Trotz dieser starken Hinweise auf eine Funktion @etadecanoide in der Abwehr
gegen nekrotrophe Pathogene konnte in den Wachdinperimenten der vorliegenden
Arbeit keine Anderung der Anfalligkeit der MG, SOOPR3 oder SCOI1-RNAI-
Pflanzen beobachtet werden (Vgl. Abb. C-30). DieResultat deckt sich jedoch mit
Ergebnissen einer Arbeit der Gruppe um Audenadd0dp, in der die JA-defiziente
Tomaten-Mutantelefl ebenso kein erhdhtes Wachstum Brcinereaaufweist. Damit
konnten sich fur Solanaceen Unterschiede in denefbmvechanismen im Vergleich zu
der Brassicacee Arabidopsis abzeichnen. Es wusdeitiiert, dass Arabidopsis sich mit
einer sehr starken basalen Abwehr geBertinereavon der sehr suszeptiblen Tomate
unterscheidet (Audenaeret al, 2002), wobei der Verlust der JA-abhangigen
Abwehrantworten in Arabidopsis, z.B. ooil-Mutanten, einen groR3eren Effekt auf die
Interaktion hatte. Auch kdnnten sich in der Evalatder Pflanze-Pathogen-Interaktionen
sehr spezifische Wechselwirkungen entwickelt halsm.st diedef:Tomatenmutante
beispielsweise resistenter geg&lternaria alternataund die Arabidopsis JA-insensitive
coil-Mutante ist im Gegensatz zu den Biosynthese-Mateaxds opr3 undjarl resistent
gegenFusarium oxysporunfEgusaet al, 2009; Thatcheet al, 2009). Beide Gruppen
vermuten, dass die jeweiligen Pathogene einen temaklA-Signalweg fur eine
erfolgreiche Infektion benétigen (Egustal, 2009; Thatcheet al, 2009).

ABA, ein weiteres Phytohormon, wurde als mogliclsegnal in der Abwehr von
Arabidopsis gegen das nekrotrophe Pathodsmhium irregulare identifiziert, da
Mutanten im ABA-Weg eine erhohte Suszeptibilitdgsen (Adieet al, 2007). Diese ist
nicht spezifisch fUP. irregulare denn auctA. brassicicolazeigt vermehrtes Wachstum
auf diesen Pflanzen. Dagegen sind die gleichen nema resistenter gegeniber
B. cinerea obwohl das Genexpressionsprofil von Arabidopsigdip-Pflanzen nach
B. cinerealnfektion sehr ahnlich ist wie nac¢h irregulare oderP. infestandnfektion
und nach ABA-Behandlung (Adiet al, 2007). Wiederum sinditiensTomatenpflanzen
mit einer Mutation in einem ABA-Biosynthese-Genistenter gegerB. cinereaund
zeigen damit eine andere Reaktion als Arabidopsisiénaeret al, 2002).
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Zusammenfassend ergibt sich damit ein komplexed &dr Abwehr gegentber
nekrotrophen Pathogenen, das zahlreiche Regulabensn umfasst und zusatzlich
spezifische Facetten in einzelnen Pflanze-Pathégenaktionen annehmen kann.
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Octadecanoide, im Besonderen JA, sind seit langeniersuchte pflanzliche
Signalsubstanzen mit einer Funktion in der Abweér Eflanzen gegeniber Pathogenen.
Meist wird dabei davon ausgegangen, dass JA diangithe Abwehr gegenlber
nekrotrophen Pathogenen vermittelt. SA hingegewasantwortlich fir die Abwehr von
(hemi-) biotrophen Pathogenen. Zwischen SA und J&de haufig eine generell
antagonistische Wirkungsweise festgestellt. Vor ddemtergrund dieser Daten aus der
ModellpflanzeA. thalianawurde in der vorliegenden Arbeit die Rolle der &igcanoide
OPDA und JA fur die Pathogenabwehr von Kartoffdierduntersucht.

In transgenen Kartoffelpflanzen wurde unter Verwergl der RNAI-Strategie die
Akkumulation von OPDA und/oder JA SPR3 bzw. SAOCG-RNAI-Pflanzen), sowie die
Perzeption des JA (SOI1-RNAi-Pflanzen) herabgesetzt, um eine funktionatelse der
Bedeutung dieser Substanzen zu ermdglichen.

Die PAMP-vermittelten Abwehrantworten zeigten inrtGdfel einen eindeutigen
Einfluss des JA. Die Ausbildung der HR und die dammhergehende Akkumulation der
ROS war in den RNAIi-Pflanzen nach Infiltration dB&iytophthora PAMPs Pep-13
deutlich vermindert. Damit konnten vorangegangengefen zu den &IPR3 und erste
Daten zu STOI1-RNAI-Pflanzen bestatigt werden. Es war bereitsapek, dass &IPR3
RNAIi-Pflanzen ihre F&ahigkeit beibehielten, SA zukakulieren. Zusammen mit
vorliegenden Daten zuNahGexprimierenden Pflanzen konnte daraus ein Modell
aufgestellt werden, wonach SA nach Pep-13-BehagdinnKartoffel oberhalb von JA
akkumuliert. In Kartoffel kann somit fur die Reakti auf PAMP-Behandlung kein SA-JA-
Antagonismus angenommen werden. Vielmehr vermittigdse beiden Signalsubstanzen
gemeinsam die Reaktion der Kartoffelpflanzen auf BAMP Pep-13. Dieses Modell kann
mit den Daten dieser Arbeit zur zeitlichen Abfolder SA- und JA-Akkumulation nach
Pep-13-Behandlung weiter gestiutzt werden. Zudendevudie Daten zur Reaktion der JA-
defizienten Pflanzen auf die BDG-RNAI-Pflanzen ausgeweitet, die im Hinblick auf HR-
Ausbildung oder ROS-Akkumulation keine Unterschiededen SDPR3RNAI-Pflanzen
aufwiesen.

Weiterhin wurden Microarray-Experimente durchgefiihum die Genexpression
nach Pep-13-Behandlung in Wildtyp-Pflanzen und RIRAanzen miteinander zu
vergleichen. Dabei wurde nur teilweise eine Abhgkeit der Pep-13-aktivierten Gene
von einem intakten JA-Signalweg ermittelt. Ein g#gofeil der Pep-13-regulierten Gene
ist vermutlich unabhangig von der SA-JA-Kaskader @atéangig von SA aber unabhangig
von dem JA-Weg exprimiert. Welche Signale genaseali@ene beeinflussen, kdnnte in
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fortflhrenden  Analysen zur weiteren Aufdeckung deéPep-13-vermittelten
Abwehrantworten geklart werden. Unter den Genem, idi den RNAIi-Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp differentiell exprimiert weed, konnten verschiedene Gruppen mit
unterschiedlichem Regulationsmuster identifiziererden. Dabei wurden zunachst
Kandidaten der Gruppe JA-abhéngig via COI1 aktiereGene ndher untersucht. Fiur die
Kandidatengene $£Z SHAP2TF StABC, StUBOX und STUBBY konnte das aus den
Microarray-Daten erhaltene Expressionsmuster hgstiterden. Ferner wurden erste
Expressionsstudien dieser Kandidaten vorgenommereite¥¢ Regulationsgruppen
bedirfen der biologischen Verifizierung und konntdie Basis fur weiterfihrende
Arbeiten bilden. So zeigte beispielsweise eine @eupon Genen eine Expression in den
StOPR3RNAI- aber nicht in den 3OG-RNAI-Pflanzen, so dass vermutet werden kdnnte,
dass OPDA und JA in der Pep-13-Signalkaskade vieidehe Sets von Genen regulieren.
Auch die Abhangigkeit der JA-regulierten Gene bzle Unabhangigkeit der OPDA-
regulierten Gene von COI1, die aus der Literatlabet ist, scheint fir einige Gene nicht
zu bestehen. Diese, aus den Microarray-Daten gesvenrHypothese miufte weiter
untersucht werden.

Die Interaktion der RNAI-Pflanzen mit verschiederfeathogenen war ein weiterer
Bestandteil dieser Arbeit. Zunachst wurde die kaibpe Interaktion von Kartoffel mit
dem OomyceterP. infestansanalysiert. Pflanzen mit reduziertem Gehalt an atfer
verminderter JA-Perzeptionsfahigkeit zeigen dabei der P. infestansBiomasse-
Bestimmung auf Blattern oder Knollen keine Veraoder im Vergleich zu Wildtyp-
Pflanzen. Weiterhin wurden R1-Gen-tragende Pflangemeriert, in denen der JA-Weg
RNAIi-vermittelt ausgeschaltet war. Die Analyse dekompatiblen Interaktion dieser
Pflanzen mitP. infestansergab keine Veranderungen zu Wildtyp-R1-Pflanzesibhtlich
des makroskopischen Phanotyps oder des Wachstusn©amyceten im Blattgewebe.
Daher kann geschlul3folgert werden, dass die R1v@anittelte Resistenz der
Kartoffelpflanzen gegeR. infestansinabhangig von dem JA-Signalweg ist.

Abschliel3end wurde ein weiteres Pathogen, der treaioe PilzB. cinerea auf sein
Verhalten auf den JA-defizienten bzw. -insensitii€artoffelpflanzen untersucht. Im
Gegensatz zu dem aus Arabidopsis bekannten EinflassJA auf die Interaktion mit
diesem Pathogen, ergaben die in dieser Arbeit defdhrten Experimente keine
Abhangigkeit der Abwehr gegerB. cinerea von einem funktionalen JA-Weg.
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A-l:
pHELLSGATES-R ™9-Vektorkarte

Karte erstellt mit PlasMapper Version 2.0 (Donglet2004)

Die urspringlich in pHELLSGATES8 ((Wesley et al., &), Genbank-Eintrag AF489904) vorhandene
Kanamycin-Resistenzkassette wurde von L. Eschepedlip gegen eine Hygromycin-Resistenzkassette
ausgetauscht

M Origin of replication

W other gene

W Fromoter

B Regulatory sequence
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28 of the 28 labels are shown.

Created using PlasMapper

A-ll:
RNAi-Konstrukt in pHELLSGATES-R "9 (Schema nach (Wesley et al., 2001))

NOS Hygromycin
Promotor Resistenz

VN
attP1 iIANR attP2 attP2 RNAI attP1
0OSC pAG7

Terminator  Terminator
RB-right border; 35S — 35S-Promotor des Blumenkohlmosaikvirus; attP1/attP2 —

Rekombinatiosstellen; RNAi — RNA Interferenzkonstrukt; PDK — Pyrovat Orthophosphat Dikinase

(in der Funktion des Introns); OSC Terminator — Octopin Synthase Terminator, NOS Promotor —
Nopalin Syynthase Promotor; LB — left border
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A-llI:

RNAi-Konstrukte fiir die Klonierung in pHELLSGATES-R "¢

StAOC (AY135641) — 741 bp

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

at ggccact g
ctaccctctg
aaccctctca
ttttcctgca
agtgtctatg
aagaat gt ca
ct aaagaaga
aagaaaggag
gccgtt cagg
ggcatatttg
ctattctaca
gcggttcctc
gccgeact ga

tttcctcage
ccttccaaat
tttctcaaac
agagccagaa
agct caat ga
attcact cgg
gaat t ggaat
at cgct at ga
gat cgt act t
ctggggtttc
ctttttactt
cgt cgccgac
aaaattacta

ctct gct get
tacttctctt
tcat aaactt
cagct caaca
acgt gaccgt
agatcttgtc
aacagcagga
agctgtttac
aacct at gaa
cggt caagta
gaaggggat ¢
ggt agagcca
a

cttagagcca
t ct caaaaga
actaccacct
gattcaacta
ggaagccct g
ccctttagca
ctctgcattc
agcttct act
gacagttacc
aaat t gcagc
cccgatctgc
acacct gaag

tttcttcttc
tccaatcttt
ccact act gc
acact gaagt
cttatcttcg
acaagctata
t gat caagca
tcggcgatta
tcgcegtcac
aactcatctt
cat ct gagt t
ctaaagcttg

ct cat acaag
aaaact ccct
ttccagatca
t caagaactt
att gagccaa
tact gcagac
cgaagaagag
cggt caaatc
cggcggat cc
ccctttcaag
gttgtgtacg
t gaggat ggg

RNAI-Region (407 bp)
Primer: StAOC 5
StAOC_3acc

tcttcctcatacaagctac
cacctgtaaacagcttcatag

Restriktionsenzym-Schnittstellen (Southern-Analyse)

Pstl CTGCAG (358 bp, 383 bp)
Sacl GAGCTC (255 bp, 486 bp)
Bglll AGATCT (322 bp, 419 bp)
EcoRlI -

StOPR3 (keine vollstandige Sequenz vorhanden)

EST TA29350

Homologie zu AtOPR3 Aminosauresequenz

GATTTCAAGT TCCACGAAAACGACCCCCACAGT CCACAATTCATGCCGICCATTTTTATC
TTTTCACCATTAAAGCACACCTTTTCTGTATCTCATCATCCTAAATACTCACTCTTCTTT
CTTCTGAGT TCTACAGATCCTCTTTCAACAACAAT GGCTAAAACGACATCGTCTTCAGCT
CAAGATGGAAGCAATCCCCTCTTCTCTCCTTACAAGATGGCAAAGT TCAATCTATCCCAC
AGGATAGTATTGGCT CCGATGACAAGGT GCAGAGCATTGAATAATATTCCT TCGGECEECG
CTGGGGEGAATATTACGAGCAGAGAGCGACGECCGGT GGAT TTCTGAT CACT GAAGGCACT
ATGATTTCTCCGACT TCAGCTGGGT TTCCTCAT GT GCCAGGGATTTTCACAAAGGAGCAA
GTAGAGGAATGGAAGAAAATAGT TGATGTAGT GCATGCAAAGCGTGCTGTCATATTTTGT
CAGITGIGGCATGT TGGTCGT GCAT CTCATGAAGT GTATCAACCT GCTGGAGCTGCACCA
ATATCATCTACTGAGAAGCCTATATCAAAGAGGT GGAGAAT TCTGATGCCTGATGGAACT
CATGGCGATTTATCCAAAACCAAGAGCAATTGGAACCTATGAGATCTCACAAGT GGTTGAA
GATTATTGCAGGT CGGECCT TGAATGCTAT TGAAGCAGGT TTTGATGGTATTGAAATCCAT
GGAGCTCACGGT TACTTGATTGACCAATTCT TGAAAGAT GGGATCAATGACCGGACAGAT
GAGTATGGT GGATCACTAGCCAACCGGT GCAAATTCATCACACAGGT GGTTCAAGCAGTC
ATCTCAGCAATAGGAGCTGATCGT GTAGGCGT TAGAGT TTCACCAGCAATAGATCATCTT
GATGCCATGGACTCTAATCCACT CAGCCTAGGCT TAGCAGT TGT TGAAAGACTAAACAAA
ATCCAACTCCATTCTGGTTCCAAGCTTGCCTATCTTCATGTAACACAGCCACGATACGTA
GCATATGGGCAAACCGAAGCAGCCAGACT TGGCAGT GAAGAGGAGGAGECCCATTTAATG
AGGACTTTGAGGAACGCATATCAGCGGACAT TCATTTGCAGT GGT GGATACACTAGCGAG
CTAGGAATTGAGCCT GTGECACAAGGT GATGCTGATCTCGT GTCATATGGACGICTTTTC
ATCTCTAATCCTGATTTGGT TATGAGAATCAAGCTAAATGCACCTCTAAATAAGTATAAC
AGGAAGACATTCTATACTCAAGATCCAGT TGTGGGATACACAGATTACCCTTTCCTTCAA
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GGAAAT GGAAGCAACGGACCGT TATCGCGT CTGTGAAAAGAACAGT TGTATTTTGTAAGA
ACTTGTGAAGCCTGATTTTGTTGCGCAATTTATTTACTTGGTAAAGTATGTATTTTTAAG
TTGTATATGCATCTATGIGAGGGATGI TCTCTTTTAGAGCCTAGI ACCAGCCAAGCCTCC
TCGATTTGCTAACAAGAGT CCGT TATGGAATAGTCTTTTAGTCAGCTTTCTCGI TCTTAA
GGACTTTCT GGTGAATGT CAGGAAGAAAT TTGTACTGT TAAAAACATTAGGATTTATCAT
TTATGAGAGTCCTCTAAAATTACCTATTTCTTGAGCATTGGAATATTGT TCCT

RNAI-Region (355 bp)

Primer: StOPR3_5 gcttgcctatcttcatgtaacac
StOPR3_&acc cacdccattgcttccatttccttgaag

Restriktionsenzym-Schnittstellen im EST (Southemalse):

Ndel CATATG (1024 bp, 162 bp, 487 bp)

Bsrl (BsrNI) ACTGGn (1288 bp, 385 bp)

EcoRlI GAATTC (579 bp, 1097 bp)

StCOI 1 (keine vollstandige Sequenz vorhanden)

EST TA3876
Homologie zu SICOI1 Aminosauresequenz

GTGGT GCCAGATCGATGCGAT TACTAGAAAGCATATAACTATGCCGT TGTGTTATACAGC
GAAGCCGGAGCACGCTATCTAGAAGGT TTCCACATCT TGAATCGGT TAAACT GAAAGGGAA
ACCAAGAGCTCCTATGI TTAATTTGATACCGGAAGAT TGCEGAGGATATGT TACACCTTG
GGITGTGGAGATTACTAAGT CGT TTAATAAATTGAAAGCGCTTCATTTTCGTAGAATGAT
TGITAGAGATTCGGATCTCGAATTGCTTGCGAATCGT CGTGCGAAAGT TCTTCAAGITTT
GAACGCTGCGATAAGTGITCTGGATTTTCTACTGATGGTCTTCTGCATATTTCTCGITCCTG
CAAGAACTTAAGAACTTTGT TAATGGAAGAGAGT TATATAATTGAGAAAGATGGAGAATG
GGCACATGAACTAGCATCGAACAACACTGTTCTTGAGAATTTGAACTTTTACATGACGGA
TCTTCTGCAAGT TAGGCCTGAAGATCT TGAATTGATAGCAAGAAATTGTAAATCTCTTGT
CTCTATGAAAATTAGCGAGT GTGAAATTACGAATCTTCTTGGCTTCTTTAGAGCTGCGCGC
TGCATTGGAGGAGT TTGGT GGTGGCGCAT TTAATGACCAACCAGACGCTTGT TGAAAATGG
CTATAATGAGCAATCGGGAAAATATGCCGCACTAGI TTTCCCTCCAAGATTATGCCAATT
GCGCTTGACATACT TAGCGAAAAATGAGATGTCCATTCTCTTTCCTATTGCGTCTCGTCT
GAGGAAATTGGATCTTCTTTATGCACT TCTTGACACAGCAGCCCACTGI TTCTTACTGCA
AAGGT GT CCCAACTTGGAAATTCTTGAGACAAGGAAT GT TGT CGCGGATAGAGGATTGEG
AAGT CCTTGGCCAGTACT GTAAAGAGGT TAAAGCGGCT CAGGAT TGAGAGAAGAGCT GAT
GATCAGGAGATGGAGGATGAAGAAAGT GC

RNAI-Region (333 bp)

Primer: StCOI1_5 cgtagaatgattgttagagattcg
StCOI1_3acc cac@cactcgctaattttcatagagac

Restriktionsenzym-Schnittstellen im EST (Southemalxse):

Bglll AGATCT (503 bp, 486 bp)

Aflll (BspTI) CTTAAG (368 bp, 621 bp)
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A-1V:
Sequenzen und Primer der Kandidatengene (s. Tabel@-1):

Fett/kursiv markiert sind die 60mer Oligos des Agilent 44K Ghip
(in Klammern stehen diglentifier des Chips)

StIAZ (bf_mxflxxxx_0060e05.t3m.scf_272)

AAATGAGAAGAAAT TGTAATGCGEGAGCT TAGCCTTATGCCAACTTCTCTT
TCAACTTATTCTCCTAACAATTGCTATAATACCTCCTATTTTTCAATGGA
GGAGGATAAAGAAAGCACAGAAT TAGAGAACAGATCTCAGCCGT TAACAA
TATTTTACAGT GGAAAATCTGTGGT TTCTCATGT TACTGACCT TCAGGCT
AAAGCTATAATATAT CTTGCAAGT AGAGAAACGGAGGAGAAAACAAACAA
GACTTCGT CACCAATGTCTGAACCGT CATCAGCATTATTACAACCTCAAA
CTGTGAAGAAATCTCTACAAAGATTTCTACAAAAAAGAAAAAATAGAATT
GAAACAATTTCGCCATATCATCACTACCTTAATTTAGTTCCATTATTTGT
ACATATGTATAGTATCTTTGGATCT

Primer fur Klonierung des RNAi-Konstruktes (361 ippENTR™:

StZIM_5 GAAATTGTAATGGGGAGCTTAGG

StZIM_3cacc cacTGATATGGCGAAATTGTTTCA
Primer zum Testen der RNAIi-Pflanzen:

StZIM_5 s.oben

StZIMout_3 AATGGAACTAAATTAAGCTAGTGATGA
Primer fur gRT-PCR:

StZIMgPCR_5 TGGAGGAGGATAAAGAAAGCACAGA

StZIMgPCR_3 TGATGACGGTTCAGACATTGGTG

StAP2TFE (MICRO.14730.C1_959)

GAAAAAAAAAGAAGT GAAGACAAGCACAAAGT AGCTAACACACAAAAGAG
GGCCAACGCCAGGGECCTGCTGCCACTGCTTATAAACAGAAACGGCCAGCA
CCATTTCCTCCGCCGCCTTTTCTTTCGTCATCATCCTTATTTCGTATATA
TATCTCCTTTCTTATTGGAGAAAGGAAAATTTCTAATTTATACTACTATT
ATTTTCTTCACATTTTAATTTGATGGCGAAAACAT CAAAATCGAATACTA
CTGCAACTTCATCATCTTCTTCATCTAGCAACAAATGTGATAGT AAAGCG
AAACGT AGCAACAAAATTGATAGCAATGCTATTGGTAAAGT GAAACGAAC
GCGAAAGAGCGT TCCTAGAGACTCTCCTCCTCAACGTAGCTCAATTTACA
GAGGAGT TACT CGGCACCGAT GGACCGGCCGATACGAACGCT CATCTATGG
GATAAAAAT TCCT GGAAT GAAACACAGAACAAAAAAGGAAGACAAGT TTA
TTTGGGAGCCTATGATGAT GAAGAAGCAGCTGCACATGCATATGACTTAG
CGGCGT TAAAGTATTGGGGTCAAGACACCGT CCTTAATTTCCCTGTAGCT
ACGTATGAAAAT GAGCT AAAGGAAAT GGAAGGT CAAT CAAAAGAAGAGT A
TATTGGT TCTTTGAGAAGAAAAAGT AGT GGGTTTTCAAGGCGAGTATCAA
AATATAGAGGT GTAGCAAGACACCACCACAAT GGAAGAT GCGAGCECT CGA
ATTGGAAGGGTATTTGGCAATAAATATCTCTACCTTGGAACATATGCTAC
TCAAGAGGAAGCAGCAACCGCATATGATATGECACGCTATTGAATACCGT G
GACTAAACGCCGT TACAAATTTTGACCT TAGCCGT TACATTAAATGCGCTA
CGT CCCTCCGACCAAACAAATGATAATACCATTAATAACCCT GAACCAAA
CCCTAACCCTATTGACATTCATCTCATGCCTACAAATTTAACCCAACAAC
AAAGCT CCCECTGCGATGT AACT GT TGCGGCT CCGCCACCTGGATGTGEC
GGAGCCCCGACTTCATCAGCAGCACTAGAAATTTTGATGCAGT CTACAAA
GTTCAAGGAAAT GCT CGAAAGAACAT CGGAGGTAATTGAATGCCCGGAAA
CTCCACCGGAGCCAGACCGACCACGGAGGAGCTTCCCTGATGATATACAA
ACCTATTTTGATTGCCAAGAATCAAGTACCT TCATTGAGGAGCATGATAT
TATTTTTGGTGACTTGGATTCTTTAACATTGCCAATGT TTCAGTGTGAGC
TTATTAATTAATTAATAACTATGGACGT GAGATATAAAAATTATTTGTIGT
ATATTACTATTTTTAAGI TAAGGAGAGAGTATAAT TTGGGGAGGCAACAA
AAACAAAAAAGGAAAAT GGAAACAGATAATTTCCTTTAAAATGATTTTAT
CTTTCCAGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Primer fiir Klonierung des RNAi-Konstruktes (413 ippENTR™:

StAP2TF 5 CACCACCACAATGGAAGATG
StAP2TF_3cacc GCATTCAATTACCTCCGATG
Primer zum Testen der RNAIi-Pflanzen/Primer fiir gRCR:
StAP2TFout_5 GAGCGTTCCTAGAGACTCTCCTCCTC
StAP2TFout_3 TGATACTCCCCTTGAAAACCCACTAC
SIABC (MICRO.15286.C1_549)

CCGGCGATCCCGT CGCCGGAGAAAACT TGTTCACGAACACAAAATTCCTC
CTGAACAATAT CT CCGGCGAGGECCCCEGACGCECGAGATAGT CECCGT CCT
GGGTGCATCAGGGT CGGGAAAAT CGACCCT GATCGATGCCCTTGCGAATA
GGATCGCGAAGGAGAGT TTAAAAGGAAT GATAACGT TGAACGGAGAGCCA
CTCGATTCGAGATTGTTGAAAGT AATCTCAGCATATGT AATGCAAGATGA
TCTTTTATATCCAATGI TGACAGI TGAAGAAACGT TAATGT TTGCAGCTG
AATTCAGATTGCCACGTACTTTGT CAAAATCAAAAAAGAAAATGAGAGT T
CAAGCTTTGATTGATCAAT TAGGACTACGAAAT GCTGCAAAAACAATCAT
TGGTGATGAGCGT CATCGT GGAGT GTCTGGT GGTGAAAGACGACGAGT TT
CTATTGGAATTGACATTATACATGACCCTATCATATGGT TTTTAGACGAA
CCAACCTCAGGTCTTGATTCGACTAGI GCATACATGGTGGTGAAAGT CCT
TCAACGAATTCCTCAAAGT GGAAGTATCGTGATCATGTCAATCCATCAGC
CAAGT TATCGAATCCTCGGEGTNATCCGATCCGATGCECTCTCCTTGTCCCG
TGGTCAAACGGT TTATAGCGGGT CACCTATGAACCTCCCACATTTTTTTG
CTGATTTGGGT CACCCAATTCCAGA

Primer fur Klonierung des RNAi-Konstruktes (413 BippENTR™:

StABC 5 TCGATTCGAGATTGTTGAAAG
StABC_3cacc cacCGATTCGATAACTTGGCTGATG
Primer fur gRT-PCR:
StABCgPCR_5 GAACCAACCTCAGGTCTTGATTCG
StABCgPCR_3 CGTTTGACCACGGGACAAGG
Primer zum Testen der RNAIi-Pflanzen:
StABCgPCR_3 s.oben (mit einem der oben aufgefiihrten 5" -Fjime

StTUBBY (SSBN002D24u.scf_741)

TCGAAGT GCTCGCCCTCGT CCTTCTAAAGACAAACTTCAAGCCAAGTATG
GCAGCAACATCACT GCTGGAACACTAGGAAGACAGAATCATAGACCTGGA
GATGCTCCTGATTCTAAGGTACCATTGCAAACTCCCTTATCAGCTAAGAA
GGGCTTCAAGAGGCCCGAAAAAAT CAAGT GTGGATCGACTACCGAGACT G
TCAATCCACAAATTAAAGT ACAACCTAAGGAATCATCACAACATAATATT
AAGGT TAAAAAGGAGCAT CGAGT TAAGGCT GTAACCAAAGAGAGGAAGAG
GGCTCAGCAAATTACTTTTGCCAGCGECCGCTGGAAATCTGAGI TTGTAG
TTGCTCAAAATACAAAGGGAATATGGCGAAAATCTGATGACAGT TTGATT
GGACATGTAACAGCTAATCTTCTGGGATCAAAATACCAAATATGGGGCCA
GGGCAGT CCTAATTCCACAACCAAACAATCAAAATTGT TGGECCCTGTAA
CATTCATGCCTACCATCGCGACCTGGACT GGAAGCTACAGAAGGATAAAA
GCATGCATACCAAAACACCAGT CCATGCAGT TAAAATGTACAGCTCAGCA
CATCAATGGACTACCCGCAGAT TGGGAGGAGCATATGGACAAAGTGAATC
AGTTGITTTCGAAGATTCCTCATTACAATAAGGTCTCAAGACAGTATGAG
TTAGATTTTAGAGATAGAGGAAGGGCAGGACT CCGAAT CCAGAGCT CGGT
TAAGAAT TTTCAGCT GACTATGGAGAAAAAT GGAAGCCAACATTCTACAA
CTTA

Primer fur Klonierung des RNAi-Konstruktes (308 ippENTR™:
StTUBBY_5n GCTGTAACATTCATGCCTACCATC
StTUBBY_3caccn cacCGTTGTAGAATGTTGCCTTCCAT

Primer fir gRT-PCR:

StTUBBYQPCR_5 CCGCAGATTGGGAGGAGCA
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StTUBBYQPCR_3 GAATGTTGCCTTCCATTTTTCTCCA

StUBOX (138CO1AF.esd_640)

CTTATAAGATTGATCTCCTTCTTTGATTAATCTTGAAATTTCCCAAAATA
ATCTACTAAAAATATTCCTCTTTTTTGITTTTGGTCATATTTGCAACTTT
TACAAAT GGAAGAAATTCAAGTACCTCCTTATTTTATTTGICCAATTTCT
CTAGAGATGATGAAAGATCCCTGT CACGATCTTCAACTGGAAATAACATA
TGATCGAGAAAACAT CGAAAAAT GGATATTCTCAGCAAAGAACAACTCTT
GI'CCGGECTACGAAACAGT CTCTTACATGCATAGAGTI TGACCCCAAATGTT
ACTCTTCGACGATTAATCCAATCGT GGTGTACTATCAATTCGT CCCATGG
TATTGAAAGGT TCCCTACACCAAAGCCT CCGGT TAGCAAACCACAAATAA
TAAAGCT CCTAAAAGAAGCAAAATCGCCTAAGATCCTAATGAATTCTCTC
AAGAGACTCAGATCCATAGCTTCTGAGAATGATGCTAACAAACGT TGCAT
GGAAT CCGCGGEGEECAATGCGAGT TCTTAGCTTCTATTATTAATAATTCGA
ATGAAGT GT TTGAAGAAGACGAGGGT TTCATGAGTACTAAAGAT GAAGCG
CTTAGCATCCTCTATCAACTCAAATTATCTGAAAATGGATTGAGGT CACT
CATCATGAGT GGCAATGGAGAATTCATTGAGT CATTGACACGT GTCATGC
AACATGGGAGCTACGA

Primer fiir Klonierung des RNAi-Konstruktes (380 ippENTR™:

StUBOX_5 GACGATTAATCCAATCGTGGTGT

StUBOX_3cacc CACCTCAATGACTCAATGAATTCTCCA
Primer fur gRT-PCR:

StuBOXout_5 GATCCCTGTCACGATCTTCAACTG

StuBOXout_3 AGGCTTTGGTGTAGGGAACCTTTC

StIMAPKKK (MICRO.17670.C1_540)

CTTGCCTGT GT GGT GGCGGAAAT GGCAACT GGTAATCCAGT GTGGAGATG
TTCAGATATAACTAAATTGT TGATGACAATTGGATTGGGTGATCAATTAC
CTGAAATTCCTCAAAATTTATCGGAAGAAGGAAAAGATTTTCTTGAAAAA
TCGCTTGGT GAAGGACCCGAAAAAGAGAT GGACACGCTGAGATCGCTTCTAAA
ACATCCCTTTGTTGCTGATGAAGATGACACTGI TTTATTGAATGAAGAAA
GATGCAACAGT GGCAGCCCTTCAACATCTCCAAGGTGCCCATTTGATTTC
CCAGATTGGGTATCTAATAACT CGGCTGAATCCTCAGTAACATGT TCAAT
TACATCACT GCCCTCACCGGECGT TTCAAGAATCGATGAACT GGAGCGATG
GGT CATGGT CTACATCACCAACAGAGAGAATTCGCGAATTAGT GTGTGAA
TGTAGACCTGAATTTGAATGGTCTACT GCTGATGGECTGGGT CAGCGT TAG
GIGATGTCAATTTTGTAGTAAAAAAAATTTAGT CATAGACAATTCAGAGT
TCTGAAGATTTTTGCTAGCCAATTTAGTGATTAGGCTAGCCCATTTCGI T
CAATTTTTTTGTACAAAATACATACATGAATTTCTATATGACGACGATGG
ATTGAAACT CAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Primer fur Klonierung des RNAi-Konstruktes (423 ippENTR™:
StMAPKKK_5 GAGATGGACAGCTGAGATGCTTC

StMAPKKK_3cacc CACCAAATGGCCTAGCCTAATCACT

StMYH19  (MICRO.8681.C2_1326)

CACAACACAGCAGCAGCAGAGATTTGTAAATTTTCATAATTTGTAAGCAA
CTCATACATGTACAATACTGIT TCATAGACCAGTACAGTAAAATTGTCCTG
CTCTTTTTCTGGATTTTCTCGAATTATTCAATATTTGGATTGATGATGAC
GGAGAAAAT CGATCGAAAT GGTAACGAGAACGGAGAGT TGAAGAAGAAGA
GGAAGCCGAGGAAAATAGGAGT GTCAAGGGT TCAGAAACT CTATGGAACT
TGCAAACAGGT TTTCGCTAAT TGCAAACCT GGCGT TGTGCCGT CACCGGA
AAATGT TGAACTTGT CAAGGCAGT TTTGGATAAGATGACTGAAGCAGATG
TTGGCCTAAGACCAAATATGCCATATTTCAAGT CAAAAGTATCAGATAGA
CCTCCTAAAATAACATACTTGCATCTCCATGAATGTGACAAATTCTCGGT
ATGCAGCCAATTAGGTCGACCTTTCCTAAAATTTAATATCGT TTAGGTGA
CTTAATAGT TAAATTCTTCAATATATTGTCAGT TTATAGAAGI TAAAATC
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GCAATTTCACTTCTAACTCTTGATTGAAGATTTAAAGTTTGI TCATATTT
TGTTAGATTGGTATCTTTTGCT TACCACCAAAAGCAGTCATTCCTCTTCA
TAACCATCCTGGAATGACAGTI TTTCAGCAAGCTTCTCTTTGGGAAAATCC
ACATAAAGT CTTATGAT TGGCCGGACAATCTCCTTCCTGAATCAACTACC
CCAAATGCCAATATTTCTGACAGGGAT TGTACAGGACTGCGI TTTGCAAA
ATTGAAGGTGAATTCCAAGT TTAAAGCTCCTTGCAAAACTTCAATCCTCT
ATCCAGCTGACGGAGGTAATATGCACT GCTTCACAGCAAAGACAGCCTEC
GCCGTACTAGATGTI TCTTGGCCCACCTTATTGT GATCCTGAAGGT CGCCA
CTGCCAATACTACTATGACTTCCCCTTTGCCAACATCTCAGT GAATGCCT
TGT CAGTACCAGAGGAACAGCAAAGT GAGTATGCATGGCTCAAAGAGAGA
GAGAAACCTGAGGACT TAACTGTAGCT GGAGCACT GTATAGT GGACCAAA
TTTAGIGTAGTAAACCGATGGATCAATTCCTTGT GT TGAAGAAGAAGAGG
ATTTTCTTTTTTTGCTCAACTTTTTACTCTTTCCAGI GATGAATGAATAG
TCAAAAGGGATAAAGT TAGGAGGAAGAGI TTTTTTTTTTTGTCGCGAAGA
GCTCATGTACATGTACATATTCAGACAGATCGGAACAGGTAAGGAAGAAG
GAACTGAGAATGTATGTATTCTCAAAATTGTATGTATAAACGAATGITTT
CCTTTGGT TTGAGAAGACT CGTAAGAAAGGGAGT CGT

Primer fiir Klonierung des RNAi-Konstruktes (385 ippENTR™:
StMYH19 5 TCAGTACCAGAGGAACAGCAAAGTG
StMYH19 3cacc CACCACGACTCCCTTTCTTACGAGT

StMYST1  (BF_LBCHXXXX_0019D05 T3M.SCF_438)

ACAATACTACACAAAAATATAGGCAATATGGT TTGTGGATCGATACACTG
ATTATATCCAAATAAAGATTTGGTGTATAAAGT TGGTGTTAGTGATTATA
AAAAAGATTGGT TCTTTGCTCATGT AACCAGGAAAACT AGAAGCAAGAAT
TATATACCAACAACATGCCAAATTTCATTTGAACTCCCAAGTGITGATCC
AAAGCGAACTTATACACTACGT GTGGCACTGGECTTCTGCAACCTATTCCC
ATTTACAGGCGGAGGATCAACAACCCCTCTAGAACAATGCCTCACTTTGAA
ACTCCATCAAT TGCGAGGAGT AATGCAATAGCTAGACATGGAATACATGG
ATTATATTGCCTCTTTAATTTTCAAATTCAAGGATTATATCTACAAAAGG
GAGAAAATACAATATATTTGAAGCAAATTAAAGGTGGTAATCCTTTCTAT
GGCCATCAATATGACTACATTCGT TTGGAAGGACCTCCACAACAAAATTA
ATCAATTAAGTGAATATTATACATATATAATTAGGAGGATTTTCCACTTT
AAGTACATCAATATGTTAATAGTGITTTCTTTTTTCTTACATGATATTGA
GITGCEGCGT TATTTTCTTTATTGATTATCATTATTCTTTGTAATTGATTA
CCTTGGACAATTATGTAAGCATATATCTTAATTCTTGATTGTAATAGTAT
GATAATCAATAGCAAGT TCATTTTTTCTCGI CCAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAA

Primer fur Klonierung des RNAi-Konstruktes (375tmppENTR™:
StMYST1 5 TCTTTGCTCATGTAACCAGGAA
StMYST1_3cacc caccCGAGGTCCTTCCAAACGAATG

A-V:
BcCutA (269264) - 2848 bp

aagctttctcaat at ggggt agccttatgtcccttcccttgtccttget gt cgatctcac
cattttccatttctcttcacctctttctcctccgtgattcaaccacacctcttagaatct
tt aat gcct cggcagt t gaagacat acacgggcct cgt caat t at cgcacat t gt act ac
t caccaact t aat gaaat act ggcat ct aaacacggt at t caaaagat gcgagat gt aca
gacagacact cgcaggt cat gacaaat t ccccgt cggactt ccacat t ggaattttgaga
gt ccaagcaaaaaagt t acaat ggt gt t at gt t gcat cacaat caaaat cttccttactt
tttctccacacaggcaccaccatcctccttatgettctttcatccttaacgtttcaaaaa
gt cggat t cat ct gaaaaagt t acat caaaagcaatttttcgt ct cat act aat t gat at
at t ggcaaaat aat caat gt caagt cgaggt at ccact t caaaaggt at caaagcaccaa
t at cccgget accaacat gt t t aagccccgccaaaacat aacaaaacggt ct aaagat ct
aggaaacgggaggt gat at gccaagt ggagat ccttt gt accaat cgcat ct caagaat g
tttttgcaact ct gccat aagcgccgagcat gt gctttgttcttctccccagat atatcg
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tattaacgtctattttccgtcatccctaaattgggattgtactgccggggaagtttccca
agat gt cgat t ccaggt ccgat gaat aact at t ct ggcat cgat gcgaggct agt gcagce
tgcagtt ggtt gaagt gcct gt ccaagct agagecttaatt att agcgcat agaggaaaa
agct cggcet t agaggt ct agt gat cat acacagagt cgaacat t cat t gagat aacagt a
ct gt accccat at t gaagggt aat catt gct aaatt ggtt t t cat gaggagct gt gt gga
gctcaccaccgctatttctcctcggecacttctacttttttaat aat agaaacgttgtt at
aaccttcgtct ggt gt gt gat agcat ct aggact aagcccggt cggt t gt cat ct ggt gt
gttgaat acctcggt atttagcaagtttcatcttgact ggccgacaagcat ct agat act
att at cggctt gaaactt cat cccaaggcct ccgaggaat t aagcat at gttat gatctc
acggt gt t ccccacaaaaat aaat gacgtt cct ggtt gt cgggtt caact t t gaagat at
aaagt caagat gatttcctttcaacgcaatttctctcatcactgatcat cgtctatacat
tctttcactgatatcttcactaatccttctattctcattcgactactcattattcattgt
acaaaat at caat acat caat t t caaaat gaagacct cagct caacaact ctt gt ccgcet
ctcctccttcctctctccgtcttageccget ccaacaggttccatt gaaget agageat ge
t cagat gt gacggt cat cttt gcccgt ggaacgact gagact ggaact ct cggt act gt a
gt cggaccaccctt cct cgecgcet ct caaat ct gct ct t gggt cat ct t cagt caccatg
aat ggt gt cgact acccagcagat gtt ccaggat ttt t gcaaggaggcgat cct gct ggce
agtcagactatgtatgttttctttttctgagatttcagcgtgactagttgtttttcctct
t aaaaacat ttact cacat ct caat acagggccacaat ggt cacat caacctt at ccagc
t gcccagacacaaaact cgt cat ct ct ggct act cccaaggt ggccaact cgt acat aac
gccgccaaacttttaccagccgaaacaacagct aaaat caget ct gccgtt at ctt cggt
gacccaggttcgt cccaacccct ttacat at t ccacaat at ggcat gaaat ct gaaact a
acacaat t accagacaat ggagat ccagt ccaaggt gt ct cagccgat agaacagat at ¢
attt gt cacgct ggagat aacat ct gt caaggcggaagct t gat ctt act ggct catctg
act t at ggaat ggat acgacggcagcagcggcat tt gt t aagaaagcagccggat t gt ag
ggcggat gagt at ccgcagt gcggat t ggat t ggat ggagt t act t ggaat gat at gat a
cgacat gggcagcccttcattct cgaaatt gggcat ggagtttttacgtttctggcagta
aaggcttttctggtacattttacttcttttctccctactggactttcctggetcettettt
tcct gt t aggcaaacagcact t caat t gggat gagct at ct cgact gt agagat t ct cgt
cagacggt at t ggat t ggct aggccagt agggggtttacttatatttcgecttccttgett
gcaggt cagcatttttattttacacacat caaat at caaat at caaaaggct ggtt cgag
aat ggtttataatctgaattgacattctctgcgaatccgtttatgacttgtgatttgage
tatcttctttggtggat caat agaagagaaaaagccgagat attgacttaattatct cat
ttacat at t ggaat aagt cacat acgaat t acaaaagat at aaggagat gctagttttgc
agggt tt gaagt att aagt t agat at agct t accct cct agt agt t gaacct gt at acgt
gat t aagagt agcagt cgcaagaatt cc

Primer:

BcCutA_5 (=CG11, Gachon et. al, 2004 ) agccttatgtcccttcecttg
BcCutA_3 58 (CG12, Gachon et. al, 2004) gaagagaaatggaaaatggtgag
BcCutA_3 600 catatcacctcccgtttcct
A-VI.

StRbohB (AB050661)

tcacaactttcgtttcatct gaggcaagtttcgaaggaatt gaaaagaat gacttcttct
aat aagt tt cagaaaat t gat aggagt aagt ct ggt gct gct cgt gct ct acgt ggact t
cagt t cat gaacaagaat gt aggaact gaaggat ggt ct gaggt t gaat cgcgat t cgat
caacttgct gttaat ggaat gct aacaaaat catt gttt ggt caat gcat aggt at gaag
gaat caagt gagtttgct gaggaatt atttgat gct ct agct aggaagagat gcat caca
t ct cccgeggt gact aaagat gagcet acgcgaat t ct gggaacaaat aacagat act age
tttgatgcccggcet gcaaactttcttcgacat ggt ggacaaagat gcagat gggagaat t

act caagaagaggt gaaagagat cat cagt ctt agt g

Forward: stnox-CCCCF gagtttgctgaggaattatttgat gct

Reverse: stnox-CCCCR aattcgcgtagctcatctttagtca

Tag-Man-Sonde: stnox-CCCCM1-FAM  at gcat cacat ctccc
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A-VII:

Primer und Annealing-Temperaturen

Genbank- AT Anzahl
Gen Nr. Primer Primer-Sequenz (5°-3") (C) | Fragmente [bp] |Cyclen

StAOS2  |AJ457081|StAOS2fwd ttctcttcaccaacaatttccat 50 450 36
StAOS2rev ttcaatttttcatggtttggttc

StAOC AY135641|StAOC_5 tcttcctcatacaagctac 48 406 33
StAOC_3cacc caccctgtaaacagcttcatag

StOPR3 StOPR3_5 gcttgcctatcttcatgtaacac 52 355 33
StOPR3_3cacc cacctccattgcttccatttcctigaag

StCOI1 StCOI1_5 cgtagaatgattgttagagattcg 50 333 33
StCOI1_3cacc caccacactcgctaattttcatagagac

StILOX3  [X96406  |StLoxH3 5 ggagagtcgtgtggagaagc 50 450 33
StLoxH3 3 tgagggccatagatttcagg

StEFla StEFla_5 TGACAAACTTAAGGCTGAACGTGAG 52 724 30-33
StEFla_3 CTTAACATTGAACCCAACATTGTCAC
StEFla_FF ccttgacgctcttgaccagattaa - | 256 (+StEFla_3) |(QPCR)

StZIM StZIMRNAI_5 GAAATTGTAATGGGGAGCTTAGG 50 361 36
StZIMRNAI_3cacc  |caccTGATATGGCGAAATTGTTTCA
StZIMout_3 AATGGAACTAAATTAAGCTAGTGATGA | 52 |385 (+StZIMRNAI 5)| 36
StZIMgPCR_5 GAAATTGTAATGGGGAGCTTAGG ) 185 (GPCR)
StZIMgPCR_3 TGATATGGCGAAATTGTTTCA

StAP2TF StAP2TF_5 CACCACCACAATGGAAGATG 52 413 36
StAP2TF_3cacc GCATTCAATTACCTCCGATG
StAPTFout_5 GAGCGTTCCTAGAGACTCTCCTCCTC
StAPTFout_3 TGATACTCCCCTTGAAAACCCACTAC 52 343 36

StABC StABC_5 TCGATTCGAGATTGTTGAAAG 59 413 27-30
StABC_3cacc caccGATTCGATAACTTGGCTGATG
StABCGPCR_5 GAACCAACCTCAGGTCTTGATTCG ) 163 (GPCR)
StABCGPCR_3 CGTTTGACCACGGGACAAGG

StTUBBY StTUBBY_5n GCTGTAACATTCATGCCTACCATC 52 308 36
StTUBBY_3caccn caccGTTGTAGAATGTTGCCTTCCAT
StTUBBYQPCR_5 CCGCAGATTGGGAGGAGCA i 181 (GPCR)
StTUBBYGPCR 3 |GAATGTTGCCTTCCATTTTTCTCCA

StUBOX StUBOX_5 GACGATTAATCCAATCGTGGTGT 50 380 36
StUBOX_3cacc CACCTCAATGACTCAATGAATTCTCCA
StUBOXout_5 GATCCCTGTCACGATCTTCAACTG 50 213 36
StUBOXout_3 AGGCTTTGGTGTAGGGAACCTTTC

StMYH19 StMYH19_5 TCAGTACCAGAGGAACAGCAAAGTG 50 385 36
StMYH19_3cacc CACCACGACTCCCTTTCTTACGAGT

StMAPKKK StMAPKKK_5 GAGATGGACAGCTGAGATGCTTC 59 423 36
StMAPKKK_3cacc  |[CACCAAATGGCCTAGCCTAATCACT

StMYST1 StMYST1_5 TCTTTGCTCATGTAACCAGGAA 50 375 36
StMYST1_3cacc caccGAGGTCCTTCCAAACGAATG

BcCutA 769264 |BcCutA 5 (=CG11) [agccttatgtcccticecttg i 58 (GPCR)
BcCutA_3 58 (CG12) [gaagagaaatggaaaatggtgag
BcCutA_3 600 catatcacctcccgtttcct 48 | 600 (+ Bc_CutA_5)| 40

StRbohB  |AB050661 |stnox-CCCCF gagtttgctgaggaattatttgatgct
stnox-CCCCR aattcgcgtagctcatctttagtca - 60 (gPCR)
stnox-CCCCM1-FAM |atgcatcacatctccc

Pi08-3 PiO8-3_F CAATTCGCCACCTTCTTCGA
PiO8-3_R GCCTTCCTGCCCTCAAGAAC - 60 (QPCR)
PiO8-3_FAM CGTACGGCCAATGTA
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A-VIII:
Verwendete Sonden
Gen Accession-No.
StCAO TC130280
StAOS2 AJ457081
StLOX3 X96406
StLOX1 AAB67865
StPR1 TC126356
StPR5 TC112036
StPR10 TC179748
StPIN2 X04118
A-IX:

Tabelle 1: OPDA-, JA- bzw. JA-lle-Akkumulation in P
Ubersicht Experiment 1: Blatter von Wildtyp Kartoffelpflanzen wurden mit 100 uM Pep-13 bzw. W2A

ep-13 behandelten Kartoffelpflanzen

vollsténdig infiltriert. Die aus den GC-MS-Daten erhaltenen Mittelwerte und Standardfehler sowie die mittels
einseitiger t-Test-Statistik (n=3) errechneten Signifikanzklassen sind dargestellt.

Behandlung  hpi OPDA JA JA-lle
[nmol/gFW] |SE [nmol/gFW] | SE [nmol/gFW] | SE
- 0 1,44 0,3la 0,06 0,0 |a 0,01 0,00 |a
Pep-13 3 2,04 0,3]a 0,37 0,1lb 0,03 0,01 b
Pep-13 6 2,34 0,7]a 0,25 0,1|b 0,05 0,02 |b
Pep-13 9 3,20 0,5|b 0,23 0,0(b 0,03 0,01 b
Pep-13 12 2,32 0,2|b 0,24 0,2|a 0,06 0,03 b
Pep-13 24 7,39 19b 9,53 1,3|b 1,40 0,17 b
Pep-13 48 13,27 4,1b 16,76 52|b 4,02 1,38|b
W2A 3 1,83 0,2]a 0,16 0,1lla 0,06 0,04 |a
W2A 6 2,05 0,4la 0,09 0,0|a 0,04 0,00 b
W2A 9 2,05 0,4]a 0,11 0,0|a 0,04 0,01 b
W2A 12 1,25 0,3la 0,04 0,0|a 0,02 0,01 |a
W2A 24 2,06 12]a 0,19 0,1l|c 0,03 0,01 |a
W2A 48 1,87 0,3]a 0,35 0,1|c 0,19 0,04 |c
n=3; t-Test zum Signifikanzniveau 95%;
A-X:
Tabelle 2: Quantifizierung der nekrotischen Blattfl ache nach Pep-13-Infiltration
Kontrollen St AOC-RNAI
WT B2 E4 F1 4
MW SE MW SE MW SE MW SE MW SE
Exp.1 | 9915 | 4332 |a| 12736 |3513|a| 12117 | 4405 |a| 5166 | 2044 |b| 3207 [1391 |b
Exp. 2 | 23233 | 14778 | a | 21486 | 7387 |a | 15712 | 10405 |a | 6943 | 2868 |b| 10992 | 3311 | b
Exp. 3 119998 | 6148 |a| 19890 | 5725 | a 8597 | 4428 | b| 13624 | 3597 | b
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StOPR3-RNAI St COI1-RNAI
A3 Z2 H1 X5
MW | SE MW | SE MW | SE MW | SE

Exp.1 | 3530 | 817 |b| 3202 |1162|b| 4383 | 2023 |b| 2419 | 651 |b
Exp. 2 {10207 | 5311 |b| 6949 |1372|b| 6148 | 2820 |b| 5316 | 1215|b
Exp.3 | 8724 | 3644 |b| 12888 |3720|b| 8308 | 3083 |b| 4114 [ 1773 |b

Einfaktorielle Varianzanalyse, Dunnett’s post hoc
Test (p<0.05)

A-XI:
In Pep-13-behandelten RNAIi-Pflanzen im VergleicmAildtyp fehl-regulierte Gene

Die Mengen A, B und C (s. Abb. C-14, B-D) als Menge der nach Pep-13-Infiltration in den
jeweiligen RNAI-Linien differentiell exprimierten Gene, die aber im Wildtyp nicht signifikant
differentiell reguliert sind wurden in einem neuen Venn-Diagramm zusammengefasst.

ABC-Vergleich:
in RNAI, nicht in WT differentiell
exprimierte Gene
A: AOC- B: OPR3-
abhangig abhangig
(129) (115)
C: COI1-
abhangig
(201)
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