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A Einleitung

A Einleitung

1 Grundlagen pflanzlicher Pathogenresistenz

Pflanzen sind aufgrund ihrer sessilen Lebensweise unterschiedlichen abiotischen und biotischen
Stressfaktoren ausgesetzt. Neben dem Schutz vor lebensfeindlichen klimatischen Einflissen, wie
UV-Strahlung, Trocken- oder Temperaturstress missen sich Pflanzen ebenso vor einer Vielzahl
phytopathogener Organismen, wie Pilzen, Bakterien und Viren schutzen.

Durch das komplexe Zusammenwirken verschiedener Abwehrmechanismen stellt die Besiedlung
einer Pflanze durch ein Pathogen in ihrer natlirlichen Umgebung jedoch eher die Ausnahme dar.
Ein Grund hierfir wird in den zu den passiven Abwehrmechanismen gehdrenden strukturellen und
chemischen Barrieren in der pflanzlichen Zellperipherie gesehen (Kombrink & Somssich, 1995).
Strukturelle Modifikationen, wie die Lignifizierung der Zellwand oder die Einlagerung von Cutin und
Suberin in die Kutikula bzw. chemische Modifikationen, wie die Zellwandeinlagerung antimikrobiell
wirksamer Substanzen (z. B. phenolischer Verbindungen) bilden so eine erste Ebene der
Pathogenabwehr (Osbourn, 1996). Desweiteren stellt die praformierte Akkumulation von biologisch
inaktiven Vorstufen antibiotischer Substanzen, wie zyanogenen Glykosiden eine weitere Form der
passiven Abwehr dar.

Gelingt es dem Pathogen, diese erste Ebene der Abwehr zu durchbrechen, kann die Aktivierung
weiterer Abwehrreaktionen eine folgende Parasitierung durch das Pathogen verhindern.
Voraussetzung fir die Aktivierung von Abwehrmechanismen ist jedoch eine durch die Pflanze
erfolgte Erkennung des eindringenden Pathogens als ,Nicht-selbst®. Diese Fahigkeit bildet die
Grundlage der angeborenen Immunitat (innate immunity), einem gleichermafen in pflanzlichen als
auch in tierischen Organismen zu findenden Prozess, welcher gegen mikrobielle Infektionen
gerichtet ist (Medzhitov & Janeway, 1997; Nirnberger & Scheel, 2001; Nirnberger et al., 2004).
Ein Teil der nach Erkennung eines potentiellen Pathogens induzierten Abwehr stellt die
transkriptionelle Aktivierung von Abwehr-assoziierten Genen, wie z. B. den PR-Genen
(pathogenesis related; Kombrink & Somssich, 1995; Scheel, 1998; Eulgem, 2005) dar. Neben der
Expression eines sogenannten ,Abwehr-Transkriptoms® spielen aber auch posttranslationale
Modifikationen von Proteinen, z. B. der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKSs) eine Rolle in
der induzierten Pathogenabwehr (Scheel, 1998; Bolwell et al., 2002; Jonak et al.,, 2002).
Grundsatzlich unterscheidet man in der pflanzlichen Pathogenresistenz zwei Typen. Die in der
Natur vorherrschende Resistenzform ist die Nichtwirtsresistenz, welche auch als
Basisinkompatibilitdt oder Basisresistenz bezeichnet wird (Heath, 2000; Abb. A-1; siehe 1.7, A
Einleitung).
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Nichtwirtsresistenz

e keine Pathogenreproduktion in der Pflanze

o effiziente passive und aktive Abwehr

Suszeptibilitat/Krankheit

e Pathogenreproduktion in der Pflanze

e ineffiziente passive und aktive Abwehr

kultivarspezifische Resistenz

e keine Pathogenreproduktion in der Pflanze
e basierend auf komplementéaren Paaren von

R/Avr-Genen )

Abb. A-1: Konzepte pflanzlicher Pathogenresistenz (nach Niirnberger et al., 2004).

Einigen Pathogenen ist es im Verlauf der Evolution gelungen, die Basisresistenz bestimmter
Pflanzen zu Uberwinden bzw. zu unterdriicken, was zu einer Besiedlung der anfalligen
Wirtspflanzen durch den phytopathogenen Organismus flhrt.

Diese, vergleichsweise selten, auftretende Wechselwirkung zwischen dem virulenten Pathogen
und der suszeptiblen Wirtspflanze wird als kompatible Pflanze-Pathogen-Interaktion bezeichnet
(Abb. A-1). Der auf den Wirtspflanzen lastende Selektionsdruck flhrte jedoch zu resistenten
Kultivaren innerhalb der suszeptiblen Pflanzenspezies. Diese Form der Resistenz ist jedoch nur
gegen eine oder wenige Pathogenrassen gerichtet und wird daher als rassen- oder
kultivarspezifische Wirtsresistenz bezeichnet (Prell et al., 1996; Cohn et al., 2001; Dangl & Jones,
2001; Nirnberger et al., 2004; Abb. A-1). Ein genetisches Modell der Resistenzauspragung in
einer solchen inkompatiblen Pflanze-Pathogen-Interaktion wird durch die von Flor (1971)
aufgestellte ,Gen-flr-Gen-Hypothese® beschrieben. Danach ist die Inkompatibilitat durch die
Interaktion von komplementaren Paaren der Avirulenzgene (AVR) der eindringenden Pathogene
und der dominanten Resistenzgene (R) der Pflanzen determiniert, welche schliellich zur
Auspragung der R-Gen-vermittelten Resistenz fiihrt. Es wird angenommen, dass AVR-Proteine

primar als Virulenzfaktoren die Kolonisierung suszeptibler Wirtspflanzen erméglichten und einen

2
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selektiven Vorteil fir das Pathogen darstellten. Im Verlauf der Koevolution von Wirtspflanze und
virulentem Pathogen erfolgte jedoch eine Erkennung der AVR-Proteine oder deren Funktion durch
die R-Genprodukte, was zur Auspragung der kultivarspezifischen Resistenz fuhrte (Collmer, 1998;
Galan & Collmer, 1999; Staskawicz et al., 2001). Als sogenannte spezifische Elicitoren sind AVR-
Proteine daher in der Lage, R-Protein-vermittelte Abwehrreaktionen in resistenten Kultivaren der
Wirtspflanzen auszuldsen. In Wirtspflanzen, denen die korrespondierenden R-Proteine fehlen, d. h.
in Abwesenheit einer spezifischen Erkennung des Pathogens, kann die sogenannte basale
Abwehr, welche weniger effizient als die R-Gen-vermittelte Abwehr ist, die Besiedlung der

Wirtspflanze zumindestens limitieren aber nicht verhindern (Glazebrook et al., 1997b).

1.1 Pathogenperzeption

Als Ausléser basaler Abwehrreaktionen sind die als sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (pathogen associated molecular patterns; PAMPs) oder als generelle Elicitoren
bezeichneten Signalmolekile, wie z. B. (Glyko)proteine, Glykolipide, Peptide oder
Lipopolysacchride (LPS) beschrieben worden (Boller, 1995; Ebel & Scheel, 1997; Ebel & Mithdfer,
1998; Niurnberger, 1999; Dow, 2000; Heath, 2000). PAMPs sind typischerweise charakteristisch fir
eine ganze Klasse mikrobieller Pathogene, wie z. B. die pilzlichen Zellwandbestandteile Chitin und
Ergosterol oder das bakterielle Flagellin (Granado et al., 1995; Felix et al., 1993). Ein weiteres
Merkmal von PAMPs ist ihre stark konservierte Struktur, welche jedoch nicht in potentiellen
Wirtsorganismen vorkommt. AuRerdem sind PAMPs fiir bestimmte Lebensfunktionen notwendig
und sind daher fir das Pathogen von essentieller Bedeutung. Pflanzen sind also in der Lage,
mikrobielle Strukturen als ,Nicht-selbst® zu erkennen und in Folge dessen Abwehrreaktionen
auszulésen. Wie eingangs erwahnt, zeigt dieser Prozess der Erkennung von ,Nicht-selbst® starke
Parallelen mit den Mechanismen der angeborenen Immunitat in tierischen Systemen und deutet so
auf einen hohen Grad der Konservierung pflanzlicher und tierischer
Pathogenerkennungsmechanismen (Medzhitov & Janeway, 2000; Aderem & Ulevitch, 2000;
Khush & Lemaitre, 2000; Imler & Hoffmann, 2001; Underhill & Ozinsky, 2002). Die differenzierte
Erkennung von Pathogenmustern durch entsprechende Rezeptoren liefern aber auch Hinweise fur
eine konvergente Evolution der Pathogenperzeptionsysteme innerhalb eukaryontischer
Organismen (Zipfel & Felix, 2005).

Aufgrund der flr groRen strukturellen Diversitdt der PAMPs wird angenommen, dass
unterschiedliche strukturelle Motive durch entsprechende Rezeptoren erkannt werden und
Abwehrreaktionen auslésen kénnen. Dabei scheint die Fahigkeit der Wahrnehmung komplexer
statt einzelner Pathogenstrukturen die Effizienz der Pathogenabwehr entscheidend zu
beeinflussen (Boller, 1995; Ebel & Scheel, 1997; Nirnberger & Brunner, 2002).

Die Bindung des Elicitors an den Rezeptor stellt den ersten Schritt in der vom Pathogen

ausgelosten Signaltransduktionskaskade dar (Yang et al., 1997; Grant & Mansfield, 1999). Die
3
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dabei induzierten pflanzlichen Abwehrreaktionen (1.3) sind grundsatzlich relativ &hnlich und
unabhangig von der Art des auslésenden Pathogens (Yang et al., 1997; Nirnberger & Scheel,
2001; Xiao et al.,, 2001). Studien der Elicitor-Rezeptor-Bindung in verschiedenen Pflanze-
Pathogen-Interaktionen deuten darauf hin, dass die Bindeproteine genereller Elicitoren als Teil von
Multikomponentenkomplexen in der Zelle vorliegen (Mithofer et al., 2000; Cosio et al., 1992).

Ein detailliert untersuchtes Beispiel der Signalperzeption von PAMPs stellt das aus 22
Aminosauren bestehende Fragment des bakteriellen Flagellins (flg22) dar. Als Hauptbestandteil
der bakteriellen Flagelle bildet Flagellin eine charakteristische Oberflachenstruktur gram-negativer
phytopathogener Bakterien und erfillt daher ein Merkmal der PAMPs. In Untersuchungen von
Felix et al. (1999) wurde gezeigt, dass flg22 in Tomate und Arabidopsis Abwehrreaktionen
auslosen kann. Neuere Studien belegen, dass flg22-Perzeption in Arabidopsis auch Resistenz
gegen bakterielle Pathogene induziert (Zipfel et al.,, 2004). Mutantenanalysen in Arabidopsis
fihrten Uber die Isolierung Flagellin-insensitiver Mutanten zur ldentifizierung der Rezeptorkinase
FLS2 (Flagellin-sensing2). Weiterfihrende Studien belegten, dass entweder direkt oder indirekt
eine Erkennung von flg22 durch FLS2 stattfindet (Gomez-Gomez & Boller, 2000; Bauer et al.,
2001). Durch Sequenzanalysen wurde einerseits gezeigt, dass FLS2 extrazellulare leucinreiche
Sequenzwiederholungen (leucin-rich-repeats, LRR) sowie eine intrazelluldre Serin/Threonin-
Proteinkinase-Doméane besitzt, andererseits wurde eine hohe Homolgie des N-Terminus zum Toll-
Rezeptor aus Drosophila melanogaster bzw. zu den menschlichen TLR-Rezeptoren (Toll-like-
receptors) gefunden (Gomez-Gomez & Boller, 2000). Die sehr dhnliche extrazellulare Struktur des
menschlichen TLR5-Rezeptors, welcher bakterielles Flagellin erkennt und des FLS2-Rezeptors
stellt ein weiteres Beispiel dar, das die bereits erwahnte evolutionare Konservierung pflanzlicher
als auch tierischer Pathogenerkennung belegt (Hayashi et al., 2001).

Weitere Beispiele der Erkennung charakteristischer Pathogenmuster durch pflanzliche
Perzeptionssysteme und deren Funktion als generelle Elicitoren von Abwehrreaktionen stellen das
13 Aminosauren umfassende Peptidfragment einer Zellwandtransglutaminase aus Phytophthora
sojae (Pep-13) und die zentrale Region eines RNA-Bindeproteins (RNP-1) gram-positiver
Bakterien (NUrnberger et al., 1994; Brunner et al., 2002; Felix & Boller, 2003) dar. Wahrend Pep-
13 Abwehrreaktionen in Petersilie und Kartoffel elicitiert, ist RNP-1 in der Lage, die Abwehr in
Tabak zu induzieren (NUrnberger et al., 1994; Brunner et al., 2002; Halim et al., 2004; Felix &
Boller, 2003). In beiden PAMPs stellt die fiir die Abwehr-induzierende Funktion notwendige sowie
ausreichende Region eine hochkonservierte Sequenz dar, welche gleichzeitig unverzichtbar fur die

jeweils essentielle physiologische Funktion ist.

1.2 R-Gen-spezifische Wirtsresistenz

In der bereits erwahnten, auf der Interaktion von komplementaren R/Avr-Genprodukten

basierenden, kultivarspezifischen Wirtsresistenz flihrte die  Untersuchung zahlreicher
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Pathosysteme zu einem besseren Verstandnis der molekularen Grundlagen der R-Gen-
spezifischen Resistenz. Eine Klassifizierung der R-Proteine erfolgte in Abhangigkeit von
Strukturmerkmalen in funf Klassen, wobei jedoch eine grundsatzliche Typisierung in die Gruppe
der R-Proteine mit extrazellularen oder intrazelluldren leucinreichen Regionen (leucine-rich
repeats; LRRs) gemacht wird (Dangl & Jones, 2001). Die zentrale Nukleotid-Bindungs-Stelle
(nuceotide-binding site; NBS) ist ein gemeinsames Strukturmerkmal der meisten LRR-Proteine,
welche fir die Bindung bzw. Hydrolyse eines ATPs verantwortlich ist und potentiell eine Funktion
in der Signaltransduktion hat (Tameling et al., 2002). Die Gruppe der R-Proteine mit intrazellularen
LRRs besitzt Amino-terminal entweder eine ,coiled-coil“-Struktur (CC) oder die bereits erwahnte
TIR-Domane. Durch genetische Analysen wurden unterschiedliche Mutanten mit einem Verlust der
Resistenz gegen avirulente Pathogene isoliert. Die ldentifizierung der Mutanten zeigte, dass die
korrespondierenden Gene fliir NBS-LRR-Proteine kodierenden, denen daher eine prinzipielle
Funktion in der Resistenzauspragung gegen avirulente Pathogene zugeordnet wird (Holt et al.,
2003).

Unabhangig von strukturellen Merkmalen besitzen alle R-Proteine das Potential, AVR-Proteine
direkt oder indirekt zu erkennen und infolgedessen durch Transduktion eines Signals
Abwehrreaktionen in der Zelle auszulésen. Experimentelle Hinweise, welche eine direkte
Interaktion von R- und AVR-Protein belegen (Rezeptor-Ligand-Modell) sind bisher selten
beschrieben worden. Die physische Interaktion eines Liganden mit dem korrespondierenden R-
Protein ist beispielweise flr die Interaktion des R-Proteins PI-TA aus Reis mit dem AVR-Protein
aus Magnaporthe grisea PITA nachgewiesen worden (Jia et al., 2000).

Vielmehr wird angenommen, dass R-Proteine durch eine indirekte Erkennung von AVR-Proteinen,
z. B. durch Erkennung der AVR-Funktion, in der Lage sind, Abwehr zu induzieren. Das als ,guard
hypothesis® bezeichnete Modell der R-Gen-Funktion nimmt an, dass R-Proteine eine
,Uberwachungsfunktion® in der Zelle (bernehmen und daher auf Veranderungen von
Zielmolekilen, welche in der Gegenwart der AVR-Proteine potentiell modifiziert vorliegen,
reagieren und Resistenz aktivieren (Van der Biezen & Jones, 1998; Dangl & Jones, 2001). Das
Modell setzt voraus, dass in Abwesenheit komplementarer R-Genprodukte die Avr-Genprodukte
zellulare Proteine modifizieren und so durch Storung der Wirtszellhomdostase als Virulenzfaktoren
die Krankheit der Wirtspflanze auslosen (Belkhadir et al., 2004). Experimentelle Daten hierflr
kommen hauptsachlich aus Untersuchungen der Interaktion von R-Proteinen mit bakteriellen AVR-
Proteinen (Effektorproteinen), welche (ber das Typ-lll(Three)-Sekretionssystem (TTSS)
bakterieller Phytopathogene direkt in pflanzliche Zellen injiziert werden (Nimchuk et al., 2001,
Staskawicz et al., 2001). Es wurde gezeigt, dass RIN4 (RESISTANCE to PSEUDOMONAS
SYRINGAE pv MACULICOLA1 INTERACTOR 4) ein Zielmolekul von drei unterschiedlichen TTSS-
Effektorproteinen, AVR-RPM1 (AVR-RESISTANCE to P. SYRINGAE pv MACULICOLA1), AVR-
RPT2 (AVR-RESISTANCE to P. SYRINGAE pv TOMATO2) und AVR-B (AVR-proteinB from P.
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SYRINGAE pv GLYCINEA) darstellt und in vivo mit diesen AVR-Proteinen interagiert (Mackey et
al., 2002; Mackey et al., 2003; Axtell & Staskawicz, 2003). Es wird angenommen, dass durch die
Bindung der Effektorproteine an RIN4 dessen Funktion als negativer Regulator der basalen
Abwehr stimuliert wird (Mackey et al., 2003; Axtell & Staskawicz, 2003; Kim et al., 2005; Lim &
Kunkel, 2004). Eine von der AVR/R-Protein-Interaktion unabhangige Funktion von RIN4 in der
Regulation der PAMP-induzierten basalen Abwehr ist in Untersuchungen von Kim et al. (2005)
demonstriert worden. Die experimentelle Befunde zeigen, dass die Uberexpression von RIN4 eine
Suppression der Kallose-Auflagerungen sowie der PR-Genexpression nach flg22-Induzierung
bewirkt. Ubereinstimmend damit reagieren flg22-behandelte rin4-Mutanten mit einer verstarkt
aktivierbaren Kallose-Akkumulation und PR-Genexpression.

In resistenten Kultivaren erfolgt moglicherweise eine indirekte Wahrnehmung der Stérung der
RIN4-Funktion Uber die R-Proteine RPM1 und RPS2. Es wurde gezeigt, dass die
Phosphorylierung von RIN4 (im Fall von AVR-RPM1 und AVR-B) bzw. die proteolytische
Eliminierung von RIN4 (im Fall von AVR-RPT2) durch die entsprechenden R-Proteine
wahrgenommen werden (Mackey et al., 2003; Axtell & Staskawicz, 2003; Day et al. 2005).

Einen weiteren Hinweis fur die indirekte Aktivierung von R-Proteinen liefert das Beispiel von RPS5
(RESISTANCE to P. SYRINGAES), einem NBS-LRR-R-Protein, welches Resistenz gegen AVR-
PPHB (AVR-gene B FROM P. SYRINGAE pv PHASEOLICOLA)-exprimierende Stamme von P.
syringae vermittelt (Warren et al., 1998). Die Erkennung von AVR-PPHB durch RPS5 erfordert die
Proteinkinase PBS1 (AVR-PPHB SUSCEPTIBLE1), welche ein direktes Substrat der Zystein-
Protease AVR-PPHB ist. Es wurde gezeigt, dass die Spaltung von PBS1 sowie die Kinaseaktivitat
fur die RPS5-vermittelte Resistenz notwendig ist (Shao et al., 2003). Die Erkennung des AVR-
Proteins PphB durch RPS5 erfolgt also auch hier indirekt durch Wahrnehmung des durch Spaltung
modifizierten Zielmolekils PBS1. Diese und weitere experimentellen Befunde der molekularen
Funktion der R-Gene lassen die Richtigkeit der ,guard-hypothesis® als sehr wahrscheinlich
erscheinen (van der Hoorn et al., 2002; Mackey et al., 2003; Axtell & Staskawicz, 2003; Lim &
Kunkel, 2004; Day et al., 2005).

Als eine weitere Komponente in der Regulation von R-Proteinkomplexen einiger NBS-LRR-
Proteine ist zytosolisches HSP90 (HEAT SHOCK PROTEIN90) beschrieben worden (Schulze-
Lefert, 2004; Hubert et al., 2003). HSP90 scheint eine Funktion in der Aufrechterhaltung und
Stabilisierung eines Aktivierungs-kompetenten R-Proteinkomplexes in Abwesenheit eines
Pathogenstimulus zu haben (Pratt & Toft, 2003). Die Notwendigkeit eines durch negative
Regulatoren deaktivierten und stabilisierten Komplexes in Abwesenheit eines Pathogens erscheint
sinnvoll, um eine unkontrollierte Signaltransduktion durch basale R-Proteinaktivitat zu vermeiden
(Belkhadir et al., 2004; Shirasu & Schulze-Lefert, 2003). In Anwesenheit eines Pathogens ist es im
Gegensatz dazu notwendig, Uber eine destabilisiecrende und Degradations-sensitive

Konformationsanderung einen aktivierten Zustand des R-Proteins, d. h. die Signaltransduktion zu
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ermOglichen (Moffett et al.,, 2002; Bendahmane et al., 2002). Es ist davon auszugehen, dass
HSP90 Uber intra- und intermolekulare Wechselwirkungen unter Beteiligung weiterer Kochaperone
Einfluss auf die Stabilitat und Aktivitdt von R-Protein-Erkennungskomplexen nimmt (Belkhadir et
al., 2004; Sangster & Queitsch, 2005).

Eine Unterstiitzung der Annahme der durch intramolekulare Interaktion bewirkten Regulation in der
R-Gen-vermittelten Signaltransduktion lieferten Untersuchungen von Moffett et al., (2002). Es
wurde gezeigt, dass die in vivo-Interaktion zwischen der NBS-LRR-Domane und der N-terminalen
CC-Domane des R-Proteins RX (RESISTANCE to POTATO VIRUS X) aus Kartoffel durch PVX
coat protein (POTATO VIRUS X) verhindert werden kann, was zu der Annahme flihrte, dass die

PVX-vermittelte Aktivierung von RX durch Inhibierung intramolekularer Interaktionen erfolgt.

Durch Mutantenanalysen, welche hauptsachlich in der Modellpflanze Arabidpsis thaliana
durchgefiihrt wurden, konnte in der Vergangenheit eine zunehmende Zahl von Komponenten
identifiziert werden, fUr die eine Rolle in der R-Gen-vermittelten Resistenz belegt worden ist. Die
Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Signaltransduktion in der durch NBS-LRR-R-Proteine
vermittelten Resistenz grundsatzlich durch zwei, von der Struktur des N-Terminus des R-Proteins
abhangige Wege erfolgen. Mit einigen Ausnahmen transduzieren TIR-NBS-LRR R-Proteine Uber
EDS1- und CC-NBS-LRR R-Proteine Uber NDR1-abhangige abhangige Signalkaskaden (Aarts et
al., 1998).

Die Identifizierung von EDS1 (ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY1) erfolgte nach
Durchmusterung von Mutanten mit einer erhdhten Anfalligkeit gegen virulente Stdmme von
Pseudomonas syringae bzw. virulente Rassen des Oomyzeten Hyaloperonospora parasitica
(Glazebrook et al.,, 1996; Parker et al., 1996). Die Mutante ndrl (nonrace-specific disease
resistancel) wurde in einer Durchmusterung von A. thaliana-Mutanten mit einem Verlust der
Resistenz gegen den avirulenten P. syringae pv tomato-Stamm DC3000 (avrB) isoliert (Century et
al., 1995; 1997). An dieser Stelle ist zu erwahnen, dass die biochemische Funktion des Membran-
lokalisierten NDR1 gegenwartig noch unklar ist. Ein Verlust der Funktion von EDS1 und NDR1
fihrt zur Stérung der R-Gen-vermittelten Signaltransduktion bzw. zur Anfalligkeit gegenlber
ansonsten avirulenter Pathogene.

Weiterhin wurde gezeigt, dass neben EDS1 auch PAD4 (PHYTOALEXIN DEFICIENT4) fir die
Signaltransduktion von TIR-NBS-LRR R-Proteinen notwendig ist (Glazebrook et al., 1996; Feys et
al., 2001). Die von Feys et al. (2001) demonstrierte in vivo-Interaktion von EDS1 und PAD4
unterstitzt das Modell einer gemeinsamen Funktion von EDS1 und PAD4 in der R-Gen-
vermittelten Resistenz. Obwohl eine katalytische Funktion von EDS1 und PAD4 bisher nicht
gezeigt wurde, wird angenommen, dass die Homologie beider Komponenten zu eukaryontischen
Lipasen sowie die Funktion als positive Regulatoren der Salizylsaure (salicylic acid; SA)-

Akkumulation ein Hinweis fur eine mogliche Beteiligung von EDS1 und PAD4 an der Lipid-
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abhangigen SA-Signaltransduktion liefert (Falk et al., 1999; Zhou et al., 1998; Wiermer et al.,
2005). Als ein weiterer Interaktionspartner von EDS1 ist kirzlich SAG101 (SENESCENCE-
ASSOCIATED GENE101) identifiziert worden, welches in Kombination mit PAD4 eine Funktion in
der EDS1-abhangigen Resistenz hat (Feys et al., 2005). Es wurde gezeigt, dass SAG101 als
Komplex mit EDS1 im Gegensatz zu den im Zytoplasma und im Zellkern befindlichen EDS1-
Komplexen ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert ist. Diese Beobachtung unterstiitzt die Annahme,
dass EDS1 eine potentielle Funktion in der Stabilisierung der Komponenten PAD4 und SAG101
hat, wobei ebenso eine Stabilisierung von EDS1 durch Komplexbildung mit PAD4 und SAG101
erfolgt. Es wird angenommen, dass PAD4 und SAG101 neben der Stabilisierung von EDS1 auch
eine Funktion als Signalkomponente in der durch TIR-NBS-LRR R-Proteine ausgeldsten
Signaltransduktion haben. Die Zellkompartiment-abhangigen dynamischen Interaktionen von

EDS1 scheinen daher entscheidende Funktionen in der R-Gen-spezifischen Resistenz zu haben.

Die Betrachtungsweise einer vom Strukturtyp des entsprechenden R-Proteins abhangigen,
entweder durch EDS1- oder NDR1-vermittelten R-Gen-Resistenzauspragung musste jedoch nach
der Identifizierung zweier weiterer Komponenten, RAR1 (REQUIRED for MLA12 RESISTANCE1)
und SGT1 (SUPPRESSOR of G-TWO ALLELE of SUPPRESSOR of KINETOCHORE PROTEIN1)
erweitert werden.

RARL1 ist erstmals in Mutantenanalysen in Gerste (Hordeum vulgare) isoliert worden und scheint
ein Konvergenzpunkt in der kultivarspezifischen Wirtsresistenz gegen zahlreiche Mehltau-Isolate
zu sein (Shirasu et al., 1999). Untersuchungen des RAR1-Homologs in Arabidopsis deuten auch
hier auf eine konservierte Funktion von RAR1 in der R-Gen-spezifischen Resistenz gegen
Pathogene verschiedener Klassen, welche von R-Proteinen des CC-NBS-LRR- als auch des TIR-
NBS-LRR-Typs vermittelt werden (Muskett et al., 2002; Torneo et al., 2002). Sequenzvergleiche
zeigten, dass RAR1 zwei zinkbindende Doméanen (zystein- und histidinreiche Domane; CHORD |
und Il) sowie eine CS-Domane (CHORD and SGT1-motif) aufweist und innerhalb des
eukaryontischen Reiches hoch konserviert ist. Tatsachlich konnten Interaktionsstudien mit
verschiedenen Pflanzen-Proteinextrakten eine direkte physische Interaktion von RAR1 und SGT1
nachweisen (Azevedo et al.,, 2002; Liu et al., 2002). Eine Mutation in einem von zwei
sequenzverwandten Arabidopsis SGT1-Genen, SGT1b, flihrte zur Stérung einer Reihe von sowohl
TIR- als auch CC-NBS-LRR-R-Protein-vermittelter Resistenzen gegen den Oomyzet H. parasitica
(Austin et al., 2002; Tor et al.,, 2002). Obwohl RAR1 und SGT1 in Arabidopsis physisch
interagieren und als Komplex vorliegen, sind flr verschiedene R-Proteine aus Arabidopsis
unterschiedliche Notwendigkeiten der Beteiligung von RAR1, SGT1 bzw. RAR1 und SGT1 in
Kombination an der R-Gen-vermittelten Resistenz gezeigt worden (Muskett et al., 2002; Torneo et
al., 2002; Austin et al., 2002). So belegen Untersuchungen von Torneo et al. (2002), dass das R-

Protein RPM1 in der rarl-Mutante destabilisiert vorliegt. Es wird angenommen, dass RAR1
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und/oder SGT1, ahnlich der erwdhnten Funktion von zytosolischem HSP90, als Kochaperone fir
die Zusammensetzung einiger, jedoch nicht aller R-Protein-Erkennungskomplexe notwendig sind
(Gray et al., 2003; Shirasu & Schulze-Lefert, 2003). In Studien von Takahashi et al. (2003) wurde
gezeigt, dass die direkte Interaktion von HSP90, RAR1 und SGT1 flr die Auspragung der RPS2-
vermittelten Resistenz notwendig ist. RAR1 und SGT1 scheinen daher gemeinsame und
unterschiedliche Funktionen in der R-Gen-vermittelten Wirtsresistenz zu haben.

Durch Identifizierung von SGT1-in vivo-Interaktoren wurde weiter zur Aufklarung von R-Gen-
vermittelten Resistenzmechanismen beigetragen. Parallelen zu zellularen
Ubiquitinierungsprozessen wurden nach Untersuchung der SGT1-Interaktoren SKP1 (S-phase
kinase associated protein1) und CUL1 (CULLIN1), welche Komponenten des SCF (SKP1-CULLIN-
E-BOX)-E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes darstellen, erstmals beobachtet (Kitagawa et al., 1999;
Azevedo et al.,, 2002; Liu et al.,, 2002). SCF-Komplexe vermitteln die Ubiquitinierung und
Degradation von Proteinen durch das 26S-Proteasom und kdnnten somit eine spezifische Funktion
in der Stabilisierung bzw. Destabilisierung, d. h. in der Regulation von Resistenz-vermittelnden
Proteinkomplexen haben. Experimentelle Hinweise flr die Beteiligung von SCF-Komplexen in der
R-Gen-Resistenz kommen aus gene-silencing-Studien in N. benthamiana. Das Inaktivieren von
SKP1-Genen flhrte zu einer Beeintrachtigung der N-Gen-vermittelten Resistenz gegen das Tabak-
Mosaik-Virus (Liu et al., 2002).

Ein strukturell von den zuvor beschriebenen und durch LRR-Domanen gekennzeichneten R-
Genen stellt das R-Gen RPW8 (RESISTANCE to POWDERY MILDEWS) dar, welches zu einer
Resistenzauspragung gegen mehrere Mehltaupilze in Arabidopsis notwendig ist (Xiao et al., 2001).
RPWS8 besitzt lediglich ein CC-Motiv sowie eine Transmembran-Domane. Neben EDS1 und PAD4
ist die RPW8-vermittelte Resistenz auch abhangig von SGT1 jedoch unabhangig von RAR1 und
NDR1 (Hammond-Kosack & Parker, 2003; Xiao et al., 2005). Erganzend in der Reihe der vom
NBS-LRR-Strukturtyp abweichenden R-Proteine ist die intrazellulare Proteinkinase PTO aus
Tomate zu erwahnen, welche Resistenz gegen P. syringae (avrPto)-Stamme vermittelt (Martin et
al., 1993). Die durch PTO vermittelte Resistenz ist abhangig von dem NBS-LRR Protein PRF
(PSEUDOMONAS RESISTANCE and FENTHION SENSITIVITY) sowie von RAR1 (Salmeron et
al., 1996). Die Resistenzmechanismen der atypischen R-Gene RPW8 und Pto liefern somit einen
Hinweis, dass sowohl LRR- als auch nicht-LRR-R-Proteine Gemeinsamkeiten hinsichtlich der
Wege oder Konvergenzpunkte in der R-Gen-spezifischen Signaltransduktion zeigen (Bonas &
Lahaye, 2002).

1.3 Induzierbare pflanzliche Abwehrreaktionen

Wie eingangs erwahnt stellt die Gesamtheit der passiven und aktiven Abwehr einen zumeist
effizienten Mechanismus der Pflanzen dar, um eindringende Pathogene abzuwehren. Dabei sind

die nach Pathogenerkennung ausgeldsten intrazellularen Signaltransduktionskaskaden bzw. die
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dadurch induzierten Abwehrreaktionen grundsatzlich ahnlich und unabhangig vom Typ der
Pflanze-Pathogen-Interaktion (Yang et al., 1997; Nirnberger und Scheel, 2001).

Eine unmittelbar nach spezifischer oder genereller Elicitierung beobachtete Reaktion stellt die
Aktivierung von lonenkanalen in der Plasmamembran bzw. der nachfolgende Efflux von CI" und K*
sowie Influx von H* und Ca?" dar (Atkinson et al., 1996; Gelli et al., 1997; Jabs et al., 1997,
Zimmermann et al., 1997; Blatt et al., 1999; Klisener & Weiler, 1999). So wurde in Petersilie-
Zellkulturen gezeigt, dass ein transienter Anstieg der intrazelluldren Ca®'-Konzentration zur
Generierung extrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), wie Wasserstoffperoxid (H,O.)
oder Superoxidanionen (Oy) notwendig ist (Blume et al., 2000). Dieser als ,oxidative burst*
bezeichnete Prozess der Pathogen-induzierten Akkumulation von ROS, welcher durch
Plasmamembran-lokalisierte NADPH (reduzierte Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat)-
Oxidasen und apoplastische Peroxidasen katalysiert wird, scheint auf mehreren Ebenen in der
Pathogenabwehr involviert zu sein. So wird neben einer direkten toxischen Eigenschaft von H,O,
eine Beteiligung von ROS an der oxidativen Quervernetzung der Zellwand sowie in der
Signaltransduktion (H.O,) nach Pathogenbefall beschrieben (Bradley et al., 1992; Thordal-
Christensen et al., 1997; Lamb & Dixon, 1997). In Petersilie und Arabidopsis wurde eine
Beteiligung von H,O, bzw. O, an der Auslosung unterschiedlicher Abwehrreaktionen nach
Elicitierung bzw. Pathogeninfektion gezeigt (Jabs et al., 1996; Jabs et al., 1997; Alvarez et al.,
1998).

Desweiteren ist die kombinierte Funktion von ROS, Ca*" und Stickstoffmonoxid (NO) wahrend der
transkriptionellen Aktivierung pflanzlicher Abwehrgene beschrieben worden (Durner et al., 1998;
Klessig et al., 2000; Wendehenne et al., 2004). Eine Abhangigkeit von intrazellularem Ca?* ist
beispielsweise fir die Bildung von ROS aber auch fiir die Aktivierung von kalziumabhangigen
Proteinkinasen (calcium-dependent protein kinases; CDPKs) und Calmodulin demonstriert worden
(Romeis et al., 2001; Heo et al., 1999; Kim et al.,, 2002). Sowohl CDPKs als auch Calmodulin
haben essentielle Funktionen in der Aktivierung pflanzlicher Abwehrreaktionen.

Eine weitere haufig beobachtete Abwehrreaktion in der Pflanze-Pathogen-Interaktion ist die
hypersensitive Reaktion (HR), welche durch ein lokal begrenztes Absterben pflanzlicher Zellen
unmittelbar am Infektionsort gekennzeichnet ist und Ahnlichkeiten mit dem Prozess der Apoptose
in tierischen Systemen aufweist (Lam et al., 2001; Beers & McDowell, 2001; Lam, 2004). So ist
eine Beteiligung von ROS an der Aktivierung des programmierten Zelltods (programmed cell
death; PCD) fur Pflanzen und Tiere gleichermalien beschrieben worden (Lam et al., 2001;
Ameisen, 2002). Neuere Studien unterstitzen dabei die Annahme, dass ROS eine Rolle als
Signaltransduktionskomponenten in der pflanzlichen Zelltod-Reaktion spielen (Kachroo et al.,
2003; Dat et al., 2003; Yoda et al., 2003). Der erste Beleg fur die Beteiligung pflanzlicher NADPH-
Oxidasen an der Generierung von ROS und deren Beteiligung am hypersensitiven Zelltod wurde

durch Untersuchung der Arabidopsis respiratory burst oxidase homologues-Gene, rbohD und
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rbohF gezeigt (Torres et al., 2002). Ein Verlust der Funktion beider Gene fiihrte zu einer Abnahme
der ROS-Akkumulation und zu einem abgeschwachten hypersensitiven Zelltod nach
Pathogeninfektion.

Die Aufklarung der in Pflanzen ablaufenden PCD-Prozesse, insbesondere der nach
Pathogeninfektion induzierten HR ist durch die Identifizierung der Pflanzen-spezifischen PCD-
Regulatoren aus Arabidopsis (LESIONS SIMULATING DISEASE1; LSD1) und Gerste (MLO)
entscheidend vorangetrieben worden (Jabs et al., 1996; Piffanelli et al., 2002). Genetische Studien
der Isd1-Mutante deuten auf eine Schllssel-Funktion von LSD1 als negativer Regulator des nach
Pathogenstimulus ausgelosten PCDs hin, wobei noch unklar ist, ob LSD1 eine spezifische
Funktion in dem Pathogen-induzierten PCD hat oder auch andere Formen des PCDs in Pflanzen
kontrolliert (Aviv et al., 2002; Lam et al., 2004).

Die Untersuchung von mlo-Mutanten in Gerste zeigte, dass der Verlust der MLO-Funktion zu
einem spontan, d. h. ohne auferen Stimulus aktivierten PCD und zu einer erhéhten
Pathogenresistenz fiihrt, was eine Eigenschaft von MLO als Suppressor der Zelltod-Aktivierung
und der Pathogenresistenz in Gerste nahelegt (Piffanelli et al., 2002). Es wurde auRerdem gezeigt,
dass die MLO-Suppressor-Funktion von dem Ca®*-Sensor Calmodulin positiv reguliert wird, was
ein Hinweis flr eine direkte Modulation der Regulatoren pflanzlicher Pathogenabwehr durch
Aktivierung von Ca®*-Kanalen darstellt (Kim et al., 2002; Lam, 2004; Bhat et al., 2005).

Ein weiteres wesentliches Element in der Signaltransduktion wahrend der pflanzlichen
Pathogenabwehr stellen die MAPK-Kaskaden dar (Zhang & Klessig, 2001; Jonak et al., 2002;
Bent, 2001). MAPK stellen die Endglieder in der nach Pathogenerkennung ausgeldsten
Signaltransduktionskaskade dar. Die durch Transphosphorylierung erfolgte posttranslationale
Modifikation der MAPK bewirkt eine transkriptionelle Aktivierung unterschiedlicher Zielgene. So
wurde in Petersilie-Zellkulturen die Beteiligung einer nach Elicitierung mit Pep13 in den Zellkern
translozierten MAPK an der Induzierung einer von WRKY-Transkriptionsfaktoren abhangigen
Abwehrgenexpression beobachtet (Ligterink et al., 1997; Kroj et al., 2003). Weitere experimentelle
Befunde aus Analysen transgener Tabakpflanzen, welche konstitutiv aktive MAPK exprimieren,
belegen eine Korrelation von MAPK-Aktivierung und PR-Genexpression (Yang et al., 2001; Ren et
al., 2002). Ebenso ist aber auch eine negative Regulation von pflanzlichen Abwehrreaktionen
durch Aktivierung von MAPK beschrieben worden (Petersen et al., 2000; Frye et al., 2001).
Beispielsweise fiihrt der Verlust der Funktion des Gens EDR1 (ENHANCED DISEASE
RESISTANCEL1), welches fir eine MAPK-Kinase-Kinase kodiert, in der Arabidopsis-Mutante edrl1-
1 zu einer erhdhten Resistenz gegen den Mehltaupilz E. cichoracearum (Frye et al., 2001). Eine
verstarkte Pathogenresistenz ist auch fur die A. thaliana-Mutante mpk4 gezeigt worden (Petersen
et al.,, 2000). Die nach Mutation in AtMPK4 beobachtete erhdhte Pathogenresistenz korreliert
aullerdem mit einer konstitutiven PR-Genexpression sowie erhdhter SA-Akkumulation und liefert

daher ein weiteres Beispiel der durch MAPKs negativ regulierten Pathogenabwehr.
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Ein in vielen Pflanzen-Spezies beobachtetes Phanomen ist die durch lokale Pathogeninfektion
bzw. durch die daraus resultierenden lokalen Abwehrreaktionen induzierte systemische Resistenz
in entfernten nicht infizierten Pflanzenteilen. Fir die systemisch erworbene Resistenz (systemic
acquired resistance; SAR), welche durch eine Pathogen-unspezifische und Ilangere Zeit
anhaltende systemische Abwehr charakterisiert ist, scheint Salizylsdure (salicylic acid; SA) eine
herausragende Bedeutung zu haben. (Ryals et al., 1996; Dong et al., 2001). Experimentelle
Hinweise belegen, dass SA notwendig und zugleich hinreichend fiir die Auspragung der SAR ist
(Ryals et al., 1996). Obwohl SA in verschiedenen Pflanzenteilen nachgewiesen worden ist, scheint
es jedoch nicht als mobiles Signal in der SAR in Frage zu kommen (Sticher et al.,, 1997). Die
Identifizierung von DIR1 (DEFECTIVE in INDUCED RESISTANCEL), welches fir ein
apoplastisches putatives Lipid-Transferprotein kodiert, demonstriert, dass moéglicherweise Lipid-
ahnliche Signalmolekiile Bedeutung in der Signaliibermittlung der SAR haben (Maldonado et al.,
2002). Einen weiteren Hinweis dafir lieferte SFD1 (SUPPRESSOR of FEATTY ACID
DESATURASE DEFICIENCY1), welches zur SAR in Arabidopsis notwendig ist und ebenfalls im
Lipid-Metabolismus involviert ist (Nandi et al., 2004).

Ein charakteristisches Merkmal fur die in der SAR beobachtete systemische Abwehr stellt die SA-
abhangige Expression verschiedener PR-Gene, welche z. B. fur 1,3-B-Glukanasen, Chitinasen
oder PR1-Proteine kodieren, dar (Ryals et al., 1996).

Eine weitere Form der systemischen Resistenz, die induzierte systemische Resistenz (ISR) ist im
Gegensatz dazu SA-unabhangig bzw. Jasmonat- (jasmonic acid; JA) sowie Ethylen (ethylene; ET)-
abhangig und kann durch nichtpathogene Wurzelbakterien hervorgerufen werden (Pieterse et al.,
1998; 2001; Penninckx et al., 1998).

Generell kann gesagt werden, dass Pflanzen in Abhangigkeit von der Art des eindringenden
Pathogens ein komplexes Programm SA- und/oder JA/ET-abhangiger Signaltransduktionswege
zur Auslosung zumeist effizienter Abwehrreaktionen nutzen. Es wird angenommen, dass
nekrotrophe Pathogene grundsatzlich durch SA-unabhangige Abwehrmechanismen kontrolliert
werden bzw. SA-abhangige Abwehrreaktionen in der Pflanze unterdriicken (Thomma et al., 2001;
Oliver & Ipcho, 2004). Im Gegensatz dazu werden biotrophe Pathogene in den meisten Fallen
durch eine SA-abhangige Abwehr effizient an der Besiedlung der Pflanze gehindert (Ton et al.,
2002).

Es qilt als sehr wahrscheinlich, dass die unterschiedlichen Signalwege weniger unabhangig
voneinander als vielmehr durch ein komplexes, durch positive und negative Regulation einzelner
Signalkomponenten gestaltetes Netzwerk, dem ,signaling cross-talk® agieren (Thomma et al.,
2001; Kunkel & Brooks, 2002; Glazebrook et al., 2003; Glazebrook, 2005).
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1.4 Salizylsaure-abhangige Abwehrreaktionen

Genetische Analysen haben bereits seit langerem gezeigt, dass zur Aktivierung von lokalen
Abwehrreaktionen (z. B. HR) als auch zur Auspragung systemischer Resistenz (SAR) die
Akkumulation von SA essentiell ist. Es wurde auch gezeigt, dass in Pathogen-infiziertem Gewebe
die SA-Konzentration erhoht ist und dass durch exogene SA-Applikation eine erhdhte Resistenz
gegen ein breites Spektrum von Pathogenen induziert werden kann (Ryals et al.,, 1996). In
Ubereinstimmung damit fiihrt der Verlust der SA-Akkumulation in transgenen Pflanzen, welche ein
fur die bakterielle Salizylsaure-Hydroxylase kodierendes Gen (NahG) exprimieren, zur Unfahigkeit
SAR auszupragen (Gaffney et al., 1993). Jedoch demonstrieren neuere Studien, dass fiir die in
den nahG-Linien beobachtete veranderte Pathogenabwehr neben dem Verlust der SA-
Akkumulation auch die gebildeten Abbauprodukte von SA, wie z. B. Catechol verantwortlich sein
konnen (Heck et al., 2003; Van Wees et al., 2003).
Genetische Analysen in Arabidopsis fuhrten zur Isolation zahlreicher SA-Biosynthese und SA-
Signaltransduktionsmutanten. Die |dentifizierung der SA-Biosynthese-Mutanten sid2 (salicylic-acid-
induction deficient2) bzw. die der zu sid2 allelischen Mutante edsl6 zeigte, dass das
korrespondierende Gen flr eine putative Chloroplast-lokalisierte lsochorismatsynthase (ICS)
kodiert, welche SA wahrscheinlich Uber einen alternativ zum Phenylpropan-Stoffwechselweg
existierenden Weg synthetisiert (Shah, 2003). sid2 und eds16 zeigen neben der Inhibierung von
sowohl SA-Synthese als auch SAR-Aktivierung eine verstarkte Pathogenanfalligkeit, welche durch
SA-Applikation komplementiert werden kann (Wildermuth et al., 2001; Nawrath & Métraux, 1999).
Eine weitere Komponente wurde durch die Identifizierung des Membran-Proteins EDS5 gefunden,
welches Homologien zu Transportern des MATE-Typs (multidrug and toxin extrusion) zeigt und
daher am Transport phenolischer Vorstufen an der SA-Biosynthese beteiligt sein kénnte (Nawrath
et al., 2002). Genetische und biochemische Studien der Mutanten edsl und pad4, deren Funktion
in der R-Gen-Resistenz bereits erwahnt wurde, zeigen eine gestérte Akkumulation von SA nach
Pathogeninfektion und legen eine in der Regulation der SA-Biosynthese Ubergeordnete Funktion
von EDS1 und PAD4 relativ zu EDS5 nahe (Jirage et al., 1999; Feys et al., 2001; Nawrath et al.,
2002).
Grundsatzlich kann eine Einteilung der SA-abhangigen Signaltransduktion in mindestens zwei
Wege erfolgen, welche durch eine vorhandene oder nicht vorhandene Notwendigkeit von NPR1
(NON-EXPRESSOR of PR-GENES1) gekennzeichnet sind (Shah, 2003). Die Mutante nprl, sowie
die zu nprl allelische Mutante niml (non inducible immunityl) sind SA-insensitiv und in der
Resistenz gegen virulente Pathogene eingeschrankt (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995;
Glazebrook et al., 1996; Shah et al., 1997). NPR1 zeigt neben einem als Ankyrinwiederholung
(Ankyrin-repeat) bezeichneten Proteinbindungs-Motiv und einer Kernlokalisierungssequenz
(nuclear localisation sequence; NLS) noch eine weitere Protein-Protein-Interaktionsdomane (Cao
et al., 1997). NPR1 ist als ein Modulator der PR-Genexpression beschrieben worden, wobei in
13
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vivo-Interaktionsstudien als auch genetische Studien belegen, dass die Aktivierung SA-abhangiger
PR-Gene durch NPR1 nach Bindung von bZIP (basic leucine-zipper)-Transkriptionsfaktoren des
TGA-Typs erfolgt (Després et al., 2000; Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2000; Fan & Dong, 2002;
Johnsen et al., 2003). Weitere intensive Analysen zur Aufklarung der Funktion von NPR1 und SA
in der Auspragung der SAR lieferten unabhangige Hinweise, dass moglicherweise tUber eine von
SA regulierte Veranderung des zelluldren Redox-Status eine Anderung der NPR1-Aktivitat erfolgt
(Mou et al., 2003; Després et al., 2003). So wurde gezeigt, dass nach SA-Induktion eine
Monomerisierung des als Oligomer im Zytoplasma vorliegenden NPR1 erfolgt, was eine
Translokation des monomerisierten und aktivierten NPR1 in den Zellkern bewirkt. Es scheint
daher, dass die Anderung des Redox-Status, ausgeldst durch eine SA-Akkumulation, die
Verbindung zwischen dem SA-Signal und der NPR1-Aktivitat in der Auspragung der SAR darstellt
(Pieterse & Van Loon, 2004). Uber den Mechanismus, der durch die Akkumulation von SA zu einer
Veranderung des Redox-Status flihrt, wird diskutiert, dass mdglicherweise nach der SA-
abhangigen Aktivierung von Genen die flr antioxidative Proteine, wie z. B. Katalase oder
Superoxid Dismutase, kodieren, eine Neutralisierung von ROS-Intermediaten sowie eine
zunehmende Etablierung reduzierender Bedingungen erfolgt (Dong, 2004).

Die Existenz eines von NPR1 unabhangigen Signalwegs ist aufgrund der in nprl-Mutanten nach
Pathogenbefall beobachteten PR-Genexpression gezeigt worden (Shah et al., 1999, 2001,
Kachroo et al., 2001).

Die Isolation der Mutante ssi2 (suppressor of SA-insensitivity2), die teilweise den nprl-Phanotyp
supprimiert, sowie die Identifizierung des korrespondierenden Gens, welches flr eine Stearoyl-
ACP-Desaturase kodiert, fihrte zu der Annahme, dass Lipide in der durch ssi2-vermittelten NPR1-
unabhangigen Resistenz involviert sind (Shah et al., 2001; Kachroo et al., 2001). Unterstitzt wird
diese Annahme durch die Identifizierung der sfd-Mutanten, welche den ssi2-Phanotyp
supprimieren und daher weder konstitutive PR-Genexpression noch verstarkte Pathogenresistenz
zeigen (Nandi et al., 2003). SFD1 katalysiert die Synthese von Glyzerin-3-Phosphat in der
Glyzerolipid-Biosynthese (Nandi et al., 2004). Da nur die Auspragung der SAR, nicht jedoch die
lokale Pathogenresistenz in sfdl beeintrachtigt ist, wird angenommen, dass SFD1 bzw. Lipide
moglicherweise in der Signaltbermittlung der SAR involviert sind (Nandi et al., 2004). Desweiteren
wurde gezeigt, dass durch Applikation von SA die PR1-Genexpression in der sfd1l-Einzelmutante
nicht induziert wird, was darauf hindeutet, dass Lipid-Abkémmlinge als Signalkomponenten sowohl
in der NPR1-abhangigen als auch in der NPR1-unabhangigen SA-Signaltransduktion beteiligt sind
(Shah, 2003).

Ein NPR1-unabhangiger und SA-abhangiger Resistenzmechanismus ist ebenso in den
Arabidopsis-Mutanten ssil, cpr5 und cpr6 (constitutive expressor of PR-gene 5 und 6) beobachtet
worden (Shah et al.,, 1999; Clarke et al., 2000). Die Mutante ssil zeigt neben erhohter

Pathogenresistenz und konstitutiver PR1-Genexpression auch eine konstitutive Expression des
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JA-abhangigen Gens PDF1.2. Interessanterweise zeigten genetische Studien, dass fur die
PDF1.2-Expression neben der JA- und ET-Signaltransduktion auch eine Akkumulation von SA
notwendig ist. Ebenso ist demonstriert worden, dass flr die NPR1-unabhangige PR1-Expression
eine funktionelle sowohl SA-regulierte als auch JA/ET-regulierte Signaltransduktion notwendig ist
(Nandi et al., 2003). Es wird daher angenommen, dass SSI1 eine gemeinsame Komponente der
durch SA und JA/ET vermittelten Signaltransduktion ist und moglicherweise ein Modulator im
cross-talk dieser Signalwege darstellt (Shah et al., 1999; Nandi et al., 2003).

Die Analyse der Mutanten cpr5 und cpr6 deutet, in Analogie zu ssil, darauf hin, dass die
Auspragung der NPR1-unabhangigen Resistenz durch Mutationen, die zu Insensitivitat gegeniber
JA und ET flihren, supprimiert werden kann (Clarke et al., 2000). Durch Untersuchungen von
Yoshida et al. (2002) wurde gezeigt, dass es sich bei cpr5 um ein Allel der Mutation hysl
(hypersenescencel) handelt, welche zu einem frihen Altern der Blatter fiihrt. Die ldentifizierung
von HYS1/CPR5 liefert daher einen Hinweis auf eine gemeinsame Komponente in dem Prozess

der Blattseneszenz und der Pathogenabwehr.

1.5  Jasmonsaure- und Ethylen-abhangige Abwehrreaktionen

Die Existenz pflanzlicher Pathogenresistenzen, welche offensichtlich unabhangig von einer SA-
Akkumulation in den untersuchten Pflanzen waren, deuteten auf die Notwendigkeit von effizienten
SA-unabhangigen Abwehrmechanismen (Thomma et al.,, 1998; 1999). So wurden in der
Vergangenheit eine Reihe von Arabidopsis-Mutanten isoliert, welche in der JA/ET-Biosynthese
oder JA/ET-Signalperzeption gestort waren und zugleich eine erhohte Anfalligkeit gegen
unterschiedliche nekrotrophe Pathogene zeigten. Mutationen in der JA-Biosynthese, wie in der
Dreifachmutante fad3 fad7 fad8 (fatty acid desaturase3/7/8) oder in der JA-Perzeption, wie coil-1
(coronatine insensitivel) und jarl-1 (jasmonic acid resistantl) fuhrten zu einer erhdhten Anfalligkeit
gegen A. brassicicola, B. cinerea und gegen unterschiedliche Pythium-Spezies (Thomma et al.,
1998; Penninckx et al., 1998; 1999; Staswick et al., 1998; Norman-Setterblad et al., 2000; Devoto
et al., 2005). Die Ethylen-insensitive Mutante ein2-1 (ethylene insentive2) ist anfalliger gegen B.
cinerea und E. carotovora (Thomma et al., 1999a; Norman-Setterblad et al., 2000).

Grundsatzlich zeigen JA- und ET-abhéngige Abwehr parallele Muster, wie z. B. hinsichtlich der
Expression von PDF1.2 (PLANT DEFENSIN1.2), THI2.1 (THIONIN2.1), HEL (HEVEIN LIKE
PROTEIN) oder CHIB (CHITINASEB) (Norman-Setterblad et al., 2000; Penninckx et al., 1998).
Ebenso ist die Notwendigkeit von sowohl JA- als auch ET-abhangiger Signaltransduktion in der
Auspragung der bereits erwahnten ISR beschrieben worden (Pieterse & Van Loon, 1999).

Neuere Studien der JA-Signaltransduktion deuten im Zusammenhang mit COI1 darauf hin, dass
ein E3-Ubiquitin-Ligasekomplex unter Beteiligung von COI1 (SCF°®"") an dem 26S-Proteasom-
abhangigen Proteinabbau putativ negativer Regulatoren des JA-Signalweges involviert ist (Devoto

et al., 2002; Xu et al., 2002; Feng et al., 2003; Devoto & Turner, 2005). Sequenzanalysen zeigten,
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dass das F-Box-Motiv in COI1 die Substrat-spezifische Komponente im SCF®""-Komplex darstellt
(Xie et al., 1998, Cheong & Choi, 2003).

Ebenso sind unterschiedliche Mutanten isoliert worden, in denen die konstitutiv aktivierte JA-
Signaltransduktion mit einer erhdhten Resistenz gegen nekrotrophe Pathogene korreliert. So ist
die Resistenz der Mutante cev1-1 (constitutive expression of VSP1) gegen verschiedene Erysiphe-
Spezies erhoht (Ellis & Turner, 2001). In Analogie dazu zeigt eine transgene Arabidopsis-Linie, die
das Gen JMT (JA CARBOXYL METHYLTRANSFERASE) uUberexprimiert, eine konstitutive
PDF1.2-Expression sowie eine erhdhte Resistenz gegen das nekrotrophe Pathogen B. cinerea
(Seo et al., 2001). Uber die den Resistenzmechanismen zugrunde liegenden Faktoren ist bisher
jedoch wenig bekannt geworden. Hinweise, welche fiir eine méglicherweise durch Freisetzung von
Zellwandbestandteilen und Oligosacchariden konstitutiv aktivierte JA-abhangige Abwehr sprechen
liefert die Mutante cevl1-1, firr die ein Defekt in der Zellulosesynthase (CELLULOSE SYNTHASES3)
CESAZ3 beschrieben wurde (Ellis et al., 2002).

ET-abhangige Abwehrreaktionen scheinen eine divergente Funktion in der Pathogenabwehr zu
haben, da neben der bereits erwahnten erhohten Pathogenanfalligkeit der Mutante ein2-1 ebenso
verringerte Symptome nach Infektion mit virulenten Stdmmen von P. syringae und X. campestris
beobachtet wurden (Bent et al., 1992).

Wahrend der ET-Signaltransduktion aktiviert EIN2 als positiver Regulator den Transkriptionsfaktor
EIN3, welcher zur transkriptionellen Aktivierung ET-induzierbarer Gene, wie z. B. des
Transkriptionsfaktors ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTORL1) fuhrt. Die Tatsache, dass ERF1
durch JA koreguliert wird und sowohl ET als auch JA zur ERF1-Genexpression notwendig sind,
deutet auf die synergistische Nutzung von Signaltransduktionskomponenten in JA- und ET-
abhangigen Signalwegen (Lorenzo et al., 2003; Guo & Ecker, 2004; Stepanova & Alonso, 2005). In
Analysen mit ERF1-lberexprimierenden Arabidopsis-Linien wurde gezeigt, dass ERF1 die
Expression von zwei Gruppen JA-induzierbarer Gene differenziell reguliert. Wahrend die
Expression von Genen, die in der Pathogenabwehr involviert sind durch ERF1 positiv reguliert
wird, scheint die Genexpression der nach Verwundung induzierten Gene durch ERF1 supprimiert
zu werden (Lorenzo et al., 2003). Durch die Identifizierung des bHLHZIP (basic helix-loop-helix-
leucine zipper)-Transkriptionsfaktors AtMYC2 wurde die Beteiligung einer weiteren Komponente in
der JA-vermittelten Signaltransduktion gezeigt, welche jedoch ein zu ERF1 antagonistischen Effekt
in der JA-abhangigen Genexpression hat (Lorenzo et al., 2004). ERF1 und AtMYC2 stellen daher
Komponenten der differentiellen Regulation JA/ET-abhéangiger Gene dar, die in Abhangigkeit vom
auslésenden Stimulus, d. h. Verwundung oder Pathogenstress eine jeweils effiziente

Abwehrreaktion in der Pflanze auslosen.
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1.6 »Cross-talk der unterschiedlichen Signaltransduktionswege

Die Untersuchung zahlreicher Pflanze-Pathogen-Interaktionen, unter Nutzung bekannter
Signaltransduktionsmutanten in Arabidopsis, liefern zunehmend Hinweise, dass die bekannten SA,
JA- und ET-abhangigen Signalwege weniger unabhangig als vielmehr in einem komplexen
Netzwerk durch positive und negative Modulatoren reguliert werden, was letztendlich zu einer
effizienten Abwehr der Virulenzstrategie des eindringenden Pathogens fuhrt. Ein Beispiel fir die
biologische Signifikanz dieses Modells stellt die Uberwiegend durch SA-abhangige Signalwege
bestimmte Abwehr gegen avirulente P. syringae pv tomato (DC3000) dar. Im Gegensatz zum
Wildtyp ist in infizierten Arabidopsis nahG-Linien die SA-Akkumulation und SA-Signaltransduktion
unterdriickt, wahrend die JA-Akkumulation und JA-Signaltransduktion hochreguliert ist (Spoel et
al., 2003). Diese Beobachtung ist ein Hinweis dafiir, dass die nach P. syringae (DC3000)-Infektion
induzierte weniger effiziente JA-abhangige Abwehr durch SA-Akkumulation unterdrickt wird.
Dieser Effekt wird im nprl-Hintergrund abgeschwacht, was auf eine Funktion von NPR1 als
negativen Regulator des JA-Signals im ,cross-talk® beider Signalwege hindeutet (Spoel et al.,
2003). NPR1 scheint entgegen seiner erwahnten Kern-lokalisierten Funktion wahrend der SAR
nun wahrend der Suppression des JA-Signalwegs im Zytoplasma lokalisiert zu sein. Es wird
vermutet, dass zytosolisches NPR1 mdglicherweise durch Interaktion mit dem SCF®°"'-Komplex
Einfluss auf den Abbau putativ negativer Regulatoren der JA-Signaltransduktion nimmt (Devoto et
al., 2002; Xu et al., 2002; Pieterse & Val Loon, 2004).
Andere Hinweise legen einen antagonistischen Effekt von JA in der SA-abhangigen Abwehr nahe.
Genetische Studien der JA-Signaltransduktionsmutante mpk4 und der Mutante ssi2 belegen eine
negative Regulation der SA-abhangigen Pathogenabwehr durch Aktivierung der JA-vermittelten
Signaltransduktion (Kachroo et al., 2001; Petersen et al., 2000). So wurde gezeigt, dass der
Verlust der JA-regulierten Signaltransduktion in den Mutanten mpk4 und ssi2 eine konstitutive SA-
abhangige Abwehr sowie die erhéhte Resistenz gegen biotrophe Pathogene zur Folge hat. Ein
weiterer experimenteller Hinweis flr diese Hypothese stellt die verstarkte SA-abhangige Abwehr
nach P. syringae-Infektion der Coronatin-insensitiven Mutante coil dar (Feys et al., 1994; Kloek et
al., 2001). Es wird angenommen, dass die Virulenzfunktion des bakteriellen Phytotoxins Coronatin
darin besteht, durch Unterdriickung der SA-abhangigen Abwehr in anfalligen Wirtspflanzen die JA-
abhangige Signaltransduktion zu aktivieren. Die JA-vermittelten Abwehrreaktionen sind jedoch
nicht in der Lage eine Besiedlung der Pflanze durch das Pathogen zu verhindern (Reymond &
Farmer, 1998; Nomura et al.,, 2005). In Analogie zu Arabidopsis ist in Tomate ebenso eine
Inhibierung der SA-vermittelten Abwehr durch Aktivierung der JA-abhangigen Signaltransduktion
beschrieben worden (Zhao et al., 2003).
Neuere Untersuchungen deuten auch auf eine Funktion des Transkriptionsfaktors WRKY70 im
Netzwerk der SA- und JA/ET-regulierten Signaltransduktion (Li et al., 2004). Die durch
Pathogeninfektion veranderte zellulare SA- bzw. JA-Konzentration flhrt zu einer differentiellen
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WRKY70-Expression, wobei hohe SA-Konzentrationen eine Aktivierung bzw. hohe JA-

Konzentrationen eine Suppression der WRKY70-Genexpression bewirken (Li et al., 2004).

1.7 Nichtwirtsresistenz

Die Immunitat einer gesamten Pflanzen-Spezies gegen die meisten potentiell phytopathogenen
Mikroorganismen wird als Nichtwirtsresistenz bezeichnet. Diese Form der Resistenz beschreibt die
Unfahigkeit einer gesamten Pathogen-Spezies eine bestimmte Pflanzen-Spezies zu kolonisieren.
Die Nichtwirtsresistenz bildet die in der Natur vorherrschende Form der Resistenzauspragung,
welche u. a. dazu fuhrt, dass die Besiedlung einer Pflanze durch ein Pathogen in ihrer naturlichen
Umgebung zumeist die Ausnahme darstellt (Heath, 2000). Charakteristisch fir die
Nichtwirtsresistenz ist ihre relativ hohe genetische Stabilitat, welche darin Ausdruck findet, dass
selten Veranderungen im Wirtsspektrum von Phytopathogenen beobachtet werden (Heath, 2000;
Kamoun, 2001). Es wird auch angenommen, dass im Gegensatz zur der relativ leicht durch
Mutationen zu Uberwindende R-Gen-vermittelten Resistenz, die durch Multigenizitat
gekennzeichnete Nichtwirtsresistenz eine bestandigere Resistenz darstellt (Heath, 1996; 2000).

Im Vergleich zu den gut untersuchten Mechanismen der R-Gen-vermittelten Wirtsresistenz sind die
molekularen Mechanismen der Nichtwirtsresistenz noch weitestgehend unbekannt. Dennoch
wurde durch die Identifizierung neuer Komponenten ein Beitrag zum Verstehen der molekularen
Grundlagen der Nichtwirtsresistenz geleistet (Jones & Takemoto, 2004; Abramovitch & Martin,
2004; Nurnberger & Lipka, 2005). Analysen der Genexpression wahrend der Auspragung von
sowohl R-Gen-spezifischer Wirtsresistenz als auch der Nichtwirtsresistenz lieferten Hinweise flr
signifikante Ahnlichkeiten der Genexpressionsmuster, deuteten aber auch auf Gene mit einer
differentiellen Expression in Abhangigkeit von der Pathogen-Interaktion (Tao et al., 2003; Huitema
et al., 2003). Unterschiedliche experimentelle Befunde demonstrieren auch die Beteiligung von
bereits fir R-Gen-vermittelte Resistenzmechanismen beschriebene Faktoren.

So belegten Untersuchungen von nahG-Linien in Arabidopsis, dass SA eine Rolle in der
Nichtwirtsresistenz in Arabidopsis gegen den Rostpilz Uromyces vignae spielt (Mellersh & Heath,
2003). An dieser Stelle ist jedoch auch zu erwahnen, dass der Verlust der Nichtwirtsresistenz in
Arabidopsis nahG-Linien gegen P. syringae pv phaseolicola neueren Untersuchungen zufolge
nicht durch den Verlust der SA-Akkumulation sondern durch SA-Abbauprodukte, wie Catechol
verursacht wird (Lu et al., 2002; Van Wees & Glazebrook, 2003).

,Gene-silencing“-Studien in N. benthamiana verdeutlichten auch die Beteiligung des Ubiquitin-
Ligase-assoziierten Proteins SGT1 in der Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P. syringae
und liefern Hinweise auf eine mogliche generelle Funktion von SGT1 in der Pathogenresistenz hin
(Peart et al., 2002).
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Desweiteren scheint HSP90, dessen Funktion in der R-Proteinstabilitat bereits erwahnt wurde,
eine Funktion in der Nichtwirtsresistenz von Nicotiana benthamiana gegen Pseudomonas cichorii
zu haben (Kanzaki et al., 2003).

Durch pharmakologische Inhibierung der Aktin-Polymerisierung wurde ebenso eine Funktion des
Zytoskeletts in der Nichtwirtsresistenz in Gerste gezeigt (Kobayahshi et al, 1997). Die kombinierte
Inhibierung von Aktin-Funktion und EDS1-Aktivitat fihrte zum Verlust der Nichtwirtsresistenz in
Arabidopsis gegen Weizenmehltau (Yun et al., 2003).

Untersuchungen von Bais et al. (2005) demonstrierten eine Funktion fir die von der Wurzel
abgesonderten antimikrobiellen Verbindungen in der Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis gegen P.
syringae. Es wurde gezeigt, dass virulente P. syringae pv tomato DC3000 in der Lage sind neben
oberirdischen Pflanzenteilen auch Wurzeln zu infizieren. Es wird davon ausgegangen, dass diese
Fahigkeit virulenter Pathogene in Verbindung mit der Entwicklung von Mechanismen zur
Tolerierung und/oder Inaktivierung von antimikrobiellen Wourzelexudaten steht.
Nichtwirtspathogene scheinen dagegen nicht dazu befahigt zu sein und werden daher durch diese
Barriere effizient an der Besiedlung der Pflanze gehindert.

Die Supprimierung der Expression von Arabidopsis-NHO1 (NONHOST RESISTANCEL) durch P.
syringae pv tomato DC3000 verdeutlicht ebenso, dass virulente P. syringae-Stdamme aktiv
Mechanismen der Nichtwirtsresistenz in Arabidopsis unterdricken kdnnen. Die Beteiligung von
NHO1 an der basalen Abwehr gegen P. syringae zeigt desweiteren, dass die Notwendigkeit einer
zumindest partiellen Uberlappung von Mechanismen, welche zur R-Gen-vermittelten Resistenz
sowie zur Nichtwirtsresistenz flhren, besteht (Lu et al.,, 2001; Kang et al.,, 2003; Thordal-
Christensen, 2003; Mysore & Ryu, 2004).

Genetische Analysen der Pathogenresistenz in Arabidopsis belegen aber auch die Existenz von
Mechanismen, die spezifisch flr die Nichtwirtsresistenz sind und daher keinen Einfluss auf die
Wirtsresistenz haben. Beispielsweise ist hier PEN1 (PENETRATION1; 1.7.1) zu erwahnen,
welches an der Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen Gerstemehltau (Blumeria graminis f. sp.
hordei) beteiligt ist, aber scheinbar keinen Einfluss auf die R-Gen-vermittelte Resistenz hat (Collins
et al., 2003).

Die Identifizierung von unterschiedlichen Komponenten und Mechanismen, die in der
Nichtwirtsresistenz involviert sind, verdeutlicht die Beteiligung von diversen Prozessen an der
Auspragung der Resistenz gegen Nichtwirtspathogene und bestatigt das von Heath (2000)
vorgeschlagene Modell einer auf multiplen Faktoren und unterschiedlichen Ebenen basierten
Nichtwirtsresistenz.

Eine Klassifizierung der Nichtwirtsresistenz nach qualitativen Kriterien wurde kirzlich von Mysore
& Ryu (2004) vorgeschlagen. Demnach stellen die Nichtwirts-Interaktionen mit phytopathogenen
Bakterien, Pilzen und Oomyzeten, welche durch das Fehlen sichtbarer Symptome, wie HR

gekennzeichnet sind, den Typ | dar. Die Nichtwirts-Interaktionen, welche mit einer sichtbaren HR-
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Auspragung assoziiert sind, bilden den Typ Il. Es wird davon ausgegangen, dass in erster Linie
praformierte pflanzliche Barrieren in Interaktionen des Typs | ein Eindringen der meisten
Pathogene verhindern kann, welcher daher wahrscheinlich den verbreitetsten Typ der
Nichtwirtsresistenz darstellt (Mysore & Ryu, 2004). Jedoch kann es auch in einer zweiten Ebene
der Abwehr zur Aktivierung von Abwehrmechanismen, wie z. B. PR-Genexpression kommen,
welche durch Erkennung genereller Elicitoren (PAMPs) ausgelést werden und ohne sichtbare
Symptome verlaufen kénnen (Lu et al., 2001; Tao et al., 2003; Mysore & Ryu 2004; Nirnberger &
Lipka; 2005). Ist das Pathogen in der Lage, die praformierte und induzierte Abwehr zu iberwinden,
kénnen die von Pilzen und Oomyzeten sekretierten Proteine bzw. die durch das TTSS bakterieller
Pathogene injizierten AVR-Proteine von der Pflanze erkannt werden und zur Auslésung der HR
fihren (Mysore & Ryu 2004). Beispielsweise 16st das extrazellulare Protein INF1, ein Elicitin des
Oomyzeten P. infestans, eine HR im Nichtwirt N. benthamiana sowie in den meisten anderen
Nicotiana-Spezies aus (Kamoun et al., 1998; Huitema et al., 2005). Ebenso wurde gezeigt, dass
funktionelles Hrp-TTSS (Hypersensitive response and pathogenicity-TTSS) fur phytopathogene
Bakterien notwendig ist, um eine HR in verschiedenen Nichtwirtspflanzen auszulésen (Alfano &
Collmer, 2004).

Studien der Nichtwirtsresistenz gegen Oomyzeten der Gattung Phytophthora deuten darauf hin,
dass wahrscheinlich multiple Ebenen von ,Gen-fur-Gen“-Interaktionen die molekulare Grundlage
der Nichtwirtsresistenz bilden (Kamoun, 2001). In dem dabei vorgeschlagenen Modell wird weniger
davon ausgegangen, dass R-Gen-Allele sich kurzfristig durch Adaption an einzelne Pathogene
entwickelt haben als dass eine lange koevolutionare Entwicklung von Resistenz-Allelen und
Pathogenpopulationen zu R-Gen-Loci geflihrt haben, welche in ihrer Summe ein breites

Resistenzspektrum vermitteln (Kamoun, 2001).

1.7.1 Komponenten der Nichtwirtsresistenz gegen Blumeria graminis

Durch unabhéngige Mutanten-Durchmusterungen in Arabidopsis konnten mehrere pen
(penetration)-Mutanten isoliert werden, die in der Nichtwirtsresistenz gegen Gerstemehltau
beeintrachtigt sind. Bisher wurden drei unabhangige Mutanten-Loci (penl - pen3) mit einem
veranderten Nichtwirtsresistenz-Phanotyp bzw. mit einer erhéhten Penetrations-Haufigkeit nach B.
graminis-Infektion isoliert. Es wird angenommen, dass PEN1, PEN2 und PEN3 die Hauptelemente
der sogenannten Penetrationsresistenz gegen biotrophe Mehltaupilze darstellen. Die
Identifizierung der mit den pen-Mutationen korrespondierenden Gene fiihrte zu Faktoren, die in
Mechanismen involviert sind, deren Beteiligung an der Auspragung der Nichtwirtsresistenz in
Arabidopsis bisher nicht bekannt war.

Durch die Identifizierung von PEN1 wurde erstmals eine Beteiligung von Vesikelfusionsereignissen
an der Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen B. graminis f. sp. hordei gezeigt (Collins et al.,
2003). PEN1 kodiert fur das plasmamembranlokalisierte Arabidopsis-Syntaxin (At)SYP121
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(Sanderfoot et al., 2000). Syntaxine gehdéren zur Familie der SNARE (Synaptosom-assoziierte
Protein-Rezeptor)-Proteine, welche in Membranfusionsprozessen beteiligt sind. PEN1 bildet als t
(target-associated)-SNARE-Protein einen Komplex mit einem ebenfalls membranstandigen SNA
(Synaptosom-assoziierten)-Protein, welcher als Rezeptor fiir v (vesicel-associated)-SNAREs
fungiert und die Fusion von Vesikel- und Zielmembran erméglicht (Xue & Zhang, 2002; Collins et
al.,, 2003; Pratelli et al.,, 2004). Es wurde gezeigt, dass PEN1 Pathogen-induziert in den
Zellwandauflagerungen unterhalb der B. graminis-Penetrationsstellen lokalisiert ist und daher
wahrscheinlich durch Polarisierung von Sekretionsereignissen eine Funktion in der Zellperipherie-
assoziierten Abwehrreaktion hat (Assaad et al., 2004).

Desweiteren wurde eine funktionelle Homologie zu dem bereits erwahnten ROR2 aus Gerste
gefunden, welches zur Auspragung der mlo-vermittelten basalen Penetrationsresistenz in Gerste
notwendig ist. Die homologe Funktion beider Syntaxine liefert daher einen Hinweis flr eine
gemeinsame Komponente der Nichtwirtsresistenz sowie der basalen Penetrationsresistenz in
Arabidopsis und Gerste (Collins et al., 2003).

Eine Mutation in PEN2 hingegen fuhrt neben einer erhéhten Anfalligkeit fur Gerstemehltau auch zu
einer Beeintrachtigung der Resistenz gegen weitere biotrophe, hemibiotrophe und nekrotrophe
Pathogene (Lipka et al., 2005; diese Arbeit). PEN2 ist eine Familie1-R-Glykosyl-Hydrolase, welche
die Spaltung glykosidischer Bindungen zwischen Glukoseresten und einem Substrat katalysiert.
Ein spezifisches Merkmal von PEN2 stellt die C-terminale putativ.z. membranassoziierte
Verlangerung dar, welche fur die PEN2-Funktion in der Pathogenabwehr essentiell ist (Lipka et al.,
2005). Desweiteren deuten genetische Studien unterschiedlicher Signaltransduktionskomponenten
auf eine weitere, vom EDS1-PAD4-SAG101-Komplex abhdngige Ebene in der Nichtwirtsresistenz
gegen biotrophe Mehltaupilze hin (Dittgen, 2005; Lipka et al., 2005).

Die Mutante pen3 zeigt neben der beintrachtigten Nichtwirtsresistenz gegen B. graminis auch
einen veranderten Nichtwirtsresistenz-Phanotyp nach Infektion mit dem Erbsenmehltau Erysiphe
pisi sowie nach P. infestans-Infektion (Stein et al., 2006). Im Gegensatz dazu scheint die Mutation
pen3 zu Resistenz gegen den virulenten Arabidopsis-Mehltau Erysiphe cichoracearum zu fihren
(Stein et al., 2006). Die Identifizierung des in pen3 mutierten Locus zeigte, dass PEN3 flir das ABC
(ATP-binding cassette)-Transporterprotein PDR8 (PLEIOTROPIC DRUG RESISTANCES) kodiert
(Stein et al., 2006). ABC-Transporter katalysieren unterschiedliche zellulare Transportvorgange, z.
B. von Schwermetallen, Lipiden und toxischen Komponenten unter ATP/GTP-Hydrolyse (Martinoia
et al.,, 2002). Kurzlich wurde der ABC-Transporter CERS (ECERIFERUMS) aus Arabidopsis
isoliert, welcher im epidermalen Lipid-Transport von langkettigen Fettsdurederivaten (Wachsen)
zur Kutikula involviert ist (Pighin et al., 2004). Ein modglicher veranderter Phenotyp der cer5-

Mutante nach Pathogeninfektion ist bisher jedoch noch nicht beschrieben worden.
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1.7.2 Das Nichtwirtspathosystem Arabidopsis thaliana — Phytophthora infestans

Als geeignetes experimentelles System fir Studien der Resistenzen gegen Phytophthora-
Pathogene hat sich zunehmend die Modellpflanze Arabidopsis thaliana entwickelt (Huitema et al.,
2004). Bisher sind zwei Phytophthora-Spezies bekannt, P. brassicae und P. cinnamomi, welche in
der Lage sind, Arabidopsis erfolgreich zu besiedeln (Roetschi et al., 2001; Si-Ammour et al., 2003;
Robinson & Cahill, 2003). Andere Phytophthora-Spezies, wie z. B. P. infestans koénnen
Arabidopsis nicht kolonisieren oder Krankheit in Arabidopsis auslésen und stellen daher
Nichtwirtspathogene dar (Huitema et al., 2003; Takemoto et al.,, 2003). Das Oomyzeten-
Phytopathogen P. infestans ist als Erreger der Kraut- und Knollenfdule der Solanaceaen Kartoffel
und Tomate beschrieben worden und ist trotz der morphologischen Ahnlichkeit phylogenetisch
nicht mit Pilzen sondern mit Braun- und Kieselalgen verwandt (Fry & Godwin, 1997; Baldauf et al.,
2000). P. infestans wird den hemibiotrophen Pathogenen zugeordnet, d. h. zu Beginn der Infektion
bildet er Erndhrungsorgane (Haustorien-ahnliche Strukturen) in lebenden Wirtszellen um sich mit
pflanzlichen Nahrstoffen zu versorgen (Perfect & Green, 2001; Mendgen & Hahn, 2002). In der
spateren nekrotrophen Phase der Infektion kommt es zu einer Ausbreitung der P. infestans-
Hyphen Uber den Bereich der Primarinfektion hinaus und infolgedessen zum Absterben des
infizierten Wirtsgewebes.

Grundlagen der Zytologie sowie der molekularen Mechanismen in der Auspragung der
Nichtwirtsresistenz von A. thaliana gegen P. infestans sind bisher haupsachlich durch Kamoun et
al. beschrieben worden. Demnach ist diese Nichtwirts-Interaktion durch eine HR-assoziierte
Abwehrreaktion sowie durch Aktivierung des JA-abhangigen Signaltransduktionswegs
gekennzeichnet (Huitema et al., 2003). So deuten Genexpressionsanalysen des Pathosystems A.
thaliana - P. infestans auf eine frih induzierte Expression des JA-abhangigen Markergens PDF1.2
hin. Ebenso wurde eine Induzierung SA-abhangiger PR-Gene in spateren Phasen der Infektion
beobachtet, was moglicherweise ein Hinweis fur eine untergeordnete Funktion der SA-vermittelten

Abwehr in der frihen Interaktion mit P. infestans ist (Huitema et al., 2003).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen die Etablierung und Charakterisierung des
Nichtwirtspathosystems Arabidopsis thaliana — Phytophthora infestans und zum anderen die
Identifizierung von Faktoren, welche eine Funktion in der Auspragung der Nichtwirtsresistenz
dieses Pathosystems haben.

Ausgehend von der A. thaliana-Mutante pen2, welche einen veranderten Nichtwirtsresistenz-
Phanotyp nach Infektion mit B. graminis f. sp. hordei zeigt, sollten die zellularen Grundlagen in der
Interaktion mit P. infestans sowie die dabei beteiligten pflanzlichen Abwehrreaktionen untersucht
werden. Um weitere an der Resistenzauspragung in dieser Nichtwirts-Interaktion beteiligte
Komponenten zu isolieren, erfolgte eine chemische Mutagenese von pen2-Samen. In einer
folgenden Mutanten-Durchmusterung sollten sowohl Linien mit einer Verstarkung als auch Linien
mit einer Abschwachung des pen2-abhangigen Phanotyps nach P. infestans-Infektion isoliert und
charakterisiert werden. Erste Kartierungsexperimente sollten Aufschluss uUber die Position der
Mutanten-Loci im A. thaliana-Genom geben. Die Analyse des Phanotyps unterschiedlicher
Signaltransduktionsmutanten im pen2-Hintergrund stellte einen weiteren Ansatz zur Analyse des

Nichtwirtspathosystems dar.
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B Material und Methoden

1 Material

1.1 Laborchemikalien, Enzyme, Radioisotope und Oligonukleotide

Die verwendeten Feinchemikalien hatten analytischen Reinheitsgrad und wurden, falls nicht
gesondert vermerkt, von den Firmen DIFCO LAB. (Detroit, USA), MERCK (Darmstadt), ROTH
(Karlsruhe), SERVA (Heidelberg), SIGMA-ALDRICH (Steinheim) und BIOZYM (Hess. Oldendorf)
bezogen. Enzyme fir molekularbiologische Arbeiten wurden, wenn nicht anders angegeben, von
INVITROGEN (Karlsruhe), FERMENTAS GmbH (St. Leon-Rot)), ROCHE MOLECULAR
BIOCHEMICALS (Mannheim) geliefert. Die Radiochemikalie a-[32P]-dATP wurde von VALEANT
PHARMACEUTICALS INTERNATIONAL (Costa Mesa, USA) bezogen. Die Synthese der
Oligonukleotide erfolgte durch MWG-BIOTECH (Ebersberg).

1.2 Organismen und Plasmid-Vektoren

1.2.1 Pflanzen

Die in der Arbeit verwendeten unterschiedlichen Okotypen, Mutanten und transgenen Linien von

Arabidopsis thaliana (L.) sind in der Tab. B-1 zusammengefasst.

1.2.2 Phytopathogene Organismen, Bakterien und Plasmid-Vektoren

Die Infektion der Pflanzen erfolgte mit den Phytopathogenen Phytophthora infestans CRAZ208,
Alternaria brassicicola MUCL 20297 oder Botrytis cinerea MUCL 30158 (Tab. B-2). Der

Escherichia coli-Stamm DH5a diente als Wirtsbakterienstamm flir Transformationsexperimente.

1.2.3 Oligonukleotide

Die zur Kartierung der Sekundarmutation bzw. zur Genotypisierung verwendeten Oligonukleotide
sind in Tab. B-3 und B-4 dargestellt.
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Tab. B-1:  Okotypen, Mutanten und transgene Linien von Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana gen. Hintergrund Referenz | Herkunft
Okotyp
Columbia Col-0 Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)
Landsberg erecta Ler Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)
Mutante
gl1-1 (ATH243900) Col-3 Hualskamp et al., 1994; Koornneef et al., 1982
pen2-1 (At2g44490) Col-3gl1-1 Lipka et al., 2005
penl-1 (At3g11820) Col-0 Collins et al., 2003
pmr4-1 (At4g03550) Col-0 Vogel & Somerville, 2000; Nishimura et al., 2003
edrl-1 (At1g08720) Col-0 Frye & Innes, 1998; Frye et al., 2001
pad4-1 (At3g52430) Col-0 Glazebrook et al., 1996; Jirage et al., 1999
Doppelmutante
pen2-1 penl-1 Col-3gl1/ Col-0 Dittgen, 2005
pen2-1rarl-10 Col-3gl1/ Ler Dittgen, 2005
pen2-1 sgtlb-1 Col-3gl1/ Ler Dittgen, 2005
pen2-1 eds1-2 Col-3gl1/ Ler Dittgen, 2005
pen2-1 pad4-1 Col-3gl1/ Col-0 Dittgen, 2005
pen2-1 ndrl-1 Col-3gl1/ Col-0 Dittgen, 2005
pen2-1 npril-1 Col-3gl1/ Col-0 Dittgen, 2005
Dreifachmutante
pen2-1 rarl-10 sgtlb-1 Col-3gl1/ Ler Dittgen, 2005
transgene Linie
pen2-1 NahG' Col-3gl1 / Col-0 Dittgen, 2005

Tab. B-2:

) NahG-Transgen aus Pseudomonas syringae (You et al., 1991; Delaney et al., 1994)

Phytopathogene Organismen, Bakterien und Plasmid-Vektoren

Oomyzet

Merkmal

Referenz/Herkunft

Phytophthora infestans CRA208

GFP-Transgen, G418’

F. Mauch; Fribourg, CH
(Si-Ammour et al., 2003)

Pilz

Alternaria brassicicola
MUCL 20297

GUS-Transgen

Myzothéque I'Université
catholique de Louvain (MUCL);
(Louvain, B)
(Thomma et al., 1998)

Botrytis cinerea
MUCL 30158

Myzothéque I'Université
catholique de Louvain (MUCL);
(Louvain, B)

Bakterienstamm

Escherichia coli DH5a.

SupE44 lacZAM15 hsdR17
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

Hanahan, 1983

Plasmid-Vektor

pCR2.1

f1 ori, col E1 ori, lacZ, MCS, Amp',
Kan', T7- Promotor

INVITROGEN (Groningen, NL)
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Tab. B-3: Molekulare Marker/ Oligonukleotide (Genkartierung)
Bezeichnung | Typ Sequenz in (5’-3’) Referenz/TAIR'-Accession

AEATA SSLP CGAACAGCCAACATTAATTCCC Bell & Ecker, 1994

GCCACTGCGTGAATGATATG (At1g05010)
TCTGTATCTCGGTGAATTCTCC Bell & Ecker, 1994

NGA248 | SSLP TACCGAACCAAAACACAAAGG (At1928280)
GGCTCCATAAAAAGTGCACC Bell & Ecker, 1994

NGA280  [SSLP CTGATCTCACGGACAATAGTGC (At1g55840)
ATPASE SSLP GTTCACAGAGAGACTCATAAACCA Bell & Ecker, 1994

CTGGGAACGGTTCGATTCGAGC Genetic marker: 1945474
PLS6 SSLP ATAGTGGGTGATCTTTGAATGTA TAIR Accession: Person 4602
ACTTGTCTCGTCGCACTGTT Genetic marker: 2005380
BIO2 SSLP TTAACAGAAACCCAAAGCTTTC Bell & Ecker, 1994
TGACCTCCTCTTCCATGGAG (At2g43360)
CATCCGAATGCCATTGTTC Bell & Ecker, 1994

NGA172  [SSLP AGCTGCTTCCTTATAGCGTCC (At3g03340)
CTCTGTCACTCTTTTCCTCTGG Bell & Ecker, 1994

NGAT62  |SSLP CATGCAATTTGCATCTGAGG (At3g13960)

NT204 SSLP TGGAAGCTCTAGAAACGATCG Bell & Ecker, 1994
ACCACCTAAACCGAGAATTGG Genetic marker: 1945510

CIWA1 SSLP CCCCGAGTTGAGGTATT TAIR Accession: Person 6556
GAAGAAATTCCTAAAGCATTC Genetic marker: 2005403

TCCTGAGAATTCAGTGAAACCC Bell & Ecker, 1994

GAPAB  [SSLP CACCATGGCTTCGGTTACTT (At3926650)

TEH202 SSLP CGGCTGAAACTTGGAAGGGAC TAIR Accession: Locus 2102832
AGGAAGAACGTGTGATTGTG (At3g46870)

F1P2-TGF SSLP TTTGTCTGAAGATGTGGAGAGAGAG TAIR Accession: Person 5394
CAAAACCCCACTCTTCATTATTGTT Genetic marker: 2005393

3 GGAGAAGCGCTTTGTTCAGA TAIR Accession: Locus 2082866
SORBO34™ | SSLP TGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCG (At3g49160)

CIW4 SSLP GTTCATTAAACTTGCGTGTGT TAIR Accession: Person 6556
TACGGTCAGATTGAGTGATTC Genetic marker: 2005404

GTTCTCTGCATTCCACACATACTCT TAIR Accession: Person 5394
F2AMI2TGF |SSLP | T7GGGTATTCTGAAGAGCATAAAT Genetic marker: 2005395

NGA6 SSLP ATGGAGAAGCTTACACTGATC Bell & Ecker, 1994
TGGATTTCTTCCTCTCTTCAC (At3g62220)

NGAS SSLP TGGCTTTCGTTTATAAACATCC Bell & Ecker, 1994
GAGGGCAAATCTTTATTTCGG (At4g08830)

CIW7 SSLP AATTTGGAGATTAGCTGGAAT TAIR Accession: Person 6556
CCATGTTGATGATAAGCACAA Genetic marker: 2005420
TTTTTCCTTGTGTTGCATTCC Bell & Ecker, 1994

NGAT139 | SSLP TAGCCGGATGAGTTGGTACC (At4g34390)
NGA225 SSLP TCTCCCCACTAGTTTTGTGTCC Bell & Ecker, 1994
GAAATCCAAATCCCAGAGAGG Genetic marker: 1945530
NGA139 SSLP GGTTTCGTTTCACTATCCAGG Bell & Ecker, 1994
AGAGCTACCAGATCCGATGG Genetic marker: 1945524
CIW9 SSLP CAGACGTATCAAATGACAAATG TAIR Accession: Person 6556
GACTACTGCTCAAACTATTCGG (At5g42600)

CIW10 SSLP CCACATTTTCCTTCTTTCATA TAIR Accession: Person 6556

CAACATTTAGCAAATCAACTT (At5g60960)

TAIR (The Arabidopsis Information Resource; http://www.arabidopsis.org/)
abgeleitet vom Sequenzpolymorphismus CER460925 / BAC-Accession AL096859
abgeleitet vom Sequenzpolymorphismus 470173 / BAC-Accession AL132956
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Tab. B-4: Oligonukleotide (Genotypisierung)

Genotypisierung

Bezeichnung | Typ Sequenz (5’-3’) Referenz
TTTGGAACTGCTTCATCTTCTTATCAGG Lipka et al., 2005
PEN2OUTER | CAPS | o7 GTACAAGAAATCAATCACAGATCTTCA Dittgen, 2005

1.3 Medien und Kultivierungen

Als Lésungsmittel fir alle Medien wurde 1fach destilliertes Wasser verwendet, welches an einer
Anionenaustauschersale (MILLI-Qp ys; MILLIPORE-WATERS, Eschborn) aufbereitet wurde (im

folgenden mit tridest. H,O bezeichnet).

1.3.1 Medien und Kultivierung von Bakterien

Zur Kultivierung des verwendeten E. coli-Stamms wurde LB (Luria Bertani)-Medium (1% [wi/V]
Trypton, 0,5 % [w/v] Hefeextrakt, 0,5 % [w/v] Natriumchlorid; pH 7,0) bzw. LB-Platten (LB-Medium
mit 0,8 % [w/v] Agar) unter Zusatz von 50 pg / ml Ampicillin verwendet (Sambrook et al., 1989).
Die Inkubation der E. coli-Kultur erfolgte tUber Nacht bei 37°C, wobei die Flissigkultur geschiittelt
wurde. Um Blau-Weil3-Selektion zu ermdglichen, wurde dem Medium nach dem Autoklavieren
0,004 % [w/v] X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galaktosid) zugesetzt.

1.3.2 Lagerung der Bakterien

Fir eine Langzeitlagerung der Bakterien wurden von dem verwendeten E. coli-Stamm und
transformierten E. coli-Stdmmen Glyzerinkulturen angelegt. Dafur wurden 850 pl einer
Flissigkultur mit 150 pl sterilem 87 % [v/v] Glyzerin versetzt, anschlieRend sofort in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

1.3.3 Herstellung und Transformation kompetenter Escherichia coli-Zellen

Die Herstellung sowie die Transformation kompetenter E. coli DH5a-Zellen erfolgte nach dem
Protokoll von Inoue et al., 1990.

1.34 Medien und Kultivierung von phytopathogenen Organismen

Als Loésungsmittel fur alle Medien wurde 1fach destilliertes Wasser verwendet, welches an einer
Anionenaustauschersadle (MILLI-Qpys; MILLIPORE-WATERS, Eschborn) aufbereitet wurde (im
folgenden mit tridest. H,O bezeichnet).
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1.3.4.1 Phytophthora infestans

Die Kultivierung des P. infestans Isolats CRA208 erfolgte auf Hafer-Bohne-Medium (3,4 % [w/v]
Bohnenmehl, 1,7 % [w/v] Hafermehl, 0,85 % [w/v] Saccharose, 1,5 % [w/v] Agar) bei 18°C im
Dunkeln. Nach dem Autoklavieren wurde dem Medium 5 ug / ml Geneticin (G418) zugesetzt. Zur
Isolation der Zoosporensuspension wurde das Myzel nach 10 - 12 Tagen mit 10 ml tridest. H,O
Uberschichtet und etwa 3 h bei 4°C inkubiert. Der Uberstand wurde anschlieRend kraftig
geschittelt und durch ein Nylonnetz filtriert. Die Bestimmung der Sporenkonzentration erfolgte in
einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer. Je nach Verwendung wurde die Sporenkonzentration mit

tridest. H,O auf 5 x 10° — 5 x 10° Zoosporen / ml eingestellt.

1.3.4.1.1 Lagerung von Phytophthora infestans

Zum Anlegen einer Glyzerinkultur des P. infestans-Isolats wurde eine Sporangiensuspension einer
10 - 12 Tage alten Kultur verwendet. Dazu wurde das Myzel mit sterilem tridest. H,O
Uberschichtet, der Uberstand kréaftig geschittelt und sofort durch ein Nylonnetz filtriert.
AnschlieRend wurde 100 pl Uberstand mit 100 pl sterilem 50 % [v/v] Glyzerin versetzt und
schrittweise abgekuhlt (30 min 4°C, 1 h -20°C und -80°C uber Nacht). Die Langzeitlagerung der
Glyzerinkulturen erfolgte in flissigem Stickstoff. Alternativ dazu wurden Agarstiicke mit Myzel von
einer 10 - 12 Tage alten Kultur ausgestochen, mit 500 ul sterilem 50 % [v/v] Glyzerin versetzt und

ebenso schrittweise abgekuhlt bzw. in flissigem Stickstoff gelagert.

1.34.2 Alternaria brassicicola

Die Kultivierung des A. brassicicola-Isolats MUCL 20297 erfolgte auf 0,5 x Potato Dextrose Agar-
Medium (DUCHEFA, Haarlem; NL) bei 12 h Lichtphase / 12 h Dunkelphase fur 9 Tage. Zur
Isolation der Zoosporensuspension wurde das Myzel mit tridest. H,O tberschichtet, der Uberstand
durch ein Nylonnetz filtriert und die Sporenkonzentration in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

bestimmt. Die Konzentration der Sporensuspension wurde auf 5 x 10° / ml eingestellt.

1.3.4.2.1 Lagerung von Alternaria brassicicola

Zur Langzeitlagerung des A. brassicicola-Isolats wurde die nach dem Uberschichten des Myzels
mit tridest. H,O isolierte Sporensuspension bei -20°C gelagert.

1.34.3 Botrytis cinerea

Die Kultivierung des B. cinerea-lsolats MUCL 30158 erfolgte auf 0,5 x Potato Dextrose Agar-
Medium (DUCHEFA, Haarlem; NL) bei 12 h Lichtphase / 12 h Dunkelphase fir 14 Tage. Zur
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Isolation der Konidiosporen wurden Agarstiicke mit Myzel ausgestochen und 1 h in 2 % [w/v]
Malzextrakt geschiittelt. Anschlieend wurde der Uberstand durch ein Nylonnetz filtriert und die
Sporenkonzentration in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer bestimmt. Die Konzentration der

Sporensuspension wurde auf 5 x 10° / ml eingestellt.

1.3.4.3.1 Lagerung von Botrytis cinerea

Die Lagerung des B. cinerea-Isolats erfolgte auf 0,5 x Potato Dextrose Agar-Medium bei 12 h

Lichtphase / 12 h Dunkelphase fiir etwa 3 Monate.

1.3.5 Substrat und Anzucht von Pflanzen

Die Anzucht aller A. thaliana-Okotypen und Mutanten erfolgte in einer Phytokammer unter
kontrollierten Bedingungen (8 h Lichtphase [200 yE] bei 22°C und 16 h Dunkelphase bei 20°C / 60
% relative Luftfeuchtigkeit. Die Aussaat der Samen erfolgte in einem Gemisch von gedampfter
Einheitserde und Vermiculit (3:1). Die Anzuchtdauer richtete sich nach der Verwendung und GroRe

der Pflanzen und betrug 4 - 5 Wochen.

1.3.6 Pathogeninfektion von Pflanzen

Fir Infektionsexperimente wurden die 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen in einer
Phytokammer unter kontrollierten Bedingungen (16 h Lichtphase [200 pE] bei 20°C und 8 h
Dunkelphase bei 18°C / 100 % relative Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Die Pathogeninfektion der
Pflanzen erfolgte, wenn nicht gesondert vermerkt, durch Tropfeninokulation der Oberseite voll

entwickelter Rosettenblatter mit einer Sporensuspension des entsprechenden Phytopathogens.
2 Methoden

2.1 Standardmethoden

Alle im molekularbiologischen Methodenteil angegebenen Gerate und hitzestabile Ldsungen
wurden bei 121°C und einem Druck von 1 bar 20 min autoklaviert. Hitzelabile Lésungen wurden
sterilfiltriert. Nicht autoklavierte Gerate wurden mit 70 %igem Ethanol abgewischt oder
abgeflammt. Wenn nicht gesondert vermerkt, wurde als Lésungsmittel tridest. H,O verwendet.
Zentrifugationsschritte wurden, sofern nicht anders angegeben, bei RT durchgefiihrt. Es wurden
die Gerate 5415 C sowie 5403 der Firma EPPENDORF (Hamburg) verwendet. StandardmaRige

molekularbiologische Arbeitsmethoden wurden nach Ausubel et al., 1997 durchgefuhrt.
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2.2 Nukleinsaureanalytik
221 Isolierung von DNA
2211 Praparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

2.2.1.1.1 Mini-Praparation

Das Prinzip dieser Methode basiert auf der alkalischen Lyse von Zellen in Gegenwart von SDS
nach (Birnboim & Doly, 1979).

Es wurden 2 ml einer Ubernachtkultur durch Zentrifugation pelletiert (12 000 x g, RT, 1 min). Das
Zellpellet wurde vollstandig in 100 pl Lysispuffer (60 mM Glukose, 25 mM Tris pH 8,0 (HCI), 10
mM EDTA; pH 8,0) resuspendiert und fir 5 min auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 200 pl
alkalischer SDS-Ldsung (0,2 N NaOH, 1 % [w/v] SDS) und vorsichtigem Mischen erfolgte die Lyse
der Zellen. Nach einer weiteren fiinfminlitigen Inkubation des Lysats auf Eis wurden 150 pl
Kaliumacetat-Losung (3 M Kaliumacetat, 2 M Essigsaure) zur Neutralisation und zur Prazipitation
von Proteinen und chromosomaler DNA hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Das Plasmid,
welches in renaturierter Form im Uberstand vorlag, wurde von den prazipitierten Bestandteilen des
Ansatzes mittels Zentrifugation (12 000 x g, 4°C, 10 min) abgetrennt. Aus dem gewonnenen
Uberstand wurden die Nukleinsduren mit 0,6 Vol. Isopropanol fiir 10 min bei RT geféllt und
anschliefend zentrifugiert (12 000 x g, 4°C, 15 min). Das Plasmid-Pellet wurde mit 70 %igem

Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 20 pl sterilem tridest. H,O aufgenommen.

2.2.1.1.2 Midi-Praparation

Um groRere Mengen qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA fur Klonierungsexperimente zu
gewinnen, wurde der ,QlAfilter™ Plasmid-Midi-Kit* (QIAGEN, Hilden) unter Verwendung des vom
Hersteller empfohlenen Protokolls benutzt. Die Methode beruht auf Trennung der Plasmid-DNA

von anderen Zellbestandteilen durch Anionenaustauschersaulen.
2212 Praparation von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana

2.2.1.21 Mini-Praparation

Die Isolation genomischen DNA fir die PCR erfolgte durch die CTAB-Mini-Praparation nach
Rogers & Bendich, 1988. Dazu wurden 2 - 3 Blatter im vorgekuhlten Morser oder im
Reaktionsgefal® in flissigem Stickstoff pulverisiert. Das Stickstoffpulver wurde in 200 yl CTAB-
Extraktionspuffer (100 mM Tris pH 8,0 (HCI), 20 mM EDTA pH 8,0, 1,4 M NaCl, 2 % [w/v] CTAB; 1
% [wi/v] Polyvinypyrrolidin) aufgenommen, geschittelt und anschlielend bei 65°C 20 min inkubiert.
Nach Zugabe von 200 pul Chloroform wurde vorsichtig geschittelt. Zur Trennung des

30



B Material und Methoden

Phasengemisches erfolgte eine Zentrifugation des Ansatzes (12 000 x g, 4°C, 15 min). Aus der
abgenommenen, oberen wassrigen Phase wurden nun die Nukleinsduren mit 3 Vol. 96 %igem
Ethanol nach 20 min Inkubation bei -20°C ausgefallt. Das Prazipitat wurde mit 70 %igem Ethanol

gewaschen, luftgetrocknet und in 50 pl tridest. H,O aufgenommen.

22.2 Isolierung von RNA

Alle fir den Umgang mit RNA verwendeten Gerate wurden vor Gebrauch mit 0,1 % [v/v] DEPC
behandelt und anschlielend autoklaviert oder mit 10 % [v/v] H,O, abgewischt. Losungen wurden
ebenfalls mit 0,1 % [v/v] DEPC versetzt und autoklaviert oder DEPC-behandeltes autoklaviertes

tridest. H,O wurde autoklavierten Puffern zugesetzt.

2.2.21 Praparation von Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana

Die Isolation der Gesamt-RNA wurde nach der TRIZOL®-Methode (Chomczynski & Sacchi, 1987)
durchgefihrt. Dazu wurde etwa 0,1 g Blattmaterial im vorgekihlten Morser oder im
Reaktionsgefal® in fliussigem Stickstoff pulverisiert. Das Stickstoffpulver wurde in 1 ml RNA-
Extraktionspuffer (0,8 M Guanidinthiozyanat, 0,4 M Ammoniumthiozyanat, 0,1 M Natriumacetat pH
5,0, 5 % [v/v] Glyzerin, 38 % [v/v] in Wasser gesattigtes Phenol) aufgenommen und etwa 1 min
kraftig geschuttelt. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT wurde nochmals 1 min kraftig
geschittelt. Zur Denaturierung der Proteine wurde 200 ul Chloroform zugesetzt. Anschlielend
wurde 30 sec kraftig geschuttelt und 5 min bei RT inkubiert. Zur Trennung des Phasengemisches
wurde der Ansatz zentrifugiert (12 000 x g, 4°C, 15 min). Aus der abgenommenen, oberen
wassrigen Phase wurden nun die Nukleinsauren mit 0,8 Vol. Isopropanol nach 10 min Inkubation
bei RT ausgefallt und der Ansatz anschlieRend zentrifugiert (12 000 x g, 4°C, 10 min). Das
Prazipitat wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 20 pl sterilem tridest. H,O

aufgenommen.
2.2.3 Gelelektrophorese von DNA und RNA

2.2.3.1 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die nichtdenaturierende Agarosegelelektrophorese wurde fir die praparative und analytische
Auftrennung von DNA-Fragmenten verwendet. Die Praparation des Gels sowie die Elektrophorese
erfolgten in TAE-Laufpuffer (40 mM Tris (HCI), 20 mM Natriumacetat; 2 mM EDTA pH 8,0). Die
Agarosekonzentration lag je nach Grof3e der zu analysierenden Fragmente bei 0,8-1,5 % [w/v]. Zur
Analyse der SSLP-Marker-PCR erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente in 3 %iger [w/v] low
melting-Agarose unter Verwendung von TBE-Laufpuffer (89 mM Tris (HCI), 89 mM Borsaure, 2
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mM EDTA pH 8,0). Die DNA-Proben wurden mit rund 0,1 Vol. Probenpuffer (0,1 % [w/V]
Bromphenolblau, 50 % [v/v], Glyzerin, 0,1 % [w/v] Xylenzyanol, 0,1 M EDTA) versetzt und bei einer
Spannung von 70-100 V in horizontalen Elektrophoresekammern (HORIZON® 1114; LIFE
TECHNOLOGIES™ GIBCO BRL, Eggenstein) aufgetrennt. Als GréBenmarker wurde A-DNA, die
mit der Restriktionsendonuklease Pstl geschnitten wurde, eingesetzt.

Die Anfarbung der DNA-Fragmente in den TAE-Agarosegelen erfolgte durch die Inkubation (10-20
min) des Gels in einer Ethidiumbromid-Farbelésung (1 pg / ml). Durch die Zugabe von 0,03 % [v/V]
Ethidiumbromid zur Gellésung erfolgte die Anfarbung der DNA-Fragmente in den TBE-
Agarosegelen. Zur Dokumentation wurden die Gele mittels eines Transilluminators betrachtet bzw.

mit einer Kamera fotografiert.

2.2.3.2 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und unter UV-Licht
das DNA-Fragment erwarteter GroRe mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Reinigung erfolgte
mit dem ,QIAEXIl Gel-Extraction-Kit* (QIAGEN, Hilden) entsprechend dem Protokoll des

Herstellers.

2.2.3.3 Auftrennung von RNA in denaturierenden Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen im 1
%igem [w/v] Agarosegel unter Verwendung von MEN-Puffer (200 mM MOPS pH 7,0 (NaOH), 50
mM Natriumacetat, 5 mM EDTA) als Laufpuffer. Dazu wurden die Agarose im Laufpuffer
geschmolzen und nach dem Abklhlen mit 6 % [v/v] Formaldehyd versetzt. Die Gellésung wurde
anschlieRend sofort in eine horizontale Elektrophoresekammer (HORIZON® 11-14; LIFE
TECHNOLOGIES™ GIBCO BRL, Eggenstein) gefiillt. 20 ug Gesamt-RNA wurden mit tridest. H,O
auf ein RNA-Probenvolumen von 10 pl eingestellt und mit 15 pyl RNA-Probenpuffer (50 % [v/v]
Formamid, 10 % [v/v] 10x MEN-Puffer, 6 % [v/v] Formaldehyd, 6 % [v/v] Glyzerin, 0,04 % [v/V]
Bromphenolblau) versetzt. AnschlieRend wurde der Ansatz 5 min bei 65 °C zur Denaturierung der
RNA inkubiert und sofort auf Eis gestellt. Nach Zusatz von 1 pl Ethidiumbromid (1 pg / pl) wurden
die Proben auf das Gel aufgetragen und die RNA etwa 1,5 h bei einer Spannung von 80 V

aufgetrennt.
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224 Nachweis spezifischer RNA-Molekiile

2241 Transfer von RNA auf Nylonmembranen (Northern-Blot)

Die elektrophoretisch aufgetrennte RNA wurde mittels eines Kapillar-Blots auf eine positiv
geladene Nylonmembran Ubertragen. Dazu wurde das zur Auftrennung der RNA verwendete
Agarosegel auf einem Nylonfilter, welcher sich auf einem Stapel Zellstofflagen befand, plaziert.
Durch eine geeignete Konstruktion wurde mittels Kapillarwirkung der sich in einem Vorratsgefal
befindende Transferpuffer (20 x SSC; 3 M Natriumchlorid, 0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0) durch die
Lagen Zellstoff gesogen um dabei die RNA aus dem Gel auf die Membran zu transferieren. Nach
einer Transferzeit von ca. 16 h wurde die sich auf der Nylonmembran befindende Nukleinsaure
durch UV-Bestrahlung (UV-Stratalinker®; STRATAGENE, Heidelberg) kovalent fixiert.

2242 Radioaktive Hybridisierung

Die zur Hybridisierung vorgesehenen Filter wurden durch 1 stundige Inkubation in 10-15 ml
Hybridisierungslosung (0,2 % [w/v] Polyvinylpyrrolidin, 0,2 % [w/v] Ficoll 400 (PHARMACIA,
Uppsala, Schweden), 0,2 % [w/v] BSA Fraktion V, 48 % [v/v] Lésung N (1,8 M Natriumchlorid; 100
mM Natriumdihydrogenphosphat, 10 mM EDTA, 0,2 % [w/v] SDS; pH 7,0), 48 % [v/v] Formamid,
100 pg / ml hitzedenaturierte Heringssperma-DNA) bei 42°C vorhybridisiert. Dazu wurden die Filter
und die Hybridisierungslésung in Glasréhren gegeben und im Hybridisierungsinkubator (Modell
7601; GFL, Burgwedel) rotierend bewegt. AnschlieBend wurde die frisch hitzedenaturierte und auf
Eis abgekihlte, radioaktiv markierte DNA-Sonde (siehe 2.2.5.1) dazugegeben. Die Hybridisierung
erfolgte analog zu den oben angegebenen Bedingungen Uber Nacht. Die Filter wurden nach
Entfernen der Hybridisierungsldsung dreimal 20 min in Waschlésung | (3x SSC; 0,1 % [w/v] SDS)
bei 60 °C und einmal 2 min in Waschlésung Il (3x SSC) bei RT im Hybridisierungsinkubator
gewaschen. AnschlieBend wurden die Filter luftgetrocknet und in Folie eingeschlagen. Die
Lagerung erfolgte in strahlungsdichten Kassetten bei RT.

Die zu detektierenden Filter wurden mit einem ,Phospho-Screen® (MOLECULAR DYNAMICS,
Krefeld) bei RT Uber Nacht exponiert und anschlielfend am ,Phospho-Imager* (STORM 860;
MOLECULAR DYNAMICS) gescannt. Die Quantifizierung der Hybridisierungssignale erfolgte

durch das Programm ,ImageQuaNT* des gleichen Herstellers.

2.2.5 Enzymatische Modifikation von DNA

DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen und Ligation von DNA-Fragmenten wurden nach
Standardprotokollen (Sambrook et al., 1989) durchgeflihrt.
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2.2.51 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach der Zufallsprimer-Methode (Feinberg und
Vogelstein, 1984) unter Verwendung des ,Megaprime-DNA Labeling Kit* (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH, Freiburg). Es wurden 5 pl DNA (ca. 25-50 ng) und 5 pl a-[**P]-dATP
(3000 Curie/mmol) eingesetzt. Nicht eingebaute Nukleotide wurden iber ,ProbeQuant™ G-50

Micro Columns*® des gleichen Herstellers abgetrennt.

2252 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Amplifikation von Nukleotidsequenzen in den SSLP-
bzw. CAPS-Marker-Analysen eingesetzt. Als DNA-Matrize diente die in der Minipraparation (siehe
2.2.1.2.1) aus A. thaliana isolierte genomische DNA. Die PCR wurde nach Herstellerangaben mit
Tag-DNA-Polymerase (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS oder INVITROGEN) in
Thermozyklern (PERKIN ELMER, Wellesley; USA) unter Verwendung der folgenden
Reaktionsbedingungen durchgefihrt: 1 min Vorinkubation bei 94°C; 40 Zyklen mit 30 sec
Denaturierung bei 94°C, 30 sec Primeranlagerung bei 50 - 55°C und 30 sec Extension bei 72°C; 2
min Endamplifikation bei 72°C. Die Reaktionsansatze setzten sich wie folgt zusammen: 1 pyl DNA-
Matrize, 0,5 ul 5°-Oligonukleotid (100 pM), 0,5 ul 3"-Oliginukleotid (100 uM), 2 upl 10 x Tag-
Reaktionspuffer, 0,6 — 1 pl MgCl, (50 mM), 2 pl dNTP-Mix (2 mM), 2 — 5 U Tag-DNA-Polymerase,
ad 20 pl tridest. H,0)

2.2.5.3  Genotypisierung

Um Aufschluss Uber den Genotyp der unterschiedlichen mutanten A. thaliana-Linien hinsichtlich
einer Homo- bzw. Heterozygotie von pen2 zu erhalten, erfolgte eine CAPS-Marker-basierte
Genotypisierung. Dazu wurde DNA der entsprechenden Pflanzen isoliert (siehe 2.2.2.1) und unter
Nutzung von pen2-spezifischen Oligonukleotiden eine PCR (siehe 2.2.5.2) durchgefihrt.
AnschlieRend wurden 10 pl des PCR-Ansatzes mit der Restriktionsendonuklease BspPI 2 Stunden
bei 55°C verdaut und die DNA-Fragmente in 3 %iger [w/v] low melting-Agarose unter Verwendung
von TBE-Laufpuffer aufgetrennt. Da die Restriktionsschnittstelle von BspPl nur im PEN2-
Wildtypallel vorhanden ist, wurden je nach Genotyp die in der Tab. B-5 dargestellten

FragmentgréRen erwartet.
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Tab. B-5: Genotypisierung / Fragmentgréfen nach BspPl-Verdau

Genotyp FragmentgroBen nach BspPl-Verdau
PEN2 / PEN2 (homozygot Wildtyp) 179 bp, 169 bp
PEN2 / pen2 (heterozygot) 348 bp, 179 bp, 169 bp
pen2 / pen2 (homozygot Mutante) 348 bp

2254 Grobkartierung der Sekundarmutation

Zur Grobkartierung der Sekundarmutation, d. h. zur Bestimmung der Position der
Sekundarmutation relativ zu bereits bekannten Markern erfolgte die Segregationsanalyse von
Sequenzpolymorphismen (SSLP-Marker) in der F2-Nachkommenschaft (Kartierungspopulation)
einer Kreuzung der Mutante 222 (Col-3gllpen2-Hintergrund) und des A. thaliana-Okotyps
Landsberg erecta (Ler-Hintergrund). Aufgrund der sehr ahnlichen genetischen Konstitution der
Columbia-Accession 0 (Col-0) und der Columbia-Accession 3 (Col-3), wurden die zwischen dem A.
thaliana-Okotyp Ler und dem A. thaliana-Okotyp Col-0 existierenden Sequenzpolymorphismen
verwendet. Dazu erfolgte die Nutzung der unter http://www.arabidopsis.org/ bereitgestellten
Internetressourcen und Datenbanken. Zur Analyse der Segregation der SSLP-Marker erfolgte die
Isolation von F2-Pflanzen aus der Kartierungspopulation mit einer im Vergleich zu pen2
verstarkten HR nach P. infestans-Infektion (1 x 10° / ml), d. h. von Mutanten in denen die
Sekundarmutation putativ homozygot vorlag. Die zu untersuchenden Sequenzbereiche wurden
durch spezifische Oligonukleotide (siehe Tab. B-3) mit Hilfe der PCR (siehe 2.2.5.2) amplifiziert
und anschlieBend in Agarosegelen (siehe 2.2.3.1) analysiert. Durch Verwendung kodominanter
SSLP-Marker war es dabei moglich, neben den homozygoten Konstitutionen auch die
heterozygote Konstitution zu erkennen. Es wurde davon ausgegangen, dass eine Kopplung der
Sekundarmutation und einem bereits kartierten Marker zu einer Abweichung der erwarteten
Segregation fir frei rekombinierbare Marker flhrt, da die Rekombinationsfrequenz zwischen
benachbarten Loci abnimmt, je naher diese zusammenliegen. Besteht zwischen diesen Loci eine
Kopplung, kommt es zu einer Verschiebung der Segregation in Richtung Columbia, da der

Genotyp in der Nahe der im Columbia-Hintergrund erzeugten Sekundarmutation Columbia ist.
2255 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

2.2.5.5.1 Automatisierte Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA-Fragmente erfolgte mittels eines automatischen Sequenzierers
(LiCor, Modell 4000L bzw. LONGREADIR 4200, MWG-Biotech, Ebersberg). Fir die
Sequenzierreaktionen wurde der ,SequiTherm EXCEL™ Long-Read™Sequencing Kit* (BIOZYM,
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Hess. Oldendorf) verwendet, wobei die verwendeten Primer ,IRD700“ bzw. ,IRD800“ (MWG-

BIOTECH, Ebersberg) 5'-fluoreszenzmarkiert waren.

2.25.5.2 Computergestitzte Sequenzanalyse

DNA-Sequenzdaten wurden mit Eintrdgen in Datenbanken unter Verwendung von Programmen,
die den BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1997) unterstitzen, verglichen. Die verwendeten
Programme werden vom National Centre for Biotechnological Information unter

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST zur Verfigung gestellt.
2.3 Mikroskopische Analysen

2.3.1 Lichtmikroskopische Analyse

Alle lichmikroskopischen Analysen von infiziertem Blattmaterial erfolgten mit dem Fluoreszenz-
Mikroskop ZEISS Axioskop Il (ZEISS, Géttingen). Zur Ubersichtsanalyse der Autofluoreszenz bzw.
zur Durchmusterung des Autofluoreszenz-Phanotyps in der M2-Nachkommenschaft wurde das
Fluoreszenz-Stereomikroskop LEICA MZ FLIII (LEICA, Wetzlar) mit GFP-Filtersatz verwendet.

2311 Trypan-Blau-Farbung infizierter Blatter

Zum Nachweis des hypersensitiven Zelltods bzw. von Pathogenstrukturen in infiziertem
Blattgewebe erfolgte die Farbung mit dem Farbstoff Trypan-Blau (modifiziert nach Wilson & Coffey,
1980). Dazu wurden inokulierte Rosettenblatter in einer siedenden Trypan-Blau-Farbelosung (1
Vol. Lactophenol-Trypan-Blau (10 ml Milchsaure, 10 g Phenol, 10 ml Glyzerin, 10 ml tridest. H,0,
0,1 % [w/v] Trypan-Blau), 2 Vol. 96 % [v/v] Ethanol) etwa 1 min inkubiert und anschlieRend in
tridest. H,0 gewaschen. Zum Entfarben der Blatter erfolgte eine 2 — 5tagige Inkubation in Chloral-
Hydrat (2,5 g / ml) bei RT, wobei die Entfarbelésung mindestens einmal erneuert wurde. Nach dem
Entfarben wurden die Blatter in tridest. H,0 gewaschen und zur Lagerung in 50 % (v/v) Glyzerin
aufgenommen oder zur Mikroskopie in 50 % (v/v) Glyzerin eingebettet. Die mikroskopische
Analyse der gefarbten Blatter erfolgte im Hellfeld unter Verwendung einer DIC-Optik (Differential

Interference Contrast).

2.31.2 DAB-Farbung infizierter Blatter

Zur Untersuchung der Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies erfolgte der Nachweis von H,O,in
infizierten Blattgewebe durch Farbung mit dem Farbstoff DAB (3,3’-Diaminobenzidin), modifiziert
nach Thordal-Christensen et al., 1997. Dazu wurden inokulierte Rosettenblatter in einer frisch
hergestellten DAB-Farbelésung (0,2 % [w/v] 3,3’-Diaminobenzidin; pH 3,8 (HCI)) fir 2 h bei RT
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inkubiert und anschlief’end mit tridest. H,0 gewaschen. Die Chlorophyllextraktion erfolgte durch
kurzes Aufkochen der Blatter in 96 %igem [v/v] Ethanol. Zum Entfarben des Blattmaterials erfolgte
eine 1 — 2tagige Inkubation in Chloral-Hydrat (2,5 g / ml) bei RT, wobei die Entfarbeldésung
mindestens einmal erneuert wurde. Nach dem Entfarben wurden die Blatter in tridest. H,0
gewaschen und zur Lagerung in 50 % [v/v] Glyzerin aufgenommen oder zur Mikroskopie in 50 %
[v/v] Glyzerin eingebettet. Die mikroskopische Analyse der gefarbten Blatter erfolgte im Hellfeld

unter Verwendung einer DIC-Optik.

2.31.3 Anilin-Blau-Farbung infizierter Blatter

Um Kallose in den infizierten Blattern nachzuweisen erfolgte die Farbung mit dem Farbstoff Anilin-
Blau nach einem modifizierten Protokoll von Adam & Somerville, 1996. Dazu wurde durch kurzes
Aufkochen der Blatter in 96 % [v/v] Ethanol das Chlorophyll extrahiert. Das Blattmaterial wurde
anschlieRend in  einer  frisch hergestellten  Anilin-Blau-Farbeldésung (150 mM
Kaliumdihydrogenphosphat, 0,01 % [w/v] Anilin-Blau; pH 9,5 (KOH)) fir 30—60 min bei RT inkubiert
und anschlieRend mit tridest. H,0 gewaschen. Zur Lagerung wurden die Blatter in 50 % [v/V]
Glyzerin aufgenommen oder zur Mikroskopie in 50 % [v/v] Glyzerin eingebettet. Die

mikroskopische Analyse der gefarbten Blatter erfolgte unter Fluoreszenz-Anregung (365 nm).

2314 Kombinierte Trypan-Blau- und Anilin-Blau-Farbung infizierter Blatter

Um die Akkumulation von Kallose und den hypersensitiven Zelltod in infizierten Blattern parallel zu
untersuchen wurde eine kombinierte Farbung mit Trypan-Blau und Anillin-Blau durchgefihrt. Dazu
erfolgte zunachst eine Trypan-Blau-Farbung 2.3.1.1 ohne jedoch die gefarbten Blatter in Chloral-
Hydrat zu entfarben. Das Trypan-Blau-gefarbte Blattmaterial wurde nun in einer frisch
hergestellten Anilin-Blau-Farbelésung fiir 30-60 min bei RT inkubiert und anschlieRend mit tridest.
H.,0 gewaschen. Zur Lagerung wurden die Blatter in 50 % [v/v] Glyzerin aufgenommen oder zur
Mikroskopie in 50 % [v/v] Glyzerin eingebettet. Die mikroskopische Analyse der gefarbten Blatter

erfolgte im Hellfeld unter Verwendung einer DIC-Optik und unter Fluoreszenz-Anregung (365 nm).

2.3.1.5 Untersuchung der Autofluoreszenz

Die mikroskopische Untersuchung der Autofluoreszenz infizierter Blatter erfolgte in dem bereits mit

Trypan-Blau oder DAB gefarbten Blattmaterial unter Fluoreszenz-Anregung (365 nm).

23.2 Elektronenmikroskopische Analyse

Die elektronenmikroskopische Analyse wurde durchgefuhrt von M. Birschwilks (IPB Halle). Dazu

wurden die nekrotischen Blattbereiche 3 Tage nach Inokulation einer P. infestans-
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Zoosporenkonzentration (5 x 10° / ml) prapariert und in 3 %igem [v/v] Glutaraldehyd in
Phosphatpuffer (18,2 % [v/v] Lésung A (67 mM Kaliumdihydrogenphosphat), 81,8 % [v/v] Lésung B
(84 mM Dinatriumhydrogenphosphat [2 H,O]) vorfixiert. Die Fixierung erfolgte in 1 %igem [w/V]
Osmiumtetroxid in Paladepuffer (2,94 % [w/v] Veronal-Natrium, 1,94 % [w/v] Natriumacetat [3
H,O]). Das Blattgewebe wurde anschliefend in einer Aceton-Reihe entwassert und in Spurrs
Epoxydharz ERL (Epoxy Resin Low Viscosity) eingebettet (Spurr, 1969). Nach der Infiltration
wurden die Proben in EinbettungsgefaRe Uberfihrt und 2 Tage bei 60°C polymerisiert. Die
gesamte Prozedur erfolgte in einem Einbettungsautomaten (LYNX™el, LEICA).

Fir die Anfertigung der Ultradiinnschnitte (50 — 70 nm) wurde ein Ultramikrotom (ULTRACUT S,
LEICA) verwendet. Die erhaltenen Ultradliinnschnitte wurden mit Chloroform gestreckt und mit
Cedukol-beschichteten Kupfertragernetzchen (200 mesh) aufgenommen.

Die Kontrastierung der Praparate erfolgte wie in Reynolds (1963) beschrieben. Die Auswertung der
Ultradlnnschnitte erfolgte an einem Transmissionselektronenmikroskop (EM 912 OMEGA; LEO
ELEKTRONENMIKROSKOPIE, Oberkochen).

24 Erzeugung, Isolation und Charakterisierung von Arabidopsis thaliana-Mutanten

241 EMS-Remutagenese von pen2-1-Samen

Die EMS-Remutagenese wurde in Zusammenarbeit mit V. Lipka (MPIZ, KoéIn) durchgefihrt. Zur
Vorbehandlung wurden das Saatgut nacheinander fir 4 Tage bei 4°C und 1 Tag bei 25°C in einer
Feuchtekammer inkubiert. Die Remutagenese des pen2-1-Saatguts erfolgte durch eine ca.
10stlndige Inkubation von etwa 50 000 pen2-1-Samen in einer 0,3 %igen [v/v] EMS-Lésung.
Reste der EMS-Lésung wurden anschlieBend durch mehrfaches Waschen mit tridest. H,O
entfernt. Alle EMS-kontaminierten Gegenstande und Materialien wurden zunachst in einer 4 %igen
[w/v] Natriumhydroxid-Dekontaminierungslésung aufbewahrt, welche nach 24 Stunden mit
Chlorwasserstoffsaure neutralisiert wurde. Um eine gleichmafRige Aussaat des remutagenisierten
pen2-1-Saatguts zu ermdglichen, wurden die Samen in einer 0,1 % [w/v] Agaroseldsung

aufgenommen und in definierten Volumina auf dem Anzuchtsubstrat verteilt.

24.2 Bestimmung der Penetrations-Haufigkeit

Die Bonitur der Resistenz unterschiedlicher A. thaliana-Genotypen gegen P. infestans erfolgte
durch Bestimmung der Penetrations-Haufigkeit, d. h. der Anzahl infizierter und mit hypersensitivem
Zelltod reagierender epidermaler Zellen je Blatt. Zum Nachweis hypersensitiv reagierender, d. h.
toter Zellen erfolgte eine Trypan-Blau-Farbung des infizierten Blattmaterials. Dazu wurden voll
entwickelte Rosettenblatter mit 10 pl einer P. infestans-Zoosporensuspension (5 x 10° oder 2 x 10*

/ ml) in der Blattmitte inokuliert und 3 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit in einer
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Phytokammer unter kontrollierten Bedingungen (siehe 1.3.6) inkubiert und anschlieBend mit

Trypan-Blau gefarbt. Ausgewertet wurden 8 - 15 infizierte Blatter je Genotyp.

2.4.3 Quantifizierung des hypersensitiven Zelltods, der H,O,-Akkumulation und der

Autofluoreszenz

Die Quantifizierung des hypersensitiven Zelltods sowie der H,O,-Akkumulation erfolgte durch
computergestitzte Bestimmung des Trypan-Blau- bzw. des DAB-Index in entsprechenden
infizierten und gefarbten Blattern. Dazu wurden die Blatter fotografiert und die Intensitat der
gefarbten Bereiche durch Analyse der Pixel mittels des Programms SCION IMAGE 4.0.2
(http://www.scioncorp.com) quantifiziert. Zur Quantifizierung der Autofluoreszenz wurden infizierte
Blatter am Fluoreszenz-Stereomikroskop fotografiert und die Intensitat der fluoreszierenden

Bereiche durch Analyse der Pixel ermittelt.

244 Kreuzung von Arabidopsis thaliana

Zur Kreuzung der unterschiedlichen A. thaliana-Linien wurden die Pflanzen am Binokular unter
Verwendung einer Prazisionspinzette (DUMONT No. 5) prapariert. Als Pollenempfanger wurden
Pflanzen ausgewahlt, welche eine entsprechend grol’e Zahl von Bliten aufwiesen die noch
ungeoffnet waren, d. h. die Spitzen der Petalen (Kronblatter) waren bereits als weilRer Punkt zu
erkennen. Nachdem alle Blitenteile, bis auf das Karpel (Fruchtblatt) entfernt wurden, erfolgte die
Bestaubung mit Pollen einer bereits voll gedffnete Blite des Pollenspenders. Alle Ubrigen
Blutenstande des Pollenempfangers wurden ebenfalls entfernt. Nach der Kreuzung wurden die
Pflanzen einige Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert und unter Langtagbedingungen

im Gewachshaus zur Samenreife gebracht.

245 Statistische Auswertung der Daten

Die statistische Analyse der Daten zur Penetrations-Haufigkeit von P. infestans sowie samtliche
Daten zur Quantifizierung des hypersensitiven Zelltods, der H,O,-Akkumulation und der
Autofluoreszenz nach P. infestans-Infektion erfolgte durch Einweg-ANOVA mit einem post-hoc
Tukey Test mit Hife des Programms GRAPHPAD INSTAT Version 3.05
(http://www.graphpad.com), wobei P < 0,05 als statistisch signifikant angesehen wurde. Zur
Prifung der Kreuzungsergebnisse, d. h. zur Ermittlung der Wahrscheinlichkeit mit der ein
experimentell ermittelter Wert dem erwarteten Mittelwert einer normierten Zufallsverteilung

entspricht, wurde der xz-Test verwendet, wobei P = 0,05 als statistisch signifikant galt.
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1 Charakterisierung des Nichtwirts-Pathosystems Arabidopsis thaliana-Phytophthora

infestans

1.1 Nekrose-Phanotyp nach Phytophthora infestans-Inokulation

Die Etablierung des im folgenden beschriebenen Nichtwirts-Pathosystems Arabidopsis thaliana-
Phytophthora infestans erfolgte durch vergleichende Analyse der Pflanze-Pathogen-Interaktion
sowie der pflanzlichen Abwehrreaktionen nach P. infestans-Infektion in unterschiedlichen A.
thaliana-Genotypen.

Die zur Untersuchung verwendete A. thaliana-Mutante pen2-1 (PENETRATIONZ2, im folgenden mit
pen2 bezeichnet) und die A. thaliana-Doppelmutante pen2 penl-1 wurden freundlicherweise von
V. Lipka und P. Schulze-Lefert (MPIZ KdIn) zur Verfigung gestellt. Die A. thaliana-Mutante pen1-1
(PENETRATIONL1, im folgenden mit penl bezeichnet), wurde freundlicherweise von H. Thordal-
Christensen (Risg National Laboratory; Roskilde, DK) zur Verfligung gestellt. Das verwendete P.
infestans-Isolat CRA208 wurde freundlicherweise von F. Mauch (Université de Fribourg, CH) zur
Verfigung gestellt. Dieses P. infestans-Isolat exprimiert konstitutiv ein GFP-Konstrukt unter
Kontrolle des Promotors des Ham34-Gens aus dem Oomyzeten Bremia lactucae und ist durch
eine Resistenz gegenltber dem Antibiotikum Geneticin (G418) gekennzeichnet (Si-Ammour et al.,
2003). Als Kontrollen fiir die verschiedenen Genotypen wurden Pflanzen der A. thaliana-Mutante
gll-1 (GLABROUS1, Hilskamp et al.,, 1994; Koornneef et al.,, 1982; im folgenden mit gll

bezeichnet) sowie des A. thaliana Okotyps Col-0 untersucht.

Die P. infestans-Inokulation von Blattern der Mutante gl1 und des A. thaliana-Okotyps Col-0 zeigt,
dass 3 Tage nach der Pathogeninfektion keine sichtbaren nekrotischen Reaktionen zu beobachten
sind (Abb. C-1). Im Gegensatz dazu sind erste sichtbare Nekrotisierungen auf den Blattern der
Mutante pen2 und der Doppelmutante pen2 penl bereits 1 - 2 Tage nach P. infestans-Infektion zu
beobachten (Daten nicht gezeigt). 3 Tage nach der P. infestans-Inokulation waren auf Blattern von
pen2 und pen2 penl deutliche Nekrosen in den inokulierten Bereichen zu beobachten. (Abb. C-1).
Die Starke der Nekrosen war in beiden Genotypen in mehreren Experimenten nicht signifikant
unterschiedlich (Daten nicht gezeigt). Die Inokulation von Blattern der Mutante penl fuhrte jedoch
zu keinen oder nur schwachen Nekrosen (Abb. C-1). Die Mutation in PEN1 scheint somit keinen
verstarkenden oder abschwachenden Effekt auf den durch pen2 verursachten Nekrose-Phanotyp

nach P. infestans-Infektion zu haben.
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Nach einer Inkubation von 7 Tagen wurden keine weiteren Veranderungen der Nekrosen sowie
keine Krankheitssymptome oder Sporulation auf Blattern aller untersuchten Genotypen
beobachtet. Die in Abb. C-1 gezeigten Nekrose-Phanotypen wurden in mindestens einem weiteren
unabhangigen Experiment in vergleichbarer Auspragung reproduziert. Innerhalb eines
Experiments und eines Genotyps waren die beobachteten Nekrosen, bedingt durch die
vorhandene experimentelle und biologische Variabilitat, teilweise unterschiedlich stark ausgepragt
(Abb. C-1). Aus diesem Grund wurde in dieser und allen weiteren Analysen, in denen Pflanzen mit
Pathogenen infiziert wurden, eine entsprechend groRe Anzahl Pflanzen eines jeden Genotyps in

mehreren, unabhangigen Experimenten ausgewertet.

pen2 penl

Abb. C-1: Nekrose-Phanotyp nach P. infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter von 4 - 5
Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden jeweils mit 10 pl einer P. infestans-
Zoosporensuspension (5 x 10°/ ml) links und rechts der Mittelrippe inokuliert und 3 Tage bei
100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Dargestellt sind jeweils drei reprasentative Blatter.

1.2 Autofluoreszenz-Phanotyp nach Phytophthora infestans-Inokulation

Um eine mdgliche Korrelation der Akkumulation autofluoreszierender Verbindungen mit dem in
Abb. C-1 gezeigten Nekrose-Phanotyp zu untersuchen, wurden mit P. infestans-
Zoosporensuspension (1 x 10° / ml) inokulierte Blatter unter dem Fluoreszenz-Stereomikroskop
analysiert. In Abb. C-2 ist der Autofluoreszenz-Phanotyp einer reprasentativen Auswahl von

inokulierten Blattern der Genotypen pen2, penl, pen2 penl, gl1 und Col-0 dargestellt.
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Abb. C-2:

Abb. C-3:

pen2 penl

Autofluoreszenz-Phianotyp nach P. infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter
von 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden jeweils mit 10 pl einer P. infestans-
Zoosporensuspension (1 x 10° / ml) inokuliert, 3 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit
inkubiert und anschlie®fend unter dem Fluoreszenz-Stereomikroskop analysiert. Dargestellt sind
jeweils drei reprasentative Blatter.
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Quantifizierung des Autofluoreszenz-Phanotyps nach P. infestans-Inokulation. Dargestellt
ist die quantitative Analyse der relativen Pixel-Zahl als Index der Autofluoreszenz in
unterschiedlichen Genotypen nach Inokulation einer P. infestans-Zoosporensuspension (1 x 10°
/ ml). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte von zwei unabhangigen Experimenten mit
jeweils 5 - 8 inokulierten Blattern je Genotyp (Nicht schraffierte bzw. schraffierte Balken
entsprechen jeweils den Daten eines Experiments). Sterne kennzeichnen einen statistisch
signifikanten Unterschied der Daten im Vergleich zu pen2 (Einweg-ANOVA, P <0,001).

pen2 und pen2 penl reagieren 3 Tage nach P. infestans-Inokulation mit einer vergleichbaren,

starken Autofluoreszenz in den nekrotischen Bereichen (Abb. C-2). Im Gegensatz dazu zeigen

inokulierte Blatter von penl sowie der Kontrollen gl1 und Col-0 nur schwache oder keine

Autofluoreszenz (Abb. C-2). Die Quantifizierung der nach P. infestans-Inokulation beobachteten

Autofluoreszenz erfolgte durch computergestlitzte Ermittlung des Pixel-Index in den infizierten

Bereichen inokulierter Blatter (Abb. C-3). Die Intensitat der Autofluoreszenz nach P. infestans-

Inokulation ist dabei in pen2 und pen2 penl nicht signifikant unterschiedlich, jedoch etwa zweifach
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héher als in den entsprechenden, inokulierten Kontrollen gl1 und Col-0. Die Analyse der
Autofluoreszenz zeigt, dass der Nekrose-Phanotyp (Abb. C-1) mit der Akkumulation

autofluoreszierender Verbindungenen in den unterschiedlichen A. thaliana-Genotypen korreliert.

1.3 Hypersensitiver Zelltod nach Phytophthora infestans-Inokulation

Die Analyse des hypersensitiven Zelltods in den unterschiedlichen A. thaliana-Genotypen nach
Inokulation mit P. infestans wurde nach Trypan-Blau-Farbung der infizierten Blatter durchgefuhrt
(modifiziert nach Wilson & Coffey, 1980). Der Farbstoff Trypan-Blau farbt selektiv
Pathogenstrukturen im Pflanzengewebe und ist durch eine Membran-Impermeabilitdt fir vitale
Zellen gekennzeichnet. Durch spezifische Blaufarbung von toten Zellen ist daher ein
lichtmikroskopischer Nachweis hypersensitiv reagierender Zellen in infizierten Blattern mdglich. Die
Quantifizierung des nach P. infestans-Inokulation beobachteten hypersensitiven Zelltods erfolgte
durch computergestitzte Ermittlung des Pixel-Index in infizierten, Trypan-Blau-gefarbten Blattern
(Abb. C-5). In Abb. C-4 ist eine reprasentative Auswahl infizierter Blatter nach Trypan-Blau-
Farbung dargestellt. Die inokulierten Bereiche in pen2 und pen2 penl zeigen dabei eine im
Vergleich zu gl1 und Col-0 starke Blaufarbung bzw. erhéhte Zelltod-Haufigkeit (Abb. C-4 und C-5).
Der hypersensitive Zelltod in den inokulierten Bereichen von penl und der Kontrolle Col-0 ist
hingegen vergleichbar (Abb. C-4 und C-5). Die Mutation in PENL1 flihrt daher zu keiner Verstarkung
des hypersensitiven Zelltods im Wildtyp Col-0 nach P. infestans-Infektion. Weiterhin zeigen die
Daten, dass PEN1 keinen Effekt auf die erhohte Zelltod-Haufigkeit in pen2 nach P. infestans-

Inokulation zu haben scheint.

gll Col-0
8 8 (B e T »
pen2 penl pen2 penl

Abb. C-4: Hypersensitiver Zelltod nach P. infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter von 4
- 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden jeweils mit 10 pl einer P. infestans-
Zoosporensuspension (1 x 10° / ml) inokuliert, 3 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit
inkubiert und anschliefiend mit Trypan-Blau gefarbt. Dargestellt sind jeweils drei reprasentative
Blatter.
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Abb. C-5: Quantifizierung des hypersensitiven Zelltods nach P. infestans-lnokulation. Dargestellt ist
die quantitative Analyse der relativen Trypan-Blau-Intensitat als Index des hypersensitiven
Zelltods in  unterschiedlichen Genotypen nach Inokulation einer P. infestans-
Zoosporensuspension (Experiment 1 (Nicht schraffierte Balken): 1 x 10° / ml; Experiment 2
(schraffierte Balken): 2 x 10* / ml). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte von zwei
unabhangigen Experimenten mit jeweils 10 - 15 inokulierten Blattern je Genotyp (mit Ausnahme
von Col-0 mit einem Experiment). Sterne kennzeichnen einen statistisch signifikanten
Unterschied der Daten im Vergleich zu pen2 (Einweg-ANOVA, P < 0,001).

14 Zytologische Analyse des Nichtwirts-Pathosystems Arabidopsis thaliana— Phytophthora

infestans

Die zytologische Untersuchung der Interaktion A. thaliana-P. infestans erfolgte durch
lichtmikroskopische Analysen von infiziertem Blattmaterial nach Farbung mit Trypan-Blau, DAB
(modifiziert nach Thordal-Christensen et al., 1997) oder Anilin-Blau (Adam & Somerville, 1996).
Der Farbstoff DAB bildet braune Prazipitate mit H,O, und kann flr den Nachweis reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) verwendet werden. Um die nach Verwundung, biotischem und
abiotischem Stress induzierte Akkumulation des (1—3)-B-D-Glukans Kallose (Stone & Clarke,
1992) nachzuweisen, wurden infizierte Blatter mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Anilin-Blau gefarbt.
Die Untersuchung von zellularen Feinstrukturen erfolgte durch elektronenmikroskopische Analyse

des Pathosystems. Die elektronenmikroskopischen Arbeiten wurden von M. Birschwilks (IPB Halle)
durchgefihrt.

141 Trypan-Blau-Farbung: Analyse von Pathogenwachstum und hypersensitivem Zelltod in

pen2 und gll nach Phytophthora infestans-Inokulation

Infiziertes Blattmaterial von pen2 und gll1 wurde 2 Tage nach Inokulation einer P. infestans-
Zoosporensuspension (2 x 10* / ml) mit Trypan-Blau gefarbt. In Abb. C-6 sind reprasentative

Penetrationsereignisse in pen2 und gl1 dargestellt.
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Abb. C-6: Zytologische Analyse von infiziertem Blattmaterial nach Trypan-Blau-Farbung. Voll
entwickelte Rosettenblatter von 4 — 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden mit jeweils 10
Ml einer P. infestans-Zoosporensuspension (2 x 10*/ ml) inokuliert, 2 Tage bei 100 % relativer
Luftfeuchtigkeit inkubiert und anschlieRend mit Trypan-Blau gefarbt.
A-C: Penetrationsversuche in Epidermiszellen von gl1 (DIC-Mikroskopie)
D-E: Penetration einer Epidermiszelle in pen2 in zwei Ebenen fokussiert (DIC-Mikroskopie)
F: Penetration einer Epidermiszelle in pen2 (DIC-Mikroskopie)
Ap, Appressorium-ahnliche Struktur; gZ, granulares Zytoplasma; iH, invasive Hyphe; Ks, Keimschlauch; Pp,
Papille / Zellwandauflagerung; nH, nichtinvasive Hyphe; Zw, Zellwand; Zy, Zyste (Maf3stab: 25 um)

Die Keimung der Zoosporen erfolgt durch Zystierung und Ausbildung eines Keimschlauches auf
der pflanzlichen Epidermis. Der Penetrationsversuch erfolgt durch Ausbildung einer Appressorium-
ahnlichen Struktur, die sich meistens an den antiklinalen Zellwdnden zweier Epidermiszellen
befindet (Abb. C-6). In gl1 ist in den haufigsten Fallen kein Penetrationserfolg zu beobachten und
es kommt zur Abstoppung des Penetrationsversuches. In seltenen Fallen reagieren penetrierte
Epidermiszellen in gl1 mit hypersensitivem Zelltod (Daten nicht gezeigt). Die Auspragung der
Nichtwirtsresistenz in der Interaktion A. thaliana — P. infestans scheint demnach unabhangig von
einer hypersensitiven Reaktion zu sein.

An einigen Infektionstellen in gl1 (Abb. C-6 / B, C) und pen2 (Daten nicht gezeigt) ist eine, durch
konzentrische Zellwandauflagerungen der beiden angrenzenden Epidermiszellen gebildete,
Ringstruktur um die Penetrationsstelle sichtbar. In gll ist nach der versuchten Penetration haufig
die Ausbildung einer oberflachlichen, nichtinvasiven Hyphe zu beobachten (Abb. C-6 / A).

Die Penetration in pen2 ist im Gegensatz zu gl1 erfolgreich und es kommt zu einer Entwicklung
von invasiven Hyphen in der penetrierten Epidermiszelle (Abb. C-6 / F). Diese intrazellularen
Infektionsstrukturen zeigen jedoch keine weiteren Differenzierungen, wie z. B. die Ausbildung von
funktionellen Haustorien. In der Regel reagieren die penetrierten Epidermiszellen in pen2 mit

hypersensitivem Zelltod (Abb. C-6 / D). Begleitet wird die hypersensitive Reaktion der penetrierten
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Zelle von einer Verdickung der Zellwand und einer granularen Struktur des Zytoplasmas (Abb. C-6
/ E). In selteneren Fallen ist auch ein hypersensitiver Zelltod von angrenzenden Mesophylizellen zu
beobachten (Daten nicht gezeigt). 6 Tage nach P. infestans-Inokulation wurde in Blattern von pen2

und gl1 kein weiteres Pathogenwachstum oder Sporulation beobachtet.

14.2 Analyse der Autofluoreszenz in pen2 und gll nach Phytophthora infestans-Inokulation

Die Akkumulation autofluoreszierender phenolischer Verbindungen nach Pathogenbefall wurde als
eine bedeutende Form der Pathogenabwehr sowohl in Nichtwirts- als auch in Wirts-Interaktionen
beschrieben (Vleeshouwers et al., 2000). Zur Untersuchung der Autofluoreszenz nach P.
infestans-Inokulation, wurden infizierte Blatter von gl1 und pen2 unter dem Fluoreszenz-Mikroskop

sowie unter dem Fluoreszenz-Stereomikroskop untersucht (Abb. C-7).

gll pen2

Abb. C-7: Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotyp / Einzelzell-HR nach P. infestans-Inokulation.
Voll entwickelte Rosettenblatter von 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden jeweils mit
10 ul einer P. infestans-Zoosporensuspension (1 x 10° / ml) inokuliert, 3 Tage bei 100 %
relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert und anschlieRend unter dem Fluoreszenz-Stereomikroskop
(Mitte) analysiert. Die Untersuchung der infizierten Blatter am Fluoreszenz-Mikroskop erfolgte
nach Chlorophyll-Extraktion und Chloral-Hydrat-Behandlung (rechts). Dargestellt ist jeweils ein
reprasentatives Blatt bzw. eine reprasentative Infektionstelle von gl1 (A-C) und pen2 (D-F).

A, D: Nekrose-Phanotyp in infizierten Blattern von gl1 und pen2

B, E: Autofluoreszenz in infizierten Blattern von gl1 und pen2 (Fluoreszenz-Stereomikroskopie)

C, F: Autofluoreszenz in infizierten Epidermiszellen von gll1 und pen2 (Fluoreszenz-
Mikroskopie)

(MaBstab: 50 ym)

Unter Anregung mit UV-Licht wurde eine im Vergleich zu gll starke Autofluoreszenz in den
inokulierten Bereichen von pen2 beobachtet (Abb. C-7 / E-F). Die mikroskopische Analyse zeigt,
dass einzelne epidermale Zellen in gl1l nach P. infestens-Inokulation hypersensitiv reagieren und
autofluoreszierende Verbindungen in der Zellwand und im Zytoplasma akkumulieren (Abb. C-7 /
C). Der grofdte Teil der infizierten Zellen in gll zeigt jedoch keine oder schwache Autofluoreszenz
nach P. infestans-Inokulation. Desweiteren wurde beobachtet, dass in einigen Zellen von gl1 an
den Orten der Zellwandauflagerungen eine im Vergleich zu pen2 geringe Menge

autofluoreszierender Verbindungen akkumuliert (Abb. C-8 / A, C).
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gll

pen2

Abb. C-8: Zytologische Analyse von infiziertem Blattmaterial sowie Lokalisation der
Autofluoreszenz und Analyse des hypersensitiven Zelltods nach P. infestans-Inokulation.
Voll entwickelte Rosetten-Blatter von 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden jeweils mit
10 ul einer P. infestans-Zoosporensuspension (2 x 10* / ml) inokuliert, 2 Tage bei 100 %
relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert und anschlielRend mit Trypan-Blau gefarbt.
A-C: Autofluoreszenz in infizierten Epidermiszellen von gl1 (Fluoreszenz-Mikroskopie)
D-F: gleiche Infektionsstellen wie A-C (Trypan-Blau-Farbung, Hellfeld-Mikroskopie)
G-I Autofluoreszenz in infizierten Epidermiszellen von pen2 (Fluoreszenz-Mikroskopie)
K-M: gleiche Infektionsstellen wie G-I (Trypan-Blau-Farbung, Hellfeld-Mikroskopie)
Ap, Appressorium-ahnliche Struktur; iH, invasive Hyphe; Ks, Keimschlauch; Pp, Papille /
Zellwandauflagerung; Zy, Zyste (Mal3stab: 50 um; D, 25 ym)

In pen2 reagieren deutlich mehr Epidermiszellen und teilweise Mesophyllzellen mit einer HR bzw.
Autofluoreszenz (Abb. C-7 / F ). Durch vergleichende Analyse von Trypan-Blau-Farbung und
Autofluoreszenz wurde in penetrierten Zellen von pen2 eine Kolokalisation von hypersensitivem
Zelltod und Autofluoreszenz gezeigt (Abb. C-8 / G,K und |, M). Die Lokalisation der
Autofluoreszenz lasst darauf schliefden, dass in pen2 neben dem Zytoplasma und der Zellwand

auch an den unmittelbaren Penetrationsstellen sowie an den intrazelluldaren Infektionsstrukturen

47



C Ergebnisse

autofluoreszierende Verbindungen akkumulieren (Abb. C-8 / H). Dabei erscheint die starkste
Autofluoreszenz in der Einkapselung der invasiven Hyphen und als konzentrische

Zellwandauflagerung um die Penetrationsstelle (Abb. C-8 / G-I).

1.4.3 DAB-Farbung: Untersuchung der H,O,-Akkumulation in pen2 und gl1 nach

Phytophthora infestans-Inokulation

Der oxidative burst, d. h. die Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (H,O,, O,) nach
Pathogenbefall stellt eine frihe, haufig beobachtete, pflanzliche Abwehrreaktion in der Pflanze—
Pathogen-Interaktion dar (Mellersh et al., 2002; Bolwell et al., 2002). Fir die Akkumulation von
H,O, wahrend der pathogen-induzierten, hypersensitiven Reaktion wurde neben einer
antimikrobiellen Funktion auch eine Funktion in der oxidativen Quervernetzung der Zellwand und in
der Signaltransduktion beschrieben (Thordal-Christensen et al., 1997; Lamb & Dixon, 1997). Um
eine mogliche Korrelation von H,O.-Akkumulation und der nach P. infestans-Infektion induzierten
hypersensitiven Reaktion in pen2 und gl1 zu untersuchen, wurde infiziertes Blattmaterial mit DAB
gefarbt und anschlieflend lichtmikroskopisch untersucht. In Abb. C-9 ist die lichtmikroskopische
Ubersicht eines inokulierten Bereichs von gl1 (A) und pen2 (B) sowie eine Auswahl reprasentativer
Penetrationsereignisse in beiden Genotypen nach DAB-Farbung dargestellt (C-H). Inokulierte
Blatter von gl1 zeigen nach DAB-Farbung nur an wenigen Interaktionsorten eine Braun-Farbung
bzw. H,O,-Akkumulation (Abb. C-9 / A). Die mikroskopische Analyse zeigt, dass H,O; in den von
P. infestans induzierten Papillen-Strukturen akkumuliert (Abb. C-9 / C, D). Im Gegensatz dazu
wurde im Blattgewebe von pen2 nach P. infestans-Inokulation eine deutlich starkere Akkumulation
von H,0O, beobachtet (Abb. C-9 / B). Das gebildete H,O, ist dabei hauptsachlich in der Zellwand
oder im Zytoplasma der penetrierten Epidermiszelle lokalisiert (Abb. C-9 / B). In selteneren Fallen
ist auch in angrenzenden Mesophylizellen eine H,O,—Akkumulation zu beobachten (Abb. C-9 / E).
Die lichtmikroskopische Analyse in pen2 zeigt neben der H,O,—Akkumulation in den Papillen-
Strukturen, eine Akkumulation in den Einkapselungen der invasiven Hyphen (Abb. C-9 / G). Die
vergleichende Analyse von Autofluoreszenz und H,O,—Akkumulation nach P. infestans-Infektion
deutet darauf hin, dass in gl1 und pen2 sowohl autofluoreszierende Verbindungen als auch H,0,
an den Pflanze-Pathogen-Interaktionsorten akkumulieren. Jedoch scheint, im Gegensatz zu der
H,O,—Akkumulation in gl1, die Reaktion in pen2 deutlich verstarkt sowie zellibergreifend zu sein
(Abb. C-9/ A-B).
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Abb. C-9: Zytologische Analyse von infiziertem Blattmaterial nach DAB-Farbung und Lokalisation
der H,0,-Akkumulation nach P. infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter von
4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden jeweils mit 10 pl einer P. infestans-
Zoosporensuspension (2 x 10* / ml) inokuliert, 2 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit
inkubiert und anschlieRend mit DAB gefarbt.

A: Ubersichtsaufnahme von infiziertem Blattgewebe in gl1 (DIC-Mikroskopie)

B: Ubersichtsaufnahme von infiziertem Blattgewebe in pen2 (DIC-Mikroskopie)

C-D: infizierte Epidermiszellen in gl1 (DIC-Mikroskopie)

E: infizierte Mesophylizelle in pen2 (DIC-Mikroskopie)

F-G: Penetration einer Epidermiszelle in pen2 in 2 Ebenen fokussiert (DIC-Mikroskopie)
H: gleiches Penetrationsereignis wie in F und G (Fluoreszenz-Mikroskopie)

iH, invasive Hyphe; Ks, Keimschlauch; MsZ, Mesophylizelle; Pp, Papille / Zellwandauflagerung (MafRstab: A-
B, 100 um; C-H, 20 um)
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1.4.4 Anilin-Blau-Farbung: Untersuchung der Kallose-Akkumulation in pen2 und gl1 nach

Phytophthora infestans-Inokulation

Modifikationen der pflanzlichen Zellwand nach Pathogenbefall, insbesondere
Zellwandauflagerungen an den Infektionstellen, sind an der Ausbildung physischer Barrieren
beteiligt, um das Eindringen potentieller Pathogene zu verhindern (Aist & Bushnell, 1991). Die
Zellwandauflagerungen oder Papillen erscheinen dabei in Form von Platten oder Stépseln in
unmittelbarer Nahe zum eindringenden Pathogen (Donofrio & Delaney, 2001). Bei der
Zusammensetzung der Papillen-Strukturen hat neben anderen Verbindungen das (1—3)-R-D-
Glukan Kallose eine wichtige Bedeutung (Smart et al., 1986).

Um eine mogliche Beteiligung von Kallose an den nach P. infestans-Inokulation in gl1 und pen2
induzierten Zellwandauflagerungen zu untersuchen, wurde infiziertes Blattmaterial mit Anilin-Blau
gefarbt und mikroskopisch analysiert. Die Darstellungen in Abb. C-10 / G, H verdeutlichen, dass
die Akkumulation der Kallose nach P. infestans-Inokulation in gl1 in der Zellwandauflagerung unter
einer Infektionsstelle lokalisiert ist. In wenigen Fallen wurde auch Kallose an der brigen Zellwand
infizierter Zellen gefunden (Daten nicht gezeigt). Es ist auch zu erkennen, dass die durch P.
infestans induzierte Kallose-Akkumulation spezifisch als Auflagerung der Zellwand am
Penetrationsort erscheint (Abb. C-10 / G-H).

Die zytologische Analyse in pen2 zeigt, dass es im Vergleich zu gll zu einer deutlich starkeren
Kallose-Akkumulation nach P. infestans-Inokulation kommt (Abb. C-10 / ). Die
Ubersichtsaufnahme in Abb. C-10 / B macht deutlich, dass die Zahl reagierender Zellen in pen2
héher ist. Die mikroskopische Analyse der Anilin-Blau-Fluoreszenz in pen2 zeigt eine starke
Kallose-Akkumulation in Form von Zellwandauflagerungen in penetrierten Epidermiszellen sowie in
den Einkapselungen der intrazelluldren Infektionsstrukturen (Abb. C-10 / I, K). An einigen
Infektionsstellen in pen2 wurde auch in den unterhalb der penetrierten Epidermiszelle
angrenzenden Mesophyllzellen Fluoreszenz bzw. die damit verbundene Kallose-Akkumulation
beobachtet (Abb. C-10/1).

50



C Ergebnisse

gll pen2

Abb. C-10: Zytologische Analyse von infiziertem Blattmaterial nach Anilin-Blau-Farbung und
Lokalisation der Kallose-Akkumulation und Analyse des hypersensitiven Zelltods nach P.
infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter von 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-
Pflanzen wurden jeweils mit 10 pl einer P. infestans-Zoosporensuspension (2 x 10% / ml)
inokuliert, 2 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert und anschliefend mit Anilin-Blau
und Trypan-Blau gefarbt.

: Ubersichtsaufnahme von infiziertem Blattgewebe in gl1 (Fluoreszenz-Mikroskopie)

: Ubersichtsaufnahme von infiziertem Blattgewebe in pen2 (Fluoreszenz-Mikroskopie)

-D:  Penetrationsversuch in Epidermiszellen von gl1 (DIC-Mikroskopie)

-F:  Penetration von Epidermiszellen in pen2 (DIC-Mikroskopie)

-H: gleiche Infektionsstellen wie in C-D (Fluoreszenz-Mikroskopie)

I-K: gleiche Infektionsstellen wie in E-F (Fluoreszenz-Mikroskopie)
Ap, Appressorium-ahnliche Struktur; iH, invasive Hyphe; Ka, Kalloseauflagerung, nH, nichtinvasive Hyphe;
Pp, Papille / Zellwandauflagerung; Zw, Zellwand; Zy, Zyste (Mal3stab: A-B, 100 um; C-K, 25 ym)

OmMow>

1.4.5 Elektronenmikroskopische Analyse: Untersuchung von zellularen Feinstrukturen in

pen2 und gl1 nach Phytophthora infestans-Inokulation

Nach der auf unterschiedlicher Anfarbung von infiziertem Blattgewebe basierenden
lichtmikroskopischen Untersuchung der Interaktion, sollte die elektronenmikroskopische Analyse
Aufschluss Uber die zellularen Feinstrukturen in der Interaktion A. thaliana — P. infestans geben.
Um eine optimale Auswertung der elektronenmikroskopischen Analysen zu ermdglichen, wurden
Blatter von pen2 und gl1 mit einer P. infestans-Zoosporensuspension hoher Dichte (5 x 10° / ml)
inokuliert und nach einer Inkubation von 3 Tagen geerntet. Die Fixierung, Einbettung und
Anfertigung der Ultradlnnschnitte der Praparate sowie die elektronenmikroskopische Analyse

wurde von M. Birschwilks (IPB Halle) durchgefiihrt.
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Die elektronenmikroskopische Untersuchung von P. infestans-infizierten Blattern von gll zeigt,
dass es nach Ausbildung einer Appressorium-ahnlichen Struktur und versuchter Penetration der
Epidermiszelle zum Abstoppen des eindringenden Pathogens kommt (Abb C-11 / A-C). Die
infizierten Epidermiszellen in gl1 reagieren mit einer, zum groRen Teil aus Kallose bestehenden
Zellwandauflagerung unterhalb des Orts der versuchten Penetration. Es ist anzunehmen, dass
diese Zellwandauflagerungen oder Papillen als apoplastische Strukturen zwischen Zellwand und
Plasmamembran lokalisiert sind. An einigen untersuchten Infektionsstellen in gll wurde eine
Akkumulation von Mitochondrien und Vesikel-ahnlichen Strukturen direkt unter dem
Penetrationsort beobachtet (Abb C-11/ A).

Im Gegensatz zu gll ist die Penetration von Epidermiszellen in pen2, trotz einer unter dem
Penetrationsort erfolgten Zellwandauflagerung, in den meisten Fallen erfolgreich (Abb. C-11).
Nach einer lokalen Lysis der pflanzlichen Zellwand ist in pen2 die Ausbildung von invasiven
Hyphen, welche in die Epidermiszelle penetrieren, zu beobachten (Abb. C-11 / D-F). Ob ein
direkter Kontakt der intrazelluldren Infektionsstrukturen zum pflanzlichen Zytoplasma besteht, ohne
eine Abgrenzung durch die Plasmamembran, wurde durch die elektronenmikroskopische Analyse
nicht zweifelsfrei geklart.

In einigen Experimenten sind durch die elektronenmikroskopische Untersuchung des infizierten
Blattgewebes von pen2 auch Hyphenstrukturen im Mesophyll beobachtet worden (M. Birschwilks,
IPB-Halle; personliche Mitteilung). Da ein Vordringen von P. infestans-Hyphen Uber
Epidermiszellen hinaus bis zu den Mesophylizellen unter Verwendung niedriger P. infestans-
Sporenkonzentrationen lichtmikroskopisch nicht zweifelsfrei belegt wurde, bleibt zu prifen, ob
moglicherweise nur bei Inokulationen mit hohen P. infestans-Sporenkonzentrationen und der
dadurch bedingten massiven Nekrotisierung des Gewebes ein weiteres Vordringen der Hyphen

maglich ist.
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pen2

Abb. C-11: Elektronenmikroskopische Analyse von infiziertem Blattmaterial. Voll entwickelte
Rosettenblatter von 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden mit jeweils 10 pl einer P.
infestans-Zoosporensuspension (5 x 10° / ml) inokuliert und 3 Tage bei 100 % relativer
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach Fixierung, Einbettung und Anfertigung von Semi-bzw.
Ultradiinnschnitten des infizierten Blattmaterials erfolgte die elektronenmikroskopische Analyse
der Praparate.

A-C: Penetrationsversuche in Epidermiszellen von gl1 (Transmissions-Elektronen-
Mikroskopie)
D-E: Penetration einer Epidermiszelle in pen2 in zwei Ebenen fokussiert (Transmissions-
Elektronen-Mikroskopie)
F: Penetration einer Epidermiszelle in pen2 (Transmissions-Elektronen-Mikroskopie)
Ap, Appressorium-ahnliche Struktur; iH, invasive Hyphe; M, Mitochondrium; Pp, Papille /
Zellwandauflagerung; V, Vakuole; Vs, Vesikel-ahnliche Struktur, Zw, Zellwand

1.4.6 Zytologische Analyse von Col-0, penl und pen2 penl nach Phytophthora infestans-

Inokulation

Die zytologische Analyse der Interaktion mit P. infestans in der Mutante penl und der
Doppelmutante pen2 penl zeigte keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der entwickelten
Pathogenstrukturen bzw. der pflanzlichen Abwehrreaktionen zwischen gl1, Col-0 und penl sowie
zwischen pen2 und pen2 penl (Daten nicht gezeigt).

Diese Beobachtung steht in Korrelation zu den unter 1.1 und 1.3 (C Ergebnisse) beschriebenen
makroskopisch sichtbaren Phanotypen nach P. infestans-Infektion in den untersuchten A. thaliana-

Genotypen. Es kann demnach davon ausgegangen werden, dass PEN1 keinen Einfluss sowohl
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auf die Auspragung der Nichtwirtsresistenz im Wildtyp Col-0 als auch auf den in pen2

beobachteten veranderten Nichtwirtsresistenz-Phanotyp hat.

1.5 Untersuchung der Penetrations-Haufigkeit nach Phytophthora infestans-Inokulation

Die Beurteilung des Resistenzstatus im Pathosystem A. thaliana—P. infestans erfolgte durch
Bonitur der Penetrations-Haufigkeit nach Pathogeninfektion. Dazu wurde die Zahl infizierter und
mit hypersensitivem Zelltod reagierender, epidermaler Zellen pro Blatt ermittelt. Nach Inokulation
einer P. infestans-Zoosporensuspension (2 x 10* / ml) wurden Bléatter der unterschiedlicher A.
thaliana-Genotypen mit Trypan-Blau gefarbt und die entsprechenden Interaktionsstellen
lichtmikroskopisch ausgezahit. In Abb. C-12 ist die Bestimmung der Penetrations-Haufigkeit aus 2
unabhangigen Experimenten graphisch dargestellt. Die relative Penetrations-Haufigkeit in den
Genotypen gl1 und Col-0 erreicht dabei 2 bis 10 % der in pen2 und pen2 penl ermittelten
Penetrations-Haufigkeit. In penl wurde keine signifikant erhdhte Penetrations-Haufigkeit im
Vergleich zum Wildtyp Col-0 beobachtet (Abb. C-12). Die in pen2 und pen2 penl ermittelten
Penetrations-Haufigkeiten waren vergleichbar (Abb. C-12).

Die Untersuchung der Penetrations-Haufigkeit deutet darauf hin, dass PEN1 keinen signifikanten
Effekt auf die Penetration sowohl im Col-0- als auch im pen2-Hintergrund zu haben scheint.

Die Auswertung der Daten dieser und folgender Experimente zur Bestimmung der Penetrations-
Haufigkeit deutet dabei auf eine, teilweise hohe, Variabilitat der ermittelten Anzahl penetrierter
Epidermiszellen eines Genotyps in unterschiedlichen Experimenten. Neben der experimentellen
Abweichung ist hier vor allem die schwankende Keimungsrate des P. infestans-Isolates als
mogliche Ursache anzunehmen. Es kann ebenso nicht ausgeschlossen werden, dass die
schwankende Motilitat der P. infestans-Zoosporen einen Effekt auf auf die Pentrations-Haufigkeit

hat (Daten nicht gezeigt).
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Abb. C-12: Penetrations-Haufigkeit nach P. infestans-Inokulation. Dargestellt ist die Penetrations-
Haufigkeit (penetr. Epidermiszellen mit HR / Blatt) in unterschiedlichen A. thaliana-Genotypen 3
Tage nach Inokulation einer P. infestans-Zoosporensuspension (2 x 10* / ml). Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei unabhangigen
Experimenten mit jeweils 12 - 16 inokulierten Blattern je Genotyp (Nicht schraffierte bzw.
schraffierte Balken entsprechen jeweils den Daten eines Experiments). Sterne kennzeichnen
einen statistisch signifikanten Unterschied der Daten im Vergleich zu pen2 (Einweg-ANOVA,
P <0,001).

1.6 Untersuchung der PR-Genexpression nach Phytophthora infestans-Inokulation

Die Aktivierung der Expression von PR-Genen, als eine Form der aktiven Abwehr nach
Pathogeninfektion, ist eine weit verbreitete pflanzliche Abwehrreaktion nach Pathogenbefall (Cutt &
Klessig, 1992; Kombrink & Somssich, 1995).

Um eine Korrelation des HR-Phanotyps in pen2 und pen2 penl mit einer moglichen veranderten
PR-Genexpression wahrend der P. infestans-Infektion zu untersuchen, wurden Northern-Blot-
Analysen durchgeflhrt. Als ein Marker flr die Salizylsdure (SA)-abhdngigen Abwehrreaktionen
wurde die Expression des PR-Gens PR1 (PATHOGENESIS RELATED1) bzw. fur die ET- und JA-
abhangige Abwehrreaktionen wurde die Expression des PR-Gens PDF1.2 (PLANT DEFENSIN1.2)
untersucht (Ward et al., 1991; Penninckx et al., 1998). Nach Inokulation einer P. infestans-
Zoosporensuspension (5 x 10° / ml) wurde nach verschiedenen Zeitpunkten Blattmaterial geerntet,
die Gesamt-RNA isoliert und anschlieRend die Transkriptakkumulation von PR1 und PDF1.2

analysiert.

1.6.1 PR-Genexpression in gl1 und pen2 nach Phytophthora infestans-Inokulation

Abb. C-13 zeigt, dass in gl1 im gesamten untersuchten Zeitraum nahezu keine PR1-Transkripte

detektierbar waren.
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Die Induzierung der PR1-Genexpression in pen2 beginnt zwischen 0 h und 12 h nach P. infestans-
Inokulation und ist Uber den Untersuchungszeitraum anhaltend (Abb. C-13). Die jeweils starkste
Akkumulation von PR1-Transkipten in gl1 und pen2 wurde 48 h oder 72 h nach P. infestans-
Inokulation beobachtet. Aus Abb. C-13 geht weiterhin hervor, dass die PDF1.2-Genexpression in
gll und pen2 innerhalb von 12 h nach P. infestans-Inokulation induziert wird. Im Vergleich zur
transienten PDF1.2-Genexpression in gll ist die PDF1.2-Transkriptakkumulation in pen2 jedoch
starker und Uber den untersuchten Zeitraum anhaltend. Die Analyse weiterer Northern-Blots zeigt,
dass in gll und pen2 bereits innerhalb von 6 h nach P. infestans-Inokulation PDF1.2-Transkripte
nachweisbar sind, welche aber in pen2 starker akkumulieren (Daten nicht gezeigt).

In  weiteren unabhangigen Experimenten wurden die in Abb. C-13 gezeigten
Genexpressionsmuster in pen2 und gll nach P. infestans-Inokulation weitgehend reproduziert.
Eine zeitliche Verschiebung der Induzierung der PR-Genexpression innerhalb von 24 h nach P.
infestans-Inokulation, in Abhangigkeit vom jeweiligen Experiment, wurde in weiteren Kinetiken
beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Die Analyse der PR-Genexpression in gl1 und pen2 deutet darauf hin, dass die Mutation in PEN2
eine im Vergleich zu gl1 verstarkte Expression der Abwehrgene PR1 und PDF1.2 nach P.

infestans-Inokulation zur Folge hat.

gll pen2

0 12 24 48 72 0 12 24 438 72 hpi

T T T T e Tt
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Abb. C-13: Northern-Blot-Analyse der PR-Genexpression in gll und pen2 nach P.infestans-
Inokulation. Gesamt-RNA wurde aus voll entwickelten Rosettenblattern von 4 - 5 Wochen alten
A. thaliana-Pflanzen zu den angegebenen Zeitpunkten nach Inokulation (hpi) von H,0 [-] oder
einer P. infestans-Zoosporensuspension (5 x 10° / ml) [+] isoliert. Je 20 ug RNA wurden in
denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und anschlielend
mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde von PR1 und PDF1.2 hybridisiert. Zur Kontrolle der
Beladung erfolgte eine Hybridisierung mit einer cDNA-Sonde der 28S rRNA Die dargestellten
Autoradiogramme reprasentieren eine von zwei Kinetiken mit vergleichbarem Ergebnis.
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1.6.2 PR-Genexpression unterschiedlicher Arabidopsis thaliana-Genotypen nach

Phytophthora infestans-Inokulation

Die Analyse der PR-Genexpression in gll, Col-0, pen2, penl und pen2 penl zeigt, dass die
verstarkte HR nach P. infestans-lnokulation in pen2 und pen2 penl mit einer erhdhten
Transkriptakkumulation der PR-Gene PR1 und PDF1.2 in diesen Mutanten korreliert (Abb. C-14).
Der beobachtete zeitliche Verlauf sowie die Starke der PR-Genexpression variieren dabei in pen2
und pen2 penl in Abhangigkeit vom Experiment, waren jedoch nicht signifikant unterschiedlich.
Das Expressionsmuster von PR1 in gl1, Col-0 und penl nach P. infestans-Inokulation schwankte
in Abhangigkeit vom Experiment, jedoch war die PR1-Genexpression im Vergleich zu pen2 und
pen2 penl stets schwacher induziert (Abb. C-14). Die jeweils starkste PR1-Transkriptakkumulation
in allen untersuchten Genotypen wurde 48 h oder 72 h nach P. infestans-Inokulation beobachtet.
Die PR1-Expression in infizierten Blattern des Okotyps Col-0 war in dem in Abb. C-14 gezeigten
Experiment nicht nachzuweisen. In einem weiteren Experiment wurde jedoch eine schwache PR1-
Transkriptakkumulation 72 h nach P. infestans-Infektion beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die in
Abb. C-14 gezeigte, ungewohnlich starke Akkumulation von PR1-Transkripten in penl, 72 h nach
P. infestans-Inokulation, wurde in einem weiteren Experiment nicht reproduziert (Daten nicht
gezeigt).

Die Untersuchung der PDF1.2-Transkriptakkumulation nach P. infestans-Inokulation zeigte ein
jeweils vergleichbares Expressionsmuster in gl1, Col-0 und penl bzw. in pen2 und pen2 penl,
welches jedoch in Abhangigkeit vom jeweiligen Experiment variieren konnte (Abb. C-14). Aus Abb.
C-14 geht weiterhin hervor, dass innerhalb von 12 h nach P. infestans-Inokulation PDF1.2-
Transkripte in allen Genotypen akkumulieren, jedoch ist im Vergleich zur transienten PDF1.2-
Transkriptakkumulation in gl1, Col-0 und penl die PDF1.2-Genexpression in pen2 und pen2 penl
starker induziert und Uber den Untersuchungszeitraum anhaltend.

Die Analyse der PR-Genexpression in den untersuchten A. thaliana-Genotypen deutet darauf hin,
dass PEN1 keinen Einfluss auf die im Vergleich zu gl1 verstarkte Induzierung der PR1- und
PDF1.2-Expression in pen2 nach P. infestans-Inokulation hat. Desweiteren ist gezeigt worden,
dass die Mutation in PEN1 zu keiner veranderten PR-Genexpression im A. thaliana-Okotyp Col-0

nach P. infestans-Inokulation flhrt.
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Abb. C-14: Northern-Blot-Analyse der PR-Genexpression in unterschiedlichen A. thaliana-

Genotypen nach P. infestans-Inokulation. Gesamt-RNA wurde aus voll entwickelten
Rosettenblattern von 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen zu den angegebenen Zeitpunkten
nach Inokulation (hpi) von H,0 [-] oder einer P. infestans-Zoosporensuspension (5 x 10°/ ml) [+]
isoliert. Je 20 pg RNA wurden in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf
Nylonmembranen transferiert und anschlieBend mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde
von PR1 und PDF1.2 hybridisiert. Zur Kontrolle der Beladung erfolgte eine Hybridisierung mit
einer cDNA-Sonde der 28S rRNA. Die dargestellten Autoradiogramme reprasentieren eine von
zwei Kinetiken mit vergleichbarem Ergebnis.
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2 Untersuchung der Nichtwirtsresistenz in unterschiedlichen Arabidopsis thaliana-

Mutanten und transgenen Arabidopsis thaliana-Linien

Ein weiterer Ansatz um Gene zu identifizieren, welche an der Auspragung der Nichtwirtsresistenz
im Pathosystem A. thaliana—P. infestans beteiligt sind, stellte die Analyse unterschiedlicher A.
thaliana-Mutanten sowie transgener A. thaliana-Linien nach P. infestans-Inokulation dar. Die
untersuchten A. thaliana-Linien reprasentieren hauptsachlich Faktoren, welche der Salizylsaure
(SA)-abhangigen-Signaltransduktion wahrend der R-Gen-vermittelten Resistenz zugeordnet sind.
Die Bonitur des HR-Phanotyps erfolgte durch Beurteilung der Nekrotisierung nach P. infestans-
Inokulation. Aufgrund der relativ hohen biologischen Variabilitdt wahrend der Auspragung des HR-
Phanotyps, erfolgte die Bonitur nach Auswertung mehrerer unabhangiger Experimente in
Kooperation mit L. Westphal (IPB Halle). In Tab. C-1 sind die HR-Phanotypen der untersuchten A.

thaliana-Linien nach P. infestans-Inokulation dargestellt.

2.1 HR-Phanotyp unterschiedlicher Arabidopsis thaliana-Signaltransduktionsmutanten im pen2-

Hintergrund nach Phytophthora infestans-Inokulation

Zur Analyse der SA-abhangigen Abwehrreaktion im Pathosystem A. thaliana — P. infestans wurden
unterschiedliche SA-Signaltransduktionsmutanten im pen2-Hintergrund auf ihren HR-Phanotyp
nach P. infestans-Inokulation untersucht. Das Saatgut der Mutanten im pen2-Hintergrund wurde
freundlicherweise von J. Dittgen (MPIZ KoéIln) zur Verfligung gestellt. Das Saatgut der
Einzelmutanten edrl-1 und pad4-1 wurde freundlicherweise von V. Lipka (MPIZ Kdln) zur
Verflgung gestellt.
Die Bonitur der HR-Phanotypen der Mutanten rarl-10, sgtlb-1, eds1-2, ndrl-1 und nprl-1 im
pen2-Hintergrund zeigt, dass keine dieser Doppelmutanten zu einem im Vergleich zu pen2
veranderten HR-Phanotyp fihrt (Daten nicht gezeigt; Tab. C-1). Nach P. infestans-Inokulation der
Einzelmutanten rarl-10, sgtlb-1, edsl-2, ndrl-1 wurde keine oder eine nur schwache HR
beobachtet (L. Westphal, IPB Halle; persénliche Mitteilung). Die in einigen Experimenten in
infizierten Blattern der untersuchten Einzelmutanten rarl-10, sgtlb-1 und edsl-2 beobachtete
schwache HR unterschied sich jedoch deutlich von der starkeren HR in pen2 (L. Westphal, IPB
Halle; personliche Mitteilung). Eine mogliche Ursache hierflir kbnnte der genetische Landsberg
erecta-Hintergrund in diesen A. thaliana-Linien sein. In vorhergehenden Experimenten wurde
gezeigt, dass die P. infestans-Inokulation von Blattern des A. thaliana Okotyps Landsberg erecta
zu einer im Vergleich zu pen2 schwachen HR fuhrt (Daten nicht gezeigt).
Eine Verstarkung des pen2-abhangigen HR-Phanotyps wurde in P. infestans-infizierten Blattern
der Doppelmutante pen2 edrl-1 beobachtet (Abb. C-15). Die Penetrations-Haufigkeit in pen2 edrl-
1 nach P. infestans-Inokulation konnte jedoch aufgrund des starken hypersensitiven Zelltods der
Mesophylizellen nicht ermittelt werden. Die Analyse Trypan-Blau-gefarbter infizierter Blatter der
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Doppelmutante pen2 edrl-1 zeigt eine im Vergleich zu pen2 signifikant erhéhte Zelltod-Haufigkeit
nach P. infestans-Infektion (Abb. C-16).

Die Inokulation der Einzelmutante edrl-1 fihrte jedoch zu keiner makroskopisch sichtbaren HR
(Abb. C-15; C-16). Desweiteren zeigt die Untersuchung der Penetrations-Haufigkeit in edrl-1
einen mit gl1 vergleichbaren Phanotyp (Abb. C-17), so dass davon ausgegangen werden kann,
dass eine Mutation in EDR1 nur im Hintergrund einer verstarkten Penetration (pen2) von P.
infestans zu einem im Vergleich zu pen2 verstarkten HR-Phanotyp fuhrt (Abb. C-15; C-16).

Im Gegensatz dazu scheint die Mutation pad4-1 im pen2-Hintergrund zu einer Suppression des
pen2-abhangigen Nekrose- und Zelltod-Phanotyps nach P. infestans-Inokulation zu fiihren (Abb.
C-15; C-16). Diese Beobachtung lasst darauf schlieRen, dass der durch Inokulation hoherer P.
infestans-Sporenkonzentrationen induzierte hypersensitive Zelltod im Mesophyll infizierter Blatter
von pen2 in der Doppelmutante pen2 pad4-1 supprimiert ist. Interessanterweise wurde in der
Analyse der Penetrations-Haufigkeit nach P. infestans-Inokulation eine mit pen2 vergleichbare
Anzahl penetrierter und hypersensitiv reagierender Epidermiszellen in der Doppelmutante pen2
pad4-1 gezeigt (Abb. C-17). Die moglicherweise, trotz der pen2-ahnlichen HR der Epidermiszellen,
unterdrickte HR des Mesophylls infizierter Blatter von pen2 pad4-1 koénnte daher fur die
Suppression des Nekrose- und Zelltod-Phanotyps verantwortlich sein. Nach Inokulation der
Einzelmutante pad4-1 ist keine makroskopisch sichtbare HR beobachtet worden (Abb. C-15). In
Korrelation dazu zeigt die Untersuchung der Penetrations-Haufigkeit in pad4-1 nach P. infestans-
Infektion eine mit gl1 vergleichbare Anzahl penetrierter und hypersensitiv reagierender
Epidermiszellen (Abb. C-17).

Das Ergebnis der Untersuchung unterschiedlicher Komponenten der SA-abhangigen
Signaltransduktion in der Interaktion A. thaliana — P. infestans deutet auf eine mdgliche pen2-
abhangige Funktion von EDR1 in der Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans hin.
Es kann daher angenommen werden, dass flr die Auspragung des verstarkten Mesophyll-Zelltods
in pen2 edrl-1 die Unterdriickung der Penetrationsresistenz (pen2) notwendig ist. Im Gegensatz
dazu kommt es durch pad4-1 im pen2-Hintergrund zu einer Abschwachung der HR im Mesophyll
der infizierten Blatter. Demnach konnte PAD4 eine Funktion als positiver Regulator der HR in A.

thaliana nach P. infestans-Infektion haben.
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Abb. C-15: HR-Phéanotyp in unterschiedlichen A. thaliana SA-Signaltransduktionsmutanten nach P.
infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter von 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-
Pflanzen wurden mit 10 pl einer P. infestans-Zoosporensuspension (1 x 10°/ ml) inokuliert und
3 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Dargestellt sind jeweils drei reprasentative

Abb. C-16:

Blatter.
gll edrl-1 pad4-1
& = % e 9
| ¥
pen2 pen2 edrl-1 pen2 pad4-1

Hypersensitiver Zelltod in unterschiedlichen A. thaliana SA-Signaltransduktionsmutanten
nach P. infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter von 4 - 5 Wochen alten A.
thaliana-Mutanten wurden jeweils mit 10 pl einer P. infestans-Zoosporensuspension (1 x 10°/
ml) inokuliert, 3 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert und anschlieRend mit Trypan-
Blau gefarbt. Dargestellt sind jeweils drei reprasentative Blatter.
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Abb. C-17: Penetrations-Haufigkeit in
Signaltransduktionsmutanten
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Signaltransduktionsmutanten im Vergleich zu pen2 3 Tage nach Inokulation einer P. infestans-
Zoosporensuspension (2 x 10* / ml). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und
Standardabweichungen von zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils 5 - 11 inokulierten
Blattern je Genotyp (Nicht schraffierte bzw. schraffierte Balken entsprechen jeweils den Daten
eines Experiments). Sterne kennzeichnen einen statistisch signifikanten Unterschied der Daten
im Vergleich zu pen2 (Einweg-ANOVA, P < 0,001).

Tab. C-1 Ubersicht der HR-Phinotypen in unterschiedlichen A. thaliana-Einzel- und
Doppelmutanten bzw. transgenen A. thaliana-Linien nach Inokulation einer P. infestans-
Zoosporensuspension (1 x 10° / ml). Zur Bonitur des HR-Phanotyps wurde die Nekrotisierung
nach P. infestans-Inokulation in jeweils mindestens zwei unabhangigen Experimenten
ausgewertet.

Referenz genetischer Hintergrund HR-Phéanotyp (makroskopisch)
gll Col-3 keine HR
pen2 Col-3gl1 HR
Mutante
pmr4-1 Col-0 keine HR
pad4-1 Col-0 keine HR
edrl-1 Col-0 keine HR
Doppelmutante
pen2 rarl-10 Col-3gll/ Ler HR
pen2 sgtlb-1 Col-3gl1/ Ler HR
pen2 edsl-2 Col-3gl1/ Ler HR
pen2 pad4-1 Col-3gl1/ Col-0 keine HR
pen2 ndrl1-1 Col-3gl1/ Col-0 HR
pen2 nprl-1 Col-3gl1/ Col-0 HR
pen2 edrl-1 Col-3gl1/ Col-0 verstirkte HR
Dreifachmutante
pen2 rarl-10 sgtlb-1 Col-3gl1/ Ler HR
transgene Linie
pen2 NahG' Col-3gl1 / Col-0 HR

L)

NahG-Transgen aus Pseudomonas syringae
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2.2 HR-Phanotyp einer NahG exprimierenden Arabidopsis thaliana-Linie im pen2-Hintergrund

nach Phytophthora infestans-Inokulation

Um den Einfluss des fir die SA-Hydroxylase kodierenden bakteriellen Gens NahG auf den HR-
Phanotyp der Mutante pen2 zu untersuchen, erfolgte die Analyse der transgenen A. thaliana-Linie
pen2 NahG. Das Saatgut dieser A. thaliana-Linie wurde freundlicherweise durch J. Dittgen (MPIZ,
Kéln) zur Verfiigung gestellt. Nach Inokulation einer P. infestans-Zoosporensuspension (5 x 10° /
ml) wurde auf Blattern von pen2 NahG ein pen2-ahnlicher HR-Phanotyp beobachtet (Daten nicht
gezeigt; Tab. C-1). Nach P. infestans-Inokulation einer NahG-exprimierenden A. thaliana-Linie des
Okotyps Col-0 wurde jedoch keine HR beobachtet (L. Westphal, IPB Halle; personliche Mitteilung).
Demnach scheint das SA-Signal keinen Effekt auf den HR-Phanotyp, sowohl in der Mutante pen2
als auch im A. thaliana-Okotyp Col-0 zu haben. Es kann daher angenommen werden, dass die
Auspragung der Nichtwirtsresistenz im A. thaliana-Okotyp Col-0 gegen P. infestans unabhangig

von der Fahigkeit zur Akkumulation von SA ist.

2.3 HR-Phanotyp der Arabidopsis thaliana-Mutante pmr4-1 nach Phytophthora infestans-

Inokulation

Zur Analyse der Funktion von Kallose in der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans erfolgte die
Untersuchung der A. thaliana-Mutante pmr4-1 (POWDERY MILDEW RESISTANT4; Vogel &
Somerville, 2000). Diese Mutante tragt eine Stop-Mutation in dem fir eine Kallose-Synthase
(GLUCAN SYNTHASE-LIKE5, GSL5) kodierenden Gen und ist durch den Verlust der Kallose-
Akkumulation nach Verwundung und Pathogeninfektion gekennzeichnet (Vogel & Somerville,
2000; Nishimura et al., 2003). Das Saatgut der Mutante pmr4-1 wurde freundlicherweise von V.
Lipka (MPIZ Kdln) zur Verfliigung gestellt. Nach P. infestans-Inokulation von Blattern der Mutante
pmr4-1 wurden keine sichtbaren nekrotischen Reaktionen beobachtet (Daten nicht gezeigt, Tab C-
1). Nach Infektion der pmr4-1-Mutante im pen2-Hintergrund wurde ein pen2-ahnlicher HR-
Phanotyp beobachtet (L. Westphal, IPB Halle; personliche Mitteilung). Diese Beobachtungen
deuten darauf hin, dass zur Auspragung der Nichtwirtsresistenz im A. thaliana-Okotyp Col-0 gegen
P. infestans die Akkumulation von Kallose nicht notwendig ist. In Korrelation dazu scheint es auch
im Hintergrund einer erhéhten Penetrations-Haufigkeit von P. infestans zu keiner weiteren
Verstarkung des veranderten Nichtwirtsresistenz-Phanotyps in der Doppelmutante pen2 pmr4-1 zu
kommen.

Es ist daher anzunehmen, dass hauptsachlich Kallose-unabhangige Abwehrreaktionen an der

Resistenzauspragung in der Interaktion mit P. infestans beteiligt sind.
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3 Erzeugung, Isolation und Charakterisierung von Arabidopsis thaliana-Mutanten mit
einem veranderten Nichtwirtsresistenz-Phanotyp nach Phytophthora infestans-

Inokulation

3.1 EMS-Remutagenese des pen2-Saatguts

Zur ldentifizierung von Genen, welche an der Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P.
infestans beteiligt sind, wurde ein A. thaliana-Mutanten-Durchmusterung durchgefiihrt. Das Ziel
war die Isolation von A. thaliana-Mutanten, welche in ihrer Nichtwirtsresistenz gegenuber P.
infestans verandert sind. Dazu wurde ausgehend von zweifach riickgekreuzten homozygoten
pen2-Samen eine Remutagenese mit dem chemischen Mutagen Ethylmethansulfonat (EMS) in
Zusammenarbeit mit V. Lipka am MPIZ Koéln durchgefuhrt. Die durch EMS induzierten
Punktmutationen im pen2-Genom sollten dabei einerseits zu Mutanten mit einer veranderten
Nichtwirtsresistenz bis hin zur Suszeptibilitdt gegentber P. infestans fiihren. Andererseits waren
ebenso Mutanten mit einer moéglichen Suppression des pen2-abhdngigen Phanotyps sowie

Mutanten, die einen intermediaren Phanotyp zeigen, zu erwarten.

3.2 Durchmusterung der M2-Nachkommenschaft der remutagenisierten pen2-Population

Nach der EMS-Mutagenese von ca. 50 000 pen2-Samen und der Kultivierung der M1-Generation
in 200 Anzuchtschalen zu je zwei Gruppen erfolgte die Isolation des entsprechenden M2-Saatguts.
Die Zahl der Individuen in der M1-Nachkommenschaft in jeder erhaltenen Gruppe wurde
abgeschatzt um eine spatere Quantifizierung der Aussaat der M2-Nachkommenschaft zu
ermodglichen. Dabei wurde davon ausgegangen, dass die Anzahl der M1-Individuen in jeder

Gruppe mindestens 25 bzw. héchstens 50 betragt.

3.3 Effizienz der Remutagenese des pen2-Saatguts

Die Effizienz der EMS-Remutagenese des pen2-Saatguts wurde durch J. Dittgen (MPIZ, Koin)
ermittelt und erfolgte anhand der Bestimmung der Chlorophyll-Mutanten-Rate in der M2-
Nachkommenschaft. Diese betrug durchschnittlich 2,0 % (J. Dittgen, MPIZ Ko&ln; persdnliche
Mitteilung).

3.4 Primarcharakterisierung putativer Arabidopsis thaliana-Mutanten in der M2-

Nachkommenschaft

Die Aussaatbedingungen fur die M2-Generation wurden so gewahlt, dass etwa 10 Pflanzen der

M2-Nachkommenschaft jeder M1-Pflanze angezogen wurden. 4 - 5 Rosettenblatter von etwa 4 - 5
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Wochen alten M2-Pflanzen wurden mit einer P. infestans-Zoosporensuspension (5 x 10° / ml)
inokuliert und anschliefend 3 Tage bei 100 % Luftfeuchtigkeit in der Phytokammer inkubiert. Um
eine optimalere Verifikation des Autofluoreszenz-Phanotyps zu erreichen, wurde die Sporen-Dichte
des Inokulums zu einem spateren Zeitpunkt auf 1 x 10° / ml reduziert. Die Primarcharakterisierung
erfolgte durch Analyse der Autofluoreszenz sowie durch Beurteilung der Nekrosen der inokulierten
Blatter. Auf diese Weise wurden in Zusammenarbeit mit L. Westphal (IPB Halle) ca. 70 000 M2-
Pflanzen, welche etwa 7000 M1-Pflanzen aus Uber 180 wunabhangigen M1-Gruppen
reprasentierten, durchmustert werden.

Die Einteilung der beobachteten Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotypen nach P. infestans-
Inokulation erfolgte in die in Tab. C-2 dargestellten Klassen 1 - 3. Dabei wurden putative Mutanten
mit einer Verstarkung des Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotyps als Klasse 1, mit einer
Suppression dieses Phanotyps als Klasse 2 zusammengefasst. Putative Mutanten, die nach P.
infestans-Inokulation neben einer Verstarkung des Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotyps auch
Chlorosen zeigten, wurden als Klasse 3 zusammengefasst. Fur 11 isolierte putative Mutanten
wurde aufgrund von Chlorosen oder starker Anthozyanbildung keine klare Zuordnung ihres
Phanotyps in eine der Klassen 1 - 3 gemacht. In Abb. C-18 sind exemplarisch die Autofluoreszenz-
Phanotypen der Klassen 1 und 2 der in der Primarcharakterisierung isolierten putativen Mutanten
gezeigt.

Insgesamt wurden durch die Primarcharakterisierung der M2-Nachkommenschaft 327 putative

Mutanten aus 96 unabhangigen M1-Gruppen in 3 Klassen (Tab C-2) isoliert.

Tab. C-2: Primarcharakterisierung putativer A. thaliana-Mutanten in der M2-Nachkommenschaft der
remutagenisierten pen2-Population. Dargestellt ist eine Ubersicht der nach P. infestans-
Inokulation der M2-Nachkommenschaft des remutagenisierten pen2-Saatguts isolierten
putativen Mutanten mit einem im Vergleich zu pen2 veranderten Nekrose- und Autofluoreszenz-

Phanotyp.
Priméarcharakterisierung (70 000 M2-Pflanzen):
Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Ubrige
Nekrose- und Autofluoreszenz- Verstarkun Supbression Verstarkung
Phanotyp 9 P (+ Chlorose)
putative Mutanten 115 182 19 11
M1-Gruppen 55 36 3 9
Gesamtzahl putativer Mutanten: 327
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putative Mutante Klasse 1 putative Mutante Klasse 2

Abb. C-18: Analyse des Autofluoreszenz-Phianotyps putativer A. thaliana- Mutanten in der M2-
Nachkommenschaft der remutagenisierten pen2-Population. Voll  entwickelte
Rosettenblatter von 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden jeweils mit 10 pl einer P.
infestans-Zoosporensuspension (Experiment 1 (A, C, E): 5 x 10°/ ml / Experiment 2 (B, D, F):
1 x 10° / ml) inokuliert, 3 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert und anschlieRend
unter dem Fluoreszenz-Stereomikroskop analysiert. Dargestellt sind reprasentative Blatter aus
zwei unabhangigen Durchmusterungen (A, C, E: Experiment 1; B, D, F: Experiment 2).

A-B: Autofluoreszenz-Phanotyp inokulierter Blatter von gl1 (Fluoreszenz-Stereomikroskopie)

C-D: Autofluoreszenz-Phanotyp inokulierter Blatter von pen2 (Fluoreszenz-
Stereomikroskopie)

E: Autofluoreszenz-Phanotyp inokulierter Blatter einer puativen Mutante der Klasse 1
(Fluoreszenz-Stereomikroskopie)

F: Autofluoreszenz-Phanotyp inokulierter Blatter einer puativen Mutante der Klasse 2

(Fluoreszenz-Stereomikroskopie)

3.5 Untersuchung des Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotyps putativer Arabidopsis
thaliana-Mutanten in der M3-Nachkommenschaft

Um die in der Primarcharakterisierung beobachteten Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotypen
der 327 isolierten putativen Mutanten zu bestatigen, wurde die M3-Nachkommenschaft von 280
dieser putativen Mutanten untersucht (Tab. C-3). Zur Untersuchung der in der M2-
Nachkommenschaft beobachteten Phanotypen erfolgte die Inokulation von 15 — 20 Pflanzen der
M3-Generation mit einer P. infestans-Zoosporensuspension (5 x 10° / ml). Die Untersuchung der
putativen Mutanten, welche nach Inokulation der geringer konzentrierten Zoosporensuspension (1
x 10° / ml) isoliert wurden, erfolgte nach Inokulation einer ebenso geringer konzentrierten
Zoosporensuspension (1 x 10° / ml). Die Untersuchung der M3-Generation der 280 putativen
Mutanten zeigte, dass der Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotyp von 254 der in der
Primarcharakterisierung isolierten putativen Mutanten nicht bestatigt werden konnte (Tab. C-3).

Fir 5 dieser putativen Mutanten wurde durch eine CAPS-Marker-basierte (cleaved amplified
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polymorphic sequence) Genotypisierung gezeigt, dass pen2 nicht homozygot vorlag (Daten nicht
gezeigt). Es ist daher anzunehmen, dass es sich bei diesen putativen Mutanten wahrscheinlich um
eine Verunreinigung im Saatgut der M1-Generation oder bei der Aussaat der M2-Generation
handelt. In der Analyse der M3-Nachkommenschaft von 164 putativen Suppressor-Mutanten
wurde die in der M2-Nachkommenschaft beobachtete Suppression des pen2-Phanotyps nicht
bestatigt (Tab. C-3). Als Grund daflr ist anzunehmen, dass diese, zumeist zu Beginn der
Primarcharakterisierung isolierten putativen Mutanten aufgrund zu geringer Keimungsrate und
Sporenmotilitdt des verwendeten P. infestans-Isolates eine Reduktion der Nekrosen bzw. der
Autofluoreszenz zeigten. An dieser Stelle sei auch darauf hinzuweisen, dass die Lagerung und
Anzucht von P. infestans bzw. die Induzierung der Sporulation keine standardisierte Prozedur ist,
was daher moglicherweise zu Schwankungen hinsichtlich der Effizienz des P. infestans-Inokulums
geflihrt hat.

Fir 13 putative Mutanten der Klasse 1 (elf unabhangige M1-Gruppen) und 13 putative Mutanten
der Klasse 3 (zwei M1-Gruppen) wurden die in der Primarcharakterisierung beobachteten
Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotypen in der M3-Nachkommenschaft bestatigt (Tab. C-3). Die
Untersuchung der M3-Generation der verbleibenden 47 putativen Mutanten aus der
Primarcharakterisierung ist aufgrund zu geringer Samenproduktion oder Letalitat der
entsprechenden M2-Linien nicht durchgefiihrt worden. Aufgrund der zwischen den putativen
Mutanten 200 und 202 (M1-Gruppe 20B) bzw. zwischen den putativen Mutanten 281, 282, 284,
285, 286, 288, 289, 290, 292, 293, 294, 295 (M1-Gruppe 68A) beobachteten Ahnlichkeit des
morphologischen Phanotyps und der Tatsache, dass die putativen Mutanten jeweils aus einer
gemeinsamen M1-Gruppe stammen (siehe Tab. C-4) ist ein Allelismus zwischen den

entsprechenden putativen Mutanten nicht auszuschlieRen.

Tab. C-3: Analyse des Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotyps putativer A. thaliana-Mutanten in
der M3-Nachkommenschaft der remutagenisierten pen2-Population. Dargestellt ist eine
Ubersicht der Analyse des Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotyps in der M3-
Nachkommenschaft von 280 isolierten putativen Mutanten.

Analyse der M3-Generation (280 putative Mutanten)
Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 ubrige
Anzahl putativer Mutanten 114 182 20 11
Anzahl inokulierter putativer Mutanten 90 164 20 6
Phanotyp nicht bestatigt 77 164 7 6
Phéanotyp bestatigt 13 0 13 0
Gesamtzahl bestatigter putativer Mutanten: 26
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Tab. C-4: Ubersicht der aus der remutagenisierten pen2-Population isolierten und bestitigten
putativen A. thaliana-Mutanten. Dargestellt sind 13 putative Mutanten mit verstarkter Nekrose
sowie 13 putative Mutanten mit verstarkter Nekrose und Chlorose nach Inokulation einer P.
infestans-Zoosporensuspension, deren Phanotypen in der M3-Nachkommenschaft bestatigt

wurden.
putative Mutanten mit verstarkter Nekrose (Klasse 1)
Eﬂlﬁ’?;:\\{ci GIr\LAJ:);)e morphologischer Phanotyp
190 14A zwergwiichsig, anomale Blattform, ?:por?lt.?_r_mte HR in alteren Blattern, verringerte
ertilita
200 20B zwerg- und flachwuchsig, dunkelgriin, Anthozyane in Petiolen, inhibiertes
Wurzelwachstum
202 20B zwerg- und flachwuchsig, dunkelgriin, Anthozyane in Petiolen, inhibiertes
Wurzelwachstum
222 24A Wildtyp
242 36A kleinerer Wuchs, anomale Blattform, spontane HR
266 57B kleinerer Wuchs, anomale Blattform
279 66B spontaner Zelltod
298 71B Wildtyp
299 71B Wildtyp
301 73A Wildtyp
303 73B Wildtyp
304 74A Wildtyp
318 82B Wildtyp
putative Mutanten mit verstarkter Nekrose und Chlorose (Klasse 3)
Eﬂlﬁ’?;:\\{ci GIr\LAJ:);)e morphologischer Phanotyp
272 59B Chlorose in alteren Blattern
281 -282 68A kleinerer Wuchs, Chlorose
284 - 286 68A kleinerer Wuchs, Chlorose
288 - 290 68A kleinerer Wuchs, Chlorose
292 — 295 68A kleinerer Wuchs, Chlorose

3.6 Charakterisierung der putativen Arabidopsis thaliana-Mutanten

Die im folgenden dargestellte Charakterisierung der isolierten putativen Mutanten bezieht sich auf
die Linien 190, 202, 222, 242, 266, 272 und 303, welche als putative Mutanten mit einem
verstarkten Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotyp (im folgenden als hypersensitive Reaktion;
HR bezeichnet) zeigen. Die Analyse weiterer Linien putativer Mutanten wurde innerhalb dieser
Arbeit nicht durchgefuhrt. Aus zeitlichen Grinden wurden alle Untersuchungen und Kreuzungen
dieser putativen Mutanten mit nicht rickgekreuztem Pflanzenmaterial durchgefihrt. Fur die
putativen Mutanten 202 und 222 stand am Ende der Arbeit Samen der ersten Rickkreuzung fir

weiterfiihrende Analysen zur Verfligung.
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3.6.1 HR-Phanotyp putativer Arabidopsis thaliana-Mutanten nach Phytophthora infestans-

Inokulation

Nach Inokulation von Blattern der untersuchten putativen Mutanten mit einer P. infestans-
Zoosporensuspension wurde eine im Vergleich zu pen2 verstarkte HR beobachtet. In Abb. C-19
sind die beobachteten HR-Phanotypen der untersuchten putativen Mutanten nach P. infestans-

Inokulation dargestellt.

Abb. C-19: Nekrose- und Autofluoreszenz-Phidnotyp unterschiedlicher putativer A. thaliana-
Mutanten nach P. infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter von 4 - 5 Wochen
alten Pflanzen der putativen Mutanten wurden jeweils mit 10 pl einer P. infestans-
Zoosporensuspension (A: 5 x 10°/ ml, B: 1 x 10°/ ml) inokuliert und 3 Tage bei 100 % relativer
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Dargestellt sind jeweils 3 reprasentative Blatter.

A: Nekrose-Phanotyp inokulierter Blatter unterschiedlicher putativer Mutanten
B: Autofluoreszenz-Phanotyp inokulierter Blatter unterschiedlicher putativer Mutanten
(Fluoreszenz-Stereomikroskopie)

Das Ausmal} dieser Verstarkung schwankte innerhalb verschiedener Experimente. Die Nekrosen
der putativen Mutanten 202 und 222 schienen im Vergleich zu den Nekrosen der Linien 190, 242,
266, 272 und 303 etwas schwacher ausgepragt zu sein. Die ersten, makroskopisch sichtbaren,
nekrotischen Reaktionen wurden bei den putativen Mutanten 242, 272 und 303 bereits ein Tag, bei

den putativen Mutanten 190, 202, 222, 266 und pen2 ein bis zwei Tage nach der P. infestans-
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Infektion beobachtet (Daten nicht gezeigt). 3 Tage nach der Inokulation hatten die Nekrosen die
maximale GroRe erreicht. Nach einer Inkubation von 7 Tagen wurde bei keiner der untersuchten
putativen Mutanten Veranderungen der Nekrosen oder Krankheitssymptome bzw. sichtbares

Pathogenwachstum oder Sporulation beobachtet.

3.6.2 Untersuchung der Penetrations-Haufigkeit in putativen Arabidopsis thaliana-Mutanten

nach Phytophthora infestans-Inokulation

Um eine mdgliche im Vergleich zu pen2 veranderte Resistenz gegen P. infestans in den putativen
Mutanten zu untersuchen, erfolgte die Bestimmung der Penetrations-Haufigkeit nach P. infestans-
Infektion. Fur die putativen Mutanten 190, 242, 266, 272 und 303 wurde aufgrund der hohen
Zelltod-Haufigkeit im Mesophyll der infizierten Blatter eine Bestimmung der Penetrations-Haufigkeit
nicht durchgefiihrt. Auch nach der Reduktion der Zoosporen-Dichte auf 5 x 10% / ml konnten die
penetrierten und hypersensitiv reagierenden Epidermiszellen in diesen putativen Mutanten nicht
zweifelsfrei ausgezahlt werden. In Abb. C-20 ist das Ergebnis der Analyse der Penetrations-
Haufigkeit in den putativen Mutanten 202 und 222 aus zwei unabhangigen Experimenten
graphisch dargestellt. Die Untersuchung zeigt, dass die Penetrations-Haufigkeit in den putativen
Mutanten 202 und 222 etwa 1,5- bis annahernd 2-fach im Vergleich zu pen2 erhoht ist. Es kann
daher geschlossen werden, dass die Sekundarmutationen in den putativen Mutanten 202 und 222

zu einer weiteren Erhéhung der Penetrations-Haufigkeit in pen2 nach P. infestans-Infektion flhren.

50

40

30 -

20

10

penetr. Epidermiszellen mit HR / Blatt

gll pen2 202 222

Abb. C-20: Penetrations-Haufigkeit in den putativen A. thaliana-Mutanten 202 und 222 nach P.
infestans-Inokulation. Dargestellt ist die Penetrations-Haufigkeit (penetr. Epidermiszellen mit
HR / Blatt) in den putativen Mutanten 202 und 222 im Vergleich zu pen2 3 Tage nach
Inokulation einer P. infestans-Zoosporensuspension (2 x 10*/ ml). Die Daten reprasentieren die
Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils 11 -
17 inokulierten Blattern je untersuchter A. thaliana-Linie (Nicht schraffierte bzw. schraffierte
Balken entsprechen jeweils den Daten eines Experiments). Sterne kennzeichnen einen
statistisch signifikanten Unterschied der Daten im Vergleich zu pen2 (Einweg-ANOVA,
P <0,05).
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3.6.3 Hypersensitiver Zelltod in putativen Arabidopsis thaliana-Mutanten nach Phytophthora

infestans-Inokulation

Um die unter 3.6.2 beschriebene erhohte Zelltod-Haufigkeit in den putativen Mutanten nach P.
infestans-Infektion zu untersuchen, erfolgte die Analyse infizierter und mit Trypan-Blau gefarbter
Blatter. In Abb. C-21 ist eine reprasentative Auswahl infizierter und gefarbter Blatter dargestellt.
Zur Quantifizierung des hypersensitiven Zelltods nach P. infestans-Infektion wurden die Trypan-
Blau-Intensitaten in den inokulierten Bereichen durch Ermittlung des Pixel-Index bestimmt (Abb. C-
22).
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Abb. C-21: Hypersensitiver Zelltod unterschiedlicher putativer A. thaliana-Mutanten nach P.
infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter von 4 - 5 Wochen alten Pflanzen der
putativen A. thaliana-Mutanten wurden jeweils mit 10 pl einer P. infestans-
Zoosporensuspension (2 x 10* / ml) inokuliert, 3 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit
inkubiert und anschliefiend mit Trypan-Blau gefarbt. Dargestellt sind jeweils drei reprasentative
Blatter.

Aus Abb. C-21 geht hervor, dass alle untersuchten putativen Mutanten mit einer im Vergleich zu
pen2 erhdhten Zelltod-Haufigkeit nach P. infestans-Inokulation reagieren. Die Zelltod-Haufigkeit
zeigte jedoch in den verschiedenenen putativen Mutanten ein unterschiedliches Ausmaf (Abb. C-
22). Um eine computergestitzte Verifikation der Zelltod-Haufigkeit zu ermdglichen, wurden die
putativen Mutanten mit einer P. infestans-Zoosporensuspension inokuliert, die eine
Sporenkonzentration von 1 x 10° / ml hatte (Abb. C-22). Die Verwendung niedriger oder hdher
konzentrierter Sporensuspensionen resultierte in einer fir die Quantifizierung zu schwachen bzw.
zu starken Farbung der infizierten Blatter (Daten nicht gezeigt). Nach mikroskopischer Analyse von
Trypan-Blau-gefarbtem infiziertem Blattmaterial wurde beobachtet, dass neben der im Vergleich zu
pen2 erhdéhten Anzahl hypersensitiv reagierender Epidermiszellen auch verstarkt Zellen des

Mesophylls in den putativen Mutanten 202 und 222 mit Zelltod reagieren (Daten nicht gezeigt). Die
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weitere Verstarkung des hypersensitiven Zelltods im Mesophyll der infizierten putativen Mutanten
190, 242, 266, 272 und 303 (Daten nicht gzeigt) ist daher als Grund flr die Zunahme der Zelltod-
Haufigkeit in diesen putativen Mutanten im Vergleich zu den putativen Mutanten 202 und 222
anzusehen (Abb. C-21; C-22).
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Abb. C-22: Quantifizierung des hypersensitiven Zelltods in unterschiedlichen putativen A. thaliana-
Mutanten nach P. infestans-Inokulation. Dargestellt ist die quantitative Analyse der relativen
Trypan-Blau-Intensitat als Index des hypersensitiven Zelltods in unterschiedlichen putativen
Mutanten nach Inokulation einer P. infestans-Zoosporensuspension (1 x 10° / ml). Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte von zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils 7 - 13
inokulierten Blattern je untersuchter A. thaliana-Linie (Nicht schraffierte bzw. schraffierte Balken
entsprechen jeweils den Daten eines Experiments). Sterne kennzeichnen einen statistisch
signifikanten Unterschied der Daten im Vergleich zu pen2 (Einweg-ANOVA, P <0,001).

Fir eine Reihe isolierter Arabidopsis-Mutanten wurden spontane Zelltod-Reaktionen, d. h. in
Abwesenheit eines Zelltod-induzierenden Signals beschrieben (Lorrain et al., 2003; Lam, 2004).
Um einen mdglichen spontanen Zelltod in den putativen Mutanten zu untersuchen, wurden
unbehandelte Blatter der putativen Mutanten mit Trypan-Blau gefarbt. In unbehandelten Blattern
von ca. 3 Wochen alten Pflanzen der putativen Mutanten 202, 222, 266, 272 und 303 wurden
dabei keine toten Zellgruppierungen nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu
deuten die Uber die gesamte Blattflache verteilten makroskopisch sichtbaren Zelltod-Reaktionen in
der putativen Mutante 242 auf einen konstitutiven Zelltod-Phanotyp (Abb. C-23). In den alteren
Blattern von ca. 5 Wochen alten Pflanzen der putativen Mutante 190 wurde nach Trypan-Blau-

Farbung ebenso, makroskopisch sichtbare Zelltod-Reaktionen beobachtet (Daten nicht gezeigt).
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242

Abb. C-23: Spontaner HR-Phinotyp in unbehandelten Blattern der putativen A. thaliana-Mutante 242.
Voll entwickelte Rosettenblatter von ca. 4 - 5 Wochen alten Pflanzen von pen2 und der
putativen Mutante 242 wurden mit Trypan-Blau oder mit DAB gefarbt. Dargestellt sind jeweils
drei reprasentative Blatter.

A: unbehandelte Blatter von pen2

B: unbehandelte Blatter von pen2 nach Trypan-Blau-Farbung
C: unbehandelte Blatter von pen2 nach DAB-Farbung
D: unbehandelte Blatter der putativen Mutante 242
E: unbehandelte Blatter der putativen Mutante 242 nach Trypan-Blau-Farbung
F: unbehandelte Blatter der putativen Mutante 242 nach DAB-Farbung
3.6.4 H,O2-Akkumulation in putativen Arabidopsis thaliana-Mutanten nach Phytophthora

infestans-Inokulation

Die Untersuchung des oxidative burst in den putativen A. thaliana-Mutanten nach P. infestans-
Infektion, als eine weitere Komponente der pflanzlichen Pathogenabwehr, erfolgte durch Analyse
der H,O,-Akkumulation in inokulierten Blattern. Um eine Quantifizierung des oxidative burst zu
ermdglichen, wurden die putativen Mutanten mit einer P. infestans-Zoosporensuspension (1 x 10° /
ml) inokuliert und anschlieRend mit DAB gefarbt. Die Quantifizierung der nach P. infestans-
Inokulation beobachteten H,O.-Akkumulation erfolgte durch computergestitzte Ermittlung des
Pixel-Index in infizierten DAB-gefarbten Blattern (Abb. C-25). In Abb. C-24 ist eine reprasentative
Auswahl infizierter und gefarbter Blatter dargestellt. Alle untersuchten putativen Mutanten
reagieren mit einer im Vergleich zu pen2 verstarkten Akkumulation von H,O, nach P. infestans-
Infektion. Die mikroskopische Untersuchung des gefarbten Blattmaterials zeigt, dass in infizierten
Blattern von pen2 neben den penetrierten Epidermiszellen zunehmend auch angrenzende
Mesophylizellen mit einem oxidative burst, d. h. mit einer Akkumulation von H,0O,, auf das
eindringende Pathogen reagieren (Daten nicht gezeigt). Die Anzahl von reagierenden Epidermis-
und Mesophylizellen scheint, im Gegensatz dazu, in den putativen Mutanten 190, 202, 222, 242,
266, 272, 303 weiter erhdht zu sein (Daten nicht gezeigt). Die Quantifizierung der DAB-Intensitaten
in den putativen Mutanten deutet dabei auf eine etwa 3 - 4fach verstarkte H,O,-Akkumulation im
Vergleich zu pen2 hin (Abb. C-25). In Korrelation zu den Ergebnissen der eingangs beschriebenen
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zytologischen Charakterisierung des Pathosystems (siehe 1.4; C Ergebnisse) wurde gezeigt, dass
es in allen putativen Mutanten nach P. infestans-Infektion zu einer, parallel zur verstarkten
Nekrosebildung verlaufenden, Erhdhung der Zelltod-Haufigkeit bzw. zu einer Verstarkung des
oxidative burst sowie der Autofluoreszenz, als Reaktion auf das eindringende Pathogen, kommt.
Im Vergleich zur Referenz pen2 sind jedoch alle untersuchten Reaktionen in den putativen
Mutanten deutlich verstarkt. Die Untersuchung des oxidative burst in unbehandelten Blattern der
putativen Mutanten zeigt, dass der flr die putative Mutante 242 gezeigte spontane hypersensitive
Zelltod von einer spontanen H,O,-Akkumulation begleitet ist (Abb. C-23). Die DAB-Farbung von
unbehandelten alteren Blattern der putativen Mutante 190 deutet auch hier auf eine spontane
Akkumulation von H,O, hin (Daten nicht gezeigt). In Blattern von pen2 (Abb. C-23) sowie der
putativen Mutanten 202, 222, 266, 272 und 303 (Daten nicht gezeigt) wurde keine spontane H,0,-
Akkumulation beobachtet.
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Abb. C-24: Akkumulation von H,0, in unterschiedlichen putativen A. thaliana-Mutanten nach P.
infestans-Inokulation. Voll entwickelte Rosettenblatter von 4 - 5 Wochen alten Pflanzen der
putativen A. thaliana-Mutanten wurden jeweils mit 10 pl einer P. infestans-
Zoosporensuspension (1 x 10° / ml) inokuliert, 3 Tage bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit
inkubiert und anschlieRend mit DAB gefarbt. Dargestellt sind jeweils drei reprasentative Blatter.
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Abb. C-25: Quantifizierung der H,0,-Akkumulation in unterschiedlichen putativen A. thaliana-
Mutanten nach P. infestans-Inokulation. Dargestellt ist die quantitative Analyse der relativen
DAB-Intensitat als Index der H,O,-Akkumulation in unterschiedlichen putativen Mutanten nach
Inokulation einer P. infestans-Zoosporensuspension (1 x 10° / ml). Die Daten reprasentieren die
Mittelwerte von zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils 9 - 15 inokulierten Blattern je
untersuchter A. thaliana-Linie (Nicht schraffierte bzw. schraffierte Balken entsprechen jeweils
den Daten eines Experiments). Sterne kennzeichnen einen statistisch signifikanten Unterschied
der Daten im Vergleich zu pen2 (Einweg-ANOVA, P < 0,001).

3.6.5 Zytologische Analyse der putativen Arabidopsis thaliana-Mutanten nach Phytophthora

infestans-Inokulation

Die zytologische Analyse der P. infestans-Interaktion in den putativen Mutanten 190, 202, 222,
242, 266, 272 und 303 zeigte hinsichtlich der entwickelten Pathogenstrukturen keine wesentlichen
Unterschiede im Vergleich zu pen2. Nach Trypan-Blau-Farbung von infiziertem Blattmaterial wurde
in allen untersuchten putativen Mutanten die Ausbildung von pen2-ahnlichen invasiven Hyphen in
infizierten Epidermiszellen beobachtet (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der im Vergleich zu pen2
verstarkten hypersensitiven Reaktion im Mesophyll infizierter putativer Mutanten (Abb. C-21) und
der dadurch bedingten starken Trypan-Blau-Farbung des infizierten Gewebes konnte ein
mogliches weiteres Vordringen der invasiven Hyphen in das Mesophyll nicht zweifelsfrei
untersucht werden. Die elektronenmikroskopische Analyse sollte daher weiteren Aufschluss Uber

die zellularen Feinstrukturen in der P. infestans-Interaktion geben.

3.6.5.1 Elektronenmikroskopische Analyse: Untersuchung von zellularen Feinstrukturen in den

putativen Arabidopsis thaliana-Mutanten nach Phytophthora infestans-Inokulation

Um eine optimale Auswertung der elektronenmikroskopischen Analysen zu ermdglichen, wurden
Blatter der putativen Mutanten 190, 202, 222, 242, 266, 272 und 303 sowie der Referenzen pen2
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und gl1 mit einer P. infestans-Zoosporensuspension hoher Dichte (5 x 10° / ml) inokuliert und nach
einer Inkubation von 3 Tagen untersucht. Die Fixierung, Einbettung und Anfertigung der
Ultradinnschnitte der Praparate sowie die elektronenmikroskopische Analyse wurde von M.
Birschwilks (IPB Halle) durchgefuhrt. Die Analyse mehrerer unabhangiger Experimente deutete auf
keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der zellularen Feinstrukturen nach P. infestans-
Infektion zwischen den untersuchten putativen Mutanten und pen2 (siehe 1.4.5). In unabhangigen
Experimenten wurde daher sowohl in Epidermiszellen als auch in Mesophylizellen der infizierten
putativen Mutanten pen2-ahnliche P. infestans-Hyphenstrukturen beobachtet. Eine Ausnahme
davon scheint die putative Mutante 303 darzustellen (Daten nicht gezeigt). Hier wurden in zwei
unabhangigen Experimenten lediglich in den Epidermiszellen P. infestans-Hyphen gefunden (M.
Birschwilks, IPB Halle; personliche Mitteilung). Eine lichtmikroskopische Prifung dieses Befundes
konnte jedoch aufgrund der erwahnten starken Zelltodreaktion der putativen Mutante 303 (siehe
3.6.3) nicht zweifelsfrei erfolgen.

Zusammenfassend kann demnach davon ausgegangen werden, dass die Einfihrung von
Sekundarmutationen im pen2-Hintergrund einerseits zu starker ausgepragten Abwehrreaktionen
nach P. infestans-Infektion im Vergleich zu pen2 fuhrt, es jedoch nicht zu der erwarteten weiteren

Differenzierung oder zu einem weiteren Vordringen des Oomyzeten kommit.

3.6.6 PR-Genexpression in putativen Arabidopsis thaliana-Mutanten nach

Phytophthora infestans-Inokulation

Um eine Korrelation des im Vergleich zu pen2 verstarkten HR-Phanotyps in den putativen
Mutanten mit einer moglichen veranderten PR-Genexpression wahrend der P. infestans-Infektion
zu untersuchen, wurden Northern-Blot-Analysen durchgefuhrt. Nach Inokulation einer P. infestans-
Zoosporensuspension (5 x 10° / ml) wurde zu verschiedenen Zeitpunkten Blattmaterial der
putativen Mutanten 202, 222, 242 und 272 geerntet, die Gesamt-RNA isoliert und anschlielend die
Transkriptakkumulation der Abwehrgene PR1 und PDF1.2 analysiert. Die Untersuchung der PR-
Genexpression in der putativen Mutante 222 (Abb. C-26 / A) und 272 (Abb. C-26 / B) nach P.
infestans-Inokulation zeigt ein mit pen2 weitgehend vergleichbares Expressionsmuster von PR1
und PDF1.2. Ebenso zeigt die PR1-Transkriptakkumulation in der putativen Mutante 202 ein pen2-
ahnliches Muster (Abb. C-26 / A). Im Vergleich zu anderen Experimenten ist die PR1-
Genexpression in pen2 in dem in Abb. C-26 (A) dargestellten Northern-Blot jedoch ungewdhnlich
schwach induziert.

Die Untersuchung der PDF1.2-Transkriptakkumulation in der putativen Mutante 202 deutet im
Gegensatz zu pen2 auf eine konstitutive Expression von PDF1.2 hin (Abb. C-26 / A). Die
vergleichsweise starken Signale in den P. infestans-behandelten Proben zwischen 12 h und 72 h
nach P. infestans-Infektion lassen jedoch annehmen, dass die Pathogen-Induzierbarkeit der

PDF1.2-Genexpression in der putativen Mutante 202 aufrecht erhalten bleibt. Aufgrund der
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konstitutiven PDF1.2-Genexpression, welche ebenso flr die A. thaliana-Mutante cev1-1
(CONSTITUTIVE EXPRESSION of VSP1-1; Ellis & Turner, 2001) beschrieben wurde, erfolgte eine
Kopplungsanalyse mit dem cevl-1-gekoppelten SSLP (simple sequence lenght polymorphism)-
Marker NGA225 in einer Kartierungspopulation der putativen Mutante 202 im Ler-Hintergrund. Die
Analyse der DNA deutete nicht auf eine Kopplung von cevl-1 und dem Locus 202 hin, so dass
angenommen werden kann, dass es sich bei der Sekundarmutation 202 nicht um cev1-1 handelt
(Daten nicht gezeigt). Die Untersuchung der PR1-Genexpression der putativen Mutante 242 in
zwei unabhangigen Experimenten zeigt, dass innerhalb der ersten 12 h nach P. infestans-Infektion
sowohl in den H,O- als auch in den P. infestans-behandelten Proben PR1-Transkripte
akkumulieren (Abb. C-26 / B). In dem darauf folgenden Zeitraum (12 h - 72 h) kommt es dann
wieder zu einem pen2-ahnlichen PR1-Genexpressionmuster (Abb. C-26 / B). Eine Ursache fir
diesen Phanotyp kénnte die wahrend der gesamten Inkubation anhaltende Substratnasse bzw. die
hohe relative Luftfeuchtigkeit sein. Der potentielle Wasserstress konnte zu einer Inhibierung der
konstitutiven PR1-Genexpression in der putativen Mutante 242 nach 12 h fiihren ohne jedoch
einen Einfluss auf die Pathogen-induzierte PR1-Genexpression zu haben. Desweiteren scheint die
PDF1.2-Genexpression in der putativen Mutante 242 nach P. infestans-Infektion im Vergleich zu
pen2 schwacher induziert zu sein (Abb. C-26 / B). Um den mdglichen Einfluss einer neben pen2
und den Sekundarmutationen 202 bzw. 242 zusatzlich existierenden Mutation auf die PR-
Genexpression nach P. infestans-Infektion in den putativen Mutanten ausschlief’ien zu kdnnen,
mussten weitere Experimente mit entsprechenden rlckgekreuzten Mutanten-Linien erfolgen,

welche jedoch innerhalb der vorliegenden Arbeit nicht durchgeflhrt worden.
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Abb. C-26: Northern-Blot-Analyse der PR-Genexpression in unterschiedlichen putativen A. thaliana

Mutanten nach P.infestans-Inokulation. Gesamt-RNA wurde aus voll entwickelten

Rosettenblattern von 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen zu den angegebenen Zeitpunkten

nach Inokulation (hpi) von H,0 [-] oder einer P. infestans-Zoosporensuspension (5 x 10° / ml) [+]

isoliert. Je 20 upg RNA wurden in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf

Nylonmembranen transferiert und anschliefend mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde

von PR1 und PDF1.2 hybridisiert. Zur Kontrolle der Beladung erfolgte eine Hybridisierung mit

einer cDNA-Sonde der 28S rRNA.

A: Autoradiogramme einer RNA-Hybridisierung der Gesamt-RNA, isoliert aus den putativen
Mutanten 202 und 222 sowie aus pen2 und gl1 nach P. infestans-Inokulation.

B: Autoradiogramme einer RNA-Hybridisierung der Gesamt-RNA, isoliert aus den putativen
Mutanten 242 und 272 sowie aus pen2 und gl1 nach P. infestans-Inokulation.

Die in A und B dargestellten Autoradiogramme reprasentieren jeweils eine von zwei Kinetiken mit
vergleichbarem Ergebnis.
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3.6.7 Kreuzungsanalysen der Arabidopsis thaliana-Mutanten 202 und 222

Alle im folgenden beschriebenen Kreuzungen und genetischen Analysen wurden mit den Mutanten
202 und 222 durchgefihrt. Zur Kartierung der Sekundarmutationen 202 und 222, d. h. der
Lokalisierung der Mutationen im A. thaliana-Genom erfolgte die Kreuzung der putativen Mutanten
202 und 222 mit dem A. thaliana-Okotyp Landsberg erecta. Die erstellten Kartierungspopulationen
wurden gleichzeitig zur Analyse der Abhangigkeit des starkeren HR-Phanotyps von pen2

verwendet.

3.6.71 Segregationsanalyse in den Kartierungspopulationen der putativen Arabidopsis
thaliana-Mutanten 202 und 222

Die Konstitution der Genotypen der P-Generation (Mutante 202 bzw. 222 / Ler) und der nach
Kreuzung dieser Eltern resultierenden F1-Generation sind in der Abb. C-27 / A dargestellt. Nach
Selbstung der F1-Nachkommenschaft sind die durch zufdllige Kombination der F1-Gameten
entstandenen Genotypen der F2-Generation gezeigt (Abb. C-27 / B). Je nach Abhangigkeit des
durch die Sekundarmutation 202 bzw. 222 verursachten starkeren HR-Phanotyps von der Mutation
pen2 ist das zu erwartende Segregationsmuster des HR-Phanotyps dargestellt (Abb. C-27 / B).
Tab. C-5 zeigt die Analyse der in der F1- und F2-Generation einer Kreuzung der putativen
Mutanten 202 und 222 mit dem A. thaliana-Okotyp Ler beobachteten HR-Phanotypen nach P.
infestans-Inokulation. Die untersuchten Pflanzen der F1-Nachkommenschaft reziproker
Kreuzungen zeigten einen Wildtyp-ahnlichen HR-Phanotyp (im folgenden mit Wildtyp-HR
bezeichnet). Bei einzelnen F1-Pflanzen wurde ein schwacher HR-Phanotyp beobachtet, welcher
sich jedoch deutlich von der pen2-ahnlichen HR unterschied. Als Ursache daflr ist die vorhandene
biologische und experimentelle Variabilitit in der Auspragung des HR-Phanotyps nach P.
infestans-Infektion anzusehen.

Die P. infestans-Inokulation der F2-Generation der Mutanten 202 und 222 zeigte, dass neben der
Bonitur der Wildtyp-HR eine eindeutige Bonitur der pen2-ahnlichen HR und der starkeren HR im
Einzelfall nicht méglich war. Aus diesem Grund wurden zur Analyse der Segregation des HR-
Phanotyps alle Pflanzen mit einer pen2-ahnlichen HR und einer starkeren HR zu einer Gruppe
zusammengefasst und der Gruppe der Pflanzen mit Wildtyp-HR gegeniber gestellt (Tab. C-5;
Abb. C-27 / B). Dennoch erfolgte in der Kartierungspopulation der Mutante 222 die Isolation
einzelner F2-Pflanzen, denen ein im Vergleich zu pen2 eindeutig verstarkter HR-Phanotyp
zugeordnet werden konnte. Diese Pflanzen wurden zur Grobkartierung der Sekundarmutation 222
verwendet (siehe 3.6.7.2).
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P: Mutante 202 bzw. 222 Ler
pen2/pen2 PEN2/PEN2
b/b X B/B
. PEN2/pen2
F1:
starkerer HR-Phanotyp: pen2-abhangig
F1-
Gameten PEN2/B PEN2/b pen2/b pen2/B
PEN2/B PEN2/PEN2 | PEN2/PEN2 | PEN2/pen2 | PEN2/pen2
B/B B/b B/b B/B
PEN2/b PEN2/PEN2 | PEN2/PEN2 | PEN2/pen2 | PEN2/pen2 Genotypen
B/b b/b b/b B/b der F2-
PEN2/pen2 | PENZ2/pen2 pen2/pen2 pen2/pen2 .
pen2/b B/b b/b b/b B/b Generation
en2/B PEN2/pen2 | PENZ2/pen2 pen2/pen2 pen2/pen2
P B/B B/b B/b B/B
Segregation des HR-Phanotyps
Wildtyp-HR pen2-ahnliche HR starkere HR
12 3 1
Wildtyp-HR pen2-ahnliche und starkere HR
3 1
starkerer HR-Phanotyp: pen2-unabhéngig
F1-
Gameten PEN2/B PEN2/b pen2/b pen2/B
PEN2/B PEN2/PEN2 | PEN2/PEN2 | PEN2/pen2 | PEN2/pen2
B/B B/b B/b B/B
PEN2/PEN2 | PEN2/PEN2 | PEN2/pen2 | PEN2/pen2
PEN2/b Blb bib bib B/b Genotypen
PEN2/pen2 | PENZ2/pen2 pen2/pen2 pen2/pen2 G ti
pen2/b B/b bib bib B/b eneration
en2/B PEN2/pen2 | PEN2/pen2 | pen2/pen2 pen2/pen2
P B/B B/b B/b B/B
Segregation des HR-Phanotyps
Wildtyp-HR pen2-ahnliche HR starkere HR
3 4
pen2-ahnliche und starkere HR
9 7

Abb. C-27: Schema der Kreuzung der A. thaliana Mutanten 202 und 222 mit dem A. thaliana Okotyp
Ler. Dargestellt ist die Konstitution der Genotypen der P- und der resultierenden F1-Generation
(A) sowie der nach zufalliger Kombination der F1-Gameten zu erwartenden F2-Genotypen (B).
Die in der F2-Nachkommenschaft zu erwartende Segregation der HR-Phanotypen ist fir eine
angenommene pen2-Abhangigkeit (B, oben) bzw. fur eine pen2-Unabangigkeit (B, unten) des
starkeren HR-Phanotyps gezeigt. Grin markierte Felder entsprechen einer Wildtyp-HR,
hellorange markierte Felder entsprechen einer pen2-ahnlichen HR und orange markierte Felder
entsprechen einer starkeren HR.

(pen2: PEN2 mutiert, PEN2: PEN2 Wildtyp-Allel, b: Allel der Sekundarmutation 202 bzw. 222 mutiert, B:

Wildtyp-Allel der Sekundarmutation 202 bzw. 222)
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Um zu Uberprifen, ob die experimentell ermittelten Daten zur Segregation des HR-Phanotyps den
theoretisch zu erwartenden Verteilungen entsprechen, wurde die y*-Methode verwendet. Dabei ist
von einer, flr eine rezessive Vererbung angenommene Segregation des HR-Phanotyps von 3:1
(pen2-abhangig) bzw. von 9:7 (pen2-unabhangig) fur Pflanzen mit Wildtyp-HR zu Pflanzen mit
starkerer HR, d. h. Pflanzen, die mindestens eine pen2-ahnliche HR zeigen, ausgegangen worden
(Abb. C-27 / B).

Nach P. infestans-Inokulation der Kartierungspopulation der Mutante 222 wurde die Segregation
des HR-Phanotyps von 3:1 fir Pflanzen mit einer Wildtyp-HR zu Pflanzen mit einer pen2-ahnlichen
und starkeren HR beobachtet, was darauf hindeutet, dass der im Vergleich zu pen2 starkere HR-
Phanotyp in der Mutante 222 von einer Mutation in PEN2 abhangig ist (Tab. C-5). Die Analyse des
HR-Phanotyps in der F1- und F2-Nachkommenschaft der Kreuzung der Mutante 222 mit dem A.
thaliana-Okotyp Ler zeigt, dass die Mutation 222 durch ein einzelnes, zum Kerngenom gehdrendes
Gen vererbt wird.

In der Analyse des in der F1-Generation der reziproken Kreuzung der putativen Mutante 202 mit
dem A. thaliana-Okotyp Ler beobachteten HR-Phanotyps wurde ebenso eine Komplementation
des Mutanten-Phanotyps nach P. infestans-Inokulation beobachtet, d. h. alle untersuchten F1-
Pflanzen zeigten eine Wildtyp-HR (Daten nicht gezeigt). Daraus kann geschlossen werden, dass
der HR-Phanotyp in der Mutante 202 ebenso kernkodiert vererbt wird.

Die Untersuchung der Segregation des HR-Phanotyps nach P. infestans-Infektion in der F2-
Nachkommenschaft dieser Kreuzung zeigt, dass keine der aufgestellten Hypothesen (3:1 bzw. 9:7)
bestatigt werden kann. Die beobachtete Anzahl von Pflanzen mit einer mindestens pen2-ahnlichen
HR lag deutlich unter der fiir eine angenommene Aufspaltung von 3:1 oder 9:7 fir Pflanzen mit
Wildtyp-HR zu Pflanzen mit mindestens pen2-ahnlicher HR zu erwartenden Anzahl von Pflanzen
(Tab. C-5). Die Segregationsanalyse des HR-Phanotyps in der Kartierungspopulation der Mutante
202 lasst daher keine Aussage Uber die Abhangigkeit des HR-Phanotyps von pen2 ableiten.
Ebenso kann nicht ausgeschlossen werden, dass der starkere HR-Phanotyp der Mutante 202
durch zusatzlich zur Sekundarmutation 202 vorhandene Mutationen verursacht wird.

Desweiteren wurde beobachtet, dass der grofite Teil der Pflanzen mit einem im Vergleich zu pen2
starkeren HR-Phanotyp nach P. infestans-Infektion auch den in Tab. C-4 beschriebenen
morphologischen Phanotyp der Mutante 202 zeigt. Demnach scheint fir den morphologischen
Phanotyp der Mutante 202 eine weitere Mutation verantwortlich zu sein, die gekoppelt mit der
Sekundarmutation 202 vererbt wird.

Es ist daher denkbar, dass es, bedingt durch eine Kopplung des morphologischen und des HR-
Phanotyps in der Mutante 202, in der F2-Generation vermehrt zu Kleinwlchsigkeit von Pflanzen
mit einer starkeren HR kommt. Da wahrend der Vereinzelung der 10 - 14 Tage alten Keimlinge der

Kartierungspopulation kleinere oder jingere Pflanzen weniger Berlicksichtigung finden, kénnte es
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so zu einer Unterreprasentierung von Pflanzen mit starkerer HR in der F2-Nachkommenschaft mit

den oben beschriebenen Folgen kommen.

Tab. C-5: Analyse des HR-Phanotyps nach P. infestans-Infektion in der F1- und F2-
Nachkommenschaft der Kreuzung der A. thaliana-Mutanten 202 und 222 mit dem A.
thaliana-Okotyp Ler. Dargestellt ist der in der F1-Generation beobachtete HR-Phanotyp sowie
die Segregation des HR-Phanotyps in der F2-Generation. Die beobachtete Anzahl von Pflanzen
eines Phanotyps ist der fir eine angenommene Aufspaltung des HR-Phanotyps von 3:1 bzw.
9:7 zu erwartenden Anzahl von Pflanzen gegenuber gestellt.

Segregation des HR-Phénotyps (Mutante 202)
F1 F2
N =16 N = 1072 y°
. 1 . 1 pen2-ahnliche und
Wildtyp-HR Wildtyp-HR starkere HR
16 beobachtet 872 200
erwartet 23,0
(3:1)2 804 268 (P< 0’05)3
erwartet 2743
(9:7)? 603 469 (P < 0,05)°
Segregation des HR-Phanotyps (Mutante 222)
F1 F2
N =23 N =738 y°
. 1 . 1 pen2-ahnliche und
Wildtyp-HR Wildtyp-HR starkere HR
23 beobachtet 545 193
erwartet 0,5
(3:1)2 553,5 184,5 (P = 0,05)°
erwartet 93,0
(9:7Y? 4151 322,9 (P < 0,05)°

HR, welche sich deutlich von der pen2-ahnlichen HR unterschied.

3.6.7.2

Grobkartierung der Sekundarmutation 222

Pflanzen mit dem Phanotyp Wildtyp-HR zeigten keine sichtbare HR oder in Einzelfallen eine schwache

Die angenommene Segregation des HR-Phanotyps fir Pflanzen mit Wildtyp-HR zu Pflanzen mit pen2-
ahnlicher und starkerer HR nach P. infestans-Infektion.
Irrtumswahrscheinlichkeit (P) ermittelt fir einen Freiheitsgrad (f = 1)

Zur groben Kartierung der Sekundarmutation 222 erfolgte die Selektion von Pflanzen aus der F2-

Nachkommenschaft von Kreuzungen der Mutante 222 mit dem A. thaliana Okotyp Ler mit einer im

Vergleich zu pen2 starkeren HR nach P. infestans-Infektion, d. h. von Mutanten in denen die

Sekundarmutation 222 putativ homozygot vorlag (siehe 3.6.7.1). Die Analyse des HR-Phanotyps in

der F2-Generation zeigte, dass hinsichtlich der starkeren Nekrotisierung groRere Variabilitaten zu

beobachten waren (Daten nicht gezeigt). Um den in den selektierten F2-Pflanzen beobachteten

HR-Phanotyp zu bestatigen, wurde die F3-Generation dieser Pflanzen erneut mit P. infestans

inokuliert. Fir 21 Linien konnte dabei der HR-Phanotyp nach Auswertung eines Experiments
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bestatigt werden. Diese bestatigten Linien wurden zur Grobkartierung der Sekundarmutation
verwendet. In einem weiteren Experiment sind jedoch Schwankungen in der Auspragung des HR-
Phanotyps einzelner Linien beobachtet wurden (Daten nicht gezeigt). Da diese Linien jedoch in
einem Experiment den starkeren HR-Phanotyp zeigten, wurde angenommen, dass die
Sekundarmutation 222 homozygot vorlag bzw. dass die in einem Experiment beobachtete
Schwankung in der Auspragung des HR-Phanotyps auf die vorhandene biologische und
experimentelle Variabilitat zurtickzufihren ist.

Die PCR-basierte Genotypisierung der selektierten Linien mit pen2-spezifischen Oligonukleotiden
zeigte, dass alle untersuchten Linien fiir die Mutation pen2 homozygot sind und bestatigt daher die
pen2-Abhangigkeit des starkeren HR-Phanotyps der Mutante 222 (Daten nicht gezeigt, Tab. C-5).
Um den Ort der Mutation 222 relativ zur Position bereits bekannter Marker zu kartieren, wurde die
Analyse der Segregation unterschiedlicher SSLP-Marker in den bestatigten Linien durchgefiihrt
(Tab. C-6). Je nach der Verflugbarkeit der DNA, erfolgte diese Untersuchung mit 9 - 21 Linien. Die
dabei ermittelte Rekombinationsfrequenz von 31 — 38 % zwischen dem Ort der Sekundarmutation
222 und den Loci, die mit den untersuchten SSLP-Markern des Chromosoms 3 assoziieren, liefert
erste Hinweise darauf, dass die Sekundarmutation 222 auf Chromosom 3 lokalisiert ist (Tab. C-6).
Die ermittelte Rekombinationsfrequenz zwischen den untersuchten Loci auf den Chromosomen 1,
2, 4 und 5 und dem Ort der Mutation 222 betrug im Gegensatz dazu mindestens 45 % was darauf
hindeutet, dass keine Kopplung der entsprechenden Marker und der Sekundarmutation 222
vorhanden ist (Tab. C-6). Eine Ausnahme stellt der mit dem SSLP-Marker NGA8 assoziierte Lokus
auf dem oberen Arm von Chromosom 4 dar. Die Rekombinationsfrequenz zwischen diesem Lokus
und dem Ort der Sekundarmutation 222 liegt in einem Bereich von 42 - 58 %. Dieser Bereich
ergibt sich daraus, dass die Analyse der Segregation des SSLP-Markers NGAS8 in einigen Linien
eine Unterscheidung der heterozygoten Konstitution (Col-0/Ler), die einer Rekombinationsfrequenz
von 42 % entspricht, von der homozygoten Konstitution (Ler/Ler), die einer
Rekombinationsfrequenz von 58 % entspricht, nicht eindeutig erlaubte (Daten nicht gezeigt).
Desweiteren zeigt die Kopplungsanalyse, dass in keiner der untersuchten Linien ein
Rekombinationsereignis an dem mit dem pen2-gekoppelten SSLP-Marker BIO2 assoziierten Lokus
auf Chromosom 2 stattfindet. Alle untersuchten Linien sind daher an diesem Ort homozygot flr
Col-0. Als moglicher Ort der Sekundarmutation 222 kann der untere Arm des Chromosoms 2
jedoch ausgeschlossen werden, da eine Kopplung der Sekundarmutation 222 und pen2 zu einer
Aufspaltung des HR-Phanotyps in der Kartierungspopulation von Pflanzen mit Wildtyp-HR zu
Pflanzen mit einer starkeren HR im Verhaltnis 3:1 fihren wirde. Es waren demnach bei einer
Kopplung beider Mutationen keine oder nur wenige Pflanzen mit pen2-ahnlicher HR bzw.
Uberwiegend Pflanzen mit starkerer HR in der Gruppe der Pflanzen mit pen2-ahnlicher und
starkerer HR zu erwarten. Obwohl die Gruppe der Pflanzen mit starkerer HR zur Analyse der

pen2-Abhangigkeit des starkeren HR-Phanotyps nicht getrennt betrachtet wurde (siehe 3.6.7.1;
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Tab. C-6), ist ein solches Segregationsmuster in der Kartierungspopulation nicht beobachtet

worden (Daten nicht gezeigt).

Tab. C-6: Grobkartierung der Sekundarmutation 222. Dargestellt ist das Ergebnis der SSLP-Marker-
basierten Grobkartierung der Sekundarmutation 222. Die Analyse erfolgte mit 9 - 21 putativ
homozygoten mutanten Linien aus der F2-Nachkommenschaft mehrerer, unabhangiger
Kreuzungen der Mutante 222 mit dem A. thaliana Okotyp Ler. Die Rekombinationsfrequenz
stellt die Haufigkeit mit der ein Rekombinationsereignis zwischen zwei Loci auftritt dar und
wurde fir unterschiedliche Loci bezogen auf den Ort der Mutation 222 ermittelt.

Chromosom SSLP- Position Allele Allele Allele Rekombinations-
Marker (Mbp) (gesamt) (Col-0) (Ler) frequenz (%)
1 EAT1 1,4 20 6 14 70 %
1 NGA248 9,9 18 7 11 61 %
1 NGA280 20,9 22 11 11 50 %
1 ATPASE 28,5 20 11 9 45 %
2 PLS6 9,3 20 7 13 65%
2 BIO2 18,0 20 20 0 0%
3 NGA162 4.6 40 25 15 37 %
3 T6H20 16,0 42 29 13 31 %
3 F24M12TGF 19,1 42 27 15 36 %
4 NGAS8 5,6 26 15/11 11/15 42-58 %
4 CIW7 11,5 20 7 13 65 %
4 NGA1139 16,4 22 9 13 59 %
5 NGA225 1,5 20 9 11 55 %
5 NGA139 8,4 20 10 10 50 %
5 CIW9 17,1 20 9 11 55 %
5 CIW10 24,5 18 5 13 72%

Die Analyse der Segregation weiterer SSLP-Marker des Chromosoms 3 in den bestatigten
mutanten Linien zeigt, dass die starkste Kopplung im Bereich des unteren Arms von Chromosom 3
erfolgt (Tab. C-7). Die dabei ermittelte geringste Rekombinationsfrequenz betragt 23,8 % (SSLP-
Marker CIW4). Die festgestellte Haufigkeit fir Rekombinationsereignisse in dieser Region wird auf
11,1 % reduziert, wenn zur Analyse der Rekombinationsfrequenz die Linien, die in einem zweiten
Experiment einen nicht eindeutig verstarkten HR-Phanotyp (Linien 40, 83 und 108; Tab. C-7)
zeigten und daher madglicherweise nicht homozygot fir die Sekundarmutation 222 sind, nicht
einbezogen werden (Daten nicht gezeigt). Es ist demnach anzunehmen, dass die
Sekundarmutation 222 auf dem Chromosom 3 lokalisiert ist, wobei die starkere Kopplung des
SSLP-Markers CIW4 einen Hinweis dafur liefert, dass die Sekundarmutation 222 auf dem unteren
Arm von Chromosom 3 lokalisiert ist.

Es ist jedoch auffallend, dass die Linien 13, 42 und 105 in der Region des SSLP-Markers CIW4
nicht homozygot fur Col-0 sind, obwohl der in einem Experiment bestatigte starkere HR-Phanotyp
auf eine homozygote Konstitution in der Nahe der Sekundarmutation 222 schlieRen Iasst. Es ist
ebenso darauf hinzuweisen, dass scheinbar in einigen Linien ungewodhnlich viele
Rekombinationsereignisse stattfinden, was ein Hinweis dafur sein kdnnte, dass es sich hierbei um
Regionen mit erhdhter Rekombinationsfrequenz handelt (Tab. C-7). Zur Untersuchung eines

solchen Zusammenhangs bzw. um eine Fehlinterpretation des HR-Phanotyps auszuschlielRen, ist
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jedoch die nochmalige Absicherung der beobachteten HR-Phanotypen sowie die Analyse weiterer

Linien notwendig.

Tab. C-7: Grobkartierung der Sekundarmutation 222. Dargestellt ist das Ergebnis der
Segregationsanalyse von unterschiedlichen SSLP-Markern des Chromosoms 3. Die Analyse
erfolgte mit 9 - 21 putativ homozygoten mutanten Linien aus der F2-Nachkommenschaft von
mehreren, unabhangigen Kreuzungen der Mutante 222 mit dem A. thaliana Okotyp Ler, deren
HR-Phanotyp in einem Experiment bestatigt wurde (der HR-Phanotyp der Linien 40, 83 und 108
war in einem zweiten Experiment nicht eindeutig verstarkt).

SSLP-Marker Chromosom 3

NGA | NGA GAP F1P2 | SORB F2aM1
| U7z | Tez |NT204 | e | SET | a0 | T IR [ SSRC [ cwa | o | Neas
Linie Position (Mbp)

0,8 4,6 5,6 9,8 10,3 16,0 17,5 18,2 18,9 19,6 23,0

5 CL CL CL CL CC CL CL CL CcC CL n.e.
8 CC CC CC CC CC CC CC CC CC CL CL
13 CL CC CC CC CC CL CL CL CL CL LL
39 CL CL CL CC CC CC CC CC CC CC CL
41 LL CL CL CC CC CL CC CC CC CC CC
42 CL CL CC CL CL CC CL CL LL LL LL
70 LL LL CL CL CL CC CC CC CC CC CC
72 CL CL CL CC CC CC CC CC CC CC CL
77 LL CL CL CL CL CC CC CC CC CC CL

83 CL CL CL CL CL CL LL LL LL LL LL
100 LL CcC CC LL LL LL LL LL cC CL n.e.
105 CC CC CC CL CL CL CL CL CL CL n.e.
142 CC CL LL LL CL CL CL CL cC CL n.e.
25 n.e. CC CC CL CL CL CL CL CC CC n.e.
27 n.e. LL LL LL LL CcC cC CC cC CcC n.e.
40 n.e. CL LL LL CL CL LL LL LL LL n.e.

63 n.e. CC CC CC CC CcC CC CC CC CC n.e.

75 n.e. CL CL CL CL CL CL CL cC CL n.e.

102 n.e. CC CC CC CC CC CC CC CC CC n.e.

108 n.e. CL LL LL LL LL LL LL LL LL n.e.

112 n.e. n.e. LL CcC CcC cC CC CcC cC CC n.e.

54 37,5 42,8 42,8 35,7 30,9 35,7 35,7 23,8 35,7 50,0
Rekombinationsfrequenz (%)

n.e. (nicht ermittelt)

3.6.7.3 HR-Phanotyp der Doppelmutante 202 / 222 im pen2-Hintergrund nach Phytophthora

infestans-Inokulation

Um einerseits einen moglichen additiven Effekt der Doppelmutation 202 / 222 im pen2-Hintergrund
auf die Resistenz gegen P. infestans und andererseits einen Allelismus der Mutationen 202 und
222 zu untersuchen, erfolgte die Kreuzung der Mutanten 202 und 222. Alle untersuchten Pflanzen
der F1-Nachkommenschaft zeigten nach P. infestans-Inokulation eine pen2-ahnliche HR (Tab. C-
8). Die Komplementation des im Vergleich zu pen2 starkeren HR-Phanotyps der Mutanten 202 und
222 in der F1-Generation deutet darauf hin, dass die Mutationen 202 und 222 in unterschiedlichen

Genen lokalisiert sind. Desweiteren ist daraus abzuleiten, dass sowohl die Sekundarmutationen
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202 als auch 222 rezessiv vererbt werden, da die in der F1-Generation vorliegende heterozygote
Konstitution beider Mutationen im homozygoten pen2-Hintergrund nicht zu einem starkeren HR-
Phanotyp fuhrt. Nach P. infestans-Inokulation der F2-Nachkommenschaft wurde die beobachtete
Segregation der pen2-adhnlichen HR und der starkeren HR mittels y*>-Methode tberpriift (Tab. C-8).
Fir eine dihybride Kreuzung mit rezessiver Auspragung der mutanten Allele wurde eine
Aufspaltung von 9:7 fir Pflanzen mit einer pen2-ahnlichen HR zu Pflanzen mit einer starkeren HR
erwartet. Die in der F2-Generation ermittelte Anzahl von Pflanzen beider Phanotypen entsprach
dabei nicht der fir eine Segregation von 9:7 zu erwartenden Anzahl von Pflanzen (Tab. C-8). Es ist
jedoch auch hier zu erwarten, dass Pflanzen, die homozygot fir die Mutation 202 sind in der
untersuchten  Population  unterrepresentiert sind und daher moglicherweise das
Aufspaltungsmuster verandern (siehe 3.6.7.1). Desweiteren ist anzunehmen, dass aufgrund der
schwachen Verstarkung des HR-Phanotyps in Pflanzen, die homozygot flir die Mutation 222 sind,
nicht der Gruppe der Pflanzen mit starkerer HR sondern der Gruppe der Pflanzen mit pen2-
ahnlicher HR zugeordnet wurden. Eine solche falsche Zuordnung der HR-Phanotyps koénnte
jedoch auch aufgrund der verwendeten mittleren P. infestans-Sporenkonzentration (1 x 10° / ml)
erfolgt sein. Pflanzen mit einem eindeutig davon abweichenden Phanotyp wurden nicht
beobachtet, so dass angenommen werden kann, dass die Kombination der Mutationen 202 und
222 im pen2-Hintergrund zu keiner im Vergleich zur Mutante 202 oder 222 weiteren Verstarkung

des HR-Phanotyps nach P. infestans-Infektion fihrt.

Tab. C-8: Analyse des HR-Phdnotyps nach P. infestans-Infektion in der F1- und F2-
Nachkommenschaft der Kreuzung der A. thaliana-Mutante 202 mit der A. thaliana-
Mutante 222. Dargestellt ist die beobachtete Anzahl der Pflanzen mit pen2-ahnlicher HR sowie
die beobachtete Anzahl der Pflanzen mit starkerer HR, wobei die fiir eine angenommene
Aufspaltung des HR-Phanotyps von 9:7 zu erwartende Anzahl von Pflanzen gegeniber gestellt
ist.
Segregation des HR-Phénotyps (Doppelmutante 202 / 222)
F1 F2
N =18 N =538 X2
pen2-dhnliche HR pen2-ahnliche HR starkere HR
18 beobachtet 357 180
erwartet 22,8
©:7)’ 302,6 2354 (P < 0,05)?

7

starkerer HR nach P. infestans-Infektion
Irtumswahrscheinlichkeit (P) ermittelt fir einen Freiheitsgrad (f = 1)

angenommene Segregation des HR-Phanotyps fiir Pflanzen mit pen2-ahnlicher HR zu Pflanzen mit
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3.6.8 Untersuchung der Resistenz der putativen Mutanten gegen unterschiedliche nekrotrophe

Phytopathogene

3.6.8.1 Analyse der Interaktion mit Alternaria brassicicola

Die Beurteilung des Resistenzstatus erfolgte durch Beobachtung der makroskopisch sichtbaren
Reaktionen 5 Tage nach der Infektion sowie durch lichtmikroskopische Analyse nach Trypan-Blau-
Farbung von A. brassicicola-infizierten Blattern (Abb. C-28).

Zur Untersuchung der Interaktion mit dem nekrotrophen Pathogen A. brassicicola erfolgte die
Inokulation von Blattern mit 10 pl einer A. brassicicola-Sporensuspension (5 x 10° / ml). Nach A.
brassicicola-Inokulation wurden auf infizierten Blattern von gll und pen2 keine Nekrotisierungen
oder Krankheitssymptome beobachtet werden (Abb. C-28/ A-B). Bei den in Abb. C-28 (A-B)
sichtbaren dunkleren Bereichen innerhalb der Infektionsstellen handelt es sich um nicht gekeimte
Sporen des A. brassicicola-Inokulums. Die Inokulation der putativen Mutanten 242 und 272 fahrte
jedoch 5 Tage nach A. brassicicola-Infektion zu einer starken Nekrosebildung sowie zur Chlorose
in den infizierten Blattern (Abb. C-28 / G-H). Dabei war zu beobachten, dass die reagierenden
Blattbereiche sich Uber die Primarinfektionsstelle hinaus ausweiteten (Abb. C-28 / G-H). Weiterhin
wurde gezeigt, dass Blatter der Mutante 202 und der putativen Mutante 303 nach A. brassicicola-
Inokulation im Gegensatz zu pen2 mit einer HR reagieren (Abb. C-28 / C, |). Die Nekrosen der
Mutante 202, die bereits 3 Tage nach A. brassicicola-Inokulation zu beobachten waren (Daten
nicht gezeigt) sind jedoch schwacher ausgepragt als die Nekrosen in der putativen Mutante 303
(Abb. C-28 / C, I). Die Phanotypen weiterer untersuchter putativer Mutanten nach A. brassicicola-
Infektion sind in Tab. C-9 dargestellt.

Die lichtmikroskopische Analyse des infizierten und mit Trypan-Blau gefarbten Blattmaterials zeigt,
dass in pen2 und gll nahezu keine hypersensitiv reagierenden Zellen, als Reaktion auf das
eindringende Pathogen, zu beobachten sind (Abb. C-28 / D-E). Einzelne A. brassicicola-Sporen
sind jedoch in der Lage zu keimen und kurze nichtinvasive Hyphen zu entwickeln (Abb. C-28 / D-
E). Es ist demnach davon auszugehen, dass die Auspragung der Resistenz in A. thaliana gegen A.
brassicicola unabhangig von PEN2 ist.

Im Gegensatz dazu wurde durch die lichtmikroskopische Analyse von infiziertem Blattmaterial der
putativen Mutanten 242 und 272 ein stark verzweigtes sekundares Hyphenwachstum von A.
brassicicola beobachtet (Abb. C-28 / K-L). Die Abb. C-28 (K-L) verdeutlicht auRerdem die
interzellulare Ausbreitung der A. brassicicola-Hyphen uber die Primarinfektionsstelle hinaus. Nach
einer Inkubation von 11 Tagen wurde in infiziertem Blattmaterial der putativen Mutanten 242 und
272 die Sporulation von A. brassicicola beobachtet, was auf den Verlust der Resistenz gegen A.
brassicicola hindeutet (Abb. C-28 / N-O).
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Abb. C-28: Veranderte Resistenz gegen A. brassicicola MUCL20297 in unterschiedlichen putativen
A. thaliana Mutanten. Voll entwickelte Rosettenblatter von ca. 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-
Pflanzen wurden mit 10 pl einer A. brassicicola—Sporensuspension (5 x 10° / ml) inokuliert und
5 (A-M) oder 11 Tage (N-O) bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die
lichtmikroskopische Analyse erfolgte nach Farbung von infiziertem Blattmaterial mit Trypan-
Blau. Dargestellt sind jeweils drei reprasentative Blatter bzw. typische Infektionsorte.

A-C | G-I: infizierte Blatter von gl1 (A), pen2 (B) und den putativen Mutanten 202 (C), 242 (G),
272 (H) sowie 303 (1) nach A. brassicicola-Infektion

D-F / K-M: Ubersichtsaufnahmen von infiziertem Blattgewebe in gll (D), pen2 (E) und den
putativen Mutanten 202 (F), 242 (K), 272 (L) sowie 303 (M) nach Trypan-Blau-
Farbung (DIC-Mikroskopie)

N-O: Detailaufnahmen von infiziertem Blattgewebe der putativen Mutanten 242 (N) und
272 (O) nach Trypan-Blau-Farbung (DIC-Mikroskopie) Sp, Spore (Maf3stab: 100 pm)

Aufgrund der Tatsache, dass die putativen Mutanten 242 und 272 eine veranderte Resistenz

gegen zwei phylogenetisch entfernte Pathogene zeigen, ist es denkbar, dass die mit den
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Sekundarmutationen 242 und 272 korrespondierenden Gene fir generelle Faktoren in der
Pathogenresistenz in A. thaliana kodieren.

Die lichtmikroskopische Analyse von infiziertem Blattmaterial der Mutante 202 und der putativen
Mutante 303 zeigt, dass es an den meisten Interaktionsorten zu einem hypersensitiven Zelltod als
Reaktion auf das eindringende Pathogen kommt (Abb. C-28 / F, M). Der Zelltod in der Mutante 202
scheint jedoch, im Gegensatz zur putativen Mutante 303, auf kleinere Zellgruppierungen
beschrankt zu sein (Abb. C-28 / F). Ein weiteres Hyphenwachstum oder Sporulation von A.

brassicicola wurde in der Mutante 202 und der putativen Mutante 303 nicht beobachtet.

Tab. C-9: Untersuchung der Abwehrreaktionen unterschiedlicher putativer A. thaliana Mutanten
nach Infektion mit den nekrotrophen Pathogenen A. brassicicola und B. cinerea.
Dargestellt ist eine Ubersicht der nach Infektion mit A. brassicicola bzw. B. cinerea
beobachteten Phanotypen.

Referenz A. brassicicola B. cinerea
gll keine HR HR
pen2 keine HR HR
putative Mutante

190 HR + Chlorose HR

202 schwache HR' schwache HR?
222 keine HR Lasionen + Chlorose
242 sek. Hyphenwachstum / Sporulation HR

266 keine HR HR

272 sek. Hyphenwachstum / Sporulation Lasionen + Chlorose
303 HR + Chlorose Lasionen + Chlorose

" HRist deutlich schwacher ausgepragt als in den putativen Mutanten 190 und 303 und ist bereits 3 Tage
nach der Infektion zu beobachten.

2 HRist deutlich schwacher ausgepragt als in pen2 und den putativen Mutanten 190, 242 und 266

3.6.8.2 Analyse der Interaktion mit Botrytis cinerea

Um die Resistenz der unterschiedlichen putativen Mutanten gegen B. cinerea, einem nekrotrophen
Phytopathogen mit breitem Wirtsspektrum zu untersuchen, erfolgte die Inokulation von Blattern mit
einer B. cinerea-Konidiosporensuspension (5 x 10° / ml). Nach einer Inkubation von 3 Tagen bei
100 % relativer Luftfeuchtigkeit wurde der Resistenzstatus durch Beobachtung der Nekrotisierung
bzw. der Krankheitssymptome infizierter Blatter beurteilt.

Die nach B. cinerea-Infektion in Blattern von gll und pen2 beobachteten Nekrosen waren in beiden
Genotypen vergleichbar (Abb. C-29 / A-B). Demnach scheint die Auspragung der Resistenz von A.
thaliana gegen B. cinerea unabhangig von PEN2 zu sein.

Im Gegensatz dazu waren die Nekrosen in infizierten Blattern der Mutante 202 schwacher
ausgepragt (Abb. C-29 / C). Die fir diese Mutante beschriebene Kkonstitutive PDF1.2-
Genexpression (siehe 3.6.6) korreliert daher mit einer reduzierten Nekrotisierung, d. h. mit einer

erhohten Resistenz nach B. cinerea-Infektion.

89



C Ergebnisse

Aus Abb. C-29 (D-F) geht auRerdem hervor, dass die B. cinerea-Infektion von Blattern der Mutante
222 und der putativen Mutanten 272 und 303 im Gegensatz zu pen2 zu einer deutlichen
Verstarkung der Nekrosen bis hin zu wassrigen Lasionen mit chlorotischen Randbereichen flihrt.
Desweiteren ist eine Ausbreitung der Lasionen Uber den Bereich der Primarinfektion hinaus zu
beobachten (Abb. C-29 / D-F). 10 Tage nach der B. cinerea-Infektion sind die inokulierten Blatter
der Mutante 222 und der putativen Mutanten 272 und 303 weitgehend abgestorben (Daten nicht
gezeigt). Die Phanotypen weiterer untersuchter, putativer Mutanten nach B. cinerea-Infektion sind
in Tab. C-9 dargestellt. Nach Untersuchung der Resistenz der putativen Mutanten sowie der
Mutanten 202 und 222 gegen A. brassicicola und B. cinerea kann aufgrund der beobachteten
Phanotypen angenommen werden, dass es sich bei allen Sekundarmutationen um Mutationen
unterschiedlicher Gene handelt.

Abb. C-29: Verdnderte Resistenz gegen B. cinerea in unterschiedlichen putativen A. thaliana
Mutanten. Voll entwickelte Rosettenblatter von ca. 4 - 5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen
wurden mit 10 yl einer B. cinerea—Sporensuspension (5 x 10° / ml) inokuliert und 3 Tage bei
100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Dargestellt sind jeweils drei reprasentative Blatter.

A-F: infizierte Blatter von gl1 (A), pen2 (B) sowie den putativen Mutanten 202 (C), 222 (D), 272
(E) und 303 (F) 3 Tage nach B. cinerea-Infektion
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D Diskussion

1 Charakterisierung des Nichtwirts-Pathosystems Arabidopsis thaliana-Phytophthora

infestans

Eine Mutation in PEN2 fiihrt zu erhohter Penetrations-Haufigkeit sowie zu potenzierten

Abwehrreaktionen nach P. infestans-Infektion.

Der hypersensitive Zelltod, als eine Komponente der HR, ist eine haufig beobachtete
Abwehrreaktion in der Pflanze-Pathogen-Interaktion, welche an der Auspragung der Resistenz
sowohl in Wirts-Pathosystemen als auch in Nichtwirts-Pathosystemen beteiligt ist (Staskawicz et
al., 1995; Dangl et al, 1996; Kamoun et al., 1999; Vleeshouwers et al., 2000; Heath, 2000). Es wird
grundsatzlich angenommen, dass die Zelltod-Reaktion eine effektive Abwehr gegen biotrophe
Phytopathogene darstellt (McDowell & Dangl, 2000; Glazebrook, 2005; Oliver & Ipcho, 2004). Im
Gegensatz dazu scheint der Zelltod jedoch flir nekrotrophe Pathogene ein Virulenzfaktor zu sein,
welcher notwendig ist um anfallige Pflanzen zu besiedeln (Thomma et al., 2001).
Die zytologische Analyse P. infestans-infizierter und Trypan-Blau-gefarbter Blatter in gll zeigte,
dass es an den meisten Interaktionsorten zu einem effektiven Abstoppen der eindringenden
Hyphen ohne Beteiligung einer HR kommt (Abb. C-6). Nur in Einzelfallen reagieren infizierte
Epidermiszellen in gl1 mit einer HR bzw. mit hypersensitivem Zelltod. Die makroskopische Analyse
infizierter Blatter von gl1 deutet ebenso auf eine Resistenzauspragung ohne mafgebliche
Beteiligung einer HR hin (Abb. C-1). Demnach scheint die hypersensitive Reaktion fir die
Auspragung der Nichtwirtsresistenz in der Interaktion mit P. infestans eine untergeordnete Rolle zu
spielen. Im Gegensatz dazu wird in Huitema et al. (2003; 2004) und Kamoun (2001) fir das
Pathosystem A. thaliana — P. infestans die HR infizierter Epidermiszellen als typische
Abwehrreaktion beschrieben. An dieser Stelle ist zu erwahnen, dass in den Arbeiten von Huitema
et al. im Unterschied zu dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten P. infestans-Isolat CRA208
das wahrscheinlich virulentere Isolat 90128 verwendet wurde.
Den Untersuchungen von Huitema et al. (2003; 2004) und Kamoun (2001) entsprechend erfolgte
in dem von Mysore & Ryu (2004) vorgeschlagenen Modell zur Klassifizierung der
Nichtwirtsresistenz eine Zuordnung dieses Pathosystems zum Typ Il, d. h. zu Nichtwirts-
Interaktionen, die durch eine sichtbare HR (Nekrose) gekennzeichnet sind. Die Nichtwirts-
Interaktionen, welche ohne sichtbare Symptome verlaufen werden danach dem Typ | zugeordnet.
Eine klare Einstufung des Pathosystems A. thaliana — P. infestans in einen der Nichtwirtsresistenz-
Typen | und Il erscheint jedoch schwierig, da die Auspragung des Nichtwirtsresistenz-Phanotyps
beispielsweise von der Virulenz des verwendeten P. infestans-Isolats oder von dem untersuchten
A. thaliana-Okotyp abhéngig sein kann. So zeigte die Analyse P. infestans-infizierter Blatter des A.
thaliana Okotyps Landsberg erecta sichtbare Nekrotisierungen der infizierten Bléatter, die jedoch
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nicht in infizierten Blattern des Okotyps Columbia nachzuweisen waren (Daten nicht gezeigt).
Ebenso ist anzunehmen, dass unterschiedliche Infektionsbedingungungen einen Einfluss auf die
Auspragung des Infektions-Phanotyps haben kénnen. Beispielsweise ist unter Nutzung hoher P.
infestans-Inokulum-Dichten auch in gll eine sichtbare schwache HR induzierbar (Daten nicht
gezeigt).

Durch mikroskopische und makroskopische Untersuchung der Zelltod-Reaktionen bzw. der
Nekrotisierungen in infizierten Blattern von pen2 wurde eine Beteiligung der HR an den
Abwehrreaktionen von A. thaliana gegen P. infestans gezeigt. Obwohl in einzelnen infizierten
Epidermiszellen in pen2 trotz erfolgreicher Penetration keine Zelltod-Reaktion beobachtet wurde,
ist davon auszugegehen, dass die erhohte Penetrations-Haufigkeit von P. infestans mit der
Potenzierung des hypersensitiven Zelltods in pen2 korreliert.

Die Tatsache, dass die Resistenzauspragung in infizierten Blattern von gl1 in Abwesenheit der HR
erfolgt, fihrt zu der Annahme, dass hauptsachlich praformierte Barrieren sowie HR-unabhangige
induzierbare Abwehrmechanismen eine Besiedlung von A. thaliana durch P. infestans effektiv
verhindern kénnen. In Ubereinstimmung damit deutete die zytologische Analyse infizierter Blatter
von gll1 auf eine Reihe von induzierten Abwehrreaktionen, wie beispielsweise
Zellwandauflagerungen (Papillen) sowie eine nachweisbare Akkumulation von
autofluoreszierenden Komponenten, H,O, und Kallose an den Orten der versuchten Penetration
hin (Abb. C-6; Abb. C-8 - C-10).

Die Bildung struktureller Barrieren, wie Zellwandauflagerungen, ist als eine wesentliche Ebene in
der Resistenzauspragung gegen phytopathogene Pilze beschrieben worden (Aist & Bushnell,
1991, Thordal-Christensen et al., 2000; Zeyen et al., 2002). So bilden Papillen als lokale
Zellwandauflagerungen die Grundlage der basalen Penetrationsresistenz  bzw. der
Nichtwirtsresistenz gegen Mehltaupilze in Gerste bzw. Arabidopsis (Collins et al., 2003; Schulze-
Lefert, 2004). Durch Identifizierung der funktionell homologen Syntaxine PEN1 in Arabidopsis und
ROR2 in Gerste, welche in Pathogen-induzierten Membranfusionsprozessen involviert sind, wurde
gezeigt, dass ein prinzipiell ahnlicher Mechanismus an der Auspragung von sowohl
Penetrationsresistenz als auch Nichtwirtsresistenz gegen Gerstemehltau beteiligt st
(Freialdenhoven et al., 1996; Collins et al., 2003).

Die zytologischen Untersuchungen der Interaktion A. thaliana — P. infestans deuten ebenso auf
eine grundlegende Funktion der Pathogen-induzierten Papillen-Formation in der
Resistenzauspragung dieses Nichtwirts-Pathosystems. Es wurde aber auch gezeigt, dass PEN1
offensichtlich keinen Effekt auf die Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans zu haben scheint (siehe
1.1 -1.3; C Ergebnisse).

Die Induzierung unterschiedlicher Abwehrreaktionen nach P. infestans-Infektion legt ebenso nahe,

dass eine Erkennung von P. infestans-assoziierten spezifischen Strukturen (PAMPSs) in
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Arabidopsis stattfindet. Inokulationen mit einer Losung, die Exudate der P. infestans-Zoosporen
jedoch keine Sporen enthielt, deuteten bereits darauf hin, dass fur eine solche Erkennung ein
direkter Kontakt mit P. infestans-Strukturen notwendig ist (L. Westphal, IPB Halle; personliche
Mitteilung). Es scheint daher, dass die von P. infestans sekretierten extrazellularen PAMPs nicht
fur eine Erkennung bzw. Auslosung von Abwehrreaktionen in Arabidopsis ausreichend sind. Dass
extrazellulare PAMPs aus Oomyzeten der Gattung Phytophthora in der Lage sind, komplexe
Abwehrreaktionen in Petersilie und Kartoffel auszulésen, wurde in Untersuchungen des schon
erwahnten Pep-13 gezeigt (NUrnberger et al., 1994; Brunner et al., 2002; Halim et al., 2004).
Desweiteren sind in der Literatur vor allem die bereits erwdhnten Elicitine von P. infestans und
anderer Phytophthora-Spezies beschrieben worden, welche als extrazellulare Proteine HR in
unterschiedlichen Nichtwirts-Pflanzen auslésen kénnen (Kamoun et al.,, 1998; Huitema et al.,
2005). Eine Beteiligung von Elicitinen an der Auslésung von Abwehrreaktionen in Arabidopsis
gegen P. infestans ist bisher jedoch noch nicht untrsucht worden. Ebenso sind extrazellulare
Mucin-ahnliche Proteine aus P. infestans-Appressorien erwdhnt worden, welche eine Funktion in
der Zellwand-Anhaftung der P. infestans-Sporen haben und daher potentielle PAMPs darstellen
konnen (Gornhardt et al., 2000).

Es ist aber auch bekannt, dass P. infestans-assoziierte Molekile in der Lage sind,
Abwehrreaktionen in Wirtspflanzen zu unterdriicken. Beispielsweise supprimieren Iésliche Glukane
von P. infestans in Kartoffel die Akkumulation von ROS und die Auspragung der HR (Doke, 1975).
Durch Analyse der Akkumulation von Kallose in infizierten Blattern von gl1 und pen2 wurde eine
Beteiligung der Kallose an den nach P. infestans-Infektion induzierten Zellwandauflagerungen
gezeigt (Abb. C-10). Es wurde bisher angenommen, dass Kallose am Aufbau physischer Barrieren
gegen eindringende Pathogene beteiligt ist und daher potentiell in der Lage ist, die Invasion
phytopathogener Organismen zu verhindern oder zu erschweren (Brown et al., 1989; Aist &
Bushnell, 1991; Donofrio & Delaney, 2001).

Jedoch deuten neuere Studien auch auf eine kontroverse Funktion der Kallose in der Pflanze-
Pathogen-Interaktion. So wurde in Arabidopsis gezeigt, dass der Verlust der Pathogen-
assoziierten Kallose-Akkumulation in der Mutante pmr4-1 (POWDERY MILDEW RESISTANCE4)
bzw. in einer transgenen Linie mit einer T-DNA-Insertion im Gen GSL5 (GLUCAN SYNTHASE-
LIKE5) zu einer breiten Resistenz gegen virulente Mehltaupilze fihrt (Nishimura et al., 2003;
Jacobs et al., 2003). Moglicherweise dient die Pathogen-induzierte Kallose-Akkumulation einer
Maskierung von Pathogen-assoziierten Elicitoren, was infolgedessen eine Ausldsung effizienter
Abwehrreaktionen im Wildtyp verhindert (Jacobs et al., 2003). Diskutiert wird aber auch ein durch
Kallose ermdglichter Schutz der eindringenden Pilze vor antimikrobiellen Substanzen der Pflanze.
Um den Einfluss der Papillen-assoziierten Kallose in der Nichtwirts-Interaktion A. thaliana — P.
infestans zu untersuchen, erfolgte die Analyse der Mutante pmr4-1 sowie der Doppelmutante

pmr4-1 pen2. Da der HR-Phanotyp der infizierten Mutante pmr4-1 vergleichbar mit dem infizierter
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Blatter des Wildtyps Col-0 ist und auch keine signifikante Veranderung des pen2-abhangigen HR-
Phanotyps in infizierten Blattern der Doppelmutante pmr4-1 pen2 beobachtet wurde, kann
angenommen werden, dass die Akkumulation von Kallose wahrscheinlich von untergeordneter
Bedeutung in der Auspragung der Nichtwirtsresistenz in Arabidopsis gegen P. infestans ist (Daten
nicht gezeigt).

In diesem Hintergrund erscheint eine Bedeutung der fir die Mutante pen2 gezeigten verstarkten
Kallose-Akkumulation nach P. infestans-Infektion fir die Nichtwirtsresistenz fraglich.
Méglicherweise erfolgt nach der (verstarkten) Pathogen-Erkennung in pen2 im Gegensatz zu gll
die Aktivierung eines breiten Spektrums von Abwehrmechanismen nach dem ,Alles-oder-Nichts“-
Prinzip, unabhangig von der Effizienz der einzelnen Abwehrreaktion.

Von Nishimura et al. (2003) wurde gezeigt, dass trotz des Verlustes der Papillen-assoziierten
Kallose eine im Vergleich zum Wildtyp nicht signifikant veranderte Papillen-Formation in infizierten
Blattern der Mutante pmr4-1 zu beobachten ist. Demnach erfolgt die Bildung der Papillen
unabhangig von einer Kallose-Auflagerung.

Einen Hinweis, welcher auf die Beteiligung phenolischer Verbindungen am Aufbau der Papillen-
Strukturen nach P. infestans-Infektion hindeutet, lieferte die Untersuchung der Akkumulation
autofluoreszierender Komponenten in infizierten Blattern von gl1 und pen2 (Abb. C-8). So wurde
gezeigt, dass sowohl in gl1 als auch in pen2 autofluoreszierende Komponenten in den
Zellwandauflagerungen unterhalb der Penetrationsorte akkumulieren (Abb. C-8). Es ist daher
denkbar, dass die am Aufbau der Papillen beteiligte Akkumulation phenolischer Verbindungen
hinreichend zum Aufbau effizienter Papillen-Strukturen ist. Eine Untersuchung der Akkumulation
von Kallose in den Papillen-Strukturen der Mutante pmr4-1 bzw. der Doppelmutante pmr4-1 pen2
nach P. infestans-Infektion ware jedoch noch erforderlich, um die Annahme einer moglichen

Kallose-unabhangigen Resistenzauspragung in der Interaktion mit P. infestans zu unterstitzen.

Hinweise flir eine Beteiligung des pflanzlichen Zytoskeletts sowie von zellularen Organellen an
Pathogen-induzierten dynamischen Prozessen wahrend der Interaktion A. thaliana — P. infestans
lieferten mikroskopische Analysen infizierter epidermaler Zellen. So wurde in einigen hypersensitiv
reagierenden Epidermiszellen, sowohl in gll als auch in pen2, eine veranderte granulare
Zytoplasma-Struktur in Reaktion auf das eindringende Pathogen beobachtet (Abb. C-6; Daten
nicht gezeigt). In diesem Zusammenhang sind sogenannte zytoplasmatische Aggregationen und
Neuordnungen innerhalb des Zytoskeletts der pflanzlichen Zelle als fruh sichtbare zellulare
Reaktionen auf virulente und avirulente Oomyzeten-Pathogene bereits beschrieben worden
(Takemoto et al., 2003, Holub & Cooper, 2004). Experimentelle Bestatigung der dynamischen
Reaktion des Zytoskeletts innerhalb der Interaktion von Pflanze und Pathogen liefert auch die von
Yun et al. (2003) demonstrierte Beteiligung von Aktin-Mikrofilamenten an der Auspragung der

Nichtwirtsresistenz in Arabidopsis gegen Weizenmehltau.
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Desweiteren deutet die Akkumulation von Vesikel-dhnlichen Strukturen und von Mitochondrien
unmittelbar am Ort der versuchten Penetration auf Pathogen-induzierte dynamische Prozesse in
der Zellperipherie (Abb. C-11).

Ebenso wurde in B. graminis-infizierten epidermalen Zellen aus Gerste gezeigt, dass es zur
Akkumulation von H,O,-beladenen Vesikeln unterhalb der Penetrationsstelle kommt und dass das
Auftreten solcher Vesikel in Korrelation zur Auspragung der Resistenz gegen Gerstemehltau steht
(Huckelhoven et al.,, 1999; Collins et al., 2003). Die Identifizierung von PEN1 verdeutlicht
interessanterweise, dass Vesikel bzw. Vesikelfusionsereignisse, auch in der Nichtwirtsresistenz
von Arabidopsis gegen B. graminis f. sp. hordei eine bedeutende Funktion haben (Collins et al.,
2003).

Ein weiteres Beispiel fur Pathogen-induzierter, dynamischer Prozesse stellt die Relokalisierung
zellularer Organellen zum Ort der Pathogenpenetration im Pathosystem A. thaliana — P. sojae dar,
von der angenommen wird, das sie eine Funktion beim Aufbau physischer und chemischer

Barrieren gegen eindringende Pathogene hat (Holub & Cooper, 2004).

Die Beurteilung der Penetrationsresistenz im Pathosystem A. thaliana — P. infestans erfolgte durch
Bonitur der Penetrations-Haufigkeit nach P. infestans-Infektion, d. h. durch Auszahlung penetrierter
und hypersensitiv reagierender Epidermiszellen in infizierten Blattern. Es wurde gezeigt, dass ein
Verlust der Genfunktion von PEN2 eine im Vergleich zu gl1 erhdhte Penetrations-Haufigkeit von P.
infestans zur Folge hat. Aufgrund der Penetrations-Anfalligkeit gegen weitere biotrophe und
nekrotrophe Nichtwirts-Pathogene kann angenommen werden, dass PEN2 wahrscheinlich an der
Resistenzauspragung gegen ein breites Pathogenspektrum beteiligt ist (Lipka et al., 2005; Dittgen,
2005). Aufgrund des gegenwartig noch unbekannten Substrats der Glykosyl-Hydrolase PEN2 kann
derzeit Uber den der PEN2-vermittelten Resistenz zugrunde liegenden Mechanismus keine
Aussage getroffen werden. Jedoch scheint die Funktion von PEN2 Teil eines nach
Pathogeninfektion induzierten, zentralen und unspezifischen Abwehrmechanismus in der

Zellperipherie zu sein (Lipka et al., 2005).

Die PR-Genexpression ist in pen2 nach Infektion mit P. infestans verstarkt.

Genexpressionsanalysen von Markergenen fur SA- bzw. JA/ET-abhangige Abwehrreaktionen
sollten zum  einen  Aufschluss Uber die Beteiligung von  unterschiedlichen
Signaltransduktionskaskaden an der Auspragung der Nichtwirtsresistenz in A. thaliana gegen P.
infestans geben. Zum anderen sollte eine mogliche Korrelation des in pen2 nach P. infestans-
Infektion beobachteten HR-Phanotyps mit einer mdglichen veranderten PR-Genexpression
untersucht werden.

Die Analyse der Genexpression zeigte eine frih nach Pathogeninfektion induzierte JA/ET-

abhangige PDF1.2-Expression, wahrend eine schwache Induzierung der SA-abhangigen PRI1-
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Expression in den spaten Phasen der Interaktion mit P. infestans zu beobachten war. Dieses
Genexpressionsmuster ist weitgehend in Ubereinstimmung mit der von Huitema et al. (2003) fur
das Pathosystem A. thaliana — P. infestans beschriebenen Genexpression, in der eine nach P.
infestans-Infektion signifikant induzierte Expression des JA/ET-abhangigen Markergens PDF1.2
gezeigt wurde.

Ein weiterer Hinweis fir eine mit der Aktivierung der JA/ET-abhangigen Abwehr assoziierte
Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans liefern DNA-microarray-basierte,
vergleichende Genexpressionanalysen (Huitema et al., 2003). So wurde durch Analyse der nach
JA-Behandlung bzw. nach P. infestans-Infektion veranderten Genexpression gezeigt, dass in
groRen Teilen Ahnlichkeiten hinsichtlich der beobachteten Genexpressionsmuster existieren
(Huitema et al., 2003).

Untersuchungen der Genexpression in Nichtwirts-Interaktionen von Arabidopsis und biotrophen
Mehltaupilzen deuteten auf Unterschiede in der Induzierbarkeit der JA/ET-regulierten Abwehr. So
zeigte Zimmerli et al. (2004) in Analogie zu Huitema et al. (2003) eine Korrelation von
Nichtwirtsresistenz und Induzierung JA/ET-abhangiger Abwehrmechanismen in der Interaktion mit
Gerstemehltau. Vergleichende Expressionsstudien in Nichtwirts- und Wirts-Interaktionen zeigten,
dass virulente Mehltaupilze offenbar in der Lage sind, JA/ET-vermittelte Abwehrreaktionen zu
supprimieren bzw. die Fahigkeit besitzen, die Auslésung dieser zu vermeiden.

Hinweise, welche diese Annahme unterstitzen, lieferte die Beobachtung, dass ektopische
Aktivierung des JA/ET-vermittelten Signaltransduktion zur Resistenz gegenlber virulenten
biotrophen Pathogenen fihrte (Zimmerli et al., 2004).

Obwohl die Studien eine praferenzielle Aktivierung der JA/ET-vermittelten Abwehr in der
Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis gegen B. graminis belegen, zeigten JA/ET-
Signaltransduktionsmutanten nach B. graminis-Infektion Wildtyp-ahnliche Phanotypen (Zimmerli et
al., 2004). In Ubereinstimmung damit scheint die JA/ET-vermittelte Abwehr in der Nichtwirts-
Interaktion von Arabidopsis mit Weizenmehltau keine signifikante Bedeutung zu haben (Yun et al.,
2003).

Die Untersuchung der Expression von PR1 und PDF1.2 in gl1 bzw. pen2 verdeutlicht ebenso, dass
die verstarkte Abwehrreaktion der Mutante pen2 nach P. infestans-Infektion mit einer im Vergleich
zu gll verstarkten Induzierung der PR1- und PDF1.2-Expression korreliert, wobei das zeitliche
Genexpressionsmuster von PDF1.2 in pen2 und gll weitestgehend Ubereinstimmt. Die PR1-
Transkriptakkumulation wurde in gl1 im Gegensatz zu pen2 innerhalb von 48 h nach P. infestans-
Infektion nur schwach oder gar nicht beobachtet. Daher kann in Ubereinstimmung mit den Studien
von Huitema et al. (2003) angenommen werden, dass die SA-abhangige Abwehr in der Kontrolle
der frihen Interaktion mit P. infestans eine untergeordnete Bedeutung hat.

In Bezug auf die zumindest fur die fruhen Infektionsphasen von P. infestans beschriebenen

biotrophen Lebensweise erscheint es daher auch Uberzeugend, dass die mit HR und
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Nekrotisierung korrelierende SA-abhangige Abwehr wahrend der frihen Infektion mdglicherweise
aktiv oder passiv, z. B. durch eine Aktivierung JA/ET-vermittelter Signaltransduktionswege
unterdrickt wird. Hinweise fir eine antagonistische Regulation des SA-vermittelten Signalwegs
durch Aktivierung JA/ET-abhéngiger Abwehrmechanismen lieferten die bereits erwahnten

Untersuchungen von Zhao et al. (2003).

PEN1 hat keinen Einfluss auf die Nichtwirtsresistenz im Pathosystem A. thaliana — P.

infestans.

Die makroskopische und zytologische Untersuchung der pflanzlichen Abwehrreaktionen in der
Mutante penl deuteten darauf hin, dass PEN1 keinen signifikanten Effekt auf die Auspragung der
Nichtwirtsresistenz in Arabidopsis gegen P. infestans hat. In Ubereinstimmung damit zeigten die
bisherigen Untersuchungen der Mutante penl, dass PEN1 wahrscheinlich eine spezifische
Funktion in der Nichtwirtsresistenz gegen biotrophe Mehltaupilze zu haben scheint (Collins et al.,
2003; Dittgen, 2005; Lipka et al., 2005). Auch im Hintergrund einer verstarkten P. infestans-
Penetration in der Doppelmutante penl pen2 wurde keine Veranderung des pen2-abhangigen
Phanotyps beobachtet. Dementgegen ist nach Infektion der Doppelmutante penl pen2 mit
Gerstemehltau ein additiver Effekt in der Penetrationsanfalligkeit gezeigt worden (Dittgen, 2005).
Es wird angenommen, dass PEN1 sowie PEN2 und PEN3 die Hauptelemente der Zellperipherie-
assoziierten Penetrationsresistenz gegen biotrophe Mehltaupilze darstellen. Desweiteren deuten
genetische Analysen auf die Existenz eines weiteren Mechanismus, der sogenannten
posthaustoriellen Resistenz hin, in der die EDS1-Komplexe eine zentrale Funktion Gbernehmen
(Dittgen, 2005; Lipka et al., 2005). Es scheint daher, dass zwei weitgehend unabhangige
Mechanismen an der Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen biotrophe Mehltaupilze beteiligt
sind, wobei gezeigt wurde, dass einzelne Komponenten dieser Mechanismen auch in der
Resistenz gegen weitere phylogenetisch entfernte Nichtwirtspathogene involviert sind (Dittgen,
2005; Lipka et al., 2005; diese Arbeit).

Untersuchungen der Nichtwirts-Interaktion A. thaliana — P. syringae pv phaseolicola zeigten, dass
auch wahrend einer ohne sichtbare Symptome verlaufenden Nichtwirts-Interaktion die Induzierung
von Abwehrreaktionen, wie z. B die Expression von PR- oder Abwehr-assoziierten Genen, erfolgen
kann (Lu et al., 2001; Tao et al., 2003). Die Analysen der Expression der PR-Gene PR1 und
PDF1.2 in der Mutante penl, die ebenso keinen sichtbaren Phanotyp nach P. infestans-Inokulation
zeigt, sowie in der Doppelmutante penl pen2, welche einen pen2-ahnlichen Phanotyp zeigt,
deutete auf eine vergleichbare PR-Genexpression in Col-0 und penl bzw. in pen2 und penl pen2
hin. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der zytologischen Untersuchung kann daher

angenommen werden, dass PEN1 keinen Effekt auf die Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans hat.
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Nach Untersuchung des Nichtwirts-Pathosystems A. thaliana — P. infestans auf zytologischer und
molekularer Ebene kann angenommen werden, dass praformierte Barrieren wahrscheinlich in
Kombination mit weiteren friih induzierten Abwehrreaktionen ein Vordringen von P. infestans-
Strukturen bereits auf epidermaler Ebene effizient limitieren kdénnen. Zur Auspragung der
Resistenz in Arabidopsis gegen P. infestans scheint die HR von geringerer Bedeutung zu sein,
wobei gezeigt wurde, dass erst nach dem Verlust der Penetrationsresistenz (pen2) eine mit der HR

assoziierte Abwehr erfolgt.

2 Analyse der Nichtwirtsresistenz gegen Phytophthora infestans in unterschiedlichen

Arabidopsis thaliana-Signaltransduktionsmutanten

PAD4 und EDR1 sind an der Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans
beteiligt, wobei die Fahigkeit zur Salizylsaure-Akkumulation keinen Einfluss zu haben

scheint.

Die Genexpressionsanalyse von gll zeigte, dass die Expression des SA-regulierten Gens PR1 in
der frihen Interaktion von A. thaliana und P. infestans wahrscheinlich weniger bedeutend ist (Abb.
C-13). Die Northern-Blot-Analyse der Mutante pen2 deutete aber auf eine Verstarkung der PR1-
Genexpression nach Pathogeninfektion hin, was ein Hinweis dafir sein kdnnte, dass die erhéhte
Penetrations-Haufigkeit von P. infestans und die verstarkten Abwehrreaktionen in pen2 unter
Beteiligung SA-regulierter Mechanismen erfolgen. Die P. infestans-Inokulation einer NahG-
exprimierenden pen2-Linie flhrte jedoch zu keiner Verstarkung oder Abschwachung der pen2-
abhangigen HR (Daten nicht gezeigt). In Analogie dazu demonstriert der Wildtyp-ahnliche
Phanotyp einer infizierter NahG-exprimierenden Linie eine von der Signalkomponente SA
unabhangige Auspragung der Nichtwirtsresistenz im A. thaliana Okotyp Col-0. An dieser Stelle ist
darauf hinzuweisen, dass der Einfluss von SA-Abbauprodukten, wie Catechol, auf den in pen2
NahG beobachteten Phanotyp nicht auszuschlieRen ist.

Da einerseits die Aktivierung der Genexpression des SA-regulierten Gens PR1 nach P. infestans-
Infektion gezeigt wurde, andererseits das SA-Signal offenbar nicht essentiell fur die
Nichtwirtsresistenz gegen Arabidopsis zu sein scheint, ist anzunehmen, dass die PR1-Expression
in der Auspragung der Resistenz gegen P. infestans von untergeordneter Bedeutung ist.
Unterstutzt wird diese Annahme durch die Tatsache, dass in der Mutante nprl-1 eine Wildtyp-
ahnliche (L. Westphal, IPB Halle; persénliche Mitteilung) bzw. in der Doppelmutante pen2 npri-1
eine pen2-ahnliche HR-Auspragung nach P. infestans-Infektion beobachtet wurde. Eine Analyse
der PR1-Genexpression in infizierten NahG-exprimierenden pen2-Linien bzw. in pen2 nprl-1
musste jedoch zur Bestatigung der Annahme einer von der Expression SA-regulierter PR-Gene

unabhangigen Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans noch erfolgen.
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Die genetische Analyse der Nichtwirtsresistenz in Tomate und Tabak gegen den Rostpilz
Uromyces vignae sowie in Arabidopsis gegen Gerstemehltau deuten ebenso auf eine
untergeordnete Funktion der SA-regulierten Abwehr in diesen Pathosystemen hin (Mellersh &
Heath, 2003; Dittgen, 2005). Ebenso zeigen Untersuchungen von Zimmerli et al. (2004), dass
Komponenten der SA-regulierten Signaltransduktion in der Nichtwirtsresistenz von A. thaliana
gegen Gerstemehltau keinen signifikanten Effekt haben. Demgegeniber scheint die SA-vermittelte
Abwehr eine starker ausgepragte Funktion in der Nichtwirtsresistenz gegen Weizenmehltau zu
haben (Yun et al., 2003). So wurde gezeigt, dass in den Mutanten pad4, nprl und edsl und in
transgenen NahG-Pflanzen die Penetrations-Haufigkeit von B. graminis f. sp. tritici erhoht ist.
Darlber hinaus ist demonstriert worden, dass ein additiver Verlust der EDS1-Funktion und der

Aktin-Funktion hinreichend ist, um die Nichtwirtsresistenz gegen Weizenmehltau zu Uberwinden.

In Analogie zu dem in der Mutante nprl-1 bzw. in der NahG-exprimierenden Linie nach P.
infestans-Infektion beobachteten Phanotyp zeigen die Mutanten rar1-10, sgtlb-1, eds1-2 und ndrl-
1 ebenso eine im Vergleich zum Wildtyp unveranderte HR (L. Westphal, IPB Halle; personliche
Mitteilung). Die Analyse der entsprechenden Mutanten im pen2-Hintergrund demonstrierte, dass
keine dieser Komponenten einen Effekt auf den pen2-abhangigen Phanotyp zu haben scheint. Far
RAR1 und SGT1 wurde eine Funktion in der R-Gen-spezifischen Resistenz beschrieben, welche
moglicherweise in Verbindung mit der Regulation von R-Proteinkomplexen durch SCF-abhangige
Ubiquitinierungsprozesse steht. Daraus kann geschlossen werden, dass RAR1/SGT1-abhangige
Ubiquitinierungen in der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans nicht von Bedeutung sind.
Alternativ dazu ist eine zu RAR1/SGT1 redundant vorhandene Funktion anderer Komponenten in
der SCF-abhangigen Regulation nicht auszuschlief3en.

Beispiele, die eine Beteiligung von RAR1 oder SGT1 in der Nichtwirtsresistenz belegen, wurden im
Gegensatz dazu bereits gezeigt. Neben der erwahnten Funktion von SGT1 in der
Nichtwirtsresistenz von N. benthamiana ist von Freialdenhoven et al. (2005) fir RAR1 eine
Bedeutung im Nichtwirts-Pathosystem Hordeum vulgare — Golovinomyces orontii beschrieben
worden.

Auch EDS1 und NDR1, die Funktionen in der Vermittlung R-Gen-spezifischer
Resistenzmechanismen haben, scheinen flir die Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P.
infestans von untergeordneter Bedeutung zu sein. Wahrend die biochemische Funktion von NDR1,
welches Glykosylphosphatidyl-Inositol-(GPl)-verankert in der Plasmamembran lokalisiert ist,
gegenwartig noch unklar ist, wird angenommen, dass EDS1, als ein Protein mit Homologie zu
eukaryontischen Lipasen, in der frihen Pathogenabwehr, d. h. hierarchisch Gber dem PCD und
dem ,oxidative burst* einzuordnen ist (Coppinger et al., 2004; Wiermer et al., 2005). Desweiteren
ist fur EDS1 in Assoziation mit PAD4 (PHYTOALEXIN DEFICIENT4) eine Funktion in der SA-

Akkumulation und Amplifikation pflanzlicher Abwehrreaktionen beschrieben worden (Feys et al.,
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2001). Mehrere Studien belegen, dass SA-Akkumulation und EDS1/PAD4-Expression durch
positive Ruckkopplungsmechanismen zur gegenseitigen Signalverstarkung in der Abwehr
beitragen (Xiao et al., 2003; Chandra-Shekara et al., 2004).

Mutationen in EDS1 fuhren neben einer erhdhten Anfalligkeit fir virulente Pathogene auch zu einer
Beeintrachtigung der Nichtwirtsresistenz und deuten daher auf eine generelle regulatorische
Funktion von EDS1 in der Pathogenresistenz hin (Parker et al., 1996; Yun et al., 2003; Zimmerli et
al., 2004; Wiermer et al., 2005). So wurde beispielsweise gezeigt, dass der kombinierte Verlust
von PEN2 und EDS1 bzw. PEN2 und PAD4 zu einem Verlust der Nichtwirtsresistenz gegen den
Erbsenmehltau Erysiphe pisi fiihrte (Dittgen, 2005; Lipka et al., 2005). Der EDS1/PAD4-Komplex
scheint demnach eine zentrale Komponente in der Nichtwirtsresistenz in Arabidopsis gegen
Erysiphe pisi darzustellen. Im Gegensatz dazu kann jedoch angenommen werden, dass EDS1 auf
die Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans keinen Effekt hat (Tab. C-1; Daten nicht

gezeigt).

Die P. infestans-Infektion der Doppelmutante pen2 pad4-1 deutete auf eine Suppression des pen2-
abhangigen Nekrose- und Zelltod-Phanotyps hin (Abb. C-15; Abb. C-16). Es wurde gezeigt, dass
der durch hohere Inokulum-Dichten induzierte hypersensitive Zelltod im Mesophyll von pen2 durch
eine Mutation in PAD4 weitestgehend unterdriickt werden kann (Abb. C-16). Interessanterweise
scheint jedoch die Anzahl penetrierter und hypersensitiv reagierender Epidermiszellen in pen2 und
pen2 pad4-1 auf vergleichbarem Niveau zu sein (Abb. C-17). Offenbar ist der durch geringere
Inokulum-Dichten induzierte hypersensitive Zelltod penetrierter epidermaler Zellen in pen2
unbeeinflusst von pad4-1.

Es kann daher angenommen werden, dass PAD4 eine Funktion in der positiven Regulation der HR
nach P. infestans-Infektion in Arabidopsis hat. Aufgrund der Tatsache, dass die Mutante edsl1-2
keine HR bzw. die Doppelmutante pen2 edsl-2 keine Veranderung der pen2-abhangigen HR
zeigt, kann geschlossen werden, dass fir die PAD4-abhangige Regulation der HR-Auspragung im
Mesophyll eine Interaktion mit EDS1 nicht notwendig ist (Daten nicht gezeigt).

Ahnliche Befunde sind auch in Studien der HRT (HR to TCV)-spezifischen Resistenz gegen TCV
(turnip crinkle virus) gefunden worden (Dempsey et al., 1997; Chandra-Shekara et al., 2004). HRT
zeigt Homologien zu dem R-Gen RPP8 (RECOGNITION of PERONOSPORA PARASITICAS8) und
RPP8-Homologen, welche Resistenz gegen den Oomyzeten H. parasitica vermitteln (Cooley et al.,
2000). Es wurde gezeigt, dass durch pad4-1 und edsl-1 eine Beeintrdchtigung der HRT-
abhangigen Resistenz erfolgt, diese jedoch nur in edsl-1 durch exogene SA-Applikation
wiederhergestellt werden kann. Demnach ist die HRT-vermittelte Resistenz SA- und PAD4-
abhangig jedoch unabhangig von EDS1. Mobglicherweise konnte daher eine Erkennung des
Oomyzetenpathogens P. infestans in Arabidopsis analog der HRT/RPP-vermittelten Mechanismen

erfolgen.
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Nach Untersuchung der NahG-exprimierenden pen2-Linien kann geschlossen werden, dass die
Akkumulation von SA fir die von PAD4 regulierte Zelltod-Reaktion in pen2 nicht essentiell ist.
Diese Annahme kénnte experimentell durch eine exogene SA-Applikation in infizierten pen2 pad4-
1 Uberprift werden. Zu erwarten ware dann, dass exogene SA-Applikation keinen Effekt auf die
Suppression des HR-Phanotyps in pen2 pad4-1 hat. Gleichzeitig wiirde ein solcher Befund daflr
sprechen, dass die flr die Mutante pad4-1 beschriebene Reduzierung der SA-abhangigen
Biosynthese des Phytoalexins Camalexin nicht ursachlich fir den in der Doppelmutante pen2
pad4-1 beobachteten Phanotyp ist. Ubereinstimmend damit zeigten die Doppelmutanten pen2
pad3-1 und pen2 pad5-1 eine pen2-ahnliche HR nach P. infestans-Infektion (L. Westphal, IPB
Halle; personliche Mitteilung). Der in pen2 pad4-1 beobachtete Effekt scheint daher wahrscheinlich
mit einer regulatorischen Funktion von PAD4 in der Interaktion mit P. infestans in Verbindung zu
stehen.

Als ein weiterer Interaktionspartner von EDS1 ist SAG101 (SENESCENCE-ASSOCIATED
GENE101) identifiziert werden (Feys et al., 2005). Im Gegensatz zu den anderen EDS1-
Komplexen scheint der Komplex EDS1-SAG101 Kern-lokalisiert vorzuliegen. Desweiteren ist eine
teilweise redundante Funktion von PAD4 und SAG101 hinsichtlich ihrer Funktion in der (TIR-NBS-
LRR)-R-Gen-spezifischen Resistenz  beschrieben worden (Wiermer et al.,, 2005).
Interessanterweise wurde kurzlich demonstriert, dass der kombinierte Verlust der Funktion von
SAG101 und PAD4 hinreichend ist, um die Nichtwirtsresistenz gegen Blumeria graminis f. sp.
hordei zu Uberwinden (Dittgen, 2005; Lipka et al., 2005). Ebenso scheint es, dass die Sporulation
dieses biotrophen Nichtwirtspathogens mit einer signifikant reduzierten Zelltod-Reaktion infizierter
Zellen in pad4-1 sagl01-1 korreliert. Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit dem
Grundsatz, dass die Entwicklung biotropher Pathogene effizient durch den hypersensitiven Zelltod
eingeschrankt werden kann. Um einen mdglichen Effekt von SAG101 in der Interaktion mit P.
infestans zu untersuchen, erfolgt zur Zeit die Analyse weiterer Mutantenkombinationen von pen2,
pad4-1 und sag101-1.

Desweiteren erscheint Uberraschend, dass P. infestans trotz der im Mesophyll unterdriickten
Zelltod-Reaktion in pen2 pad4-1 nicht in der Lage ist, sich weiter im infizierten Gewebe
auszubreiten und daher in pen2 pad4-1 sowie pen2 eine vergleichbare Entwicklung zeigt (Daten
nicht gezeigt). Als Grund hierfiir kbnnte angenommen werden, dass der bereits in den penetrierten
Epidermiszellen induzierte hypersensitive Zelltod hinreichend ist, um P. infestans effizient an der
weiteren Ausbreitung zu hindern.

Um diese Annahmen zu unterstitzen waren weitere genetische Analysen unter Nutzung von
weiteren Doppelmutanten-Linien erforderlich. Denkbar ware beispielsweise eine Kombination von
pen2 und den dnd (defense, no death)-Mutationen, welche durch eine erhdhte Pathogenresistenz
bei gleichzeitigem Verlust des HR-assoziierten Zelltods gekennzeichnet sind (Yu et al., 1998;
Jurkowsky et al., 2005).
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Die Untersuchung der Doppelmutante pen2 edrl-1 nach P. infestans-Infektion zeigte, dass durch
kombinierten Verlust der Funktion von PEN2 und EDR1 eine Verstarkung des pen2-abhangigen
HR-Phanotyps induziert werden kann (Abb. C-15). Durch mikroskopische (Daten nicht gezeigt)
und makroskopische Analyse des hypersensitiven Zelltods (Abb. C-16) wurde demonstriert, dass
im Vergleich zu pen2 eine grélkere Anzahl von Zellen mit hypersensitivem Zelltod auf die P.
infestans-Infektion reagiert. In welchem Mal die verstarkte Zelltod-Haufigkeit mit einer erhéhten
Anzahl penetrierter epidermaler Zellen korreliert, konnte aufgrund der starken Zelltod-Reaktion im
Mesophyll von pen2 edrl-1 nicht zweifelsfrei ermittelt werden. Es ware daher auch méglich, dass
der Phanotyp in pen2 edrl-1 durch die HR von Epidermis- und Mesophylizellen hervorgerufen
wird, welche an penetrierte Zellen angrenzen, jedoch selbst nicht penetriert worden.

Nach P. infestans-Infektion der Mutante edrl-1 wurde eine gll-dhnliche HR bzw. Penetrations-
Haufigkeit beobachtet, was zu der Annahme flhrt, dass ein Verlust der EDR1-Funktion nur im
pen2-Hintergrund eine weitere Verstarkung der HR in infizierten Blattern hervorruft. Fir die
Auspragung des verstarkten Mesophyll-Zelltods in pen2 edrl-1 ist daher die Unterdriickung der
Penetrationsresistenz (pen2) notwendig.

EDR1 kodiert fur eine CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE1)-ahnliche Kinase und ist als
negativer Regulator der pflanzlichen Pathogenabwehr isoliert worden (Frye & Innes, 1998).
Desweiteren ist die Beteiligung der MAPK Kinase Kinase EDR1 an MAP-Kinase-Kaskaden
beschrieben worden, welche SA-abhangige Abwehrreaktionen nach Pathogenbefall negativ
regulieren (Frye & Innes, 1998; Frye et al., 2001). So wurde beispielsweise in edrl-1 eine im
Vergleich zum Wildtyp schnellere Induzierung des Mesophyll-Zelltods nach Infektion mit dem
virulenten Mehltau Erysiphe cichoracearum demonstriert (Frye et al., 2001).

Es konnte daher angenommen werden, dass EDR1 bzw. MAP-Kinase-Kaskaden an einer
Signaltransduktion beteiligt sind, welche zur Suppression des hypersensitiven Zelltods im
Mesophyll nach P. infestans-Infektion fihrt. Dabei ware denkbar, dass nur in den infizierten
Epidermiszellen bzw. in wenigen umgebenden Mesophylizellen der negative Effekt von EDR1
Uberlagert wird, so dass es zur Auslésung des Zelltods bzw. zur Limitierung des eindringenden
Pathogens kommt. Alternativ dazu kénnte es ebenso méglich sein, dass die EDR1-Funktion auf
das Mesophyll beschrankt ist. Die Pathogen-induzierte Unterdriickung dieser Funktion ist jedoch
nur in der Mutante pen2 wirksam, da P. infestans in pen2 in der Lage ist bis in das Mesophyll
vorzudringen. In dem umgebenden nicht infizierten Gewebe wirde die Pathogen-induzierte
Uberlagerung des EDR1-Effekts jedoch nicht erfolgen, was die EDR1-vermittelte Unterdriickung
der HR zur Folge hatte. Eine solche Regulation kénnte demnach ein fir die Pflanze essentiellen
Mechanismus darstellen, um die Ausbreitung der Pathogen-assoziierten HR im nicht infizierten
Gewebe einzugrenzen.

In Untersuchungen der gegen ein breites Spektrum von Mehltaupilzen gerichteten RPWS8-

vermittelten Resistenz wurde gezeigt, dass EDR1 sowohl HR als auch Resistenz durch Limitierung

102



D Diskussion

der RPW8.1- und RPW8.2-Expression negativ reguliert (Xiao et al., 2003; 2005). Es wird
angenommen, dass die nur an den Orten der Pathogenpenetration erfolgte starke RPW8-
Transkriptakkumulation zu einer lokalen Aktivierung des hypersensitiven Zelltods fuhrt, wobei
EDR1 in dem umgebenden Gewebe durch Unterdrickung der RPW8-Transkriptakkumulation die
HR-Auspragung limitiert.

Neben der Funktion in der Pathogenresistenz ist ebenso eine Beteiligung von EDR1 in der
Regulation der ET-induzierten Seneszenz und verschiedener Stress-induzierter Prozesse, wie
Zelltod und Wachstumsstérung beschrieben worden (Tang et al., 2005; Tang & Innes, 2002).
Demnach korreliert die normale Funktion von EDR1 mit dem Schutz vor nachteilig wirkender

Aktivierung Stress-induzierter pflanzlicher Reaktionen und Seneszenz.

Die Untersuchung der Nichtwirtsresistenz unterschiedlicher Signaltransduktionsmutanten deutet
darauf hin, dass der Funktionsverlust einzelner Faktoren der SA-regulierten Abwehr sowie das SA-
Signal selbst keinen Effekt auf die Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans zu
haben scheinen. Erst durch funktionellen Verlust der PEN2-Ebene, d. h. der Penetrationsresistenz
wurde fur PAD4 und EDR1 eine Beteiligung an der Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P.
infestans gezeigt, wobei ein kombinierter Verlust der Genfunktion von PEN2 und PAD4 bzw. PEN2
und EDR1 zu einer im Vergleich zu pen2 nicht signifikant veranderten Entwicklung der

Infektionsstrukturen des Oomyzeten flhrt.

3 Arabidopsis thaliana-Mutanten mit einem veradnderten Nichtwirtsresistenz-Phanotyp

nach Phytophthora infestans-lnokulation

Die pen2-Mutagenese fiihrte zur Isolation unterschiedlicher putativer Mutanten mit einer im

Vergleich zu pen2 verstarkten HR nach Infektion mit P. infestans.

Durch chemische Mutagenese sollten Mutationen im pen2-Genom induziert werden, welche zu
einer im Vergleich zu pen2 veranderten Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans fuhren. Da eine
Mutation in PEN2 bereits zu einem veranderten Phanotyp nach P. infestans-Infektion fuhrt, konnte
ein Spektrum von Phanotypen erwartet werden, welches von einer Suppression des pen2-
abhangigen Phanotyps bis hin zur Suszeptibilitat reicht. In der Primarcharakterisierung, d. h. in der
Analyse des HR-Phanotyps der M2-Nachkommenschaft der remutagenisierten pen2-Population
war bereits zu erkennen, dass sich wahrscheinlich keine suszeptiblen Linien unter den isolierten
putativen Mutanten befanden. Durch die Uberprifung des Phénotyps in der M3-
Nachkommenschaft wurde diese Beobachtung bestatigt. Es ist daher anzunehmen, dass die
Einflhrung einer Sekundarmutation in den pen2-Hintergrund nicht hinreichend ist, um einen
Verlust der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans zu bewirken. Diese Annahme wirde mit der flr

die Nichtwirtsresistenz postulierten Stabilitat ibereinstimmen, welche darin begriindet wird, dass
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dieser Resistenzform wahrscheinlich unterschiedliche Faktoren bzw. mehrere unabhangige
Ebenen der Abwehr zu Grunde liegen (Heath, 2000; Kamoun, 2001; Thordal-Christensen, 2003).
Die Bestandigkeit der Nichtwirtsresistenz kann auch darin begriindet sein, dass die Resistenz-
vermittelnden Faktoren genetisch redundant in der Zelle vorliegen. Gleichzeitig kdnnte die
genetische Redundanz dieser Komponenten die Ursache daflir sein, weshalb keine putativen
Mutanten mit einem vollstdndigen Verlust der Nichtwirtsresistenz isoliert werden konnten. An
dieser Stelle ist aber auch zu erwdhnen, dass in einigen Nichtwirts-Pathosystemen demonstriert
wurde, dass bereits der Verlust der Funktion zweier unabhangiger Faktoren den Verlust der
Nichtwirtsresistenz bedingen kann (Yun et al., 2003; Dittgen, 2005; Lipka et al., 2005). Als eine
weitere Moglichkeit ist ebenso nicht auszuschlielen, dass eine Mutation in Genen, die essentiell
fur die Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans sind, zu Letalitat in den entsprechenden Mutanten
fuhrt.

Der Phanotyp der putativen Suppressoren des pen2-abhangigen Phanotyps wurde in der M3-
Nachkommenschaft nicht bestatigt. Anzunehmen ist, dass die in der M2-Generation beobachtete
Unterdriickung des Nekrose- und Autofluoreszenz-Phanotyps wahrscheinlich eher durch eine
niedrige Keimungsrate oder durch ungentgende Virulenz des verwendeten P. infestans-Isolats als
durch eine Suppressor-Mutation verursacht wurde. In der Gruppe der putativen Mutanten, die eine
Verstarkung des pen2-abhangigen Phanotyps zeigten (Klasse 1 und 2) wurde von 110 Uberpriften
putativen Mutanten fir 26 Linien aus 13 unabhangigen M1-Gruppen der beobachtete Phanotyp in
der M3-Generation bestatigt. Als nicht unerheblichen Grund fur die verhaltnismalig hohe Zahl von
putativen Mutanten, deren Phanotyp nicht bestatigt wurde, ist die hohe biologische Variabilitat des
durch P. infestans induzierten Nekrose-Phanotyps anzunehmen. So wurde nach P. infestans-
Inokulation mehrerer Individuen eines Genotyps unter identischen Bedingungen eine
verhaltnismalig grolte Variabilitdt in der Auspragung eines Phanotyps beobachtet. Ebenso sind
experimentelle Schwankungen, die bei einer Tropfen-Inokulation einer groRen Zahl von Pflanzen

unvermeidbar sind, nicht auszuschlief3en.

Die untersuchten Sekundarmutationen fiihren zu einer Potenzierung der in pen2
beobachteten Abwehrreaktionen sowie zu einer weiteren Erhohung der Penetrations-

Haufigkeit in den Mutanten 202 und 222 nach P. infestans-Infektion

Die Untersuchung der im Rahmen dieser Arbeit isolierten putativen Mutanten zeigte, dass die
Einflhrung von Sekundarmutationen in den pen2-Hintergrund eine weitere Verstarkung
unterschiedlicher Abwehrreaktionen nach P. infestans-Infektion bewirkt. Es ist daher anzunehmen,
dass die korrespondierenden Gene direkt oder indirekt in der negativen Regulation der
pflanzlichen Pathogenabwehr involviert sind.

Faktoren, die im Zusammenhang mit der negativen Regulation pflanzlicher Abwehrreaktionen

stehen, wie z. B. dem Pathogen-induzierten hypersensitiven Zelltod, sind bereits identifiziert
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worden. Ein negativer Regulator des programmierten Zelltods (programmed cell death; PCD) in
Pflanzen ist z. B. der putative Transkriptionsfaktor LSD1 (LESIONS SIMULATING DISEASEH1;
Jabs et al., 1996). Genetische Studien demonstrierten, dass Mutationen in PAD4 und EDS1 in der
Lage sind, den Isd1-Phanotyp zu supprimieren, was darauf hindeutet, dass sich LSD1 hierarchisch
unter PAD4 und EDS1 befindet (Lorrain et al., 2003). Desweiteren wird angenommen, dass LSD1
ein Schlissel-Faktor in der SA-abhangigen Signal-Amplifizierung ist, welche zur Auslésung der HR
fihrt (Aviv et al., 2002). Die Identifizierung des LSD1-Homologen LOL1 (LSD1-ONE-LIKE1) lieferte
den Hinweis, dass mdglicherweise lber einen antagonistischen und Schwellenwert-abhangigen
Mechanismus beider Komponenten eine Regulation der Zelltod-Exekution erméglicht wird (Epple
et al., 2003; Lam, 2004). Obwohl weitere Regulatoren des pflanzlichen PCDs identifiziert worden
sind, wie z. B. Caspase-ahnliche Proteasen oder BAX (BCL2-ASSOCIATED X PROTEIN)-ahnliche
Proteine, ist die Aufklarung der PCD-Signaltransduktion in Pflanzen im Vergleich zu tierischen
Systemen jedoch noch sehr liickenhaft (Lam, 2004).

Ein weiterer negativer Regulator in der pflanzlichen Pathogenabwehr stellt das bereits erwahnte
EDR1 dar (Frye & Innes, 1998; Frye et al., 2001). Die Beteiligung von EDR1 an der Auspragung
der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans wurde in Studien der Doppelmutante pen2 edrl-1
demonstriert (Abb. C-15). Durch erste Kartierungsexperimente wurde eine Mutation in EDR1 als
Ursache fur die verstarkte HR in der Mutante 222 bereits ausgeschlossen. Ob ein mogliche
Mutation in EDR1 an der Auspragung des veranderten Nichtwirtsresistenz-Phanotyps in den
verbleibenden putativen Mutanten beteiligt ist, muss jedoch noch untersucht werden.

Aufgrund der Tatsache, dass die Penetrations-Haufigkeit nicht in allen isolierten Mutanten
zweifelsfrei bestimmt werden konnte, ist nicht auszuschliessen, dass die durch die
Sekundarmutationen 190, 242, 266, 272 und 303 induzierte starkere HR die Folge einer
potenzierten Abwehrreaktion von nicht penetrierten Zellen ist. Es ist daher mdglich, dass trotz der
beobachteten starkeren HR die Penetrations-Haufigkeit in diesen Linien mit der in pen2
vergleichbar ist. Obwohl die Penetrations-Haufigkeit von P. infestans in den Mutanten 202 und 222
im gegenuber der in pen2 erhdht ist, wurde, wie auch in den Ubrigen untersuchten Mutanten, im
Vergleich zu pen2 keine signifikant veranderte zellulare Differenzierung des Oomyzeten oder ein
weiteres Vordringen der P. infestans-Strukturen beobachtet.

Durch Kreuzungsanalysen wurde gezeigt, dass die Kombination der Mutationen 202 und 222 keine
im Vergleich zur Mutante 202 oder 222 weitere Verstarkung des HR-Phanotyps zur Folge hat
(siehe Tab. C-8). Daraus kann formal abgeleitet werden, dass die Mutationen 202 und 222
Auswirkungen auf den gleichen zur Verstarkung der HR nach P. infestans-Infektion fuhrenden
Mechanismus haben.

Die Faktoren 202 und 222 stellen daher, neben PEN2, weitere Elemente der Penetrationsresistenz
gegen P. infestans dar, welche jedoch nicht, wie auch die Ubrigen Sekundarmutationen, zur

Uberwindung der Nichtwirtsresistenz fiihren. Es ist daher anzunehmen, dass noch weitere
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Faktoren bzw. Ebenen in der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans beteiligt sind und zu deren
Stabilitat beitragen. In allen untersuchten mutanten Linien ist daher nicht von einem Verlust der
Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans auszugehen. Mdgliche Grinde hierfur sind bereits diskutiert
worden (siehe 3; D Diskussion).

Da der vollstandige Verlust der Nichtwirtsresistenz gegen unterschiedliche biotrophe Mehltaupilze,
deren natlrliche Wirtspflanzen monokotyle Graser sind, in Arabidopsis bereits gezeigt worden ist,
kann angenommen werden, dass die phylogenetische Distanz der Nichtwirtspflanze gegeniber

der Wirtspflanze wahrscheinlich kein Kriterium fir die Stabilitat der Nichtwirtsresistenz darstellt.

Die Segregationsanalyse unterschiedlicher SSLP-Marker in der Kartierungspopulation der Mutante
222 deutet darauf hin, dass die Mutation 222 auf dem Chromosom 3 lokalisiert ist (Tab. C-6). Die
dabei ermittelte Kopplung von SSLP-Markern des Chromosoms 3, insbesondere die des SSLP-
Markers CIW4 stellt einen Hinweis dar, dass die Sekundarmutation 222 méglicherweise auf dem
unteren Arm des Chromosoms 3 lokalisiert ist (Tab. C-7). Bestatigt wird diese Annahme durch die
Tatsache, dass die ermittelte Rekombinationsfrequenz in dieser Region bezogen auf die
Sekundarmutation 222 sinkt, wenn die in einem zweiten Experiment nicht eindeutig in ihrem HR-
Phanotyp bestatigten Linien nicht berlcksichtigt werden. Desweiteren deutet die genetische
Konstitution in den Linien 13, 42 und 105 nicht auf eine Lokalisation der Sekundarmutation 222 in
der Region des SSLP-Markers CIW4 hin, was jedoch auch darauf zurlckzuflihren sein kénnte,
dass die Sekundarmutation 222 in diesen Linien nicht homozygot vorliegt. Obwohl der HR-
Phanotyp dieser Linien in einem Experiment bestatigt wurde, ist anzunehmen, dass die gesicherte
Identifizierung von fur die Mutation 222 homozygoter Linien nur nach wiederholter Bestatigung des
HR-Phanotyps in der F3-Nachkommenschaft moéglich ist. Es ist daher davon auszugehen, dass die
in der Mutante 222 beobachtete und im Vergleich zu anderen isolierten Mutanten verhaltnismaRig
schwach ausgepragte Verstarkung des HR-Phanotyps nach P. infestans-Infektion
Fehlinterpretationen des HR-Phanotyps beglinstigt. Da der zur Erstellung der
Kartierungspopulation verwendete A. thaliana-Okotyp Ler eine schwache HR nach P. infestans-
Infektion zeigt (siehe 2.1; C Ergebnisse), kann angenommen werden, dass der heterogene
genetische Hintergrund aus sowohl Col-0 als auch Ler-Sequenzbereichen in den zu
untersuchenden Linien eine Beurteilung des HR-Phanotyps zusatzlich erschwert.

Desweiteren ist auffallend, dass die Kopplung der SSLP-Marker SORBO34 bzw. F24M12TGF und
der Sekundarmutation 222 verhaltnismafig schwach ist bezogen auf die relativ geringe Entfernung
zum SSLP-Marker CIW4 (siehe Tab. C-7). Diese Beobachtung kénnte darauf zurlickzufihren sein,
dass diese Region auf Chromosom 3 eine im Vergleich zu anderen Regionen des A. thaliana-
Genoms erhohte Haufigkeit fur Rekombinationsereignisse zeigt. In der Literatur ist jedoch eine

erhdhte Rekombinationsfrequenz dieser Region bisher nicht beschrieben worden, so dass davon
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ausgegangen werden muss, dass es sich um eine spezifische Beobachtung in der untersuchten

Kartierungspopulation handelt.

Die Sekundarmutationen 202 und 242 fiihren zu einer im Vergleich zu pen2 veranderten PR-

Genexpression nach P. infestans-Infektion

Die Analyse der PR1- und PDF1.2-Expression in den Mutanten 272 und 222 zeigte, dass die
Genexpression nach P. infestans-Infektion weitestgehend mit der in pen2 beobachteten
Transkriptakkumulation vergleichbar ist. Die fur diese putativen Mutanten im Vergleich zu pen2
gezeigten verstarkten Abwehrreaktionen korrelieren demnach nicht mit einer entsprechenden
verstarkten Induzierung der PR-Genexpression. Es kann daher angenommen werden, dass die
Mechanismen, welche zur Auspragung der HR und zur Aktivierung der PR-Genexpression nach P.
infestans-Infektion fiihren, teilweise lUberlappende Funktionen haben, aber scheinbar auch durch
spezifische Komponenten unabhangig voneinander reguliert werden kdénnen. Ebenso ist jedoch
nicht auszuschlieRen, dass eine mogliche verstarkte PR-Gen-Transkriptakkumulation in den
putativen Mutanten durch die starke Mazeration des infizierten Blattgewebes nicht nachweisbar ist.
Im Gegensatz dazu wurde fir die mutante Linie 202 gezeigt, dass die Sekundarmutation zu einer
konstitutiven Expression von PDF1.2 nach P. infestans-Infektion fihrt. Die erhdhte Penetrations-
Haufigkeit der Mutante 202 scheint daher mit der Aktivierung von JA/ET-regulierten
Abwehrreaktionen zu korrelieren. In Ubereinstimmung damit wurde bereits in pen2 eine friih nach
P. infestans-Infektion induzierte PDF1.2-Expression beobachtet.

Ein kausaler Zusammenhang zwischen der Induzierung JA/ET-abhangiger Abwehrmechanismen
und erhohter Suszeptibilitat erscheint jedoch unwahrscheinlich. So wurde nach P. infestans-
Infektion unterschiedlicher JA/ET-Signaltransduktionsmutanten ein Wildtyp-ahnlicher Phanotyp
beobachtet (L. Westphal, IPB Halle; personliche Mitteilung), was darauf hindeutet, dass fur die
Auspragung der Penetrationsresistenz die JA/ET-regulierte Abwehr von untergeordneter
Bedeutung ist. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass fur die Resistenzauspragung im
Pathosystem A. thaliana — P. infestans der Verlust von Komponenten der JA/ET-vermittelten
Signaltransduktionskaskade nicht limitierend ist. Es bleibt jedoch durch geeignete genetische
Analysen zu prifen, ob fir die erhéhte Anfalligkeit der Mutante 202 eine funktionelle JA- bzw. ET-
regulierte Abwehr notwendig ist.

Die fur die Mutante 202 gezeigte konstitutive PDF1.2-Expression (Abb. C-26) sowie die
beobachteten Wachstumsstérungen (Daten nicht gezeigt) liefern dariber hinaus Hinweise auf
einen moglichen Allelismus zu cevl-1 (constitutive expression of VSP1; Ellis & Turner, 2001). So
wurde in der Mutante cevl-1 eine Korrelation von konstitutiver Expression JA/ET-abhangiger
Abwehrgene und von Wachstumsstérungen gezeigt. In weiteren Fallen ist ebenso ein
Zusammenhang zwischen der Aktivierung von Abwehrreaktionen und der Inhibierung von

Wachstum demonstriert worden (Feys et al., 1997; Wright et al., 1995a,b; Zimmerli et al., 2004).
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Die diesen Mechanismen zu Grunde liegenden Faktoren sind grétenteils unbekannt, jedoch wird
davon ausgegangen, dass die Aktivierung von Abwehr-assoziierten Genen mit einer Suppression
von Genen des Photosynthese-Apparats und des generellen Metabolismus korreliert (Logemann
et al., 1995; Ehness et al., 1997).

Es wird angenommen, dass méglicherweise Stérungen der Zellwand-Integritat in cevl-1 zu einer
aktivierten JA/ET-abhangigen Stress- und Abwehrreaktion fihren (Ellis et al., 2002). Erste
Experimente zur Kartierung des Mutanten-Lokus in 202 weisen jedoch nicht auf einen Allelismus
zu cevl hin.

Die Isolierung weiterer Arabidopsis-Mutanten wie cetl-1 und cet3-1 (constitutive expression of the
thionin gene), cex1-1 (constitutive expression of JA-regulated genesl) sowie joel-1 (jasmonate
overexpressingl) deutet ebenso auf eine durch erhéhte Akkumulation von JA oder OPDA (12-0xo-
phytodienoic-acid) verursachte konstitutive Expression JA-abhangiger Gene hin und liefert damit
Hinweise flr eine mogliche Identitdt negativer Regulatoren der JA-vermittelten Abwehr (Hilpert et
al., 2001; Xu et al., 2001; Jensen et al., 2002).

Die Untersuchung der Genexpression der putativen Mutante 242 zeigt eine konstitutive Expression
von PR1 (Abb. C-26). Interessanterweise ist die in den Wasser-behandelten Proben beobachtete
konstitutive PR1-Transkriptakkumulation zwischen 12 h und 72 h nicht mehr nachzuweisen. Es
scheint jedoch, dass die Pathogen-induzierte PR1-Expression der putativen Mutante 242 in
diesem Zeitraum mit der in pen2 vergleichbar ist. Eine mogliche Ursache dafur kdnnte sein, dass
der wahrend der Pathogen-Inkubation experimentell bedingte Wasserstress nach 12 h zu einer
Unterdriickung der konstitutiven PR1-Expression in der putativen Mutante 242 fiihrt, welcher
jedoch mdglicherweise keinen Effekt auf die Pathogen-induzierte PR1-Transkriptakkumulation hat.
Hinweise auf eine von der Substratbewasserung bzw. Luftfeuchtigkeit abhangige konstitutive PR-
Genexpression lieferte bereits die Mutante cpnl-1 (copinel; Jambunathan et al., 2001). Es wurde
gezeigt, dass eine Mutation in CPN1 in Abhangigkeit von der Wasserverfugbarkeit der Mutante
spontane Lasionen, eine beschleunigte HR sowie eine erhdohte Pathogenresistenz zur Folge hat.
Die Isolierung von CPN1, welches flr ein Kalzium-abhangiges Phospolipid-bindendes Protein
kodiert, deutet daher auf eine mégliche Koregulation der Aktivierung von Abwehrreaktionen und
der Adaption an unterschiedliche abiotische Stimuli hin (Jambunathan & McNellis, 2003; Liu et al.,
2005).

Desweiteren scheint die konstitutive PR1-Expression mit einem spontanen HR-Phanotyp in der
putativen Mutante 242 zu korrelieren. In Ubereinstimmung damit steht der fiir eine Reihe von
Arabidopsis-Mutanten, den sogenannten LM (lesion mimic)-Mutanten beschriebene
Zusammenhang der konstitutiven Expression von Abwehrmechanismen und der Auspragung
spontaner Lasionen (Lorrain et al., 2003). AulRerdem wurde fir eine grol3e Zahl der LM-Mutanten
eine erhdhte Pathogenresistenz gezeigt. Darlber hinaus demonstrierten genetische Analysen,

dass flr einige dieser LM-Mutanten die Akkumulation von SA notwendig flr die Auspragung der
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spontanen Lasionen sowie der erhdhten Resistenz gegen virulente Pathogene ist. In anderen LM-
Mutanten hingegen scheint eine Unterdriickung der SA-Akkumulation zu einer Beeintrachtigung
der PR-Genexpression sowie der Pathogenresistenz, jedoch nicht zur Suppression der spontanen
Lasionen zu fihren (Hunt et al., 1997; Rate & Greenberg, 2001).

Eine Untersuchung der SA-Abhangigkeit der konstitutiven PR1-Genexpression und der verstarkten
HR nach P. infestans-Infektion in der putativen Mutante 242 wiirde daher weiteren Aufschluss Uber
einen moglichen Zusammenhang von SA-Akkumulation und der in dieser Linie beobachteten
Phanotypen geben.

Hinsichtlich der HR-Auspragung nach Pathogenbefall sind unterschiedliche Effekte in LM-
Mutanten beschrieben worden. Es wurde gezeigt, dass LM-Mutanten wie z. B. Isd2 - Isd5, dll1
(disease-like lesionsl) und acd5 (accelerated cell death5) nach Infektion mit avirulenten
Pathogenen mit einer Wildtyp-ahnlichen Auspragung von HR und Pathogenresistenz reagieren
(Lorrain et al., 2003).

Far die LM-Mutanten Isd1, acdl und acd2 wurde hingegen das Phanomen des runaway cell death
(RCD), d. h. die durch endogene oder exogene Faktoren ausgeloste unkontrollierte HR sowie
erhdhte Pathogenresistenz gezeigt (Dietrich et al., 1994; Greenberg et al., 1994). Desweiteren
scheint in einigen LM-Mutanten im Gegensatz zum Wildtyp bereits die Inokulation mit niedrigeren
Pathogendichten eine HR auszul6sen (Greenberg et al., 1994).

In welchem Ausmal’ der spontane HR-Phanotyp bzw. die konstitutive PR-Genexpression in der
putativen Mutante 242 eine verstarkte Anfalligkeit gegen P. infestans bewirkt, d. h. ob im Vergleich
zu pen2 eine erhdhte Penetrations-Haufigkeit auftritt, konnte auf Grund des starken Mesophyll-
Zelltods experimentell nicht ermittelt werden. Alternativ dazu kénnte durch real time-PCR ein
potentiell verstarktes P. infestans-Wachstum, welches méglicherweise lichtmikroskopisch nicht

erkennbar ist, durch Quantifizierung der P. infestans-Biomasse nachgewiesen werden.

Die Kombination von pen2 und der Sekundarmutation 242 oder 272 fiihrt zum Verlust der

Resistenz gegen Alternaria brassicicola

Um eine Beteiligung der fur den veranderten Nichtwirtsresistenz-Phanotyp in den putativen
Mutanten verantwortlichen Faktoren an der Auspragung der Resistenz gegen nekrotrophe
Pathogene zu untersuchen, erfolgte die Infektion mit Alternaria brassicicola und Botrytis cinerea.

Die A. brassicicola-Infektion von gl1 und pen2 verlief ohne sichtbare Symptome, was zu der
Annahme flhrt, dass die Auspragung der Resistenz gegen A. brassicicola unabhangig von PEN2
ist (Abb. C-28). Die Inokulation der putativen Mutanten 242 und 272 zeigte jedoch, dass die
Sekundarmutationen 242 und 272 zu einer Anfalligkeit flr A. brassicicola fliihren (Abb. C-28). Da A.
brassicicola in der Lage ist, in beiden mutanten Linien erfolgreich zu sporulieren, ist davon
auszugehen, dass die Resistenz gegen dieses nekrotrophe Pathogen durch Kombination von pen2

mit der Sekundarmutation 242 oder 272 Uberwunden werden kann. An dieser Stelle ist zu
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erwahnen, dass in der Literatur hinsichtlich der Resistenzauspragung im Pathosystem A. thaliana
— A. brassicicola unterschiedliche Beobachtungen beschrieben worden sind (Van Wees et al.,
2003; Kagan & Hammerschmidt, 2002; Glazebrook, 2005). Als Grund dafir ist beispielsweise
denkbar, dass die Inokulation hoher Pathogendichten oder eines virulenteren A. brassicicola-
Isolats in einigen Arabidopsis-Okotypen Symptome hervorrufen kann und in anderen Okotypen
nicht. Die Einstufung dieses Pathosystems in eines der Konzepte der pflanzlichen
Pathogenresistenz erscheint daher schwierig.

Die in den putativen Mutanten 242 und 272 beeintrachtigte Resistenz gegen die phylogenetisch
entfernten Pathogene P. infestans und A. brassicicola deutet darauf hin, dass die Faktoren 242
und 272 moglicherweise eine Funktion in der Auspragung der Resistenz gegen ein breiteres
Spektrum an Pathogenen haben kdnnten. Unterstitzt wird diese Annahme, durch die zumindest in
der putativen Mutante 272 ebenfalls beobachtete erhéhte Anfalligkeit fir B. cinerea.

Fir die Sekundarmutationen 190, 202 und 303 wurde ebenso ein Effekt auf die Resistenz gegen
A. brassicicola gezeigt, jedoch scheint dieser im Vergleich zu den Sekundarmutationen 242 und
272 von geringerem Ausmalf zu sein (Abb. C-28).

Die Untersuchung der Interaktion A. thaliana — B. cinerea in den putativen Mutanten demonstriert,
dass die konstitutive Expression von PDF1.2 mit einer im Vergleich zu pen2 deutlich schwacheren
Induzierung der HR nach B. cinerea-Infektion in der Mutante 202 korreliert (Abb. C-26; Abb. C-29).
In Ubereinstimmung damit steht die Annahme, dass die JA/ET-abhangige Signaltransduktion,
welche z. B. die Aktivierung der PDF1.2-Expression zur Folge hat, fir eine effiziente Abwehr
nekrotropher Pathogene notwendig ist (Thomma et al., 1998). Die aufgrund der konstitutiven
PDF1.2-Expression in der Mutante 202 bereits aktivierte Abwehr kdnnte daher auch eine Ursache
fir die nach A. brassicicola-Infektion dieser Mutante im Gegensatz zu pen2 beobachteten
schwachen HR sein. Es ist aber auch nicht auszuschlielRen, dass die schwachen nekrotische
Reaktion der putativen Mutante 202 nach A. brassicicola-Infektion die Folge von
Pathogenanfalligkeit sind, was darauf hindeuten wirde, dass die konstitutive PDF1.2-Expression
einerseits mit einer reduzierten Resistenz gegen A. brassicicola und andererseits mit einer
erhohten Resistenz gegen B. cinerea korreliert. In Analogie dazu ist beschrieben worden, dass die
Mutante pad3-1 anfallig fir A. brassicicola jedoch nicht flir B. cinerea ist, was einen Hinweis dafiir
liefert, dass die Resistenz gegen nekrotrophe Pathogene neben generellen auch durch Pathogen-
spezifische Abwehrmechanismen beeinflusst wird (Thomma et al., 1999b).

Da in der Literatur bereits unterschiedliche Gene beschrieben worden sind, wie z. B. PAD2 und
COI1, die einen Einfluss auf die Resistenz gegen nekrotrophe Pathogene wie A. brassicicola
haben, kann vermutet werden, dass diese Faktoren potentielle Kandidaten fir die
Sekundarmutation in den putativen Mutanten mit erhdhter Anfalligkeit nach A. brassicicola-
Infektion sein konnten. Es wurde gezeigt, dass eine Mutation in unterschiedlichen PAD-Loci neben

der verringerten oder fehlenden Akkumulation des Arabidopsis-Phytoalexins Camalexin auch eine
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Beeintrachtigung der Resistenz gegen A. brassicicola aber auch gegen biotrophe Pathogene zur
Folge hat (Glazebrook et al., 1997a; Glazebrook & Ausubel, 1994; Van Wees et al., 2003). Studien
von Kagan & Hammerschmidt (2002) verdeutlichten jedoch, dass das Indol-Derivat Camalexin
nicht der Schlissel-Faktor in der Resistenz gegen A. brassicicola zu sein scheint. So wurde
gezeigt, dass sowohl resistente als auch suszeptible Arabidopsis-Okotypen hinreichende
Camalexin-Mengen produzieren, um das A. brassicicola-Wachstum in vitro effizient zu hemmen.
Aufgrund der Tatsache, dass die Mutante pad2-1 neben einer erhohten Anfalligkeit fir A.
brassicicola auch eine verstarkte HR nach Infektion mit P. infestans zeigt (L. Westphal, IPB Halle;
personliche Mitteilung), kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Sekundarmutationen 242,
272 oder 303 moglicherweise in PAD2 lokalisiert ist. Diese Annahme wird dadurch unterstitzt,
dass die Mutante pad2-1 (Ferrari et al., 2003) wie auch die putativen Mutanten 272 und 303 eine
erhohte Anfalligkeit fur B. cinerea zeigen. Diese Beobachtung lasst es auf der anderen Seite
unwahrscheinlich erscheinen, dass es sich bei der Sekundarmutation 242 um PAD2 handelt, da
die Untersuchung der Resistenz der Mutante 242 nach B. cinerea-Infektion nicht auf eine
Anfalligkeit hindeutete. Interessanterweise wurde ebenso demonstriert, dass PAD2 eine Funktion
in der Auspragung der Resistenz von Arabidopsis gegen den Oomyzeten Phytophthora brassicae
hat (Roetschi et al, 2001). Der gegenwartig noch unbekannte PAD2-abhangige
Resistenzmechanismus gegen P. brassicae scheint jedoch unabhangig von SA-, JA- und ET-
regulierten Abwehrreaktionen zu sein. Da PAD2 wahrscheinlich auch in der Nichtwirtsresistenz
gegen P. infestans beteiligt ist (L. Westphal, IPB Halle; persoénliche Mitteilung), koénnte
angenommen werden, dass PAD2 moglicherweise eine Funktion in der basalen Abwehr von
Oomyzeten-Pathogenen hat.

Ein potentieller Kandidat flr die Sekundarmutation 272 bzw. 303 stellt COI1 dar. Es wurde
demonstriert, dass die Mutation coil-1 zu einer erhéhten Anfalligkeit sowohl flr A. brassicicola als
auch fur B. cinerea fihrt (Penninckx et al. 1996; Thomma et al. 1998). Jedoch ist zu erwahnen,
dass die putativen Mutanten 272 und 303 keine Stérung der Fertilitat zeigen, die Mutante coil-1
hingegen ist mannlich steril.

Desweiteren wurde gezeigt, dass Mutationen in BOS (BOTRYTIS-SUSCEPTIBLE)-Genen sowie
eine Mutation in ESA1 (ENHANCED SUSCEPTIBILITY to ALTERNARIA) ebenfalls zu einer
beeintrachtigten Resistenz gegen A. brassicicola und B. cinerea flihren und somit ebenso fiir die
Indentitat der Sekundarmutationen in Frage kommen konnten (Mengiste et al., 2003 Veronese et
al., 2004). Interessanterweise fuhrt die Mutation in BOS1 neben der erhohten Anfalligkeit fur A.
brassicicola und B. cinerea auch zu verstarkten Krankheitssymptomen nach Infektion mit dem
biotrophen Oomyzeten Hyaloperonospora parasitica. Es ist demnach davon auszugehen, dass die
mit den Sekundarmutationen korrespondierenden Gene flr Faktoren kodieren, welche zusatzlich
zur Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans auch in der Resistenz gegen die nekrotrophen

Pathogene A. brassicicola und/oder B. cinerea involviert sind.
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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen die Etablierung des Nichtwirts-Pathosystems
Arabidopsis thaliana — Phytophthora infestans sowie die Analyse unterschiedlicher bereits
bekannter Mutanten im pen2-Hintergrund und zum anderen die Isolation und Charakterisierung
von putativen A. thaliana-Mutanten mit einem veranderten Nichtwirtsresistenz-Phanotyp nach P.
infestans-Infektion

Durch die zytologische Untersuchung der Interaktion mit P. infestans wurde gezeigt, dass
unterschiedliche Abwehrreaktionen, wie Zellwandauflagerungen und die Akkumulation von
autofluoreszierenden Komponenten sowie von H,O, wahrend der Abwehr von P. infestans
induziert sind. Dabei scheint es, dass die mit der HR assoziierte Abwehrreaktion fir die
Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P. infestans von untergeordneter Bedeutung ist. Es ist
daher anzunehmen, dass das Vordringen von P. infestans effizient durch das Zusammenspiel von
konstitutiven Barrieren und induzierbaren, HR-unabhdngigen Abwehrreaktionen in der
Zellperipherie verhindert wird. Ebenso wurde demonstriert, dass die mit PEN1, als zentrales
Element der Zellperipherie-assoziierten Penetrationsresistenz gegen Gerstemehltau,
verbundenen Vesikelfusions-Prozesse flr die Auspragung der Nichtwirtsresistenz gegen P.
infestans nicht von Bedeutung sind.

Die Untersuchung der Mutante pen2 zeigte, dass der Verlust der Funktion von PEN2 eine erhdhte
Penetrations-Haufigkeit sowie eine Verstarkung von Abwehrreaktionen nach P. infestans-Infektion
zur Folge hat. Desweiteren kann angenommen werden, dass erst nach dem Verlust der Funktion
von PEN2 die Potenzierung einer mit der HR assoziierten Abwehr erfolgt.

Studien der PR-Genexpression deuten auf eine frihe Induzierung der JA-abhangigen Abwehr
nach P. infestans-Infektion, welche jedoch in pen2 im Vergleich zu gll verstarkt ist. Nach Analyse
unterschiedlicher Signaltransduktionsmutanten im pen2-Hintergrund kann aber angenommen
werden, dass die JA-regulierte Abwehr sowie die Fahigkeit zur SA-Akkumulation fir die
Resistenzauspragung von A. thaliana gegen P. infestans nicht limitierend sind. Die
Mutantenanalysen deuteten auflerdem auf eine Beteiligung von EDR1 und PAD4 an der
Auspragung der Nichtwirtsresistenz in A. thaliana hin. Dabei scheint EDR1 die pen2-abhangige HR
nach P. infestans-Infektion negativ zu regulieren. Im Gegensatz dazu ist anzunehmen, dass PAD4
ein positiver Regulator der P. infestans-induzierten HR in Arabidopsis ist.

Nach Durchmusterung der etwa 70 000 Pflanzen umfassenden M2-Nachkommenschaft einer
remutagenisierten pen2-Population wurden 26 putative Mutanten isoliert, die eine im Vergleich zu
pen2 potenzierte Auspragung der HR nach P. infestans-Infektion zeigen. Fir die putativen
Mutanten 190, 202, 222, 242, 266, 272 und 303 wurde gezeigt, dass die Zelltod-Haufigkeit sowie
die H,O,-Akkumulation nach P. infestans-Infektion im Vergleich zu pen2 erhoht ist. Die Einfuhrung

der Sekundarmutationen 202 und 222 fihrt zu einer weiteren Erhdhung der Penetrations-
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Haufigkeit Uber das flr pen2 beobachtete Niveau hinaus, ohne jedoch eine signifikant veranderte
zellulare Entwicklung von P. infestans zu ermdglichen. Die mikroskopische Analyse der putativen
Mutanten 190, 242, 266, 272 und 303 deutet jedoch auch in diesen Linien auf eine mit der
zellularen Entwicklung von P. infestans in pen2 vergleichbare Differenzierung des Oomyzeten hin.
Nach Untersuchung der Interaktion der putativen Mutanten 190, 242, 272 und 303 bzw. der
Mutanten 202 und 222 mit den nekrotrophen Pathogenen Alternaria brassicicola und Botrytis
cinerea kann geschlossen werden, dass die mit den Sekundarmutationen korrespondierenden
Faktoren auch in der Resistenzauspragung gegen mindestens ein weiteres Pathogen involviert
sind. In den putativen Mutanten 242 und 272 scheint zudem die Resistenz gegen A. brassicicola
Uberwunden zu sein.

Erste Experimente zur Grobkartierung der Mutante 222 deuten darauf hin, dass die
Sekundarmutation 222 auf Chromosom 3 lokalisiert ist. Die in der Grobkartierung des
Mutationsortes 222 gefundene Kopplung mit dem SSLP-Marker CIW4 liefert dartiber hinaus einen
Hinweis dafir, dass die Sekundarmutation 222 auf dem unteren Arm von Chromosom 3 lokalisiert

ist.
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