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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Reaktionen der Pflanze auf Stress

Pflanzen besitzen in der Regel nicht die Fahigkeit der freien Ortsbewegung. Sie ha-
ben daher im Laufe der Evolution ein breites Spektrum an Methoden entwickelt,
um auf Veranderungen der Umweltbedingungen wie Licht, Wasser, Nahrstoffe,
Schadstoffe, Beruhrung bzw. Verwundung oder Befall durch phytopathogene Orga-
nismen reagieren zu kdnnen. Pflanzen sind einer Vielzahl verschiedener Pathogene
wie z.B. Bakterien, Viren und Pilzen ausgesetzt, die in der Landwirtschaft nicht sel-
ten zu erheblichen Ertragseinbul3en fuhren (Oerke et al., 1994; Baker et al., 1997).
Gegenstand der modernen Phytopathologie ist es daher, die molekularen Grundla-

gen des Wechselspiels zwischen Pflanze und Mikroorganismus aufzuklaren.

1.1.1 Interaktionen zwischen Pflanzen und Mikroorganismen

Wechselwirkungen zwischen Pflanzen und pathogenen Mikroorganismen kénnen in
kompatible (vertragliche) und inkompatible (unvertrégliche) Interaktionen unterteilt
werden (Prell, 1996). Bei einer kompatiblen Interaktion wird das Pathogen als viru-
lent bezeichnet, da es die Wirtspflanze besiedeln und sich auf bzw. in ihr vermehren
kann. Dadurch wird die Wirtspflanze geschéadigt. Bei der Infektion mit avirulenten
Phytopathogenen spricht man von einer inkompatiblen Interaktion, bei der durch
Abwehrmechanismen eine weitere Vermehrung des Pathogens eingeschrankt bzw.
verhindert wird.

Einen Sonderfall stellt die Toleranz dar. Hierbei zeigt die Pflanze trotz massiven Pa-
thoge nbefalls keine oder nur schwach ausgepragte Krankheitssymptome (Agrios,
1997).

Im Regelfall sind Pflanzen gegenuiber den meisten potentiell pathogenen Mikroorga-
nismen resistent (Bell, 1981). Diese Art der Resistenz wird als Basis- oder Nicht-
Wirts-Resistenz bezeichnet (Ebel & Scheel, 1992; Prell, 1996) und ist genetisch ce-
terminiert. Bei der Basisresistenz sind die meisten potentiell pathogenen Mikroor-
ganismen nicht in der Lage, die konstitutiven Abwehrbarrieren der Pflanzen zu
Uberwinden (Heath, 2000). Wird die Pflanze dennoch von einem Pathogen befallen,

kann der betroffene Bereich durch die Aktivierung induzierbarer Abwehrmechanis-
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men lokal abgegrenzt werden. Die Mechanismen der Nicht-Wirts-Resistenz werden
auch unter dem Begriff der Basisinkompatibilitat zusammengefasst. Die Interaktion
zwischen Pflanze und Pathogen ist inkompatibel.

Gelingt es einem Pathogen, die Abwehrmechanismen der Pflanze zu Uberwinden,
spricht man von Basiskompatibilitat. Diese Interaktion ist kompatibel und die
Pflanze erkrankt (Hammond-Kossack & Jones, 2000; Heath 2000). Durch die Ent-
wicklung von Rassen-Sorten-spezifischen Mechanismen kann diese vonseiten der
Pflanzen jedoch wieder in eine inkompatible Interaktion umgewandelt werden.

Die meisten pathogenen Mikroorganismen sind nur auf die Besiedelung eines engen
Wirtspflanzenspektrums spezialisiert. Allerdings konnen auch bei diesen Wirts-
pflanzen Resistenzen ausgepragt sein (Heath 2000, Rausher, 2001). Bei diesen
Wirtsresistenzen wird zwischen horizontaler (genereller/quantitativer) und vertika-
ler (spezifischer/qualitativer) Resistenz unterschieden.

Bei der horizontalen Resistenz, haufig auch als Feldresistenz bezeichnet, ist ein Ge-
notyp einer Pflanzenart gegentiber einigen bzw. allen Rassen eines Pathogens resis-
tent. Diese Art der Resistenz, die unter komplexer genetischer Kontrolle steht, ist
zwar dauerhaft und rassenunspezifisch, aber zumeist unvollstandig.

Bei der vertikalen Resistenz sind Pflanzen nur gegentiber bestimmten Rassen eines
Pathogens resistent (Prell, 1996). Diese Form der Wirtsresistenz ist monogenetisch
determiniert und wird durch die "Gen-fur-Gen-Hypothese" (Flor, 1971) beschrieben.
Die "Gen-fur-Gen-Hypothese" basiert auf dem "Schlussel-Schloss-Prinzip”, das
heil3t zu jedem resistenzvermittelnden Wirtsgen (Resistenzgen, R) existiert aufseiten
des Pathogens ein korrespondierendes Avirulenzgen (Avr). Die meisten Resistenzge-
ne der Pflanzen sind dominant. Hingegen sind beim Pathogen die Avirulenzgene
dominant. Nur beim Aufeinandertreffen eines dominanten Resistenzgens und eines
dominanten Avirulenzgens kommt es zu einer spezifischen Resistenzreaktion. Die
direkte oder indirekte Interaktion dieser Genprodukte fuhrt zur Auslésung von Ab-
wehrreaktionen und somit zur Resistenzauspragung (van der Biezen & Jones, 1998;
Takken & Joosten, 2000; Dangl & Jones, 2001; Schneider, 2002). Bei allen anderen
Kombinationen liegt eine kompatible Interaktion vor und die Pflanze ist anféllig.
Bislang wurden mehr als 40 R-Gene identifiziert (Hammond-Kosack & Parker,
2003). Diese R-Gene verfugen haufig tUber leucinreiche Sequenzwiederholungen
(LRRs, "leucine rich repeats"”) und ,coiled-coil“-Domanen, wodurch sie in der Lage
sind, Protein/Protein-Wechselwirkungen einzugehen (Kobe & Kajava, 2001).

Durch die Erkennung von Pathogenen werden in Pflanzen verschiedene Abwehrme-
chanismen induziert. Die Erkennung des Pathogens, also die Fahigkeit zwischen

"eigen” und "fremd" zu unterscheiden, bildet die Grundlage der Aktivierung von Ab-
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1. Einleitung

wehrmechanismen der sogenannten angeborenen Immunitat (“innate immunity™)
(NUrnberger & Brunner, 2002; Nurnberger & Scheel, 2001).

1.1.2 Konstitutive und induzierbare pflanzliche Abwehrmechanismen

Pflanzen stehen zur Abwehr von Pathogenen zwei unabhangige Wege zur Verfu-
gung: die konstitutive praformierte Abwehr und die induzierte Abwehr.

Zu den konstitutiven praformierten Abwehrmechanismen zahlen vor allem struktu-
relle und chemische Barrieren, die einen primaren Schutz gegen das Eindringen
von Pathogenen darstellen. Hierzu gehéren durch Lignineinlagerung verstarkte
Zellwénde, die Kutikula mit Kutin- und Suberineinlagerungen sowie die Anzahl und
Beschaffenheit der Stomata und in der Zellwand gespeicherte antimikrobielle Sub-
stanzen, die das Eindringen und das Wachstum der Pathogene hemmen. Antibio-
tisch wirkende Substanzen findet man auch als Glykosidderivate in der Vakuole,
die nach dem Eindringen des Pathogens in die Zelle durch Abspaltung des Zucker-
restes induziert werden kénnen (Osbourn, 1996).

Neben den konstitutiven Abwehrmechanismen existieren in Pflanzen eine Vielzahl
induzierbarer Abwehrmechanismen, die ein weiteres Eindringen des Pathogens ver-
hindern. Diese kénnen sowohl durch das Pathogen selbst als auch durch Verwun-
dung oder spezifische Signalmolekulle, sogenannte Elicitoren, ausgeldést werden
(Maleck & Dietrich, 1999). Als Elicitoren werden Signalsubstanzen bezeichnet, die
in Pflanzen Abwehrreaktionen auslosen konnen (Boller, 1995; Ebel & Scheel, 1997;
Nurnberger, 1999). Urspruinglich wurden unter dem Begriff Elicitor nur die Molekii-
le verstanden, die die Bildung und Akkumulation von Phytoalexinen (niedermoleku-
lare, antimikrobiell wirkende Substanzen) induzieren (Keen, 1975; Darvill & Albers-
heim, 1984).

Zu den induzierbaren pflanzlichen Abwehrmechanismen gehdren u.a. Modifikatio-
nen der pflanzlichen Zellwand, die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies ("oxidati-
ve burst"), die Bildung von Phytoalexinen und PR - ("pathogenesis-related"”) Protei-
nen. Die Induktion von Abwehrmechanismen auf lokaler Ebene erfolgt bereits weni-
ge Minuten bis Stunden nach Kontakt mit dem Pathogen. Die Ausbildung einer sys-
temischen Resistenz als Schutz gegen erneuten Pathogenbefall kann dagegen meh-
rere Tage dauern.

Zellwandmodifikationen erlauben es der Pflanze, den mechanischen Einwirkungen
und der Aktivitat hydrolytischer Enzyme von Seiten des Pathogens standzuhalten
und somit dessen Eindringen zu verhindern bzw. zu erschweren. Dies kann durch

die Einlagerung von Zellwandbestandteilen wie z.B. Kallose, Lignin, Suberin und
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prolinreicher Glykoproteine erreicht werden (Bowles, 1990). Diese Substanzen wer-
den z.T. zur weiteren Stabilisierung polymerisiert oder untereinander vernetzt
(Hammond-Kosack & Jones, 1996).

Eine frihe Komponente der pflanzlichen Pathogenabwehr, die bereits wenige Minu-
ten nach Pathogenbefall bzw. Elicitierung auftritt, ist der "oxidative burst' (Lamb &
Dixon, 1997). Hierbei handelt es sich um eine schnelle und transiente Freisetzung
von reaktiven Sauerstoffspezies ("reactive oxygen species”, ROS), wie z.B. Super-
oxidanionen, Hydroperoxyl- und Hydroxylradikalen sowie Wasserstoffperoxid (Lamb
& Dixon, 1997). Die reduktive Bildung von ROS aus atmospharischem Sauerstoff
beruht auf der Aktivitdt membrangebundener NADPH-Oxidasen und/oder apo-
plastischer Peroxidasen (Kombrink & Somssich, 1995).

Fur ROS werden in Pflanzen verschiedene Funktionen bei der Resistenzantwort
diskutiert. In Abwehrreaktionen gegen Pathogene besitzen ROS zunachst direkt an-
timikrobielle Eigenschaften, sie haben aber auch eine Funktion bei der oxidativen
Vernetzung von Glykoproteinen mit der Zellwand, bei der Auslésung von
Signaltransduktionskaskaden und der Hypersensitiven Reaktion ((Levine et al.,
1994; Lamb & Dixon 1997, Nurnberger etal., 1997; Bolwell, 1999; Mittler, 2002).
Vor allem in inkompatiblen Interaktionen von Pflanzen und Pathogenen kommt es
nach einer schnellen Bildung von O>- Und H:O: zu einem weiteren, z.T. langer an-
dauernden "oxidative burst' (Baker & Orlandi, 1995; Lamb & Dixon, 1997; Scheel,
2002), was zum Absterben der Pflanzenzellen am Infektionsort fihren kann. Dieser
friihe Abwehrmechanismus der Pflanze auf lokaler Ebene wird auch als Hypersensi-
tive Reaktion (HR) bezeichnet. Die HR dient vermutlich dazu, das weitere Eindrin-
gen eines Pathogens zu verhindern und seine Ausbreitung auf einen mdoglichst klei-
nen Gewebeabschnitt zu beschréanken. Da es sich bei der HR um einen aktiven
Vorgang handelt, der die Biosyntheseleistung der Pflanze erfordert, wird die HR als
Form des programmierten Zelltods (PCD, 'programmed cell death") betrachtet. Im
Zuge der HR kommt es zu Modifikationen der Zellwand, Membranschadigungen,
Elektrolytverlust, Lipidperoxidation, Induktion von Enzymen, Dekompartimentie-
rung, Degeneration der DNA und zur Bildung apoptotischer Vesikel (Dangl et al.,
1996). Dies fuhrt schlie3lich zum Kollabieren der Zellen. Durch das Absterben der
Zellen wird den biotrophen Pathogenen die Nahrungsgrundlage entzogen und ein
weiteres Ausbreiten verhindert (Hammond-Kosack & Jones, 1996). Dagegen kommt
es bei der Besiedlung mit hemibiotrophen Pathogenen haufig zur Freisetzung toxi-
scher Verbindungen aus den Vakuolen (Dangl et al., 1996).

Eine erfolgreiche Abwe hrreaktion der Pflanze gegenuber Pathogenen setzt jedoch

nicht immer das Auftreten einer HR voraus. So zeigen Arabidopsis thaliana dnd
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Mutanten ("defense, no death") trotz fehlender Hypersensitiver Reaktion eine erhoh-
te Resistenz gegenuber pathogenen Bakterien (Clough et al., 2000). Umgekehrt
sind die Arabidopsis thaliana eds Mutanten ("enhanced disease susceptibility") an-
fallig gegenuiber Pathogenen, obwohl eine Hypersensitive Reaktion auftritt (Rogers &
Ausubel, 1997; Dewdney et al., 2000).

Nach Pathogenbefall werden in Pflanzen nahe der Infektionsstelle Phytoalexine ak-
kumuliert (Dixon, 1986). Bei Phytoalexinen handelt es sich um niedermolekulare
Substanzen verschiedener Stoffklassen, die sich durch eine antimikrobielle Wir-
kung auszeichnen (Paxton, 1981). Bennet & Wallsgrove (1994) zeigten eine Korrela-
tion zwischen Phytoalexinsynthese und Resistenz der Pflanze gegen Pathogene. Zu-
nachst wurde vermutet, dass H-O; die Bildung von Phytoalexinen induzieren kann
und somit eine direkte Verbindung zwischen der Bildung reaktiver Sauerstoffspe-
zies und der Induktion der Phytoalexinproduktion besteht. Untersuchungen zeigten
jedoch, dass die Produktion von ROS nicht unbedingt fur die Induktion der Phytoa-
lexinsynthese erforderlich ist (Devlin & Gustine, 1992; Degousée et al., 1994;
Wojtaszek etal., 1997).

Wenige Minuten bis Stunden nach Pathogenbefall akkumulieren in Pflanzen die
Transkripte einer Vielzahl "pathogenesis-related proteins” (PR-Proteine) und anderer
"defense-related proteins”. Bisher wurden mindestens 17 PR-Protein-Familien klas-
sifiziert, die f-1,3-Glucanasen, Chitinasen, Proteinase -Inhibitoren, Endoproteinasen
und Peroxidasen sowie Proteine mit antifungalen Eigenschaften umfassen (Collinge
et al., 2002; Christensen et al., 2002). Die Induktion verschiedener PR-Proteine ist
salizylatabhéngig (z.B. PR1, PR2 und PR5) und gilt als Marker (vor allem PR1) fur
die Aktivierung der Pathogenabwehr (Salmeron & Vernooij, 1998; Kinkema et al.,
2000; Glazebrook, 2001).

Arabidopsis-Mutanten, die eine veranderte Expression von PR-Genen aufweisen,
verdeutlichen die Bedeutung von PR-Proteinen in der Pathogenabwehr. So fuhrt die
konstitutive Expression von PR-Genen in den cpr Mutanten (cprl, cpr5 oder cpr6:
“constitutive expression of prl", "pr5" bzw. “pr6") zu erhéhter Resistenz (Clarke et al.,
1998, 2000; Bowling et al., 1997; Glazebrook, 2001). nprl Mutanten (“non expres-
sion of prl”) von A. thaliana, in denen keine Expression von PR1 stattfindet, verfu-
gen dagegen Uber eine verminderte Resistenz gegenuber einigen Pathogenen (Gla-
zebrook, 1999; Kinkema et al., 2000).
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1.1.3 Induzierte Resistenzen (IR)

Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde beobachtet, dass die Behandlung
von Pflanzen mit nur schwach virulenten Pathogenrassen vor einer spater folgenden
Infektion mit einer virulenten Rasse des Pathogens schutzen kann (Ray, 1901;
Chester, 1933). Die induzierte Resistenz wirkt gegen ein breites Spektrum an Phy-
topathogenen (Kessmann et al., 1994) und kann mehrere Tage bis Monate anhalten
(Schneider et al., 1996).

Bei der salizylsaureabhéngigen induzierten Resistenz wird zwischen systemisch er-
worbener Resistenz (SAR, "systemic acquired resistance") und lokal erworbener Re-
sistenz (LAR, "local acquired resistance") unterschieden (Ross, 1961a & 1961b). Bei
der LAR werden die Abwehrmechanismen durch endogene Signale nur in den Zellen
aktiviert, die sich in unmittelbarer N&he der Infektionsstelle befinden. Dagegen wird
bei der SAR der Reiz vom Ort des Befalls Gber endogene Signale in weiter entfernte,
befallsfreie Pflanzenteile geleitet und l6st dort die entsprechenden Abwehrmecha-
nismen aus, die zu einer Immunisierung der Pflanze gegen einen weiteren Befall mit
Pathogenen fuhrt. Das Auftreten der SAR ist mit der Expression verschiedener Gene
verbunden (Ward et al., 1991; Sticher et al., 1997), deren Genprodukte eine direkte
antimikrobielle Wirkung gegen Pathogene besitzen, andere gehdren z.B. zu den PR-
Proteinen (Ryals et al., 1994).

An der durch Rhizobakterien (meist Pseudomonaden) ausgelOsten induzierten sys-
temischen Resistenz (ISR), die salizylsdureunabhéngig vermittelt wird, sind als Sig-
nalmolekile Ethylen und Jasmonate beteiligt. Die ISR l6st Abwehrreaktionen in
entfernten Geweben aus, die zur Resistenz gegen Blattpathogene fuhren und unab-
hangig von der Expression von PR-Genen sind (van Wees et al., 2000). Sowohl ISR,
als auch SAR werden durch NPR1 vermittelt, ein Gen, das bisher nur in die durch
Salizylsaure vermittelte Abwehr von Pathogenen eingeordnet wurde (Cao et al.,
1997; Feys & Parker, 2000).

1.1.4 Signaltransduktion bei der Pathogenabwehr

Die Auslosung von Abwehrreaktionen gegen Phytopathogene setzt die Erkennung
des Pathogens bzw. eines von ihm freigesetzten Elicitors durch pflanzliche Rezepto-
ren voraus. Dabei stellen Signaltransduktionskaskaden die Verbindung zwischen
der Erkennung durch die Pflanze und der Resistenzantwort dar. Als ein erstes fru-

hes Element der Signaltransduktion auf intrazellularer Ebene fungieren hierbei An-
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derungen der lonenpermeabilitat der Plasmamembran (NUrnberger & Scheel, 2001).
Es kommt zum Offnen von lonenkanalen, was den Einstrom von Caz+ und H+ sowie
den Ausstrom von K+ und CI- zur Folge hat (NUrnberger et al., 1994). Der erhéhte
intrazellulare Caz2+-Spiegel kann einerseits die Auslosung von Phosphorylie-
rungskaskaden bewirken, die wichtige posttranskriptionelle Regulationsmechanis-
men darstellen. In diesem Zusammenhang wird die Aktivierung von MAPK-
Kaskaden diskutiert, die zur Induktion von Abwehrmechanismen fuhren (Zwerger &
Hirt, 2001). Auf der anderen Seite induzieren der Anstieg des cytosolischen Ca2+-
Gehaltes und die Depolarisierung der Plasmamembran die extrazellulare Produkti-
on von ROS und fuhren somit zum “oxidative burst' (Scheel, 1998; Blume et al.,
2000). Inwieweit ROS als sekundare Botenstoffe (sogenannte 'second messenger")
agieren, ist noch nicht vollig geklart. Es gibt jedoch Hinweise, dass reaktive Sauer-
stoffspezies nicht alleine Abwehrreaktionen auslésen, sondern weitere Signalmole-
kule erforderlich sind. So wurde zusammen mit ROS auch Stickstoffmonoxid (NO)
als "second messenger" bei der Aktivierung von Abwehrreaktionen beschrieben
(Durner & Klessig, 1999; Delledone et al.,1998, 2001).

Als weitere endogene Signalmolekule kommen Salizylsaure (SA), Jasmonate (JA)
und Ethylen, die nach Pathogenkontakt (aber auch nach Verwundung und Umwelt-
stress) synthetisiert werden, in Frage. Diese Molekule kdnnen Uber den Gasraum,
durch Diffusion oder aktiv durch die Leitgewebe transportiert werden.

Eine Schusselrolle nimmt hier die Salizylsaure ein, die sowohl an der lokalen Ab-
wehr als auch an der SAR beteiligt ist. Arabidopsis-Mutanten, die ein Hybrid-Gen
aus zwei bakteriellen Genen der Salizylsdure-Biosynthese exprimieren, weisen ei-
nen erhohten SA-Gehalt im Cytosol und damit einhergehend eine erhdhte Resistenz
gegenuber Pathogenen auf (Mauch et al., 2001). In nahG-Pflanzen, die die bakteriel-
le Salizylathydroxylase konstitutiv exprimieren, wird SA zu Katechol abgebaut und
kann so nicht mehr akkumulieren (Durner et al., 1997). Diese Pflanzen sind nicht
in der Lage, die SAR auszupragen (Gaffney et al., 1993). Auch die Arabidopsis-
Mutanten sid1l- und sid2 (salicylic acid-induction deficient) zeigen bei fehlender SA-
Akkumulation eine erhohte Pathogenanfalligkeit (Nawrath & Métraux, 1999).

Als Teil der Signaltransduktion, die zur Expression von PR-Genen fuhrt, wurde in
Tabak eine MAP-Kinase identifiziert, die durch SA induziert werden kann: SIPK (SA-
inducible protein kinase) (Zhang & Klessig, 1997). Ein weiteres Element dieser
Signaltransduktion "stromabwarts" der SA-Akkumulation stellt NPR1 dar.

Neben der durch Salizylsdure vermittelten Genaktivierung spielen auch die Phyto-
hormone Ethylen und Jasmonséure bei Abwehrreaktionen eine bedeutende Rolle
(Pieterse & van Loon, 1999). Wahrend der HR nach Pathogenbefall und Verwun-
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dung steigt der Ethylengehalt, was zu weiteren Abwehrreaktionen fuhrt. Hier zu
nennen sind die beschleunigte Seneszenz, das Abtrennen befallener Organe und die
Induktion spezifischer Gene (Chang & Shockey, 1999).

Eng verbunden mit dem durch Verwundung ausgelésten Anstieg des Ethylengehal-

tes ist die Erhohung des Jasmonsaure- bzw. Jasmonatgehaltes.

1.1.5 Pseudomonas syringae als bakterielles Phytopathogen

In den letzten Jahre ruckten verstarkt die beiden nahe verwandten Stamme Pseu-
domonas syringae pv. tomato (Pst) und Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm)
in das Interesse der Arabidopsis-Forschung (Preston, 2000). Bereits 1991 erkann-
ten Whalen et al. die Moglichkeit, mit Hilfe der genannten Organismen die Interak-
tionen zwischen Pflanzen und Bakterien zu studieren. Auch in der vorliegenden Ar-
beit soll die Interaktion zwischen Arabidopsis thaliana Pflanzen und den oben ce-
nannten Pseudomonaden untersucht werden.

Pseudomonas syringae ist ein gram-negatives, obligat aerobes, stdbchenférmiges
und polar begeif3eltes Bakterium. Es z&hlt phylogenetisch zur g-Gruppe der Prote o-
bakterien. Mit Uber 50 Pathovarietéaten besitzt P. syringae ein grol3es Wirtsspekt-
rum. Die Bezeichnung Pathovarietat (pv.) steht dabei flr die Fahigkeit eines Stam-
mes, auf einer bestimmten Wirtspflanze pathogen zu sein, d.h. auf dieser Pflanze
Krankheiten hervorrufen zu kdnnen. Verschiedene Pathovare werden zusatzlich in
sogenannte physiologische Rassen eingeteilt. Diese Rassen sind phanotypisch nicht
unterscheidbare Untereinheiten eines Pathovars, die nur einzelne Kultivare einer
Wirtspflanze befallen kdnnen.

1.1.6 Reaktion der Pflanzen auf Ozon

Neben Pathogenen sind Pflanzen, vor allem in Industrielandern, Luftschadstoffen
wie Ozon ausgesetzt. Das Gas Ozon (Os) wurde 1839 von Christian F. Schdonbein bei
der Elektrolyse von Wasser entdeckt und nach dem griechischen ,0zein* (das Duf-
tende) benannt. Ozon ist ein bei Raumtemperatur blaues Gas und zeichnet sich
besonders durch seine hohe Reaktivitdt aus. Es reagiert als eines der starksten
Oxidationsmittel besonders mit ungeséattigten, organischen Verbindungen. Ozon
kommt naturlich in unserer Atmosphare vor. In der Stratosphéare schutzt es die Er-
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de vor schéadlicher UV-Strahlung, wahrend es in der Troposphéare als Schadgas
wirkt.

Zu Beginn der 40er Jahre ergaben erste Beobachtungen, dass Ozon (damals als
photochemischer "Smog" bezeichnet) Pflanzen schédigen kann. In den 50er Jahren
wurde dann spezifisch Ozon als Luftschadstoff fur verschiedene Pflanzenarten ent-
deckt: Wein (Richards et al., 1958), Kiefer (Miller et al., 1963) und Tabak (He ggestad
& Middleton, 1959). Heggestad und Middleton korrelierten bereits 1959 das Auftre-
ten von sogenannten "Wetterflecken" auf Tabakblattern mit erhéhten Ozonkonzent-
rationen. In Studien an Tabak konnte Heggestad (1991) feststellen, dass Ozonsensi-
tivitat ein erbliches Pflanzenmerkmal darstelit.

Die Aufnahme von Ozon in Pflanzen erfolgt fast ausschlie3lich Uber die Stomata der
Blatter wahrend des Gasaustausches. Die Kutikula zeigte sich als weitgehend im-
permeabel fur das Schadgas. In den Blattern bewirkt Ozon die Verringerung der
stomataren Leitfahigkeit und dadurch das Schlief3en der Spaltéffnungen (Lyons et
al., 1999). Dies fuhrt zu einer Verminderung der CO.-Aufnahme und Photosynthe-
serate und folglich zur Verringerung des Wachstums.

Durch die Reaktivitat des Ozons und seiner Transformationsprodukte im Apo-
plasten der Mesophyllzellen werden vor allem die Zellmembranen geschadigt, was
im Extremfall zur Entwicklung von sichtbaren Blattschdden fuhren kann. Diese
Blattschaden zeichnen sich zunachst als sogenannte "water-soaked spots" ab und
entwickeln sich spéter zu weil3en, pergamentartigen Stellen, die stark an die Blatt-
schaden erinnern, die bei der Hypersensitiven Reaktion (HR) einer inkompatiblen
Interaktion zwischen Pflanze und Pathogen beschrieben wurden. Neuere Ergebnisse
haben gezeigt, dass die Antwort der Pflanze auf Ozon teilweise Komponenten der HR
gleicht (Kangasjarvi et al., 1994; Sharma & Davis, 1994; Sandermann et al. 1998).
Die groRte Ahnlichkeit ist wohl das Auftreten von Reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS). Die Akkumulation von H:O: als Antwort auf Ozon wurde in Tabak (Schraud-
ner et al., 1998) und Birken (Pellinen et al., 1999) beschrieben. In Arabidopsis tha-
liana wurde die ozoninduzierte Akkumulation von sowohl HO: als auch O:- von
Rao & Davis (1999) gezeigt. ROS sind aufgrund ihrer hohen Reaktivitat toxisch fur
Zellen und an der Auslosung des oxidativen Zelltodes beteiligt ("oxidative cell
death,” OCD). ROS stellen weiterhin wichtige Komponenten von Abwehrreaktionen
und Signalketten dar (Lamb & Dixon, 1997; Rao etal., 2000b).

ROS konnen weiterhin eine Reihe von Abwehrgenen induzieren. Levine et al. (1994)
konnten z.B. die Induktion von Glutathion-S-Transferasen (GST) nachweisen,
Chamnongpol et al. (1998) detektierten eine erhéhte Expression von PR1 und Desi-

kan et al. (1998) zeigten die Induktion der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL).
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Neben reaktiven Sauerstoffspezies sind auch die Signalstoffe Jasmonséure, Salizyl-
saure und Ethylen an ozoninduzierten Reaktionen beteiligt. In ozoninduzierten
Antworten scheint Jasmonsaure die Rolle eines negativen Regulators des Zelltods
zu spielen. Jasmonséure greift an zwei verschiedenen Stellen in die Signalwege ein:
auf der einen Seite vermindert Jasmonsaure die Akkumulation von ROS, auf der
anderen Seite schwacht sie die Wirkung von Salizylsaure beim Zelltod (Rao et al.,
2000b; van Breusegem et al., 2001). Behandelt man Pflanzen vor Beginn der Ozon-
behandlungen mit Jasmonsaure, Methyljasmonat oder Verwundung kommt es zu
einer deutlichen Verringerung der ozoninduzierten Blattschaden (Orvar et al., 1997;
Rao et al, 2000a).

Ethylen (CzHa) ist ein endogenes Pflanzenhormon, dass diverse Entwicklungs- und
Wachstumsprozesse in Pflanzen reguliert: Samenkeimung, Zellelongation, Ge-
schlechtsbestimmung, Fruchtreife, Seneszenz von Bliten und Abszission von Bléat-
tern (Johnson & Ecker, 1998; Alonso et al, 1999). Ethylen gilt als friher und ke-
standiger Marker fur eine erhohte Ozon-Sensitivitat in Pflanzen (Sandermann,
1996). So produzieren ozontolerante Pflanzen kein bzw. deutlich weniger Ethylen
als ozonempfindliche Sorten (Wellburn & Wellburn, 1996). Ethylen fordert die ROS-
Bildung und Zelltod.

Die durch Ozon induzierte Steigerung der Ethylenemission resultiert aus der Akti-
vierung verschiedener ethylenbildender Enzyme (Tuomainen et al., 1997). Die Syn-
these von Ethylen erfolgt aus dem im Yang-Zyklus gebildeten S-Adenosylmethionin
(SAM) Uber 1-Aminocyclopropan-1-Carbonsdure (ACC; katalysiert durch ACC-
Synthase), welches durch ACC-Oxidase zu Ethylen umgewandelt wird (Johnson &
Ecker, 1998). Sowohl ACC-Synthase als auch die ACC-Oxidase sind durch Ozon
regulierte Enzyme (Tuomainen et al., 1997).

Salizylsédure spielt nicht nur bei der Abwehr von Pathogenen eine wichtige Rolle.
Auch nach Ozonexposition wird Salizylsdure akkumuliert. Im Vergleich aweier Ara-
bidopsis thaliana Okotypen bildet der empfindlichere (Cvi-0) deutlich mehr Salizyl-
sédure als der ozontolerante Okotyp (Col-0) (Rao & Davis, 1999).

Wahrend der durch Ozon ausgeldsten Lasionenbildung sind Ethylen und Salizyl-
saure notwendig, um sichtbare Lasionen auszuldsen. Jasmonsaure hingegen ver-
mittelt Fortschreiten bzw. Einschrankung der Lasionenausbreitung (Overmyer et
al., 2003).
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1.2 Jasmonate als pflanzliche Signalstoffe und deren Biosynthese

Wie bereits in den vorhergehenden Kapiteln beschrieben, spielen Jasmonate (Jas-
monsaure und ihre Derivate) eine wichtige Rolle bei der Reaktion der Pflanze auf
Stress, der z.B. bei Befall durch Phytopathogene oder durch Applikation von Ozon
entsteht.

Jasmonate bilden eine eigene Klasse von Phytohormonen. Wie alle Phytohormone
sind auch Jasmonate ubiquitar im Pflanzenreich verbreitet (Meyer etal., 1984).

Der Methylester der Jasmonséure, das Methyljasmonat (MeJA), wurde bereits 1962
von Demole et al. als Hauptkomponente des atherischen Ols von Jasminum grandi-
florum L. isoliert.

Die Biosynthese der Jasmonséure wurde 1984 von Vick & Zimmermann aufgeklart
(Abb.1.1). Eingebettet im pflanzlichen Oxylipinstoffwechsel dient als Ausgangssub-
strat die Linolensaure, die durch eine Lipoxigenase (LOX) zur 13-
Hydroperoxyoctadecatriensdure umgewandelt wird. Durch die Allenoxidsynthase
(AOS) wird dann das Allenoxid, die 12,13-Epoxyoctadecatriensaure gebildet. Im
nachsten Schritt wird diese von einer Allenoxidcyclase (AOC) zu 12-Oxo-
phytodiensadure zyklisiert. AnschlieRend katalysiert die 12-Oxophytodien-
saurereduktase (OPR) die Reduktion der ringstdndigen Doppelbindung unter Bil-
dung von 12-Oxophytoensdure. Nach drei terminalen b-Oxidations-schritten an der
Carboxylseitenkette entsteht die (+)-7-iso-Jasmonséure, die im deichgewicht mit
der isomeren (-)-Jasmonsaure steht.

Die Wirkungen von Jasmonaten in der Pflanze sind sehr vielfaltig. Im allgemeinen
werden nach der Applikation hemmende Effekte auf das Keimlings- und Wurzel-
wachstum sowie auf die Samenkeimung beobachtet. Es gibt aber auch Prozesse, die
durch Jasmonate unterstutzt werden, wie Fruchtreife, Seneszenz, Knollenbildung,
Rankenwindung und Pollenbildung (Creelman & Mullet, 1997).

Anhnliche Effekte wie die Jasmonate, insbesondere MeJA (Herrmann et al., 1987)
zeigt auch die Biosynthesevorstufe 12-Oxophytodiensaure (OPDA) (Weiler et al.,
1993) oder das bakterielle Phytotoxin Coronatin (Feys et al., 1994; Weiler et al.,
1994; Benedetti et al., 1995 & 1998).

11
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Abbildung 1.1: Jasmonsaure-Biosynthese ausgehend von der Linolensaure (nach Hamberg
& Gardner, 1992)

1.3 Arabidopsis thaliana Mutanten mit Veranderungen der JA-Biosynthese
und JA-Signaltransduktion

Far die Untersuchung verschiedener Signaltransduktionswege, einschliel3lich der
Jasmonatsignaltransduktion erwiesen sich Arabidopsis thaliana Mutanten als wert-
volles "Werkzeug".

Die Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. gilt als das herausragende
Untersuchungsobjekt fur Pflanzenforscher auf der ganzen Welt. Diese Blutenpflan-
ze, die zu den Brassicaceae gehort, wurde im 16. Jahrhundert vom Arzt Johannes
Thal entdeckt und beschrieben. Bereits 1943 entdeckte der Frankfurter Botaniker

Friedrich Laibach das Potential der Ackerschmalwand als genetischer Modell-
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organismus. A. thaliana wird im Zustand der Samenreife, den sie nach einer Gene-
rationsdauer von etwa sechs Wochen erreicht, ca. 30 cm hoch. An der Basis bildet
sie eine Rosette aus. Die Infloreszenz besteht aus ca. 200 Bliten. Normalerweise
geht aus jeder Bllte nach Selbstung eine Schote hervor. Eine Pflanze bringt bis zu
10.000 Samen hervor. Die Pflanze ist sowohl in Erde als auch auf kiinstlichen Me-
dien kultivierbar und kann wegen ihrer leicht zuganglichen BllUten relativ einfach
gekreuzt werden. Das Genom von A. thalianaist auf nur funf Chromosomen lokali-
siert. Mit ungefahr 125 Mb besitzt die Ackerschmalwand ein fur Pflanzen kleines
Genom. Die Sequenzierung des Genoms im Jahre 2000 fuhrte zu einem Quanten-
sprung in der Arabidopsis-Forschung. All diese Besonderheiten préadestinieren
A. thaliana als Modellpflanze far die molekulare Genetik.

Fuar die Untersuchung von jasmonatregulierten Prozessen wurden in letzter Zeit
immer haufiger A. thaliana Mutanten mit Stérungen in der JA-Biosynthese, JA-
Perzeption oder JA-Signaltransduktion genutzt (Berger, 2002, Devoto & Turner,
2003).

Jasmonat-Biosynthese-Mutanten sind nicht mehr in der Lage, Jasmonséure oder
ihre Vorstufen zu synthetisieren. Alle bisher bekannten JA-Biosynthese-Mutanten
sind mannlich steril bzw. weisen eine stark reduzierte Fertilitat auf (Tab.1.1), wobei
die Sterilitat durch exogene Applikation von Jasmonaten uUberwunden werden
kann.

Die jasmonatdefizienten fad3-2fad7-1fad8 Mutanten ("triple fad") enthalten nur
geringfligige Mengen an dreifach ungesattigten Cis- und Cis- Fettsduren und sind
somit nicht in der Lage, ausreichende Mengen an Jasmonsaure zu bilden (McConn
& Browse, 1996).

Eine weitere Biosythese -Mutante opr3 bildet zwar noch OPDA, aber da das Gen, das
die OPDA-Reduktase kodiert, mutiert ist, konnen diese Pflanzen keine Jasmonsaure
synthetisieren (Stintzi & Browse, 2000). Die mannliche Sterilitat dieser Mutante
kann demzufolge nur durch die Applikation von Jasmonaten, nicht jedoch durch
Zugabe von OPDA aufgehoben werden.

Reduzierte Fertilitat zeigt die Mutante aiml (abnormal inflorescence meristem1), bei
der moglicherweise eine Storung der b-Oxidationsschritte in der Jasmonatbio-
synthese vorliegt (Richmond & Bleecker, 1999).

Neben den jasmonatdefizienten Mutanten sind inzwischen einige jasmonatinsensiti-
ve Mutanten bekannt und teilweise gut charakterisiert. Diese Mutanten zeichnen
sich durch eine reduzierte Hemmung des Wurzelwachstums unter Einfluss von Me-
thyljasmonat und/oder Coronatin und durch eine Anderung in der Aktivierung jas-

monatregulierter Gene im Vergleich zu Wildtyppflanzen aus. Auch unter diesen
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Mutanten gibt es einige, die sich durch ménnliche Sterilitat oder reduzierte Fertili-
tat auszeichnen (Tab.1.1.). Anders als bei den Biosynthese-Mutanten lasst sich die
méannliche Sterilitat bei jasmonatinsensitiven Mutanten nicht durch die Applikation
von Jasmonaten aufheben.

Da Jasmonate bei der Pathogenabwehr der Pflanze eine entscheidende Rolle spie-
len, wurden zahlreiche JA-Biosynthese- und JA-Signaltransduktionsmutanten hin-
sichtlich ihrer Reaktion auf Phytopathogene untersucht (Tab.1.1).

So zeigen "triple fad" Mutanten eine erhohte Anféalligkeit gegentber den Pathogenen
Pythium mastophorum und Pythium irregulare (Vijayan et al., 1998; Staswick et al.,
1998). Die beobachtete erhéhte Sensitivitat gegenuber Insektenbe fall Bradysia im-
patiens) kann durch exogene Applikation von JA aufgehoben werden (McConn et
al., 1997).

Im Gegensatz zu den "triple fad"” Mutanten zeigen opr3-Pflanzen keine erhdhte Sen-
sitivitdt ggenuber Bradysia impatiens und Alternaria brassicicola (Stintzi et al.,
2001).

Die Mutante coil (coronatine-insensitive) wurde aufgrund ihrer Insensitivitat gegen-
Uber dem Toxin Coronatin (aus Pseudomonas syringae) selektiert (Feys et al., 1994).
Als Ort der coil-Mutation wurde ein Gen kloniert, das fur ein leucinreiches Protein
mit einer F-Box-Domane codiert (Xie et al., 1998). Gegentiber dem bakteriellen Phy-
topathogen Pseudomonas syringae zeichnet sich coil durch eine erhdohte Resistenz
aus (Feys et al., 1994). Bei der Infektion mit nekrotrophen Pathogenen, wie Pythium
mastophorum, Alternaria brassicicola und Botrytis cinerea findet man hingegen eine
erhohte Suszeptibilitat (Vijayan et al., 1998; Thomma et al., 1998). Die Empfind-
lichkeit gegentuber dem biotrophen Pilz Peronospora parasitica unterscheidet sich
jedoch nicht vom Wildtyp.

Umfangreiche Untersuchungen zur Resistenz gegentiber verschiedenen Pathogenen
liegen fur die Mutante cevl ("constitutive expression of VSP1") vor, deren durch
Jasmonate regulierte Signaltransduktionskette konstitutiv aktiv ist (Ellis & Turner,
2001). Diese Mutante zeigt eine erhohte Resistenz gegentber dem biotrophen Pilz
Erysiphe cichoracearum, dem bakteriellen Pathogen Pseudomonas syringae und der
Blattlaus Bradysia impatiens (Ellis et al., 2002).

Wie in cevl werden auch in der Mutante cexl jasmonatregulierte Gene, wie Vsp,
Pdfl1.2, Thi2.1 konstitutiv exprimiert (Ellis & Turner, 2001; Xu et al., 2001).

Far die jasmonatinsensitiven Mutanten jinl und jin4, deren Charakterisierung Ge-
genstand dieser Arbeit ist, wurden Untersuchungen zur Sensitivitdt gegentiber an-
deren Phytohormonen und zur Expression von jasmonatresponsiven Genen durch
Berger etal. (1996) durchgeflihrt.
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Sensitivitat ~ Sensitivitat Sensitivitat
gegeniiber gegenliber  gegeniiber Sensitivitat

mannliche nekrotrophen virulenten biotrophen gegenliber Ozon-
Gen Fertilitait  Pathogenen Bakterien Pilzen Insekten sensitivitdat Referenz
JA-Biosynthese-Mutanten
fad3-2fad7-1fad8 FAD3, 7, 8 steril erhoht erhoht erhéht  Browse et al ., 1993
(“triple fad") Fettsaure- McConn etal ., 1994
Desaturase McConn & Browse, 1996
opr3 / ddel OPR3 steril reduziert reduziert Sanders et al ., 2000
12-oxophytodien- Stinzi & Browse, 2000
saurereduktase Stinzi et al ., 2001
aiml reduziert Richmond & Bleecker, 1999
dad1 DAD1 steril Ishiguroet al ., 2001

Chloroplasten-
Phospholipase Al

dde2 AOS steril von Malek et al. , 2002
Allenoxidsynthase

aos CYP74A steril Park et al ., 2002
Cytochrom P450,
AOS
Signaltransduktions/Perzeptions-Mutanten
jinl fertil wie Wildtyr Berger etal., 1996
jind / jarl JA-Adenylase fertil erhoht wie Wildtyr erhéht Staswick etal., 1992,
Berger etal., 1996
coil coll steril erhéht reduziert  wie Wildtyp erhéht erhéht Feys etal., 1994
F-Box-LRR Xieetal., 1998

Kloek et al ., 2001
Ellis et al., 2002

mpk4 MPK4 reduziert reduziert reduziert Petersen et al ., 2000
Mitogen- aktivierte
Proteinkinase

axrl-24 AXR1 reduziert erhoht Leyser etal., 1993
Nedd8/RUB1 Tiryaki & Staswick, 2002
aktivierende
Enzym-

Untereinheit

cevl AtCesA3 fertil reduziert reduziert reduziert Ellis & Turner, 2001
Zellulosesynthase Ellis et al., 2002
cetl bis cet9 Hilpertetal ., 2001
cexl fertil Xu et al ., 2001
casl fertil, aber Kubigsteltig & Weiler, 2003
keine
Samen
joel und joe2 Jensen et al., 2002
juel und jue2 Jensen et al., 2002

Tabelle 1.1: Ubersicht Giber bekannte A. thaliana Mutanten in der JA-Biosynthese, JA-
Perzeption und JA-Signaltransduktion und deren Phéanotypen.

jind (jasmonate-insensitive), die zu der Mutante jarl (jasmonate-resistent) allel ist,
zeigt eine reduzierte Hemmung des Wurzelwachstums in jasmonathaltigem Medum
und ist fertil. Abscisinsdure hemmt die Keimung von jarl (Staswick et al., 1992)
und jin4 (Berger et al., 1996) starker als in den entsprechenden Wildtypen. In jarl
liegt eine Mutation in einem Gen vor, das eine Jasmonatadenylase kodiert (Staswick
et al., 2002).

jinl (jasmonate-insensitivel) wurde durch Bestrahlung des Arabidopsis thaliana -
Wildtyps Col-gl1l (WtC) mit Rontgenstrahlen erzeugt. Die Selektion der Mutante er-
folgte in der Mx-Generation auf MeJA-haltigem MS-Medium. Wahrend das Wurzel-
wachstum im Wildtyp durch Methyljasmonat gehemmt wurde, zeigten sich jinl-
Pflanzen unempfindlich gegentiber dieser Substanz (Tab.1.1). Die Selektion von jin4

erfolgte nach dem selben Prinzip. Allerdings wurde eine T-DNA-Insertions-
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sammlung (stock no. 3115) vom Arabidopsis Biological Resource Center an der
Ohio State University durchsucht. Die jin4 Mutante hat als genetischen Hinter-
grund den A. thaliana - Wildtyp Wassilewskija (WS).

Wurzellange(mm)

MeJA (uM) wtC jinl WS jind
0] 459+ 54 39,0+ 8,4 44,4 + 6,2 46,0 + 3,7
10 8,0+ 3,0 16,4+ 5,6 9,7+ 25 249+ 5,1
100 3,8+1,3 81+23 52+1,8 8,7+26

Tabelle 1.2: Hemmung des Wurzelwachstums durch MeJA. Die Wur-
zeln von jinl sind auf 10 bzw. 100uM MeJA ca. 2mal langer als in
WtC. jin4 hat auf 10uM MeJA etwa 2,5fach und auf 100uM MeJA ca.
1,6fach langere Wurzeln als der Wildtyp WS. (aus Berger et. al, 1996)

Berger et al. (1996) untersuchten weiterhin die Sensitivitat von jinl und jin4 gegen-
Uber anderen Phytohormonen. Die Samenkeimung beider Mutanten wurde durch
ABA gehemmt. Dabei erwies sich jin4 doppelt so empfindlich gegenuber ABA wie
jinl und die Wildtypen. Die hemmende Wirkung von Ethylen auf das Wachstum des
Hypokotyls war in beiden Mutanten identisch, und es zeigten sich keine Unter-
schiede im Vergleich zu den korrespondierenden Wildtyppflanzen.

Ferner wurde bereits die Aktivierbarkeit verschiedener jasmonatresponsiver Gene
(AtVsp, AtLox1, AtLox2, AtPall) in Wurzeln bzw. in Blattern beider Mutanten unter-
sucht. AtVsp kodiert ein Protein, das homolog zu VSP A und VSP B der Sojabohne
ist. Die Akkumulation von AtVSP-mRNA steigt in Blattern und Wurzeln nach Be-
handlung der Keimlinge mit MeJA an (Berger et al, 1995). In Wurzeln von jin1 und
jind zeigten sich nach Applikation von MeJA keine Unterschiede in der Expression
von AtVSP im Vergleich zu den Wildtypen WtC und WS. In Blattern allerdings war
AtVSP in WtC und WS nach Applikation von MeJA starker exprimiert als in den
Mutanten.

Lox1 und Lox2 kodieren Lipoxigenasen und sind ebenfalls durch MeJA induzierbar.
Wahrend LOX1 vor allem in Wurzeln exprimiert wird (Melan et al., 1993), findet
man LOX2 hauptsachlich in Blattern (Bell & Mullet, 1993). Die Expression von
LOX1 nach MeJA-Behandlung war in Wurzeln von jinl und jin4 unverandert vergli-
chen mit den korrespondierenden Wildtypen. Auch fur die Expression von LOX2
nach MeJA-Applikation zeigte sich in Blattern dasselbe Expressionsmuster in Wild-
typen und Mutanten.

Weiterhin wurde die Expression von PAL1 untersucht, von dem be kannt ist, dass es

in anderen Pflanzenarten durch Jasmonate induziert werden kann (Gundlach et al.,

16



1. Einleitung

1992). Eine schwache Induktion durch MeJA konnte auch in jinl und jin4 nachge-
wiesen werden, die sich allerdings nicht von der Expression in den entsprechenden
Wildtypen unterschied.

Untersuchungen auf Proteinebene zeigten, dass das Expressionsmuster von AtVSP-
MRNA mit der gebildeten Proteinmenge Kkorreliert. Verglichen mit den Wildtypen
wurde in Blattern der Mutanten jinl und jin4 nach MeJA-Applikation deutlich we-
niger AtVSP-mRNA und dementsprechend weniger Protein gebildet.

Berger et al. (1996) pruften auf3erdem die Expression von AtLOX2 und AtVSP, die
durch Verwundung induziert werden koénnen. Nach Verwundung von Blattern
konnte eine starke Induktion von AtVSP in WtC und jin1l nachgewiesen werden. In
jind dagegen fiel das Signal deutlich schwécher aus als im entsprechenden Wildtyp
WS. AtLOX2 wurde sowohl in den Mutanten als auch in den Wildtypen nach Ver-

wundung stark exprimiert.

1.4 Kartierung von Mutationen

Das Genom von A. thaliana besteht aus etwa 125 Millionen Basenpaaren und ko-
diert far ca. 25000 Proteine (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Die Gene werden
funktionell durch ihre mutanten Phanotypen charakterisiert. Prinzipiell werden
zwei Wege unterschieden: die "Vorwartsgenetik” und die "Ruckwartsgenetik”. Bei
der "Ruckwartsgenetik” wird eine kekannte DNA-Sequenz durch Mutation auf ihre
biologische Funktion Uberpruft (T-DNA-Insertionslinien).

Bei der "Vorwartsgenetik" werden zunachst Mutanten isoliert, von denen das betrof-
fene Gen isoliert und charakterisiert wird. Diese Strategie wurde in der vorliegenden
Arbeit zur Kartierung der jinl Mutante genutzt. Das kartierungsgestutzte Klonieren
("map-based cloning") eines Gens erfordert zwei Voraussetzungen. Zum einen mus-
sen molekulare Marker vorhanden sein mit denen die Mutation kartiert werden
kann und zum anderen muss eine genomische DNA-Bibliothek existieren, aus der
Uberlappende DNA-Fragmente aus der Region des zu isolierenden Gens zu einem

zusammenhangenden DNA-Abschnitt ("contig”) zusammengefugt werden kénnen.

1.4.1 Molekulare Marker

Als molekulare Marker kénnen DNA-Polymorphismen genutzt werden, die sich zwi-
schen Individuen oder Populationen unterscheiden und an homologen Stellen im

Genom vorkommen.
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Beim RFLP (Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus) unterscheiden sich
homologe DNA-Abschnitte (Allele) im Abstand zwischen zwei Schnittstellen oder im
Vorkommen einer Schnittstelle fur ein Restriktionsenzym. Durch einen Restrik-
tionsve rdau entstehen verschieden lange DNA-Fragmente.

Bei CAPS ("cleaved amplified polymorphic sequence”) Markern unterscheiden sich
homologe DNA-Abschnitte mit bekannter Sequenz im Vorkommen einer Schnittstel-
le fur ein Restriktionsenzym. Nach PCR-Amplifikation mit sequenzspezifischen Pri-
mern werden die PCR-Produkte mit einem Restriktionsenzym verdaut, wodurch un-
terschiedliche Fragmente entstehen.

Eine andere Klasse von Markern sind die SSLP- ("simple sequence length poly-
morphism®) oder Mikrosatellitenmarker. Mittels sequenzspezifischer Primer werden
unterschiedlich lange Wiederholungen repetitiver Sequenzen (Dinukleotidwieder-
holungen, "tandem repeat’), z.B. (CA)» von genomischer DNA amplifiziert.

Bei den SNP- Markern ("single nucleotide polymorphism”, Einzelnukleotidpoly-
morphismus) findet man Unterschiede (Polymorphismen) von einzelnen Basen n-

nerhalb eines Genoms bei verschiedenen Individuen.

1.4.2 Meiotische Rekombinationskartierung

Die meiotische Rekombinationskartierung folgt dem gleichen Prinzip wie die "klassi-
sche" Rekombinationsanalyse, bei der zwei Mutationen gegeneinander kartiert wer-
den. Wichtig fur die Genkartierung mit molekularen Markern ist, dass sich die
mutanten Pflanzen von den Wildtyp-Pflanzen in der DNA-Sequenz hinreichend un-
terscheiden. Bei Arabidopsis verwendet man fur die molekulare Genkartierung so-
genannte Okotypen. Das sind Linien verschiedener geographischer Herkunft, die
sich in ca. 1% der Nukleotidsequenzen unterscheiden. Die am haufigsten verwende-

ten Okotypen sind Columbia (Col )Jund Landsberg erecta (Ler).
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1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Als Modellpflanze bietet Arabidopsis thaliana die Mdglichkeit, verschiedene
Signaltransduktionswege mit Hilfe von Mutanten zu untersuchen. In der vorliegen-
den Arbeit sollte die durch Jasmonate vermittelte Signaltransduktion untersucht
werden. Die Mutanten jinl und jin4 zeichnen sich durch eine verringerte Sensitivi-
tat gegenuiber Jasmonaten aus, sind aber in der Jasmonatbiosynthese nicht g-
stort. Da Jasmonsaure eine entscheidende Rolle in den Abwehrreaktionen der
Pflanze spielt (Vijayan et al., 1998), sollten diese Mutanten hinsichtlich ihrer Resis-
tenz gegenuiber dem phytopathogenen Bakterium Pseudomonas syringae charakte-
risiert werden. Dies sollte zum einen Uber die Bestimmung des Bakterienwachs-
tums in der Pflanze zum anderen Uber die Expression verschiedener Abwehrgene
erfolgen.

Jasmonséaure ist aber auch an der Signaltransduktion nach Ozonstress beteiligt. In
Tabak wurde gezeigt, dass vor Ozonbehandlung applizierte Jasmonsaure die Pflan-
zen sogar bei hohen Ozonkonzentrationen vor Nekrosen schiitzt (Orvar et al., 1997).
Im Rahmen eines DAAD-Austauschprogramms mit der Universitat Helsinki (Institu-
te of Biotechnology) sollte die Reaktion von jinl, jin4 und weiteren in verschiedenen
Signaltransduktionwe gen betroffenen Mutanten (ein2, rcdl) auf Ozonstress unter-
sucht werden. Die Untersuchung von Doppelmutanten sollte Hinweise auf die Ver-
knupfung der in diesen Mutanten betroffenen Signaltransduktionswege mit den
Wirkungen von Ozon geben.

Ziel dieser Arbeit war weiterhin die Isolierung des in jinl mutierten Gens, um ein
Element der Jasmonat-Signhaltransduktionskette zu isolieren. Da das Jinl Genpro-
dukt nicht bekannt ist, sollte die Kartierung Uber das "map-based cloning" erfolgen,
das keine Informationen Uber das Protein erfordert. Nach der Sequenzierung von
jinl sollte der mutante Phanotyp durch ein Wildtyp-Allel komplementiert werden.

In Northern Blot-Analysen sollten ferner die zeitlichen und raumlichen Expres-
sionsmuster des in jinl mutierten Gens sowie dessen Induzierbarkeit durch Jas-

monate, andere Phytohormone und durch Verwundung untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, bei Sigma
(Manchen), Roth (Karlsruhe), Fluka (Buchs, Schweiz), Invitrogen (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg), Roche (Mannheim), Amersham Bioscience (Freiburg) und Merck
(Darmstadt) bestellt.

Die fur molekularbiologische Arbeiten notwendigen Enzyme wurden von MBI Fer-
mentas (St. Leon-Rot), New England Biolabs (Frankfurt/Main), Promega (Mann-
heim), Invitrogen (Karlsruhe) oder Roche (Mannheim) bezogen.

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert.

2.1.2 Geréate

Soweit nicht gesondert angegeben, kamen folgende Gerate zum Einsatz:

Autoklav Varioklav® Dampfsterilisator Typ 400 und Typ 500 (H+P
Laborservice, Oberschleifl3heim)

Elektrophoresekammern Horizon™ (Life Technologies, Karlsruhe)
Hybridisierungsinkubator 7602 (GFL, Burgwedel)

Inkubationsschuttler Unitron, HT (Infors, Schweiz)

Laborschuttler KS 250basic (IKA Labortechnik, Staufen)

Netzgerat Elektrophoresis Powersupply PHERO-stab. 500 (Biotec-
Fischer, Reiskirchen)

pH-Meter pH 526 (WTW, Weilheim)

Phosphor Imager Storm 860 (Molecular Dynamics, Sunnyvale CA, USA)

Photometer RNA/DNA Calculator GeneQuant (Pharmacia, Freiburg)
Ultrospeclll LKB (Pharmacia, Freiburg)

Schuttelinkubator 3032 (GFL, Burgwedel)

Vakuumtrockner SpeedVac SC100 (Savant, Instruments, Farmingdale, NY,
USA)

Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)
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Transilluminator UVT 2020 (302 nm) (Herolab GmbH Laborgeréate, Wies-
loch)

Vortex Genie 2 (Bender & Hobein AG, Zurich, Schweiz)

Zentrifugen Centrifuge 5415 C (Eppendorf, Hamburg)

Centrifuge 5403 (Eppendorf, Hamburg)

Centrifuge 5810 R (Eppendorf, Hamburg)

Avanti™J-25 Centrifuge (Beckmann, Minchen)
Wasserbad Schuttelwasserbad GFL 1083 (GFL, Burgwedel)

2.1.3 Software und Websites

2.1.3.1 Software

Adobe Photoshop 6.0

CorelDraw 10

Microsoft Excel, Microsoft Corporation
Microsoft Powerpoint, Microsoft Corporation
Microsoft Word, Microsoft Corporation

BioEdit sequence alignment editor

2.1.3.2 Websites

http://www.arabidopsis.org
http://www.arabidopsis.org/Cereon/index.jsp
http://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://mips.gsf.de

2.1.4 Antibiotika

Amp Ampicillin
Gent Gentamycin
Kan Kanamycin
Rif Rifampicin
Spec Spectinomycin
Tet Tetracyclin

Alle Antibiotika wurden von Sigma (MiUnchen) bezogen.
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2.1.5 Radiochemikalien

[a-32P]-dATP, 3000Ci/mmol ICN, Eschwege

2.1.6 Molekularbiologische ,Kit* Systeme

Megaprime DNA-labelling Kit Amersham Pharmacia, Freiberg
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

QIAEX®II Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit MBI Fermentas, St. Leon-Rot
TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen, Karlsruhe

2.1.7 Enzyme

Pfu DNA Polymerase Promega, Mannheim (3 units pro pl)

Tag DNA Polymerase Invitrogen, Karlsruhe (5 units pro pl)

T4 DNA Ligase Promega, Mannheim (1-3 units pro pl)

2.1.8 Restriktionsenzyme

Pst I, Bam HI, BspHI, Eco RI, Hind I, Kpn I, Nco I, Not I, Sal I, Sca I, Xbal, Xcm I,
Eco 721, Eco RIl, Eco 311

Alle Restriktionsenzyme wurden bei Roche (Mannheim), MBI Fermentas (St. Leon-
Rot) oder New England Biolabs (Frankfurt/Main) bestellt und mit den entsprechen-
den Puffern verwendet.

2.2 Gangige Losungen, Puffer und Medien

Alle Losungen, Puffer und Medien wurden mit Wasser aus einer Milli-Q-Anlage (Mil-

lipore, Schwalbach) hergestelit.

2.2.1 Herstellung haufig verwendeter Medien

Alle Angaben beziehen sich auf 1 Liter Gesamtvolumen.
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Medium Zusammensetzung und Herstellung

LB-Medium 10g Trypton, 59 Hefe-Extrakt, 10g NaCl, ph 7,0, autoklavieren

King’'s B-Medium | 20g Glycerin, 40g Proteose Pepton No. 3, autoklavieren, nach Abkuhlen
(KB) Zugabe von 10ml 10% KHPO4 (w/v) (sterilfiltriert), 10ml 10% MgSOa4

(King et al., 1954) | (sterilfiltriert) und 50pug/ml Rif

MS-Medium (Mu- | 4g MS-Salz 5519 (Sigma, Munchen), 10g Saccharose, 0,59 MES, pH=5,7
rashige & Skoog, | (KOH), autoklavieren
1962)

Fur LB- und KB-Platten wurden dem entsprechenden Medium jeweils 15g A-
gar/Liter und fur MS-Platten 8g Phytagel/Liter (Sigma,Munchen) zugesetzt.

Far Selektionsmedien und -platten wurde das entsprechende Antibiotikum nach
dem Autoklavieren und Abkthlen auf 50°C zugegeben (Amp 50mg/Il, Kan 50mg/I,
Tet 12,5 mg/l, Gent 10mg/l, Rif 50 bzw. 100mg/l). Fur die Selektion des jasmona-
tinsensitiven Phanotyps wurde das MS-Medium nach dem Abkuhlen mit 10 uM Me-
thyljasmonat (NIPPON ZEON, Tokyo, Japan) versetzt.

2.2.2 Herstellung haufig verwendeter Puffer und Lésungen

Puffer/Losung Zusammensetzung und Herstellung

5xDNA-Stop 20mM Tris-HCI pH 8,0
120mM EDTA

50% Glycerin

0,1% Bromphenolblau (w/v)

10xRNA-Stop 1mM EDTA
50% Glycerin
0,25% Bromphenolblau (w/v)

20xSSC 3M NaCl
0,3M NazCitrat
pH 7,0
10xXTAE 0,4M Tris-HCI,

0,2M Natriumacetat
10mM EDTA, pH 8,2

1XTBE 89mM Tris-Borat
2mM EDTA pH 8,0
pH=8,3
1XTE 10mM Tris-HCI
1mM EDTA pH 8,0
10xMOPS 0,4M MOPS (pH 7,0) (3-(N-Morpholino)propansulfonsaure)

0,1M Natriumacetat
10mM EDTA (pH 8,0)
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2.3 Verwendete Organismen

2.3.1 Pflanzen

A. thaliana L.

Okotypen: Columbia (Col-gl1) WtC
Landsberg erecta (Ler)
Wassilewskija (WS)

Mutanten: jinl (Berger etal., 1996)
jin4 (Berger etal., 1996)
rcdl (Overmyer et al., 2000)
coil (Feys et al., 1994)
ein2 (Alonso etal., 1999)
cpr5 (Boch et al., 1998)

2.3.2 Bakterien

Agrobacterium tumefaciens Stamm GV3101 (Koncz & Schell, 1986)
Pseudomonas syringae:
o0 P. syringae pv. tomato DC3000
o0 P.syringae pv. tomato DC3000avrRpm1
o P.syringae pv. maculicola aviRpml (Psm M2) (Debener et al., 1991)
o P.syringae pv. maculicola CR299 (Ritter & Dangl, 1995)

Escherichia coli

Stamm Genotyp
DH5a supE44 .lacU169 (F80 lacl q Z .? 15)hsdR17 recAl end Al gyr A96
thi-1 rel Al

One Shot | F - mcrA .(mrr-hsdRMS-mcrBC) f 80 lacZ .M15 lacZX74 deoR
TOP10 (In-|araD139 .(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Str r ) endAl nupG
vitrogen,
Karlsruhe)

2.4 Pflanzenanzucht und Stressbehandlung

2.4.1 Pflanzenanzucht

Die Anzucht von A. thaliana Pflanzen erfolgte bei 23°C und einer Lichtstarke von ca.

250umol/mszs in Klimaschranken bzw. in klimatisierten Phytokammern (Percival
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Scientific, bezogen Uber CLF Laborgerate, Emersacker). Fur vegetatives Wachstum
wurden die Pflanzen unter Kurztagsbedingungen (8h Tag, 16h Nacht), flr generati-
ves Wachstum unter Langtagsbedingungen (16h Tag, 8h Nacht) kultiviert.

Das Kultursubstrat bestand aus einem Gemisch aus Erde und Vermiculite (2-3mm

Koérnung, Marmullar, Witten).

2.4.2 Sterilisation von A. thaliana Samen

Fur die in vitro Anzucht von Arabidopsis Pflanzen wurden die Samen fur zwei Minu-
ten mit 70%igem Ethanol behandelt und anschlieBend 10 Minuten in einer Natri-
umhypochloridlésung (ca. 5% aktives Chlor, 0,15% Tween® 20) leicht geschuttelt.

Danach wurden die Samen viermal mit sterilem Wasser gewaschen.

2.4.3 Agrobakterien-vermittelte Transformation von A. thaliana

Die Agrobakterien-vermittelte Transformation von A. thaliana erfolgte nach der Bl U-
tentauchmethode (floral dip) (Clough & Bent, 1998). Daftir wurden zun&chst 500ml
LB-Medium (mit Kan, Rif, Gent) mit einer 50ml Agrobakterien-Ubernachtkultur an-
geimpft und erneut Uber Nacht bei 28°C kultiviert. AnschlieR3end wurden die Agro-
bakterien abzentrifugiert (10min, 4000 x g) und das Bakterienpellet in 100ml
5%iger Saccharose-Losung mit 0,05% Silwet L-77 aufgenommen. In diese Suspen-
sion wurden die Blutenstande und Blattrosetten von gerade mit dem Blihen begin-
nenden Pflanzen flr einige Sekunden getaucht.

Die getauchten Pflanzen wurden mit Frischhaltefolie abgedeckt, fur 24 Stunden
dunkel gestellt und bis zum Reifen der Samen unter Langtagbedingungen kultiviert.
Fur die Selektion transgener Pflanzen mit dem BAR-Gen als Resistenzmarker wur-
den die Samen auf Erde ausgesat und die Pflanzen im Keimblattstadium mit einer
1:5000-Verdinnung des Herbizids Basta® (Hoechst Schering AgrEvo GmbH) be-
spruht. Falls erforderlich wurde die Behandlung im Abstand von 510 Tagen wie-
derholt, bis eine ausreichende Selektion der transgenen Pflanzen erkennbar war.

Die Kultur erfolgte bei 23°C unter Kurztagbedingungen.
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2.4.4 Ozon-Experimente

2.4.4.1 Ozon-Behandlung

Drei Wochen alte A. thaliana Pflanzen wurden in Klimaschranken fir 6 Stunden
Ozonkonzentrationen von 250nl/1 ausgesetzt. Das Ozon wurde durch einen Ozon-
generator aus reinem Sauerstoff erzeugt und in die Klimaschrénke geleitet. In den
Klimaschranken wurde die Ozonkonzentration durch einen Ozonanalyzer (Dasibi
1008-RS, Amko Systems Inc., Ontario, Canada) kontrolliert (Pellinen etal., 1999).

Fur Northern-Analysen wurden ganze Pflanzen (ohne Wurzel) O, 6 und 24 Stunden

nach der Ozonbehandlung geerntet.

2.4.4.2 Quantifizierung des Zelltodes nach Ozonbehandlungen

Visuelle Einschatzung der geschadigten Pflanzen
Im unmittelbaren Anschluss an die Ozonbehandlung wurden die durch Ozon -
schéadigten Pflanzen sowie die Anzahl der geschadigten Blatter pro Pflanze ausge-

zahlt. Die Zzahlung wurde nach 6 und 24 Stunden wiederholt.

»lon leakage* (lonendurchléssigkeit)

Die Bestimmung des ,lon leakage” erfolgte 2 Stunden nach Ende der Ozonbehand-
lung. Dafur wurden je drei Pflanzen (ohne Wurzel) in 15ml MilliQ-Wasser eine
Stunde bei 250rpm geschuttelt. AnschlielRend wurde die Leitfahigkeit in uS/cm ge-
messen, um die Konzentration ausgetretener lonen zu bestimmen. Die selben Pro-
ben wurden nun 30 Minuten gekocht und eine weitere Stunde geschuttelt, bevor
die Leitfahigkeit erneut gemessen wurde (Gesamtionen). Der ,lon leakage” wird als

% der Gesamtionen ausgedruckt.

2.4.5 Pathogenbehandlungen

2.4.5.1 Anzucht von Pseudomonas syringae
Die Anzucht der P. syringae-Bakterien erfolgte in King's B-Medium mit den entspre-

chenden Antibiotika bei 28°C fur 2 Tage. Zur Konservierung wurden die Stamme

als Glycerinkultur bei — 80°C gelagert.
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2.4.5.2 Infektion von Arabidopsis Pflanzen mit P. syringae

Fur Pflanzeninfektionen wurden P. syringae Bakterien aus einer 3ml Ubernachtkul-
tur in 50ml frisches Flussigmedium Uberimpft und bis zu einer ODsoonm Von 0,2
(entspricht 108 cfu/ml) wachsen gelassen. Anschlie3end wurde die Kultur abzentri-
fugiert (1000 x g, 10 min) und in sterilem 10mM MgCl. resuspendiert.

Fur Wachstumskurven wurde eine Suspension 5 x 105cfu/ml verwendet. Die Inoku-
lation der Pflanzen erfolgte von der Blattunterseite mit einer 1ml Spritze ohne
Kanule (in eine Flache von 0,5cm im Durchmesser). Das Volumen pro Inokulation
betrug etwa 10ul.

Fir die Isolierung von RNA aus Blattern fur spatere Northern-Analysen erfolgte die
Inokulation mit einer Suspension von 108 cfu. Als Negativkontrolle wurde 10mM
MgCl: infiltriert.

2.4.5.3 Bestimmung der Pseudomonas Vermehrung in der Pflanze

Fur Wachstumskurven wurden Blatter mit einer Bakteriensuspension von 5 x 105
cfu infiltriert. FUr jeden Zeitpunkt wurden je 2 Blattscheibchen von 3 verschiece-
nen Pflanzen mit einem Korkbohrer (Durchmesser: 0,7cm) ausgestanzt, je 2 Blatt-
scheiben in einer Probe vereint und in 1ml steriler 20mM MgCl. — Lésung gemor-
sert. Die Anzahl der Bakterien wurde 0, (12), 24, 48 und 72 Stunden nach Inokula-
tion bestimmt. Die aufgemdrserten Proben wurden in einer Verdunnungsreihe (1:10
bis 1:10000, in 1:10 Verdunnungsschritten) auf KB-Platten (mit den entsprechen-
den Antibiotika) ausplattiert. Nach 2 bis 3-tagiger Inkubation bei 28°C wurden die

Kolonien gezéahlt.

2.4.6 Bestimmung des Chlorophyllgehalts in Arabidopsis Blattern

2.4.6.1 Aceton-Methode

Zur Bestimmung des Chlorophyligehaltes wurden je acht Blatter in einer Probe ver-
eint, mit 8ml 80% -igem Aceton versetzt und mit einem Stab zerkleinert. Der Ansatz
wurde fur mindestens 12 Stunden im Dunkeln inkubiert und einige Male geschut-
telt. Nach dem Abzentrifugieren wurde der Uberstand bei 645nm und 663nm pho-
tometrisch vermessen.

Die Berechnung des Gesamtchlorophyllgehaltes erfolgte nach der Formel:
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Chl (mg/ml) = ODeas x 20,2 + ODes3 X 8,02

Da von den geernteten Blattern das Frischgewicht bestimmt wurde, konnte an-

schlielRend der Chlorophyllgehalt pro mg Frischgewicht errechnet werden.

2.4.6.2 Bestimmung mittels SPAD-Analyser

Far die Bestimmung des Chlorophyllgehaltes wurde ein SPAD-Analyser (Soil Plant
Analysis Development) der Firma Minolta/Hydro Agri, Dulmen verwendet, der die
Transmissionen der Wellenlangen misst, die von Chlorophyllen absorbiert wird. Der
Bestimmung des Chlorophylligehaltes liegt eine Transmissionsmessung an intakten
Blattern zugrunde (Heise, 2004).

Auf einer definierten Blattflache konnte so der relative Chlorophyllgehalt bestimmt
werden.

Far jede Bestimmung wurden 10 Arabidopsis Blatter vermessen.

2.4.7 Flottieren von Pflanzen

Die Applikation von Phytohormonen (MeJA, ABA) erfolgte durch Flottieren von gan-
zen Pflanzen (ohne Wurzel) in wassrigen Lésungen in Klimaschranken. Zu definier-
ten Zeitpunkten wurden Blatter geerntet, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis

zur weiteren Verwendung fur Northern-Analysen bei —-80°C gelagert.

2.5 Molekularbiologische Techniken

2.5.1 Verwendete Bakterienvektoren

Plasmid wesentliche Merkmale Wirt Herkunft

pPRT100 colE1 ori, MCS, Amp, CaMV-| DH5a (Topfer et al., 1987)
35-S-Promotor und -Poly(A)-
Signal

pCB302 RK2 ori, nptlll, MCS1, | DH5a (Xiang et al., 1999)

MCS2,Tnos-Promotor -bar-
Pnos-Terminator

pCR®2.1 f1 ori, colE1l ori, lacZ, MCS, [ INVaF Invitrogen, Karlsruhe
Ampr, Kanr, SP6 und T7-|DH5a
Promotor
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2.5.2 Methoden zur Nukleinsaurechemie

2.5.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QlAprep Spin Miniprep Kit der
Firma Qiagen durchgefuhrt. Das aufzuarbeitende Bakteriensediment wurde herge-
stellt, indem zweimal 3ml LB-Medium (versetzt mit dem entsprechendem Antiobio-
tikum) mit E. coli (aus einer Glycerin-Stammkultur bzw. von einer Selektionsplatte)
angeimpft wurden. Die Kulturen wurden tber Nacht bei 37°C und 180rpm inku-
biert. Beide Ansatze wurden vereint und fur 3-4min bei 800 x g abzentrifugiert. Das
so erhaltene Pellet wurde nach Herstellerangaben aufgearbeitet.

Der Bakteriensaufschluss erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. Durch die
Bindung der dabei freigesetzten Plasmid-DNA an das S&aulenmaterial wird eine Ab-
trennung der rekombinanten Plasmide von der chromosomalen Bakterien-DNA er-
reicht. Um die DNA zu eluieren wurde die Saule mit 50ul tridest. HO versetzt,
60sec inkubiert und anschlief3end zentrifugiert.

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Agrobakterien erfolgte nach dem gleichen Prin-
zip ebenfalls mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen. Hierbei wurde
die isolierte Plasmid-DNA direkt fur die Transformation kompetenter E.coli DH5a
verwendet. Die Analyse der Plasmid-DNA erfolgte erst nach Rucktransformation in

E.coli und anschlieRender Plasmid-Praparation.

2.5.2.2 Isolierung von Gesamt-DNA aus Pflanzengewebe (Quick DNA MiniPrep)

Die DNA-Minipraparation erfolgte nach Roger & Bendich (1988).

Von den zu untersuchenden Pflanzen wurde je ein Blatt abgeschnitten und in ei-
nem Eppendorf-Reaktionsgefald in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Aufar-
beitung wurde das Pflanzenmaterial mit einem Glasstab zerkleinert und anschlie-
Rend mit 200ul 2xCTAB-Puffer (2xCTAB-Puffer: 2% CTAB; 100mM Tris pH 8,0;
20mM EDTA pH 8,0; 1,4M NacCl; 1% PVP Mr 40000) vermischt.

Die Aufschlusse wurden 0,5 bis 2h bei 65°C inkubiert, mit 200ul Chloroform ver-
mischt und 5min bei 15000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches
Eppe ndorf-Gefafld tberfuhrt, mit 3 Volumen reinem EtOH vermischt und fur 20min
bei —20°C gefallt. Danach wurde bei 4°C und 17000 x g fur 15min zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wurde mit 70%igem EtOH gewaschen, getrocknet und anschlie3end
in 50ul TE gelost.

Von den isolierten DNA-L6sungen wurden 1 bis 2ul fur PCRs eingesetzt.
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2.5.2.3 DNeasy Plant Kit

Eine weitere Mdglichkeit der DNA-Isolierung war die Praparation mit dem DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen). Dafur wurden zwei bis drei Blatter in flissigem Stickstoff
eingefroren, gemorsert und anschlieBend nach dem Protokoll des Herstellers wei-
terbehandelt. Bei dieser Isolierung werden zuerst Proteine und Polysaccharide aus-
geféallt und durch Zentrifugieren tber eine ,QlAshredder“-Saule zurtickgehalten. Die
DNA wird dann unter hohen Salzkonzentrationen an eine Membran aus Silikagel
gebunden und durch mehrere Waschschritte von restlichen Protein-, Polysaccharid-
und Salzanteilen befreit. Die Elution erfolgte in 50ul TE oder HxO.

Da im Kit auch RNaseA eingesetzt wird, ist gewahrleistet, dass keine RNAs mitiso-
liert werden.

Von der erhaltenen DNA wurden je 1 bis 2ul fur PCRs bzw. 10ul fur inverse PCRs

eingesetzt.

2.5.2.4 DNA-Isolation aus Blattern

Far Southern-Blot-Analysen wurde genomische DNA nach der folgenden Methode
isoliert: In flissigem Stickstoff gemdrsertes Blattmaterial (2 bis 3 Blatter) wurde mit
1ml Extraktionspuffer (100mM Tris-HCI pH8, 50mM EDTA, 500mM NacCl, 1,5%
SDS, 10mM 2Mercaptoethanol, HO) vermischt und 10 Minuten bei 65°C inku-
biert. Nach Zugabe von 300ul 5M Kaliumacetat pH4,8 wurden die Proben 1h auf
Eis gestellt und anschlieRend 10min bei 17000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen. Nach der Phasen-
trennung (5min bei 15000 x g zentrifugieren) wurde die DNA mit Isopropanol aus
der wassrigen Phase ausgefallt. Das erhaltene Pellet wurde mit 70% EtOH gewa-
schen, getrocknet und in 50ul TE+RNaseA (100ug/ml) gelost.

2.5.2.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe
Zur Praparation von Gesamt-RNA wurde Trizol®Reagent der Firma Invitrogen

(Karlsruhe) verwendet und nach Herstellerangaben verfahren. Die Elution der RNA
erfolgte in 20ul DEPC-H20.
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2.5.2.6 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA und RNA

Die Nukleinsaurekonzentrationen in Losungen wurden spektroskopisch ermittelt.
Dazu wurde die Extinktion der Losungen bei 260nm bestimmt. Die Berechung der
Konzentration erfolgte anhand des Absorptionswertes bei 260nm auf der Grundla-
ge, dass die ODzsonm 1 betragt, wenn RNA in einer Konzentration von 40ug/mi und
DNA in einer Konzentration von 50ug/mil vorliegt.

2.5.2.7 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,8-bis 3%igen Agarosegelen (mit
EtBr, Sigma) mit 1XTBE (bzw. 1XTAE) als Puffer bei ca. 3V/cm. Vor der Elektropho-
rese wurden die Proben mit 5xDNA-Stop versetzt.

Als GroRenstandard wurde die GeneRuler™ 1kb-bzw. 50bp-DNA-Leiter (MBI Fer-
mentas, St. Leon-Rot) aufgetragen.

Nach dem Lauf wurden die Gele unter UV-Licht betrachtet und photographiert.

2.5.2.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren (RNA)

Fir die Auftrennung von RNA im Agarosegel wurden 8 bis 10ug RNA auf ein Volu-
men von 3,4ul eingestellt und mit 1,5ul 10xMOPS-Puffer, 1,5 pl Formamid und
2,6ul Formaldehyd versetzt und 10min bei 65°C denaturiert. Anschlie3end wurden
die Proben mit 1,7ul 10xRNA-Stop vermischt und auf 1%-ige Agarosegele (mit EtBr)
aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1XMOPS-Puffer. Nach dem Lauf (ca. 3h bei 70V)
wurden die Gele unter UV-Licht betrachtet und photographiert.

2.5.2.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Framenten aus 1- bzw. 1,5%igen Agarosegelen erfolgte
unter Anwendung des QIAEX®II Gel Extraction Kit bzw. des QIAquick® Gel Extrac-
tion Kit (Qiagen, Hilden). Die Isolierung erfolgte strikt nach Herstellerangaben. Fur
die Elution der DNA-Fragmente wurden 20ul tridest H,O eingesetzt.

2.5.2.10 Restriktionsverdau

Der Restriktionsansatz wurde so eingestellt, dass das Volumen der eingesetzten

Enzymlosung 1/10 des Gesamtansatzes nicht Uberschreitet, um eine Inhibition
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durch das im Lagerungspuffer der Enzyme befindliche Glycerin zu vermeiden. Pro
Mg zu spaltender DNA wurden 3 bis 5 units Enzym eingesetzt und die Reaktion in
dem spezifischen Reaktionspuffer bei der fur das Enzym optimalen Reaktionstem-
peratur durchgefuhrt.

Als Reaktionszeit wurden fur die hier verwendeten Enzyme ein bis zwei Stunden

(Plasmide) und Uber Nacht (genomische DNA) fur den Verdau zugelassen.

2.5.2.11 Ligation

Bei einer Standardligation wurden Vektor und Insert im molaren Verhaltnis 1:5
eingesetzt. Die in 10ul Gesamtvolumen durchgefuhrte Ligation enthielt auf3er den
beiden DNA-Fragmenten :

1ul 10xLigase -Puffer (Promega, Mannheim)

0,5ul T4 DNA-Ligase (Promega, Mannheim)
Die Ligation erfolgte bei 15°C fur 20 bis 24h.

2.5.3 Transfer-Techniken

2.5.3.1 Northern Blot

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde die RNA mittels Kapillarblot
auf eine Nylon-Membran (Roche, Mannheim) Ubertragen. Als Transferpuffer wurde
10xSSC genutzt. Der Transfer erfolgte Uber Nacht. AnschlieRend wurde die RNA mit
UV-Licht (Stratalinker™1800, Stratagene, Heidelberg) kovalent an die Membran

gebunden.

2.5.3.2 Southern Blot

Die mit Restriktionsenzymen verdaute genomische DNA wurde zunachst im Agaro-
segel aufgetrennt. Danach wurde das Gel 1 bis 2h in Denaturierungslosung (1,5M
NaCl, 1M NaOH) und anschlieRend 2 mal 20min in Neutralisierungslésung (1,5M
NaCl, 1M Tris-Cl, pH 7,0) gewaschen. Mittels Kapillartransfer wurde die DNA auf
eine positiv geladene Nylon-Membran (Roche Mannheim) Uberfihrt. Der Transfer
erfolgte Uber Nacht mit 20xSSC als Transferpuffer.

Bevor die kovalente Bindung der DNA an die Membran erfolgte (Stratalinker™1800,
Stratagene, Heidelberg), wurde die Membran kurz in 2xSSC gespult.
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2.5.4 Radioaktive Markierung von Nukleinsaure-Fragmenten

Zum Nachweis von DNA und RNA in Hybridisierungsexperimenten wurden radioak-
tiv markierte Sonden mit Hilfe des ,Megaprime DNA-labelling Kit“ der Firma Amer-
sham Pharmacia (Freiburg) mit p-32P]-dATP nach der ,random prime“-Methode
hergestellt (Feinberg & Vogelstein, 1984). Dabei wurden pro Markierung 25ng cDNA
eingesetzt. Die Vorgehensweise richtete sich nach den Angaben des Herstellers.
Nicht inkorporierte Radioaktivitdt wurde Uber S&ulen (,Probe QuantTMG-50%), e-

benfalls von Amersham Pharmacia (Freiburg), entfernt.

2.5.4.1 DNA-Hybridisierungsexperimente (Southern-Analysen)

Die radioaktiv markierte Sonde (Kap. 2.5.4) wurde nach der Denaturierung (5-
10min bei 95-100°C, Abkuhlen im Eisbad) in 10ml ExpressHyb (Clontech, Heidel-
berg) auf die prahybridisierte Membran (1h 60°C) appliziert und anschlielRend tUber
Nacht bei 60°C im Hybridisierungsinkubator hybridisiert. Das Vorgehen bei der
Prahybridisierung, Hybridisierung und den anschlieRenden Waschschritten erfolgte

nach Herstellerangaben.

2.5.4.2 RNA-Hybridisierungsexperimente (Northern-Analysen)

Die Northern-Hybridisierungen erfolgten wie im vorhergehenden Kapitel beschrie-
ben. Allerdings erfolgte sowohl die Prahybridisierung als auch die Hybridisierung
bei 68°C.

2.5.4.3 Visualisierung mittels Phosphorscreen

Die Visualisierung der Signale erfolgte sowohl bei Northern- als auch bei Southern-
Analysen mittels Phosphorscreen.

Die hybridisierten Me mbranen wurden in Saran-Folie™ (Roth, Karlsruhe) verpackt
und fur ein bis drei Tage auf einem PhosphorScreen (Molecular Dynamics, Krefeld
bzw. Amersham Biosciences, Freiburg) exponiert, mittels Phosphorimager (Amers-
ham Biosciences, Freiburg) detektiert und mit Hilfe der Software ImageQuant ana-

lysiert.
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2.5.5 PCR

2.5.5.1 Standard-PCR

Die PCR-Reaktionen wurden in den Thermocyclern GeneAmp PCR System 2400
und GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer, Uberlingen) durchgefiihrt.

PCR-Ansatz: "Template” DNA
MQ-Wasser
2ul 10xReaktionspuffer (Invitrogen, Karlsruhe)
2ul Vorwérts-Primer (30uM)
2ul Ruckwarts-Primer (30uM)
0,8ul MgCl2 (50mM)
0,32 ul dNTPs (12,5mM)

0.25ul Tag DNA Polymerase (5u/ul) (Invitrogen, Karlsruhe)
Gesamtvolumen :  20ul

Alle Standard-PCR-Programme leiteten sich von dem folgenden Schema ab:

1. Denaturierung 5 min 95°C
2. Denaturierung 30 sec 95°C
3. "Annealing" 30 sec T opt
4. Elongation 30 sec bis 4 min 72°C
5. 25 bis 45 Zyklen der Schritte 2 bis 4

6. Abschlu3-Elongation 7 min 72°C
7. Abkuhlen 4°C

Die "Annealing"-Temperatur lag 1 bis 2°C unter der Schmelztemperatur der Primer
(meist zwischen 50 und 65°C). Die Elongationszeit richtete sich nach der Grof3e des
zu amplifizierenden Fragments und betrug 1min/kb (Tag DNAPolymerase) bzw.
2min/kb (Pfu DNA Polymerase).

Die optimalen PCR-Bedingungen wurden durch Variieren der Annealing-

Temperatur, MgCl.-Konzentration, DNA-Konzentration bzw. Zyklenzahl gefunden.
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2.5.5.2 Semiquantitative RT-PCR

Reverse Transkription

Fur die cDNA-Synthese mit Oligo-dt-Primern wurden 5upg der nach der Trizol-
Methode praparierten RNA und der RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit
der Firma MBI Fermentas verwendet. Es wurde strikt nach Herstellerangaben ver-

fahren.

Amplifizierung der revers transkribierten DNA

2ul des in der reversen Transkription entstandenen Produkts wurden als "Templa-
te"- DNA in eine Standard-PCR eingesetzt.

2.5.5.3 Inverse PCR

Die inverse PCR dient zur Amplifizierung unbekannter Sequenzen auf beiden Seiten
einer bekannten Sequenz (Pang & Knecht, 1997). Mit dieser Methode ist es mdglich,
gezielt Abschnitte am 5'-oder 3'-Ende der bekannten Sequenz zu amplifizieren, in-
dem man ein Restriktionsenzym wahlt, dass in der bereits bekannten Sequenz
schneidet. Es werden dann nur die unbekannten Abschnitte amplifiziert, die auf
der selben Seite der Restriktionsschnittstelle liegen wie die Primer. Dazu wurde ge-
nomische DNA (2ug) mit einem Restriktionsenzym verdaut und die entstandenen
DNA-Fragmente durch Behandlung mit T4-DNA-Ligase zirkularisiert. Diese zirku-
laren Produkte wurden zunéchst in einer PCR mit auswarts grichteten Primern
amplifiziert. In einer zweiten PCR mit "nested” Primern sollte sicher gestellt werden,

dass keine unspezifischen PCR-Produkte entstehen.

2.5.5.4 3'Race-PCR

Die Race-PCR ("Rapid Amplification of cDNA Ends") erméglicht die Amplifikation von
5- und 3'- cDNA-Enden und wird eingesetzt, wenn nur ein Teilstick der DNA-
Sequenz bekannt ist (Frohman etal., 1988).

Die Synthese der cDNA wurde mit Hilfe des RevertAid™ First Strand cDNA Synthe-
sis Kit (MBI Fermentas) durchgefuhrt. Dazu wurde ein genspezifischer Primer als

Vorwarts-Primer und ein Primer, der an den poly(A)-Schwanz am 3’-Ende bindet,
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als Ruckwarts-Primer eingesetzt. Eine anschlie3ende PCR mit "nested" Primern soll-
te verhindern, das unspezifische PCR-Produkte amplifiziert werden.

Das erhaltene PCR-Produkt wurde mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kit der Firma
Invitrogen (Karlsruhe) nach Herstellerangaben kloniert und anschlieRend sequen-

ziert.

2.5.5.5 Kolonie-PCR

Fur die Kolonie-PCR wurden einzelne Bakterienkolonien mit sterilen Zahnstochern
direkt in die vorbereiteten Standard-PCR-Ansatze uUberfuhrt. Die Zellen wurden
wéahrend der initialen Denaturierung 10min lysiert, so dass die Plasmid-DNA als

"Template"” in der folgenden PCR unter Standardbedingungen zur Verfigung stand.

2.5.6 Klonierung von PCR-Produkten

Die zu klonierenden PCR-Produkte wurden zunéchst in einer PCR mit einem Ge-
misch aus Tag-und Pfu-Polymerase (1:20) amplifiziert (als PCR-Puffer wurde
10xPfu-Puffer verwendet), gelelektrophoretisch aufgetrennt und wie im Kap. 2.5.2.9
beschrieben aus dem Agarosegel eluiert.

Die Klonierung und Transformation erfolgte mit dem TOPO TA Cloning® Kit der
Firma Invitrogen (Karlsruhe) nach Herstellerangaben.

In einer Kolonie-PCR mit genspezifischen Primern wurde uUberpruft, ob das ge-

wunschte PCR-Produkt erfolgreich kloniert wurde.

2.5.7 Sequenzierung

2.5.7.1 Automatisierte Sequenzierung

Das zu sequenzierende DNA-Fragment wurde zunéachst mit Hilfe des TOPO TA Clo-

ning®-Kit (Invitrogen, Karlsruhe) strikt nach Herstellerangaben kloniert. Die Plas-
mid-DNA wurde anschlieBend unter Verwendung des QIlAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Hilden) isoliert.

Die automatisierte Sequenzierung wurde von Frau Regina Weil3 (IPB Halle) nach der
Methode des 'tycle sequencing” auf einem LICOR (4000L oder Longreadir 4200,
MWG-Biotech, Ebersberg) durchgefuihrt. Es wurden die vektorspezifischen fluores-
zenmarkierten M13-Primer (IRD700 bzw. IRD800, MWG-Biotech, Ebersberg) ver-
wendet.
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2.5.7.2 Computergestutzte Sequenzdatenverarbeitung
Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit den Programmen BioEdit, EditSeq,
MapDraw, SegMan Il und Protean (DNA-Star Inc., USA).

Sequenzvergleiche mit Datenbanken erfolgten unter Verwendung des ,BLAST"-
Algorithmus (Altschul et al., 1990, 1997)

2.6 Mikrobiologische Methoden

2.6.1 Herstellung von Glycerinkulturen

Zur Herstellung von Stammkulturen wurden 850ul einer Ubernacht-Kultur von
Bakterien einer Einzelkolonie mit 150ul sterilem 99%igem Glycerin grundlich
durchmischt. Diese Dauerkultur wurde bei —-80°C gelagert.

Von dieser Stammkultur konnten Aliquots z.B. mit einer sterilen Impfose zur Kulti-

vierung in Nahrmedien entnommen werden.

2.6.2 Herstellung kompetenter Zellen (Escherichia coli)

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte mit Hilfe der CaClz-Methode (Ausubel et
al., 1989). Dazu wurden 200ml LB-Medium mit einer Vorkultur aus DH5a-Zellen
angeimpft und bis zu einer ODsoonm VON 0,4 bis 0,6 kultiviert. Anschliel3end wurden
die Zellen 15min auf Eis inkubiert, zentrifugiert (10min, 4°C, 800 x g) und das Pel-
let in 10ml kaltem CaCl. (100mM) resuspendiert. Die Zellen wurden 1 Stunde auf
Eis inkubiert, zentrifugiert (5min, 4°C, 800 x g) und in 100mM CacCl; und 15% Gly-
cerin resuspendiert. Nach einer 30minutigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen
aliguotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert.

2.6.3 Transformation von Escherichia coli

Kompetente DH5a Zellen wurden mittels Hitzeschock transformiert. Die zu trans-
formierenden Plasmide wurden zu den kompetenten Zellen gegeben und fur 30min
auf Eis inkubiert. Sie wurden anschliel3end fur 60sec einem Hitzeschock von 42°C

ausgesetzt und fur weitere 2min auf Eis inkubiert. Danach wurde flussiges LB-
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Medium ohne Antibiotikum zugegeben und die Kulturen fur 1h bei 37°C geschut-
telt. Anschlie3end wurden Aliquots auf LB-Selektionsplatten ausplattiert und tber
Nacht bei 37°C inkubiert.

2.6.4 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Mit der auf Hofgen & Willmitzer (1988) zuriickgehenden Methode zur Ubertragung
isolierter DNA auf Agrobakterien wurden ausreichende Transformationsraten er-
zielt. Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 3ml einer Ubernachtkultur von
Agrobacterium tumefaciens GV3101 in 100ml LB-Flussigmedium mit Gentamycin
und Rifampicin gegeben und fur 6-10h im Schuttelinkubator bei 28°C und 160rpm
kultiviert. Nach dem Abkuhlen der Kultur im Eisbad wurden die Zellen fur 10min
bei 3000 x g sedimentiert. AnschlielRend wurden die kompetenten Zellen in 1ml LB-
Medium resuspendiert, zu jeweils 200 aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefro-
ren und bei -80°C aufbewahrt. Zur Transformation wurde ein 200m Aliquot kompe-
tenter Zellen im Eisbad aufgetaut, 1-5ng Plasmid-DNA zugegeben und 5min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz in flissigem Stickstoff
far 5min eingefroren. Als Hitzeschock wurden die Zellen 5min in einem Wasserbad
bei 37°C aufgetaut. Nach Zugabe von 1ml LB-Medium wurden die Zellen 2-4h bei
28°C und 160rpm im Schuttelinkubator kultiviert. Zur Selektion auf transformierte
Zellen wurden 100n des Ansatzes auf eine Selektionsplatte ausplattiert und ca.
48h bei 28°C bebrutet.

38



2. Material und Methoden

2.7 Ubersicht Uber die verwendeten Primer

Das Design der meisten Primer erfolgte unter Verwendung des Programmes
-PRIMER3" (Rozen & Skaletsky, 2000).

Name Sequenz in 5-3' Richtung Funktion/Ziel Herkunft

F2G19 F: CTG ACG GGG AAA TCT TCG ATG Kartierung TAIR
R: CCG TAC ATC ATC TTC CAC CTC Simple Repeat Table

F2J6_A F: CCT CAC TCC AAT ATG CAG AC Kartierung Cereon IND
R: GCA ACG AGA CCATGAAGC TC

F5D14 F: CCACAA CGAAAACTC ATC ACATG Kartierung Cereon IND
R: CCA CAT ATATTT ATG GCT CC

F6N18 F: GAG TCT CTC TGT GTC AAG Kartierung Cereon IND
R: CAT CGG TTT CGG TTC GGT AC

FoL11 F: GTC CGG CAC ACT AAGTCAC Kartierung TAIR
R: CAA AAT GGT AAATAT GTT TGC Simple Repeat Table

F13K9 F: CAT ATG CTT GCT CTC TGT AAC T Kartierung Cereon IND
R: GAG GTC ATC TCTTTC TAC CAG A

F14J22neu F: GGT TTG AAATTG TGC AAG GC Kartierung Cereon IND
R: CAT ACC TCT TGG AGC ATT CG

F23M19 F: GTT TGG CTG ATAACATTC ATG Kartierung TAIR
R: CAA ATG ATG TCG AAA AGA ATC Simple Repeat Table

F28J9 F: TTC TCG ATCATT TTC TCTACC T Kartierung Cereon IND
R: ACCTGT TCT CACTTTATGTTCC

F28K20 F: GTTCCC TTT TTC TCT ACT GC Kartierung Cereon IND
R: CTG CTACTT CTG CAG GTAAC

nga280 F: CTG ATC TCA CGG ACAATAGTG C Kartierung SSLP (Tair)
R: GGC TCC ATA AAA AGT GCA CC

T27K12 F: GGA CAACGT GTC AAACGG TT Kartierung SSLP (Tair)
R: GGA GGC TAT ACG AAT CTT GAC

F28H19 F: TAC ATT TGA TGA AGA AGC Kartierung SSLP (Tair)
R: AAG TTT ACC TTG AAG

FoCi16 F: CTA GTA GAT GCC TCA ACC TG Kartierung TAIR
R: GTATTACTT TCC TCA AGC CC Simple Repeat Table

T18F15 F: CGT CAA ATT GAT AGC CTA ATC Kartierung Cereon IND
R: GCT AAC AGT GCG ATT GTC AAG

T12C22 4 F: GGT GGA AAC CAG ACTTGTC Kartierung Cereon IND
R: GAT AAATTT ACG GCC ATC C

F27F5 F: GTATGG TCT TAG AGC CAT GAG Kartierung Cereon IND
R: GCAAAACTT TCATTT GCA AGG

T3F24 F: GTCTCT AGC TTT GGT TGT GG Kartierung Cereon IND
R: CTT CAG GAA GCT ACA ATA ACC

coil F:GGTTCTCTTTAGTCTTTAC Selektion homo- |CAPS (TAIR)
R: CAG ACAACT ATTTCG TTACC zygoter Pfl.

At1g32640.1 F: GAT CAC TCC GAT CTA GAAG C RT-PCR MIPS
R

CATTTTT GAAATC AAACTTGCTC
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2. Material und Methoden

Name Sequenz in 5-3' Richtung Funktion/Ziel Herkunft

MYC2 F: GAATGA CTG ATT ACC GGC TAC AA Sequenzierung MIPS
R: CTT TTAACC GAT TTT TGA AAT CA

MYC2_1 F: GGT CAC CGG TTT ATG GAA TG Sequenzierung MIPS
R: GGT TAT TGT GCT TGA GCT AC

MYC2_2 F: GTC TAT TCA GTT TGA GAA ACG Sequenzierung  [MIPS
R: CTA AAC TTC CCA AAACAG ACC C

MYC2_2NEU F: TCT ATT CAG TTT GAG AAC GGT A Sequenzierung [MIPS
R: AAT TAT GAT TTG ACC CCATAAC

MYC2_3 F: GATCACTCCGATCTAGAAGC Sequenzierung MIPS
R: AGG TTT TAT GTG TGTGTC TT

MYC2_3 A F: ATG CAT ACT ATT GCG TGT ATT C Sequenzierung MIPS
R: TAGTTC TTG TGA GTC GGT TAAA

MYC2_3 B F: ATG CAT ACT ATT GCG TGT ATT C Sequenzierung  [MIPS
R: ATC CAC TTA TGC CAT AAA ACC

MYC2_3 C F: ATG CAT ACT ATT GCG TGT ATTC Sequenzierung  [MIPS
R: TCG AGG AGA AGG AAG ACT ATT A

MYC2_3 D F: ATG CAT ACT ATT GCG TGT ATT C Sequenzierung MIPS
R: GGT TCA ACA AAG AAAAATTCAT

MYC2_3 E F: ATG CAT ACT ATT GCG TGT ATT C Sequenzierung MIPS
R: TCT CATTTC TACATGTTCTCCTT

P1 re: GAA ACG AGG AAG AAA GCC AG inverse PCR MIPS
li: TTT GGA CGT TTC TCT ACT GC Sequenzierung

P2 (nested) re: CAA ACG GTA GAG AAG AGC CA inverse PCR MIPS
li: TAC TTC TTT CAC GAC GGA AG Sequenzierung

RACE1 GAA AGA AGT AGC AGT AGA GA RACE-PCR MIPS

RACE2 (nested) |CTATCA TTC GGA GAT AAA Sequenzierung

RACE3 NVTTTTTTTTTTTTITTTITTTITTTITTT

MycNEU F: CAG AGA AAC TCC AAATCAAGAACCA Bestétigung MIPS
R: TCT ACG CGA GAA GAG CTG AAG AATA Sequenzierung

Kompl. 35S F: ACC ATG GAATGA CTG ATT ACC GGC TAC AA Komplementation |MIPS
R: AGG TAC CTT TTA ACC GAT GAT TTT TGA AAT CA

Kompl. endoPr [F: ACT GCA GAT GTC TCA GAA AAT TATATTC Komplementation |MIPS
R: AGG TAC CTT CGT GTG TTC CTT CAA TCA AAG C

AtMyc2 F: CAAGGT TCG AATTCTTTT CA RT-PCR MIPS
R: TTA GTG GCT CTT CTC TAC CG

EFa F: CAA CCT TGA CTG GTA CAA GG Kontrolle Michael Weber
R: AGA ACG CCT GTC AAT CTT GG RT-PCR
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Mutanten jinl und jin4

3.1.1 Einfluss von Methyljasmonat und Coronalon auf das Wurzelwachstum

Phanotypisch unterscheiden sich jinl und jin4 zunachst nicht von ihren Wildty-
pen Col-gll (WtC) und Wassilewskija (WS). Erst durch Applikation von Jasmona-
ten bzw. Coronalon wird der jasmonatinsensitive Phanotyp der Mutanten sicht-
bar.

Methyljasmonat (MeJA), der Methylester der Jasmonsaure (Abb.3.1.1), hemmt
stark das Wurzelwachstum der Wildtypen WtC und WS. Auf MS-Medium, das

Jasmonsaure Methyljasmonat Coronatin Coronalon

Abbildung 3.1.1: Strukturformeln der in ihrer Wirkungsweise &hnlichen Verbindungen.
(verandert nach Schiler et al., 2004)

10uM MeJA enthélt, sind die Wurzeln von jinl ca. 2mal langer als bei WtC. Im
Fall von jin4 sind die Wurzeln ebenfalls ca. 2fach langer als im entsprechenden
Wildtyp WS (Abb.3.1.2).

jinl WS Jjind

WtC

Abbildung 3.1.2: 12 Tage alte Pflanzen auf MS-
Medium, das 10pM MeJA enthalt
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Neben dem deutlich sichtbaren Wurzelphé&notyp unter Einfluss von MeJA ist bei
beiden Wildtypen oftmals ein hellgriner bis gelblicher Farbton der Blatter er-
kennbar, wahrend in den Mutanten kein Ausbleichen der Blatter und somit kein

Chlorophyllabbau nach Applikation von MeJA auftritt.

Die Mutante coil, die wie jinl aus dem Col-0 Hintergrund stammt, wurde auf
Insensitivitat gegentber Coronatin selektiert, sie ist aber gleichzeitig auch insen-
sitiv gegenuber Methyljasmonat (Feys et al., 1994). Coronatin ist ein Phytotoxin,
das aus Pseudomonas syringae isoliert werden kann und in hdéheren Pflanzen
eine dhnliche Wirkung wie OPDA und Jasmonate hat (Weiler et al., 1994). Schu-
ler et al. (2004) gelang es, eine dem Coronatin und der Jasmonsaure in Struktur
und Wirkung ahnliche Substanz zu synthetisieren: das Coronalon (2-[(6-ethyl-1-
oxo-indane-4-carbonyl)-amino]-3-methyl -pentanoic acid methyl ester) (Abb.3.1.1).
Auf coronalonhaltigem MS-Medium wurde das Wurzelwachstum des Wildtyps
WtC stark gehemmt. Die Wurzeln der Mutante wil (Positivkontrolle) waren nach
12 Tagen ca. 2,5fach langer; die Wurzeln von jinl waren zwar etwas kurzer als
die von coil, aber noch etwa 2,2fach langer als in WtC (Abb.3.1.3).

Wurzellangen nach 12 Tagen auf MS-Medium
mit Coronalon (1pM)

~
o

T _ 1 |Bwic Hjinl Ocoil
m -
& —_
£ 50
c
© 40 T
(o)
c
< 30
E -
=]
=
: . 10
WtC jinl coil
0 .
12 Tage alte Pflanzen auf MS- MS-Medium MS+Coronalon

Medium mit 1uM Coronalon

Abbildung 3.1.3: Einfluss von Coronalon (1uM) auf das Wurzelwachstum von WtC,
jinl und coil. n = 20; Mittelwerte + SD

AulRerdem zeigen die Blatter von coil und jinl einen sattgrinen Farbton, wah-
rend die Blatter des Wildtyps als Folge des stressbedingten Chlorophyllabbaus

gelblich-griin erscheinen.
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3. Ergebnisse

3.1.2 Infiltration von Pseudomonas syringae

In den letzten Jahren wurde verstéarkt die Interaktion zwischen Pseudomonas sy-
ringae pv. tomato (Pst) sowie dem nahe verwandten Stamm Pseudomonas syrin-
gae pv. maculicola (Psm) und verschiedenen Pflanzenspezies untersucht (Preston,
2000). Psm fuhrt in Brassicaceen (also auch in A. thaliana) zur Bakterienblattfle-
ckenkrankheit, Pst I6st in Tomaten (ycopersicon lycopersicum) die bakterielle
Blatt- und Fruchtfleckenkrankheit aus. Eine Besonderheit stellt der Stamm Pst
DC3000 dar, der auch A. thaliana befallen kann.

Im folgenden wurden vier Pseudomonas-Stdmme verwendet, um die Snsitivitat
von jinl und jin4 zu testen: Pst DC3000 (mit und ohne avrRpml-Avirulenzgen),
Psm M2avrRpml und Psm CR299, der durch eine Tn3-Spice Insertion im
avrRpm1-Gen des Elternstammes Pseudomonas syringae pv. maculicola M2 ent-
stand (Ritter & Dangl, 1995). Pst ist im Gegensatz zu Psm in der Lage, das bakte-

rielle Phytotoxin Coronatin zu bilden.

3.1.2.1 Makroskopische Beobachtungen

Nach Infiltration mit dem avirulenten Stamm Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000avrRpml tritt in den getesteten Wildtypen WtC und WS sowie in den
Mutanten jinl und jin4 eine deutlich ausgepragte hypersensitive Reaktion auf
(Abb.3.1.4). Diese aul3ert sich zunachst durch die Auspragung von Lasionen, die
spater in helle Nekrosen Ubergehen. Die HR ist auf einen bestimmten Blattab-
schnitt in unmittelbarer Nahe der Infektionsstelle beschréankt und dehnt sich

nicht auf weitere Teile des Blattes aus.

Nach einer Infiltration mit virulenten Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000-
Bakterien zeigen beide Wildtypen und die Mutante jind ausgepragte
Krankheitssymptome, die nicht nur auf die Infiltrationsstelle beschrankt sind,
sondern sich auf weite Blattabschnitte ausdehnen. Die Mutante jin4 erscheint
ausgehend von diesen makroskopischen Beobachtungen sensitiver gegenuber
DC3000 als ihr entsprechender Wildtyp WS zu sein. In der Mutante jinl ist das
Fehlen von Krankheitssymptomen nach der Infiltration von DC3000 auffallig,
wahrend der korrespondierende Wildtyp WtC ausgepréagte Krankheitsmerkmale

aufweist.
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MgCl, DC3000 RPM1 MgCl, DC3000 RPM1

jinl jina

Abbildung 3.1.4: Arabidopsis-Blatter 7 Tage nach Infiltra-
tion mit Pseudomonas syringae pv. tomato mit und ohne
avrRpml (Bakteriendichte: 5 x 105 cfu/ml) und MgCl2-
Kontrolle (10mM)

Um diese Beobachtungen zu verifizieren, wurde der Chlorophylligehalt der Blatter
nach Infiltration von Pseudomonas syringae sowie in Wachstumskurven die Aus-

breitung der Bakterien in den Pflanzen bestimmt.

3.1.2.3 Einfluss von Pseudomonas syringae-Infiltrationen auf den Chlorophyll-
gehalt der Blatter

Der Gesamtchlorophyligehalt von Pseudomonas syringae pv. tomato -infiltrierten
Blattern wurde zunéchst mit Hilfe der Aceton-Methode ermittelt (Abb.3.1.5).
Deutliche Unterschiede im Chlorophyllgehalt zwischen den Wildtypen und Mut-
anten konnten mit dieser Methode nicht festgestellt werden. Tendenziell lasst
sich jedoch fur die Infiltration mit dem virulenten Stamm DC3000 sagen, dass
jinl einen hoheren Blattchlorophyligehalt aufweist als der entsprechende Wildtyp
WtC. Dagegen ist der Chlorophyllgehalt nach DC3000-Infiltration in jin4-Blattern
im Vergleich mit WS reduziert.

Der Chlorophyllgehalt der Blatter nach Infiltration des avirulenten Stammes Pst
DC3000avrRpml ist in allen getesteten Pflanzen geringer als in den MgCl.-
Kontrollen. Unterschiede zwischen Wildtypen und Mutanten sind hier nicht er-

kennbar. Dies korreliert mit der in allen Fallen deutlich ausge pragten HR.
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Chlorophyllgehalt in pg/g Frischgewicht
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Abbildung 3.1.5: Gesamtchlorophyllgehalt der Blatter in pg/g Frisch-
gewicht (bestimmt mittels Aceton-Methode), gemessen 10 Tage nach
Infiltration mit einer Bakteriendichte von 5 x 105 cfu/ml. n = 8; Mit-
telwerte + SD

Fur eine exaktere Bestimmung des Chlorophyllgehaltes wurde im nachsten
Schritt ein SPAD-Analyser genutzt, der den relativen Chlorophylligehalt auf einer
definierten Blattflache misst (Abb.3.1.6).

Als interne Kontrolle wurde die Mutante cpr5 mitgefuhrt, von der bekannt ist,
dass sie eine erhohte Resistenz gegenuber dem virulenten Pseudomonas-Stamm
DC3000 aufweist (Boch et al., 1998), was sich auch im Chlorophyllgehalt der
Blatter widerspiegeln sollte.

Aus Abb.3.1.6 geht hervor, dass der Chlorophyllgehalt nach DC3000avrRpm1-
Infiltration in den Wildtypen WtC und WS sowie in den Mutanten jinl und jin4
keinen grofRen Abweichungen unterliegt. Dies korreliert mit den makroskopi-
schen Beobachtungen und der Auspragung der HR. Deutliche Unterschiede zwi-
schen den getesteten Pflanzen treten jedoch nach Infiltration mit DC3000 zu Ta-
ge. Die Mutante jinl, die bereits durch das Fehlen von Krankheitssymptomen
auffallt, zeigt im Vergleich mit den Kontrollen nur gering reduzierte Chlorophyll-
gehalte in den infiltrierten Blattern.

Die Mutante jin4, die makroskopisch durch DC3000 scheinbar starker gescha-
digt wird als ihr entsprechender Wildtyp WS, weist hier einen identischen Blatt-
chlorophyllgehalt wie WS auf.

Interessant ist der Chlorophyligehalt in den Blattern von cpr5. Verglichen mit den
anderen getesteten Pflanzen zeigen bereits die mit MgCl. infiltrierten Kontroll-

pflanzen einen geringen Chlorophylligehalt. Dies ist sicher auf das spontane Auf-
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Relativer Chlorophyllgehalt
SPAD-Analyser
30
5 25 1 T
e
(4]
=: 20 1 %T | @ WtC
c
Ows

g 15 +
S H jinl
S 10 1 Ojin4g
T 54 cpr5

0 T

MgClI2 RPM1 DC3000

Abbildung 3.1.6: Relativer Chlorophyllgehalt, Bestimmung
mittels SPAD-Analyser 4 Tage nach Infiltration mit einer
Bakteriendichte von 5 x 105 cfu/ml. n = 10; Mittelwerte + SD

treten von Lasionen in dieser Mutante zurtickzufuhren ("lesion-mimic phenotype™),
die unabhangig von Pathogenattacken entstehen. Nach Infiltration mit Pst sinkt
der Chlorophyllgehalt in den Blattern von cpr5 weiter ab und korreliert nicht mit

dem verminderten Bakterienwachstum.

3.1.2.4 Vergleich der Bakterienausbreitung in Wildtyppflanzen und Mutanten

Um die Vermehrung der Bakterien in der Pflanze zu bestimmen, wurden ver-
schiedene Pseudomonas syringae-Stdmme in die Blatter der zu untersuchenden
Wildtypen und Mutanten infiltriert und die Bakterien aus den Blattern isoliert
und quantifiziert. Alle Experimente wurden mindestens viermal wiederholt.

Nach Infiltration von Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000avrRpml zeigen
die untersuchten Wildtypen WtC und WS sowie die Mutanten jinl und jin4 einen
ahnlichen Verlauf des Bakterienwachstums in den Blattern (Abb.3.1.7). Im Ver-
gleich zu dieser inkompatiblen Interaktion ist das Bakterienwachstum nach In-
filtration mit dem virulenten Stamm DC3000 um etwa 1,5 bis 2 Zehnerpotenzen
hoher. Eine Ausnahme bildet die Mutante jinl. Was die makroskopischen Beo-
bachtungen und die Messung des Chlorophylligehaltes nach DC3000-Infiltration
bereits andeuteten, bestéatigt sich in der Wachstumskurve: Die Mutante jinl ist
verglichen mit dem entsprechenden Wildtyp WtC resistenter gegentber Pseudo-
monas syringae pv. tomato DC3000. Dies auf3ert sich durch die um eine Zehner-

potenz reduzierte Anzahl an Bakterien.
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Abbildung 3.1.7: Wachstumskurve: Pseudomonas syringae pv. tomato (infiltrierte
Bakteriendichte: 5 x 105 cfu/ml). n = 6; Mittelwerte + SD

In der Mutante jin4 ist die Bakterienmenge nach DC3000-Infiltration verglichen

mit WS um etwa eine Zehnerpotenz erhoht. Auch dies korreliert mit den

makroskopischen Beobachtungen.

Vergleichend wurden in einigen Experimenten die Mutanten coil und cpr5 mitge-

fahrt, die eine erhdhte Resistenz gegenuber Pseudomonas syringae pv. tomato

DC3000 aufweisen (Kloek et al.,

2001; Boch et al.,

1998). Die Mutante coil zeigt

wie jinl keine sichtbaren Krankheitssymptome. Aus Abb.3.1.8 geht hervor, dass

die Bakterienmenge in jinl zwischen dem der Mutanten coil und cpr5 liegt.
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Abbildung 3.1.8: Wachstumskurve: Pseudomonas syringae pv. tomato
(infiltrierte Bakteriendichte: 5 x 105 cfu/ml). n = 6; Mittelwerte + SD
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Der Verlauf der Wachstumskurve fur jinl in Abb.3.1.8 unterscheidet sich etwas
von Abb.3.1.7. Wahrend in Abb.3.1.7 die Menge an Bakterien in jinl zwischen 48
und 72 Stunden nach Infiltration deutlich absinkt, stagniert die Bakterienmenge
in dieser Mutante nach 48 Stunden in Abb.3.1.8 und sinkt nicht weiter ab.

In der Mutante jin4 ist die Anzahl der Bakterien wieder am hdchsten und spricht

far die beobachtete erhdohte Sensitivitat.

Die bisher getesteten Pseudomonas-Stdmme zeichnen sich durch die Féhigkeit
aus, Coronatin zu bilden. Um den Einfluss von Coronatin ausschlief3en zu kon-
nen, wurden im folgenden die Stamme Pseudomonas syringae pv. maculicola M2
und Pseudomonas syringae pv. maculicola CR299 (Ritter & Dangl, 1995), die kein
Coronatin produzieren, genutzt. CR299 entstand durch eine Tn3-Spice Insertion
im avrRpm1-Gen des Elternstammes Pseudomonas syringae pv. maculicola M2.
Bei der Bestimmung der Bakterienmenge beider Stamme in den Pflanzen féallt die
reduzierte Anzahl an Bakterien im Vergleich mit Pst DC3000 auf (Abb.3.1.9).
Nach Infiltration mit dem avirulenten Stamm Psm M2 tritt in WtC und jinl eine
deutlich ausgepragte HR auf. Die Bakterienmenge in jinl ist leicht, aber nicht
signifikant reduziert. CR299 I6st als virulenter Stamm weder in WtC noch in jinl
eine HR aus. Die Bakterienmenge ist gegentiber Psm M2 kaum erhoht. In der
Mutante jinl lasst sich 72 Stunden nach der Infiltration ein leichtes Absinken der

Wachstumskurve beobachten, wahrend in WtC die Anzahl an Bakterien weiter

zunimmt.
M2 CR299
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Abbildung 3.1.9: Wachstumskurve: Pseudomonas syringae pv. maculicola (infil-
trierte Bakteriendichte: 5 x 105 cfu/ml). n = 6; Mittelwerte + SD
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In WS und jin4 ist die Bakterienmenge nach Infiltration von Psm M2 und CR299
um 1 bis 2 Zehnerpotenzen héher als in WtC und jinl (Abb.3.1.10). Sowohl in der
kompatiblen als auch in der inkompatiblen Interaktion ist die Anzahl der Bakte-

rien in jin4 um etwa eine Zehnerpotenz héher als in WS.

M2 CR299
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Abbildung 3.1.10: Wachstumskurve: Pseudomonas syringae pv. maculicola (infiltrierte
Bakteriendichte: 5 x 105 cfu/ml). n = 6; Mittelwerte + SD

3.1.2.5 Genexpression nach Infiltration von Pseudomonas syringae

In Northern-Blot-Analysen wurde die Transkript-Akkumulation von bekannten
und far die Pathogenabwehr bedeutsamen Genen untersucht. Die Analysen der
Genexpression in Blattern von verschiedenen Arabidopsis-Mutanten und Wildty-
pen erfolgte nach Infiltration von Pst DC3000 (mit und ohne avrRpm1) sowie Psm
M2avrRpml und Psm CR299 zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 6 und 24 Stun-
den). Als Kontrolle wurde 10mM MgCl: infiltriert.

Akkumulation von PR1-mRNA (Pathogenesis Related Protein 1)

PR1 ist ein Abwehrgen des salizylatabhé&ngigen Signalweges. Die Induktion kann
durch eine Vielzahl von Pathogenen erfolgen. In A. thaliana gilt PR1 als klassi-
sches Marker-Gen sowohl fur lokale Resistenzantworten als auch fur die SAR
(Cao et al., 1997). In jinl und jin4 sowie in den dazugehdrigen Wildtypen akku-
muliert PR1I-mRNA 24 Stunden nach Infiltration von Pst DC3000 und Pst
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DC3000avrRpml (Abb.3.1.11). In beiden Mutanten ist die Transkriptmenge nach
DC3000-Infiltration (mit und ohne avrRpm1) im Vergleich mit den Wildtypen er-
hoht.

WitC jinl WS Jjin4
MgCl: RPM1 DC  MgChk RPM1 DC  MgCh PM1 DC MgCl: RPM1 DC

K 624 624 6 24 K6 24 6 24 6 24 K6 24 6 246 24 K 6 24 6 24 6 24

PR1 - - . = _ » avm B

RNAGRENRA RS ine RRERRRRERNN T

Abbildung 3.1.11: Akkumulation von PR1-mRNA nach Infiltration von MgClz (Kon-
trolle) Pst DC3000 mit und ohne avrRpm1, infiltrierte Bakteriendichte: 108 cfu/ml;
geladen wurden 8ug Gesamt-RNA

Auch nach Infiltration von Psm M2 kommt es vor allem in WtC, jinl und coil
nach 24 Stunden zur Anreicherung von PR1-Transkripten (Abb.3.1.12). In WS
und jin4 ist die Transkriptmenge vergleichsweise gering. Nach Infiltration des
Stammes Psm CR299 sind die PR1-Transkripte fast nicht detektierbar. Dies kor-
reliert mit dem Fehlen von sichtbaren Krankheitssymptomen nach CR299-
Infiltration. Wahrend durch Psm M2 eine deutliche HR ausgeldst wird. Hohere

Transkriptmengen nach CR299-Behandlung finden sich nur im Wildtyp WS.

WtC Jinl coil WS jin4
M2 CR299 M2 CRE299 M2 CR299 Mz CE299 M2 CREZ99
K 6 24 &6 24 K 6 24 6 24 K 624 6 24 K 6 24 6 24 K6 24 & 24
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Abbildung 3.1.12: Akkumulation von PR1-mRNA nach Infiltration von Psm
M2 avrRpml und Psm CR299, infiltrierte Bakteriendichte: 108 cfu/ml; gela-
den wurden 8ug Gesamt-RNA

In der Mutante cpr5 erfolgt die Akkumulation von PR1-Transkripten bereits 6
Stunden nach Infiltration von Pseudomonas-Bakterien (Abb.3.1.13). Nach 24
Stunden sinken die Transkriptmengen wieder ab, sind aber immer noch wesent-
lich hoher als in den Kontrollpflanzen, die bereits konstitutiv PR1 exprimieren.
Signifikante Unterschiede im Expressionsmuster nach Infiltration der verschie-
denen Stamme (Pst DC3000 +/- avrRpml1, Psm M2 und CR299) treten nicht zu

50



3. Ergebnisse

Tage. Im Vergleich zu den bisher untersuchten Mutanten wird PR1 in cpr5 auch
nach Behandlung mit Psm CR299 stark induziert.

cprs

RPM1 DC M2 CR299
K 6 24 6 24 6 24 6 24

PR1

RNA

Abbildung 3.1.13: Akkumulation von PR1-mRNA in Blattern der Mutante cpr5
nach Infiltration von Pst DC3000 mit und ohne avrRpml, Psm M2 und CR299,
infiltrierte Bakteriendichte: 108 cfu/ml; geladen wurden 8ug Gesamt-RNA

Akkumulation von PAL-mRNA (Phenylalanin-Ammoniak-Lyase)

PAL ist als ein zentrales Enzym des Phenylpropanoidstoffwechsels bekannt, das
sowohl zur Biosynthese von SA als auch zahlreicher phenolischer Phytoalexine
notwendig ist (Weisshaar & Jenkins, 1998). Es fungiert bekanntermallen als
Stressenzym. Alternativ wird in letzter Zeit die Mdglichkeit eines weiteren Biosyn-
thesewegs der Salizylsdure diskutiert (Wildermuth et al., 2001).

In unbehandelten Proben sowie nach MgClz-Infiltration sind PAL-Transkripte in
den untersuchten Pflanzen (Ausnahme: jinl) nicht nachweisbar (Abb.3.1.14). Das
Maximum der Expression nach DC3000 ist in WtC und jinl nach 24 Stunden
erreicht. Im Wildtyp WtC akkumuliert 24 Stunden nach Infiltration mit dem viru-
lenten Stamm mehr PAL-mRNA als nach Behandlung mit dem avirulenten
Stamm. Die PAL-Transkriptlevel sind in jinl nach DC3000-Infiltration im Ver-
gleich zu WtC deutlich verringert. Dies korreliert mit den fehlenden Krankheits-
symptomen und der Reduktion der Bakterienzahl in dieser Mutante. In der ge-
genuber Pst DC3000 anfalligen Mutante jin4 sind die Transkriptmengen hingegen
erhoht.

WtC jinl WS Jjin4
MgCl: RFMI D I'-.-'[g-:.'!]z EPM1 DC MpCla RFM1DC Mg('.‘]z EPMI1
K 624 624 6 24 K6 24 6 24 6 24 K6 24 & 246 24 K& 24 6 24 6 24
PAL - & 5 oo L

RNAGRAARRn RNl RRERERRGRRRRE

Abbildung 3.1.14: Akkumulation von PAL-mRNA nach Infiltration von 10mM
MgCl2 (Kontrolle) Pst DC3000 mit und ohne avrRpml, infiltrierte Bakterien-

dichte: 108 cfu/ml; geladen wurden 8ug Gesamt-RNA. 51
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Akkumulation von LOX1-mRNA (Lipoxigenase 1)

Das Abwehrgen AtLox1 kodiert eine Lipoxigenase und kann durch Methyljasmo-
nat, Absiscinsdure und Pathogene induziert werden (Melan et al., 1993). In der
inkompatiblen Interaktion mit Pst DC3000avrRpm1l kommt es in den getesteten
Pflanzen zu einem Anstieg der LOX1-Transkripte, der in jinl, allerdings auch in
jind geringer als in den entsprechenden Wildtypen ausfallt. Ein deutlicher Unter-
schied zwischen beiden Mutanten zeigt sich in den Transkriptmengen nach Infilt-
ration des virulenten Stammes DC3000. In diesem Fall sind in jinl keine LOX1-
Transkripte nachweisbar, wahrend diese in jin4 geringftigig héher als im Wildtyp
exprimiert werden (Abb.3.1.15). Die Infiltration von MgCl. fuhrte zu keiner Ak-
kumulation von LOX1-mRNA (ohne Abb.).

WtC jin1 WS jin4
EPM1 DCI000 REPM1 3000 EPM1 DC3000 EPM1 DC3000
06 24 06 24 0624 06249 0629 06 24 06 24 06 24

*
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Abbildung 3.1.15: Akkumulation von LOX1-mRNA nach Infiltration von Pst
DC3000 mit und ohne avrRpm1, infiltrierte Bakteriendichte: 108 cfu/ml; gela-
den wurden 8ug Gesamt-RNA

Akkumulation von PDF1.2-mRNA ("plant defensin”)

Pdfl1.2 kodiert ein pflanzliches Defensin mit antimikrobiellen Eigenschaften, des-
sen Transkription nach Pathogenbefall induziert wird. Die Induktion erfolgt sali-
zylsaureunabhéngig, erfordert allerdings funktionelle Komponenten des Jasmo-
nat- und Ethylen-Signalweges (Penninckx etal., 1996).

PDF1.2-Transkripte sind bereits in unbehandelten Pflanzen in geringen Mengen
nachweisbar (Abb.3.1.16). Nach Infiltration des avirulenten Stammes Pst
DC3000avrRpml erreicht die Akkumulation von mRNA nach 6 bis 24 Stunden
ein Maximum. Besonders stark wird PDF1.2 in WS exprimiert. Die Infiltration des
virulenten Stammes fuhrt in jinl zu einer gegentiber dem Wildtyp leicht erhéhten
Transkriptmenge. Die verstarkte Akkumulation beginnt in jinl bereits nach 6

Stunden, in WtC erst nach 24 Stunden. In jin4 wird nach der Inokulation von Pst
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DC3000 deutlich weniger PDF1.2-mRNA akkumuliert als im entsprechenden
Wildtyp WS. Somit korreliert die Expression von PDF1.2 mit der Ausbildung von
Krankheitssymptomen und der Vermehrung der Bakterien in Mutanten und
Wildtypen. Die Infiltration von MgCl. fuhrte zu keiner Anreicherung von PDF1.2-
MRNA (ohne Abb.).
Wt jinl WS jing
RPM1 DC3000 RPM1 DC3000 RPM1 DC3000 RPM1  DC3000
D6 24 06 24 0624 0624 0624 0624 0624 06 24
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Abbildung 3.1.16: Akkumulation von PDF1.2-mRNA nach Infiltration
von Pst DC3000 mit und ohne avrRpml, infiltrierte Bakteriendichte: 10¢
cfu/ml; geladen wurden 8ug Gesamt-RNA

Akkumulation von AtJRG21-mRNA (Jasmonatreguliertes Gen 21)

Die Expression von AtJRG21 kann durch Pathogene und MeJA induziert werden
und dient als Marker far Antworten "downstream" des Jasmonat-Biosynthese-
Weges. Das durch AtJrg21 kodierte Protein weist Homologie zu Oxoglutarat-
abhangigen Dioxygenasen auf, deren genaue Funktion allerdings noch nicht
aufgeklart ist (Bau, 2001).

Nach Infiltration von Pst DC3000avrRpml in WtC, WS, jinl und jin4 beginnt
nach sechs Stunden die Akkumulation von AtJRG21-Transkripten und erreicht
(aufRer in der Mutante jin4) nach 24 Stunden ihren Hohepunkt (Abb.3.1.17).

wiC Jinl WS Jin4
EPFM1  DC3000 RPM 1 D300 RPFM1  DC300 RPM1 DC3000
06 24 D6 24 D624 D624 OEMHM 0624 0 6 24 0 6 24
-y - -
ka2t S #F == . W% ¥% ¥ §
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Abbildung 3.1.17: Akkumulation von AtJRG21-mRNA nach
Infiltration von Pst DC3000 mit und ohne avrRpm1, infiltrierte
Bakteriendichte: 108 cfu/ml; geladen wurden 8ug Gesamt-RNA

In jinl wird AtJRG21-mRNA in deutlich geringeren Mengen als in WtC gebildet,
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sowohl nach Behandlung mit dem avirulenten als auch dem virulenten Pseud o-
monas-Stamm. In jin4 hingegen akkumulieren 24 Stunden nach Pst DC3000-
Infiltration mehr Transkripte. In den MgCl.-Kontrollen konnte keine Expression
von AtJRG21 nachgewiesen werden (ohne Abb.).

Akkumulation von ELI3-mRNA (Elicitor Induced 3)

AtEIi3 kodiert ein Abwehrprotein, eine NADP+Oxidoreduktase (Somssich et al.,
1996). Die Akkumulation von ELI3-mRNA kann durch verschiedene phytopatho-
gene Bakterien und Elicitoren ausgeldst werden.

Die Induktion von ELI3 erfolgt nach Infiltration von Pst DC3000 mit und ohne
Avirulenzgen in beiden getesteten Wildtypen und Mutanten (Abb.3.1.18). Wah-
rend in jinl die ELI3-Transkriptmenge nach DC3000-Behandlung im Vergleich
zum Wildtyp reduziert ist, wird in jin4 nach 24 Stunden etwas mehr mRNA als im
Wildtyp WS gebildet. Sechs Stunden nach DC3000-Infiltration sind in jin4 aller-
dings fast keine Transkripte nachweisbar, wéhrend in WS zu diesem Zeitpunkt
ELI3 schon exprimiert wird. Die Infiltration von MgCl. fuhrte zu keiner Akkumu-
lation von ELI3-mRNA (ohne Abb.).

Wil jimd WS jind
RPML  DC3I000 RPM] DC3ID00  RPM1  DC3000 RPMI1 DO 3000
06 24 06 24 0624 06 24 065624 0624 0624 06 24
ELI} == =% ;- L - @ @- .
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Abbildung 3.1.18: Akkumulation von ELI3-mRNA nach Infil-
tration von Pst DC3000 mit und ohne avrRpm1, infiltrierte Bak-
teriendichte: 108 cfu/ml; geladen wurden 8ug Gesamt-RNA

Akkumulation von GST1-mRNA (Glutathion-S-Transferase 1)

GSTs, von denen das Arabidopsis-Genom 47 enthalt, sind multifunktionale En-
zyme, die endobiotische und xenobiotische Substanzen entgiften (Lieberherr et
al., 2003). Gstl stellt ein Glutathion-S-Transferase-Gen dar, das als Marker fur

oxidativen Stress angesehen wird (Grant et al., 2000). Der oxidative Stress kann
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durch Verletzung, Pathogene, Ozon, Ethylen oder Schwermetalle ausgelést wer-
den.

GST1-Transkripte sind in geringen Mengen bereits zum Zeitpunkt Null in allen
untersuchten Pflanzen vorhanden (Abb.3.1.19). In den Wildtypen steigt die
Transkriptmenge nach 6 bis 24 Stunden sowohl in der kompatiblen als auch in
der inkompatiblen Interaktion deutlich an. Nach Infiltration von DC3000 wird in
jind deutlich weniger GST1-mRNA gbildet als im Wildtyp WS. In WtC und jinl
sind die Transkriptmengen nach 24 Stunden identisch. Sechs Stunden nach In-
filtration mit Pst DC3000avrRpm1 wird in jinl nur geringfugig mehr mRNA als im
Wildtyp gebildet. In den MgCl.-Kontrollen konnte keine Transkriptanreicherung
festgestellt werden (ohne Abb.).

wiC jinnl ws jind
RPEM 1 DR A0 EFM 1 D 300K RPMI1 D300 REPM 1 D300
06 24 06 29 0624 0624 0624 0624 0624 06 24
L1621 1) S — - o= - - - - -
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Abbildung 3.1.19: Akkumulation von GST1-mRNA nach Infil-
tration von Pst DC3000 mit und ohne avrRpm1, infiltrierte Bakte-
riendichte: 108 cfu/ml; geladen wurden 8ug Gesamt-RNA
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3.2 Vergleichende Untersuchungen zur Ozonempfindlichkeit der Mutanten
jinl und jin4

Wie bereits bekannt ist, spielen Jasmonate und Ethylen bei der Reaktion der
Pflanze auf Ozon eine bedeutende Rolle. Es ist daher naheliegend, dass sich jas-
monat- oder ethyleninsensitive Mutanten durch unterschiedliche Ozonempfind-
lichkeit auszeichnen.

Wahrend eines DAAD-Austauschprogramms mit der Universitat Helsinki sollte
daher untersucht werden, ob und wie sich jinl und jin4 hinsichtlich ihrer Ant-
wort auf Ozon voneinander, von ihrem Wildtyp-Hintergrund bzw. von anderen
Arabidopsis-Mutanten unterscheiden.

Um erste Einblicke zu erhalten, wie Ozon-Wirkung, Jasmonat- und Ethylen-
Signaltransduktion miteinander verknupft sind, wurden weiterhin die ethylenin-
sensitive Mutante ein2 und verschiedene Doppelmutanten (jinl x jin4, jinl x ein2)
untersucht.

3.2.1 Untersuchte Wildtypen, Mutanten und Doppelmutanten

Alle untersuchten Mutanten entstammen entweder dem WtC (Col-gl1l bzw. Col-0)

oder WS-Hintergrund.

rcdl

Wahrend der Ozonbehandlungen wurde die Mutante rcdl (“radical-induced cell
death™) als Positivkontrolle mitgefuhrt. Diese Mutante ist sensitiv gegenuber
extrazellularen Sauerstoffradikalen und zeigt eine extensive Bildung von HR-
ahnlichen Lasionen (Overmyer et al., 2000). Deshalb ist sie als Kontrolle fir eine
erfolgreiche Ozonbehandlung besonders geeignet. RCD1 gehort zur Unterfamilie
der WWW-Domaéanen enthaltenen Proteine (Ahlfors et al., 2004).

Overmyer et al. (2000) zeigten weiterhin, dass in der Mutante rcd1 Ethylen an der
Regulation der Lasionenausbreitung beteiligt ist, wahrend Jasmonate in die Ein-

dammung von Lasionen involviert sind.

ein2
Die Mutante ein2 ("ethylene insensitive") zeigt einen pleiotrophen ethylen-
insensitiven Phanotyp. Das Gen, das in ein2 gestort ist, kodiert ein Trans-

membranprotein mit einer Protein-Protein-Interaktionsdomane. Es besitzt Homo-
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logie zu Eisen-lonen-Transportern (Alonso et al., 1999). Overmyer et al. (2000)
zeigten, dass sich ein2 tolerant gegenuber Ozon verhalt.

jinl und jin4

Fur die Mutanten jinl und jin4 lagen zu Beginn der Arbeiten noch keine HB-
kenntnisse in Bezug auf ihr Verhalten gegenuiber Ozon vor. Allerdings war fur die
Zu jin4 allele Mutante jarl eine erhthte Ozonsensitivitat publiziert worden (Over-
myer et al., 2000). In Untersuchungen der finnischen Arbeitsgruppe erwies sich
auch die coronatininsensitive Mutante coil als ozonsensitiver als ihr entspre-

chender Wildtyp (Jaakko Kangasjarvi, pe rsonliche Mitteilung).

Doppelmutanten

Zur Erzeugung der Doppelmutanten wurden die gewunschten Mutanten mitein-
ander gekreuzt und die segregierenden F2-Populationen auf Pflanzen selektiert,

die fur beide Loci homozygot sind.

Selektion von homozygoten jinl x jin4 Doppelmutanten
Die Selektion der F2 erfolgte zunachst auf MS-Platten mit 10uM MeJA. Pflanzen

mit signifikant langeren Wurzeln als die Wildtypen wurden zur weiteren Selektion
genutzt. Da jinl im Col-gl1 Hintergrund ist und somit keine Trichome besitzt,
wahrend jin4 im WS-Hintergrund tber Trichome verfugt, war dies ein weiteres
Unterscheidungsmerkmal, das genutzt wurde.

Von jind war bekannt, dass die Keimrate der Samen durch Applikation von ABA
verringert ist (Berger et al., 1996). Deshalb wurde zuséatzlich die Keimung der
Doppelmutanten unter Einfluss von ABA (5uM) auf MS-Platten getestet

Nachdem alle Tests abgeschlossen waren, konnten vier Pflanzen als homozygot
far sowohl den jinl - als auch den jin4 -Locus bestimmt werden:

jinl x jin4 Linie A3

jinl x jin4 Linie C2

jinl x jin4 Linie C13

jinl x jin4 Linie C14

Selektion von homozygoten jinl x ein2 Doppelmutanten

Far die Selektion dieser Doppelmutanten wurde zunéchst die verringerte Sensiti-
vitat von jinl gegentiber MeJA genutzt. F2 Pflanzen wurden auf MS-Platten mit
10uM MeJA ausgebracht und auf Wurzellange selektiert. Pflanzen mit deutlich
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langeren Wurzeln als der Wildtyp sind homozygot fur den jinl-Locus. Samen von
Nachkommen dieser Pflanzen wurden auf MS-Platten mit 40uM ACC (1-
Aminocyclopropan-1-Carboxylsaure) ausplattiert und zwei Tage im Kuhlschrank
und funf weitere Tage im Dunkeln wachsen gelassen. Die Selektion flr den ein2-
Locus erfolgte Uber das Fehlen der sogenannten ‘triple response” (Guzman &
Ecker, 1990).

Aus der Kreuzung jinl x ein2 erwies sich nur die Linie E8 als homozygot fur beide
Loci.

3.2.2 Ozonbehandlungen

Es wurden drei voneinander unabhangige Ozonexperimente durchgefuhrt. Dabei
wurden drei Wochen alte Arabidopsis-Pflanzen sechs Stunden konstanten Ozon-
konzentrationen von 250nl1/1 ausgesetzt. Bereits am Ende der Ozonbehandlung
konnten bei einigen der getesteten Pflanzen Blattschdden beobachtet werden, die
sich zunachst als sogenannte "water-soaked spots”, d.h. etwas dunklere, wie mit
FlUssigkeit gefullt wirkende Stellen, erkennen lassen. Diese entwickelten sich
dann im Laufe von 12 bis 48 Stunden zu kleinen punktférmigen, gelblich-weil3en

pergamentartigen Stellen oder grof3flachigen Lasionen (Abb.3.2.1).

Abbildung 3.2.1: 48 Std. nach
Beginn der Ozonbehandlung
(6Std., 250nl/1); links: punktfor-
mige gelblich-weil3e pergamentar-
tige Stellen; rechts: grof3flachige
Lasionen.

Sechs und zwdlf Stunden nach Beginn der Ozonbehandlung wurde die Anzahl
von Pflanzen mit "water-soaked spots" bestimmt. 48 Stunden nach Beginn der
Behandlung wurde de endgultige Anzahl von Pflanzen mit Lasionen ermittelt
(Abb.3.2.2 und Abb.3.2.3). Dabei zeigte sich, dass WtC, jinl, ein2 sowie die Dop-
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pelmutante jinl x ein2 (E8) nur in wenigen Fallen Lasionen entwickelten. Die bei
diesen Pflanzen aufgetretenen Blattschaden waren auch nicht als grof3flachige
Lasionen entwickelt, sondern nur als kleine punktformige gelblich-weifl3e Stellen
zu erkennen.

Somit sind die Mutanten jinl und ein2 nicht ozonsensitiver als ihr entsprechen-

der Wildtyp WtC. Dagegen wurden WS, jin4 und die Doppelmutante jinl x jin4

Abbildung 3.2.2: Pflanzen 48 Stunden nach Begi nn der Ozonbehandlung
(6 Std., 250nl/1) mit Blattschaden / "water-soaked spots"

(Linien C2 und A3) durch Ozon stark geschéadigt. Zwischen 84% (WS) und 98%
(jinl x jind A3) der Pflanzen bildeten grof3flachige Lasionen und/oder zahlreiche
kleinere punktformige Blattschdden aus (Abb.3.2.3). Die Mutante jin4 erscheint
etwas empfindlicher gegentiber Ozon als der korrespondierende Wildtyp WS. Da
aber diese Mutante im Hintergrund WS ist, l&sst sich bei ihr nicht eindeutig sa-
gen, inwieweit die erhdhte Ozonsensitivitat auf den Einfluss des Wildtyps zuruck-
zufUhren ist. Die Doppelmutanten jinl x jind weisen ebenfalls eine erhéhte Ozon-

sensitivitat auf, &hneln also in ihrem Phanotyp der jin4 Mutante. Auch bei den
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jinl x jin4 Doppelmutanten ist unklar, ob die gesteigerte Ozonsensitivitat auf den
WS-Hintergrund oder die jin4-Mutation zuruckgeht. Da fur die Mutante jarl, die
zwar zu jin4g allel ist, sich aber im Col-0O-Hintergrund befindet, eine erhéhte Ozon-
sensitivitat beschrieben wurde (Overmyer et al., 2000), konnte die Untersuchung
der Doppelmutante jinl x jarl dieses Problem losen. Leider stand diese Doppel-

mutante im Projektzeitraum nicht zur Verfligung.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3| Mittelwert
WtC 24 15 0 13
jinl 67 27 0 31
WS 100 63 90 84
jin4 100 100 95 98
redl 100 100 100 100
jinl x jind C2 96 63 84 81
jinl x jind A3 100 95 100 o8
ein2 6 0 3
jinl x ein2 E8 0 0 0
Prozent [%]
0 20 40 60 80 100
wic| = —
jinli—'_} i
e I R R
jind | | | | H
rcdl | | | |
jinl x jin4 C2 | | | I—||—|
jinl x jin4 A3 BH
ein2£|—|
jinl x ein2 E8

Abbildung 3.2.3: Anzahl von Pflanzen, die 48 Stunden
nach Beginn der Ozonbehandlung Lasionen zeigten (in %
der gesamt behandelten Pflanzen). Im Diagramm ist der
Mittelwert aus drei voneinander unabhé&ngigen Ozonbe-
handlungen dargestellt. n = 50; Mittelwerte + SD

Sechs Stunden nach dem Beginn der Ozonbehandlung hatten sich in den meis-
ten der untersuchten Mutanten und Wildtypen noch keine (WtC, WS, jinl, ein2,
jinl x ein2 E8) oder nur sehr wenige (jin4, jinl x jin4 C2) "water-soaked spots"

gebildet (Abb.3.2.4). In der anderen jinl x jin4 Doppelmutante (A3) hatten zu dem

60



3. Ergebnisse

Zeitpunkt bereits 46% der Pflanzen "water-soaked spots" entwickelt. In rcdl wa-
ren Uber 80% der untersuchten Pflanzen betroffen.

Zwolf Stunden nach Beginn der Ozonbehandlung (und somit sechs Stunden nach
deren Ende) konnten in allen untersuchten Mutanten und Wildtypen ‘water-
soaked spots" beobachtet werden. Dabei hatten in WS, jin4 und rcd1 100% der
Pflanzen diese "spots" entwickelt. In ein2 sowie in der Doppelmutante jinl x ein2
E8 war die Anzahl der Pflanzen mit 'water-soaked spots" am geringsten (39,5
bzw. 37,5%); in jinl und jinl x jin4 C2 waren es ca. 71%. In der Doppelmutante
jinl x jind A3 hatten bereits Uber 98% der Pflanzen visuelle Schaden an den Blat-

tern.

120

100 %
_ T .
9 ®—jin1
80 T T WS
4 jind4
= —X—rcdl
S 60 —— i u
- jinl x jind C2
g ——jinl x jin4 A3
o T .
= ein2
o 40
\I iin1 x ein? E8
20 '// + w
0 2 : :

6 Std. 12 Std. 48 Std.

Abbildung 3.2.4: % der Pflanzen mit 'water-soaked spots" bzw. L&sionen
6, 12 und 48 Stunden nach Beginn der Ozonbehandlungen (6 Std.,
250nl/1) n = 50; Mittelwerte + SD

48 Stunden nach Beginn der Behandlung hatten sich in WtC, ein2 und jinl x
ein2 E8 bei den meisten Pflanzen die "water-soaked spots" zurtckgebildet. Auch
in jinl konnten nur bei ca. 30% der Pflanzen Lasionen beobachtet werden. Zahl-
reiche Lasionen wiesen dagegen WS, jind und die beiden jinl x jin4-

Doppelmutanten auf.

Betrachtet man die Anzahl von Bléattern pro Pflanze, die nach der Ozonbehand-
lung Lasionen entwickelt haben, bestéatigt sich diese Tendenz. Wahrend in WtC,
den Mutanten jinl, ein2 und jinl x ein2 E8 durchschnittlich weniger als ein Blatt

pro Pflanze Lasionen entwickelte, sind es bei den anderen getesteten Mutanten
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(jin4 und rcd1) und Doppelmutanten jinl x jin4 Linie C2 und A2 sowie dem Oko-
typ WS 1,5 bis 2,6 Blatter pro Pflanze (Abb.3.2.5).

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3| Mittelwert
WtC 0,2 0,2 0 0,1
jinl 0,7 0,3 0 0,3
WS 2,6 0,6 2,3 1,8
jind 1,9 2,1 1,7 1,9
rcdl 2,8 2,7 2,4 2,6
jinl x jind C2 2 1,1 1,3 1,5
jinl x jind A3 2,6 1,8 2,5 2,3
ein2 0,1 0 0,1
jinl x ein2 0 0 0,0
Anzahl der geschéadigten Blatter
0 1 2 3

wtc [BH

jin1 [BE—

WS I| } |

jina | =

rcdl |
jinl x jin4 C2 | e
jinl x jin4 A3 =

ein2 H
jinl x ein2 E8

Abbildung 3.2.5: Anzahl von Blattern mit Lasionen
pro Pflanze 48 Stunden nach Beginn der Ozonbehand-
lung (6 Std., 250nl/1). Mittelwert aus 3 unabhangigen
Experimenten. n = 50; Mittelwerte + SD

Eine in der finnischen Arbeitsgruppe etablierte Methode zur Quantifizierung des
Zelltodes nach Ozonbehandlungen ist die Messung des "lon leakage”, der die rela-
tive lonendurchlassigkeit der Zellmembranen und somit die Ozonsensitivitat
ausdruckt.

Der "lon leakage" reprasentiert die Anzahl an lonen, die aus den Blattern geldst
werden kann, d.h. je héher der gemessene "lon leakage" ist, umso gréf3er ist die
Anzahl von Zellen mit defekter Plasmamembran.

Aus Abb.3.2.6 geht hervor, dass sich bereits die Wildtypen WtC und WS in ihrer
Ozonsensitivitat, widergespiegelt im 'lon leakage", deutlich unterscheiden. Die
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Sensitivitat der Mutanten jinl, jin4 und ein2 entspricht im Prinzip der des kor-
respondiere nden Wildtyps. Deutlich erhéht ist der "lon leakage" lediglich in der
Mutante rcdl verglichen mit dem entsprechenden Wildtyp WtC.

Far die untersuchten Doppelmutanten gestaltet sich die Aussage tUber die Ozon-
empfindlichkeit anhand des "lon leakage" schwieriger. Die relative lonendurch-
lassigkeit nach Ozonbehandlung in den jinl x jin4 Doppelmutanten ist nicht we-
sentlich erhoht, obwohl dhnlich grof3flachige Lasionen wie in der ozonsensitiven
Mutante rcdl aufgetreten sind. In ein2 und der jinl x ein2 Doppelmutante liegt
der "lon leakage" hoher als man es durch die gering oder nicht ausgepragten La-

sionen nach der Ozonbehandlung erwarten wurde.

lon leakage O Kontrolle
Ozon

12

10

% Gesamtionen

WIC jinl WS jind A3 C2 Cl4 ein2 E8 rcdl

Abbildung 3.2.6: relative lonendurchlassigkeit der Blatter 2 Std.
nach Beendigung der Ozonbehandlung (6Std., 250n1/1) n = 8; Mit-
telwerte + SD

Somit scheint der 'lon leakage" zwar im Fall der ozonsensitiven Mutante rcdl
eine geeignete Methode zur Quantifizierung des Zelltodes nach Ozonbehandlung
zu sein, im Fall der anderen untersuchten Mutanten erscheint diese Methode
jedoch als unzureichend. Dies spiegelt sich auch in den extremen Schwankungen

der Me ssungen, erkennbar an den Uberlappenden Fehlerbalken, wider.

3.2.3 Expression ozonresponsiver Gene

In Northern-Blot-Analysen wurde die Expression von Genen untersucht, von de-
nen z.T. bekannt war, dass sie in der ozonsensitiven Mutante rcd1l nach Ozonbe-

handlung stéarker induziert werden als im Wildtyp WtC (Ove rmyer et al., 2000).
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Untersucht wurde zunéchst das Expressionsmuster von GST1 und GST2, die bei-
de Glutathion-S-Transferasen kodieren.

Wie die Abb.3.2.7 zeigt, sind die mRNA-Spiegel von GST1 und GST2 in den Pflan-
zen erhoht, die auch gréf3ere Blattschaden nach der Ozonbehandlung zeigen, also
in rcdl, WS, jin4 und den Doppelmutanten jinl x jin4 Linie A3 und C2. Die Ak-
kumulation trat bereits nach sechs Stunden Ozonbehandlung auf und dauerte in
einzelnen Pflanzen bis zu 24 Stunden an. In Pflanzen, die weniger oder keine
Blattschdden zeigten, akkumulierten ebenfalls die Transkripte von GST1 und
GST2, sanken aber nach 12 bzw. 24 Stunden wieder auf das Niveau der unbe-
handelten Kontrollen.

Ein &hnliches Expressionsmuster zeigen auch PR1 und PDF1.2 nach Ozonbe-
handlung. Auch hier korreliert die Expression mit den beobachteten Ozonscha-
den der Blatter. Das maximale Transkriptlevel wird 12 Stunden nach der Ozon-
behandlung erreicht. Hohe PR1- und PDF1.2-mRNA-Spiegel finden sich auch

nach 24 Stunden noch in den Pflanzen, die stark durch Ozon geschadigt werden.

WitC Ws jinl Jjin4 ein2 redl A3 C2 E&

G 12 24 0 601224 0 G612 24 006G 12 240 6 12 24 o 6 12 24 0 61224 O 612 24 0 G 12 24

gsT1 B B 8. 8= & -I_" - =

G8T2 .

LA AL DI T R I | TR
PR1 als - A e BB e
YY) -8 “e B0 cue

AL agg-s L] sl By Wy

PDF1.2

FEMA

Abbildung 3.2.7: Expression von GST1, GST2, PR1, PDF1.2 und ACO2 nach
Ozonbehandlung (6 Std., 250nl1/1). Beladungskontrolle: EtBr-gefarbtes Gesamt-
RNA-Gel; es wurden 8ug Gesamt-RNA geladen

AtAco2 kodiert eine ACC-Oxidase (1-Aminocyclopropan-1-Carboxylsdure-Oxidase)
(Raz & Ecker, 1999), die die Umwandlung von ACC (1-Aminocyclopropan-1-
Carboxylsaure) in Ethylen katalysiert. Hohe Transkriptmengen finden sich in
rcdl und den jinl x jin4 Doppelmutanten, aber auch in WS und jin4, also in je-

nen Pflanzen, die auf Ozonbehandlung sensitiv reagieren.
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3.3 Kartierung des jinl Locus

3.3.1 Vorarbeiten (Grobkartierunq)

Die Mutante jinl entstand durch Réntgenbestrahlung (50 krad) von Arabidopsis
thaliana Samen (WtC). Nach Selbstung wurden Samen der M2-Generation auf
Medium mit 75uM MeJA ausgelegt und die Pflanzen selektiert, die ein starkeres
Wurzelwachstum als der Wildtyp und somit einen jasmonatinsensitiven Phé&notyp
zeigten (Berger etal., 1996).

Um das in jinl mutierte Gen Uber kartengesteuerte Klonierung ("map-based clo-
ning") zu isolieren, wurden homozygote jinl-Pflanzen mit dem Okotyp Landsberg
erecta gekreuzt. Da der jinl Phanotyp rezessiv vererbt wird, wurde durch diese
Kreuzung und anschlieRende Selbstung eine fur den mutanten Phanotyp segre-
gierende F2-Generation erhalten. Fur das Okotypenpaar Columbia und Lands-
berg erecta sind viele Polymorphismen und molekulare Marker bekannt, die im
Weiteren zur Kartierung des jinl Mutationsortes genutzt werden konnten.
Vorarbeiten zur Grobkartierung mittels SSLP-Markern (durchgeftuhrt von Dr. Su-
sanne Berger) lokalisierten die jinl Mutation auf Chromosom 1 (Tab.3.3.1).

Marker nga63|ngalll|ngall26 |ngal68 [ngal26 | nga6 [ nga8 |ngall39|ngal5l| nga76 [ngal29

Chromosom 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 5
27356 - 16298 - 23042 -|5628 - 16444 - | 4669 - |10418 -

AGI in kb 27357 16299 23042 | 5628 | 16444 4670 | 10418

Rl in cM 11,48 115,55| 50,65 | 73,77 | 16,35 | 86,41 [26,56| 83,41 29,62 | 68,40 [ 105,41

Pflanzen gesamt 66 66 60 62 36 68 64 12 66 62 64

C 38 35 29 33 21 32 34 32 29 35

L 28 31 31 29 15 36 30 34 33 29

3
Tabelle 3.3.1: Lokalisierung der jinl-Mutation auf Chromosom 1. (Daten von S. Berger)

Zur weiteren Kartierung wurden von S. Berger auf Chromosom 1 liegende SSLP-
Marker genutzt (Tab.3.3.2). Mit diesen Markern gelang es, den vermutlichen Mu-

tationsort von jinl weiter einzuschranken.

Marker nga63 nga248 T27K12 nga280 ngalll
20877 - 27356 -

AGI in kb 20877 27357
Rl in cM 11.48 cM 42.17 cM 61.21 83.83 115.55 cM
CcC 11 41 227 139 11
LL 6 1 1 4 9
CL 16 28 23 53 13
Pflanzen gesamt 33 70 251 196 33
p 0,42 0,21 0.05 0,16 0,47
D _in cM (Haldane) 94,4 28,0 5,2 18,6 140,2

Tabelle 3.3.2: Grobkartierung der jinl-Mutation (Daten von S. Berger)
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3. Ergebnisse

Uber die Berechnung der genetischen Distanz ergab sich fur den gesuchten Mu-
tationsort eine Lokalisation ca. 5¢cM sudlich des Markers T27K12 (Abb.3.3.1).

Chr 1
1+ AthACS
R ngas9
151‘?:> n4ge AthEAT
@47 15a
géi— T4 N9A03
A QPR AthSRPS4A — 40,1 cM [ ngaz248 — ]
#80 %
371 m2:
43.977 AthZFPG
SE 28 cM
gg?{::: »215 Ath$0392 19 CM
. nga392 Centromer
66.01T m33D nga248
72 .41+ m402
++ mz233
e — 59,1 ¢cM fl— T27K12 5cM
o5 old oere T27K12-$pb
L 0213 jinl -
ngal28
nga280 22,3 cM
+1 94026 posn
S ALhGENER g17230 19 cM
E m30S g6
1 gz488h
132, 191 M315
138. 7 945352
140,04 mas3 L 81,4cM fJ— nga280 ——
156.2:: ngal 11
94 o2 AthATPASE
169, 14 Sf‘v‘gﬁa nga692

Abbildung 3.3.1: links: Ubersicht Chromosom 1; rechts: vermutete Position des jinl-
Mutationsortes (Ubernommen von S. Berger)

3.3.2 Feinkartierung von jinl

Zur Feinkartierung wurde eine neue Kartierungspopulation mit groR3erer Indivi-
duenzahl erstellt. Samen der F2-Generation aus der Kreuzung Landsberg erecta x
jinl wurden auf MeJA-haltigem MS-Medium auf Pflanzen selektiert, die den Mut-
antenphéanotyp zeigen und somit am jinl-Locus homozygot sein mussen. DNA
dieser Pflanzen wurden nun in PCRs mit verschiedenen molekularen Markern
getestet.

Die Berechnung der genetischer Distanz (D) zwischen molekularen Markern er-
folgte Uber die Rekombinationshaufigkeit (p) zwischen molekularen Markern im

Genom von F2-Pflanzen der Kartierungspopulation.
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i h +2b SR = + p (1-p)
2n 2n

p Rekombinationsfrequenz
h Anzahl heterozygot rekombinanter F2-Pflanzen
b Anzahl homozygot rekombinanter F>-Pflanzen
n Anzahl getesteter F2>-Pflanzen
SR  Standardabweichung (Rekombinationsfrequenz)
r=100=p
[]'—-5-[_]'](‘1(1-i SD:L*E-}R
2 50 -1

% Rekombination
D genetische Distanz nach Haldane (in cM)
SD  Standardabweichung (genetische Distanz)

-

In Tab.3.3.3 sind die Ergebnisse der neuen Kartierung dargestellt. Es zeigte sich,
dass die jin1-Mutation moglicherweise nicht sudlich des Markers T27K12 liegt,
sondern sich auch auf der anderen Seite des Centromers sudlich des Markers
F5D14 befinden kann.

Marker F13K9 |F28K20|F5D14| F6N18 |[FOL11 |F23M19| F28J9 |Centromer]
AGI (kb) 9713-111088 - [11638 {11789 -/11880 {12446 - |13718 -
9840 | 11165 | 11765 11882 |12003 [ 12534 | 13834 | ca. 15000
RI (cM) 51,5
CL 30 11 1 0 0 0 0
p 0.08 0,03 | 0,003
D in cM (Haldane) 8,8 3,1 0,3
Centromer|T27K12| F2J6 | F28H19 | FOC16| T18F15 | T12C22| F27F5 F2G19 T3F24 | F14J322
16444 {16526 - |16642 -|16808 - (16889 - [16976- |17170- |17332- ([18335-
ca. 15000 16552 (16657 16764 [16890 17005 17113 17303 17409 18440
61.22
0 0 0 0 3 5 7 15 15 37
0,01 0,01 0,02 0.04 0.04 0.10
0,8 1,4 1,9 4,2 4,2 11,2

Tabelle 3.3.3: Ergebnisse der Feinkartierung mit neuer Kartierungspopulation.
Pro Marker wurden zwischen 202 und 572 Chromosomen getestet.

Mit einer VergrolRerung der Kartierungspopulation auf 600 Pflanzen sollten weite-
re rekombinante Pflanzen gefunden werden, um den Mutationsort weiter einzu-
grenzen. Leider war es mit dieser Population nicht moglich, rekombinante Pflan-
zen zwischen dem Centromer und dem Marker F6N18 zu finden. Ein Grund da-

far konnte zum einen die unmittelbare Nahe des Mutationsortes sein. Das Fehlen
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von Rekombination in diesem Bereich kann aber auch auf die Nahe zum Centro-
mer zuruckzufuhren sein.

Wahrend eines Treffens an der Université de Fribourg (Schweiz) sprach Roberto
Solano (Departamento de Genetica Molecular de Plantas, Centro Nacional de Bio-
tecnologia, CNB-CSIC, Madrid, Spain) Uber funf neue jasmonatinsensitive Arabi-
dopsis-Mutanten (jai), von denen eine (jail) vermutlich zu jinl allel ist. jail ist auf
Chromosom 1 lokalisiert und wurde von der spanischen Arbeitsgruppe auf dem
BAC F6N18 kartiert. Bei dem in jail mutierten Gen handelt es sich um AtMyc2
(At1g32640.1), das einen MYC Transkriptionsfaktor kodiert.

Um zu Uberprifen, ob dieses Gen in jinl defekt ist, wurden RT-PCRs auf
At19g32640.1 durchgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass in jinl mit diesen
Primern kein PCR-Produkt erhalten wird (Abb.3.3.2) und somit in diesem Gen

eine Veranderung vorliegen muss.

At1g32640.1 EFq
WtC  jinl WtC  jinl

LI

500

!

Abbildung 3.3.2: RT-PCR At1g32640.1 in WtC und
jinl (jeweils Doppelproben). 40 Zyklen.

Kontrolle: Elongationsfaktor EFa.

At1g32640.1 F: GAT CAC TCC GAT CTA GAAG C
At1g32640.1 R: ATT TTT GAA ATC AAACTT GCTC

3.4 Sequenzierung von AtMyc2 in jinl

Die Sequenzierung von AtMyc2 gestaltete sich schwierig, da es nicht moéglich war,
das komplette Gen in der Mutante jinl mittels Standard-PCR zu amplifizieren
(Abb.3.3.3). Auch Versuche, nur bestimmte Abschnitte des Gens zu amplifizieren,
scheiterten in jinl, wenn sich der Ruckwarts-Primer im letzten Teil der AtMyc2-
Sequenz befand (Abb.3.3.4).

68



3. Ergebnisse

Myc2 1 Myc2 2
Myc2
WtC jinl W MnT  WC jini
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Abbildung 3.3.3: Versuche zur Amplifizierung von AtMyc2 in
W1tC und jinl mittels Standard-PCR.

Versuche, den in jinl vermutlich veranderten letzten Abschnitt von AtMyc2 zu
Uberbricken, erfolgten mit den Primern Myc2_3 A bis Myc2_3 E (Abb.3.3.4). Aber

auch hier gelang es nur, den Bereich im Wildtyp zu amplifizieren, nicht jedoch in

jinl.

:| AtMyc2 (CDS) i . VVtCPCR—P rodu kt;?inl
Mye2 < > ja nein
Myc2 l¢——> ja ja
Myc2_2 «— ja nein
Myc2_2NEU D ja ja
Myc2_3 > ja nein
Myc2_3 A D ja (2kb) nein
Myc2 3 B < > ja (3kb) nein
Myc2_3 C < > ja (4kb) nein
Myc2_3 D < > ja (5kb) nein
Myc2_3 E < > ja (6kb) nein

Abbildung 3.3.4: Ubersicht tiber die zur Amplifizierung von AtMyc2 genutzten Primer

Bei der Sequenzierung des ersten Teils von AtMyc2 in jinl wurde eine Punktmu-
tation (Basenaustausch: Thymin statt Cytosin) in Position 725 gefunden
(Abb.3.3.5), de in der Aminoséduresequenz in Position 242 zu einem Austausch
von Leucin durch Serin fuhrt (Abb.7.1 im Anhang).

Mit Hilfe der inversen PCR, die unbekannte Sequenzen durch eine PCR mit aus-
warts gerichteten Primern amplifiziert, gelang es, den letzten Teil der AtMyc2-
Sequenz in jinl zu amplifizieren. Das erhaltene PCR-Produkt wurde in den
pCR®2.1 TOPO Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert und anschlie3end mit ve k-
torspezifischen Primern sequenziert.
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Zur Bestatigung der erhaltenen Sequenz wurde unter Nutzung der 3'RACE-PCR
ebenfalls der letzte Abschnitt von AtMyc2 in jinl amplifiziert, in den pCR®2.1
TOPO Vektor kloniert und ebenfalls mit vektorspezifischen Primern sequenziert.

Die Auswertung der mit den beiden unterschiedlichen Methoden erhaltenen Se-
quenzen zeigt, dass in jinl die kodierende AtMyc2-Sequenz durch ein vorzeitiges
STOP-Codon (TAG) um 90 Basenpaare verkurzt ist (Abb.3.3.5). Dies fuhrt zu ei-

ner Verkurzung des Proteins um 30 Aminosauren (Abb.7.1 im Anhang).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
P P D o RV B T I IV I I PR BV I T I BV N B B
jinl ATGACTGATTACCGGCTACAACCAACGAT GAAT CTTTGGACCACCGACGACAACGCT TCTATGAT GGAAGCT TTCATGAGCT CTTCCGATATCTCAACTT
AtMYC2  ATGACTGATTACCGGCTACAACCAACGAT GAATCTTTGGACCACCGACGACAACGCT TCTATGATGGAAGCT TTCATGAGCTCTTCCGATATCTCAACTT
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
P T P P N B N DR IR B DS DI B B DS DR B B B D
jinl TATGGCCT CCGGCGT CGACGACAACCACGACGGCGACGACT GAAACAACT CCGACGCCGGCGAT GGAGAT TCCGGCACAGGCGGGAT TTAAT CAAGAGA
At MYC2  TATGGCCTCCGGCGT CGACGACAACCACGACGGCGACGACT GAAACAACT CCGACGCCGGCGAT GGAGAT TCCGGCACAGGCGGGAT TTAAT CAAGAGAC
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
P P P PR D DR DR PR DR DR DR DI DI I D DI B B B D]
jinl TCTTCAGCAACGTTTACAAGCT TTGATTGAAGGAACACACGAAGGT TGGACCTACGCTATATTCTGGCAACCGT CGTATGAT TTCTCCGGCGCCTCCGTG
AtMYC2  TCTTCAGCAACGTTTACAAGCTTTGATTGAAGGAACACACGAAGGT TGGACCTACGCTATATTCTGGCAACCGT CGTATGATTTCTCCGGCGCCTCCGTG
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T P P P R DR DU DU R B DS DN D BN DU DN D B B D]
jinl CTCGGATGGGGAGAT GGT TATTACAAAGGT GAAGAAGAT AAAGCAAACCCGAGACGGAGAT CGAGT TCGCCGCCGT TTTCTACT CCGGCGGAT CAGGAGT
AtMYC2  CTCGGATGGGGAGATGGTTATTACAAAGGT GAAGAAGAT AAAGCAAACCCGAGACGGAGAT CGAGT TCGCCGCCGT TTTCTACT CCGGCGGAT CAGGAGT
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
P T D B T IR B I I I B R I U D B U B B D
jinl ACAGGAAAAAAGT GTTGAGAGAGCT TAACT CGT TGAT CTCCGGT GGT GTTGCT CCGT CGGAT GACGCT GT TGAT GAGGAGGT GACGGATACGGAATGGT
At MYC2  ACAGGAAAAAAGT GTTGAGAGAGCT TAACTCGT TGATCTCCGGT GGT GT TGCTCCGT CGGATGACGCT GT TGAT GAGGAGGT GACGGATACGGAATGGTT
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
P I TP TP T e T (Ol IR I IO (VNN BN IO IO (N BNDRN I TR |
jinl TTTCTTGGTTTCGATGACGCAGAGCT TCGCT TGCGGT GCGGGAT TAGCT GGTAAAGCGT TTGCAACGGGT AACGCGGT T TGGGT TTCCGGGTCAGATCAA
AtMYC2  TTTCTTGGTTTCGATGACGCAGAGCT TCGCTTGCGGT GCGGGAT TAGCT GGTAAAGCGT TTGCAACGGGT AACGCGGT TTGGGT TTCCGGGT CAGATCAA
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
P P P P R DR D DR R B D DN D BN D DI D B B B
jinl  TTATCCGGGTCGGGTTGTGAACGGGCTAAGCAAGGAGGAGT GTTTGGGATGCATACTATTGCGT GTATTCCT TCGGCGAACGGAGT TGTGGAAGT
AtMYC2  TTATCCGGGTCGGGTTGTGAACGGGCTAAGCAAGGAGGAGT GTTTGGGATGCATACTATTGCGT GTATTCCTTCGGCGAACGGAGT TGTGGAAGT CGGGT

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
T TP S TS TP ey T [P (o O o [P IO IR (O B IO I D B
jinl  CAACGGAGCCGATCCGACAGAGT CCTTATTAACAAGGT TCGAATTCTTT TCAAT TTCGACGGOGGAGCT GGAGATTTATCGGGTCTTAATT
At MYC2  CAACGGAGCCGATCCGACAGAGT TGGACCT TATTAACAAGGT TCGAAT TCTT TTCAATTTCGACGGCGGAGCT GGAGAT TTATCGGGTCTTAATTGGAA
810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

P T P P N B R D DR B B SR DI B B B I DN DI D
jinl TCTTGACCCGGAT CAAGGT GAGAACGACCCGT CTATGT GGATTAATGACCCGAT TGGAACACCT GGATCT AACGAACCGGGT AACGGAGCT CCAAGTTCT
At MYC2  TCTTGACCCGGAT CAAGGT GAGAACGACCCGT CTATGT GGAT TAATGACCCGAT TGGAACACCT GGAT CTAACGAACCGGGT AACGGAGCT CCAAGT TCT

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
O P B BN DS DR N BN I B R DI DI B DR DU B B D D

jini AGCTCCCAGCTTTTTTCAAAGT CTATTCAGT TTGAGAACGGTAGCT CAAT AACCGAAAACCCGAAT CTGGATCCGACT CCGAGT CCGGTTCATT
AtMYC2  AGCTCCCAGCTTTTTTCAAAGTCTATTCAGTTTGAGAACGGT AGCT CAAGCACAATAACCGAAAACCCGAAT CTGGATCCGACT CCGAGT CCGGTTCATT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

N P B BN DR DD R BSE DR DU RN DR DR BN BN D DU BN DR DR
jini CTCAGACCCAGAAT CCGAAAT TCAATAACACT T TCTCCCGAGAACT TAATTTTTCGACGT CAAGT TCTACT TTAGT GAAACCAAGAT CCGGCGAGATAT T
At MYC2  CTCAGACCCAGAATCCGAAATTCAATAACACT TTCTCCCGAGAACT TAATTTTTCGACGT CAAGT TCTACT TTAGT GAAACCAAGAT CCGGCGAGATATT

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
P T T T R D B B T D DS B B D DS D I B D D]

jinl CTTCGGCGAT GAAGGT AAACGAAGCT CCGGAAACCCGGAT CCAAGT TCTTAT TCGGGT CAAACACAAT TCGAAAA GAAAGAGGT CGATGGT T
AtMYC2  AAACTTCGGCGATGAAGGT AAACGAAGCT CCGGAAACCCGGAT CCAAGT TCTTATTCGGGT CAAACACAAT TCGAAAACAAAAGAAAGAGGT CGATGGT T

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

P T D P R B BN DR I SR DS D B B D D B B D DR
jinl TTGAACGAAGATAAAGT TCTATCATTCGGAGAT AAAACCGCCGGAGAAT CAGAT CACT CCGAT CTAGAAGCT TCCGT CGTGAAAGAAGT AGCAGTAGAGA
AtMYC2  TTGAACGAAGATAAAGTTCTATCATTCGGAGAT AAAACCGCCGGAGAAT CAGAT CACT CCGATCTAGAAGCT TCCGT CGT GAAAGAAGT AGCAGT AGAGA

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

U P PR P T DR DN DR B DR DS DS B DU DR B B D D B
jinl AACGT CCAAAGAAACGAGGAAGAAAGCCAGCAAACGGT AGAGAAGAGCCACT AAACCACGT CGAAGCAGAGAGACAAAGACGCGAGAAACT AAACCAAA
AtMYC2  AACGTCCAAAGAAACGAGGAAGAAAGCCAGCAAACGGT AGAGAAGAGCCACT AAACCACGT CGAAGCAGAGAGACAAAGACGCGAGAAACT AAACCAAAG

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

U P P P T DR DR PR B DR DS DR B BEUEE DESE D BREE B D B
jinl ATTCTACGCGT TACGAGCGGT TGTACCAAACGT TTCAAAAAT GGAT AAAGCT TCGT TACT CGGT GACGCAAT CGCT TACATCAACGAGCT TAAATCCAAA
AtMYC2  ATTCTACGCGTTACGAGCGGTTGTACCAAACGT TTCAAAAAT GGATAAAGCT TCGT TACT CGGT GACGCAAT CGCT TACATCAACGAGCT TAAATCCAAA

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

P T P P R B DN D I B DS D B B B D B B B D]
jinl GTAGTCAAAACAGAGT CAGAGAAACT CCAAAT CAAGAACCAGCT CGAGGAAGT GAAACT CGAGCT CGCCGGAAGAAAAGCGAGT GCTAGT GGAGGAGATA
AtMYC2  GTAGTCAAAACAGAGT CAGAGAAACT CCAAAT CAAGAACCAGCT CGAGGAAGT GAAACT CGAGCT CGCCGGAAGAAAAGCGAGT GCTAGT GGAGGAGATA

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

P I T Y I I IO IR EDE I I IV IR I IO DD ENDEN I B DR
jinl TGTCGTCTTCGTGITCTTCGAT TAAACCGGT GGGGAT GGAGAT TGAAGT GAAGATAAT TGGT TGGGACGCAAT GATTAGAGT TGAATCTAGT AA
AtMYC2 TGTCGTCTTCGTGITCTTCGATTAAACCGGT GBGGAT GGAGAT TGAAGT GAAGATAAT TGGT TGGGACGCAAT GAT TAGAGT TGAATCTAGT AAGAGGAA

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
. [ T T T T P P P T P T D P R B

jinl TCATCCGGCGGCGAGGT TGAT GT CGGCGT TGATGGAT TTGGAGT TGGAAGT GAAT CACGCGAGT AT_
At MYC2  TCATCCGGCGGCGAGGT TGATGTCGGCGT TGATGGAT T TGGAGT TGGAAGT GAAT CACGCGAGTAT!
1810 1820 1830 1840 1850 1860 187
- AR P R P R P T R PR P P R T R
jinl
At MYC2

Abbildung 3.3.5: AtMyc2-Sequenz im Wildtyp und jinl. Unterschiede sind rot markiert.
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Sequenzvergleiche mit Hilfe des BLAST-Algorithmus zeigen, dass in jinl der letzte
Teil der AtMyc2-Sequenz durch eine Sequenz aus einem anderen Bereich des Ge-
noms ersetzt ist. Dieser Bereich weist 100% Homologie zu dem ORF At1g44070
auf dem BAC F9C16 (bzw. T7023) auf, der fur ein Gen der CACTA-ahnlichen
Transposon-Familie kodiert. Weitere Homologien zu CACTA-dhnlichen Transpo-
sons finden sich in 46 anderen ORFs im Arabidopsis-Genom (Abb.7.2 im An-

hang).

Zur Bestatigung der erhaltenen Sequenz wurden Primer verwendet, die vorwarts
in der noch unveranderten AtMyc2-Sequenz und ruckwarts im Bereich des ORF
At1g44070 binden. Wie Abb. 3.3.6 zeigt, wird mit diesen Primern nur in jinl ein
PCR-Produkt amplifiziert, nicht jedoch im Wildtyp.

o & *ifé‘oqfﬁ' *‘0@‘05‘5
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1000
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Abbildung 3.3.6: PCR zur Bestatigung der Sequenz in jinl.
MycNEU F: CAG AGA AAC TCC AAATCA AGA ACC A
R: TCT ACG CGA GAA GAG CTG AAG AAT A

Southern Blot Analyse

Far Southern Blot Analysen wurden Restriktionsenzyme verwendet, die entweder
in der AtMyc2-Sequenz (EcoRV, Haelll, Eco72l), innerhalb der Sondensequenz
(Mval) oder nicht innerhalb von AtMyc2 (Xcml, Ncol) schnitten (Abb.3.3.7 und
Abb.7.3 im Anhang). Mit allen verwendeten Enzymen kdnnen Unterschiede im
Bandenmuster zwischen WtC und jinl nachgewiesen werden. Die erhaltenen
Banden unterschieden sich sowohl in der Grof3e Mval, Xcml, Ncol und Eco72I)

als auch in der Anzahl (EcoRV und Haelll). Mit dem Restriktionsenzym Mval, das
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innerhalb der Sondensequenz schneidet, wurden im Wildtyp und in jinl je zwei
Banden erhalten, wobei die gréf3ere Bande (ca. 10kb) deutlich schwacher als die
kleinere Bande (ca. 2,1kb in WtC lzw. 2,3kb in jinl) ist. Nach Verdau mit Xcml,
Ncol und Eco72l kann sowohl in WtC als auch in jinl nur eine Kopie des Gens
nachgewiesen werden. Dies spricht dafur, das AtMyc2 im Arabidopsis-Genom nur
einmal vorkommt.

Mit den Enzymen EcoRV und Haelll werden in jinl mehr Banden als in WtC er-
halten. Die Punktmutation in Position 725 fuhrt nicht zu einer neuen Schnittstel-
le fur diese Enzyme und erklart somit nicht das Auftreten von zusatzlichen Ban-
den in jinl. Da EcoRV und Haelll auf Methylierungen sensitiv reagieren, ist es
mdglich, dass die jin1-DNA von diesen Enzymen nur partiell verdaut wurde. Flr
eine starkere Methylierung der DNA in jinl spricht das Vorhandensein des
CACTA-&hnlichen Transposons. Das Auftreten von Transposons fuhrt haufig zur
Heterochromatisierung von Chromosomenabschnitten (Miura et al., 2004).

Mval EcoRV Haelll Xeml Neol Eco72]
WtC  jinl WtC jinl WtC jinl WtC jinl WtC jinl WtC jfinl

10000
000 e
|
5000
3000
2000 -
Enzym Mval EcoRV Haelll Xcml Ncol Eco721
T
Sequenz CCMAGG GATAATC GG~CC GAANNANNTTC | CMCATGG | CAC/AGTG
q GGT~CC CTANTAG CC"GG CTTNNANNAAG | GGTAC~C | GTG~CAC
A
Schnittstelle
innerhalb in Posi- in Posi- in Posi- nein nein in Posi-
der AtMyc2- | tion 1362 | tion 590 | tion 605 tion 185
Sequenz?
Methylie- . . . . . .
rungseffekt? ja ja ja nein nein ja

Abbildung 3.3.7: Southern Blot Analyse im Wildtyp WTC und in jinl. Die Hybridi-
sierung erfolgte mit einer radioaktiv markierten Sonde, die an den mittleren Teil

des AtMyc2-Gens bindet (Abb.7.3 im Anhang).
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3.5 Komplementation des Mutantenphanotyps

Um zu beweisen, dass es sich bei dem in jinl mutierten Gen tatséchlich um
AtMyc2 handelt, sollten jinl-Pflanzen mit dem Wildtyp-Allel komplementiert wer-
den. Die Expression von AtMYC2 sollte zum einen unter Kontrolle des in Pflanzen
haufig verwendeten 35S-Promotors aus CaMV ("cauliflower mosaic virus", Blu-
menkohl-Mosaik-Virus) und zum anderen unter Kontrolle des endogenen Promo-

tors erfolgen.

3.5.1 Komplementation unter Kontrolle des 35S-Promotors

Das zur Komplementation des Mutantenphanotyps genutzte Konstrukt besteht
aus einem 1,8 kb langen Fragment der kodiere nden AtMyc2-Sequenz aus WtC,

dem 35S-Promotor und einem nos-Terminator (Abb.3.3.8).

Pstl Ncol Kpnl Pstl

RB [MCSII | 35S | AtMyc2 | polyA| Tnos| bar |Pnos | MCSI LB

Abbildung 3.3.8: Schematische Darstellung des zur Komplementation ver-
wendeten Konstrukts im binaren Vektor pCB302.

RB und LB bezeichnen die die T-DNA rechts und links eingrenzenden Border-
sequenzen, MCS: multiple cloning sites; 35S: 35S-Promotor aus dem Blumen-
kohlmosaikvirus; bar: verleiht Resistenz gegen BASTA®; Pnos bzw. Tnos ste-
hen fuar Promotor bzw. Terminator der Nopalinsynthase. Ferner sind die zur
Klonierung genutzten Schnittstellen angegeben.

Das AtMyc2-Fragment wurde mittels PCR und gleichzeitiger EinfiUhrung der Re-
striktionsschnittstellen Ncol und Kpnl zunachst in den Vektor pCR2.1 TOPO (In-
vitrogen) und anschlief3end in den Vektor pRT100 kloniert (Anhang Abb.7.4). Die
erhaltene Expressionskassette bestand aus dem 35S-Promotor, dem entspre-
chenden AtMyc2-Fragment und dem nos-Terminator. AnschlielRend wurde diese
Expressionskassette nach Pstl-Verdau in den binédren Vektor pCB302 kloniert.
Die Transformation in jinl-Pflanzen erfolgte unter Verwendung von Agrobacteri-
um tumefaciens. Nach BASTA-Selektion konnten mehrere unabhéangige Trans-

formanten isoliert werden.
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Samen der T2-Generation wurden auf MS-Medium mit 10uM MeJA ausgelegt und
hinsichtlich der Wurzellange untersucht. Wie Abb.3.3.9 deutlich macht, wird der
Mutantenphanotyp durch AtMyc2 komplementiert. Da es sich bei dem 35S-
Promotor um einen sehr starken Promotor handelt, sind die Wurzeln cer trans-
formierten Pflanzen sogar um die Halfte kurzer als im Wildtyp. Da die T2-
Generation segregiert, findet man hier auch Pflanzen mit Mutantenphanotyp,

also Pflanzen mit langen Wurzeln.

355: AtMyc2

wtC

jinl
35S:AtMyc2 Pflanzen mit kurzen Wurzeln
4,1 Pflanzen mit langen Wurzeln
Verteilung der Wurzellangen Wie
60,0 jinl M
35S:AtMyc2

\ —

30,0 / \ // \

200 / \ /\< \

Lo\ / \
e =

0,0

% Pflanzen

0004 0509 1014 1519 2024 2529 3034 3539 4044 4549 5054
Wurzellangen in cm

Abbildung 3.3.9: Komplementation des Mutantenphanotyps unter Kon-
trolle des 35S-Promotors
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Um die starke Hemmung des Wurzelwachstums durch MeJA in transformierten
Pflanzen zu erklaren, wurden RT-PCRs mit AtMyc2 Primern durchgefuhrt. Auf-
grund des starken 35S-Promotors sind in transformierten jinl-Pflanzen tatsach-
lich hohere AtMYC2-mRNA-Spiegel als im Wildtyp nachweisbar (Abb.3.3.10). So
kann die starke Hemmung des Wurzelwachstums durch MeJA in den Transfor-

manten durch die Uberexpression von AtMYC2 erklart werden.

&
"b‘?.‘
O > N
¥
1M .
e AtMYC2
500
1000 —
S0 . = EFa

Abbildung 3.3.10: RT-PCR AtMYC2 (25 Zyklen) in WtC, jinl und
jin1;35S:AtMYC2, Kontrolle: Elongationsfaktor EFa

Primer: AtMyc2 F: CAA GGT TCG AAT TCT TTT CA

AtMyc2 R: TTA GTG GCT CTT CTC TAC CG

3.5.2 Komplementation unter Kontrolle des endogenen Promotors

Ausgangspunkt far die Komplementation unter Kontrolle des endogenen Promo-
tors war zum einen die durch PCR amplifizierte Promotorregion aus WtC, zum
anderen das Konstrukt im Vektor pRT100, das bereits aus der "35S-
Komplementation" zur Verfigung stand und die kodierende AtMyc2-Sequenz
enthielt (Anhang Abb.7.5).

Zunéchst wurde die Promotorregion (1,6 kb) mittels PCR unter EinfUhrung einer
Pstl-Schnittstelle amplifiziert und in den pCR2.1 TOPO Vektor (Invitrogen) klo-
niert. Nach Verdau mit SgrAl und Pstl wurde dieses Fragment in den ebenfalls
mit SgrAl und Pstl geschnittenen pRT100-Vektor, der die kodierende AtMyc2-
Sequenz aus der "35S-Komplementation” erhielt, kloniert. Die entstandene Ex-

pressionskassette mit endogenem Promotor, AtMyc2-Fragment und nos-
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Terminator wurde nach Pstl-Verdau in den binaren Vektor pCB302 kloniert
(Abb.3.3.11).

Pstl SgrAl Pstl

I
RB|[MCSII |EP | AtMyc2| polyA| Tnos| bar [Pnos | MCSI LB

Abbildung 3.3.11: Schematische Darstellung des zur Komplementation ver-
wendeten Konstrukts im binaren Vektor pCB302.

RB und LB bezeichnen die die T-DNA rechts und links eingrenzenden Border-
sequenzen, MCS: multiple cloning sites; EP: endogener Promotor; bar: verleiht
Resistenz gegen BASTA®; Pnos bzw. Tnos stehen fir Promotor bzw. Terminator
der Nopalinsynthase. Ferner sind die zur Klonierung genutzten Schnittstellen
angegeben.

Nach Agrobacterium tumefaciens vermittelter Transformation in jinl-Pflanzen und
anschlieBender BASTA-Selektion wurden mehrere unabhangige Transformanten

gefunden.

Samen der T2-Generation wurden auf MeJA-haltigem (10uM) MS-Medium ausge-
legt und anschliel3end die Wurzelldnge der Keimlinge untersucht. Da die T2 auf-
spaltet, wurden auch hier wieder Pflanzen mit Mutantenphé&notyp, aber auch
Pflanzen mit kurzen Wurzeln wie im Wildtyp gefunden (Abb.3.3.12).

wtC jinl endogener Promotor: AtMyc2

wtC
jinl
EP:AtMyc2 Pflanzen mit kurzen Wurzeln

3,9 Pflanzen mit langen Wurzeln

Abbildung 3.3.12: Komplementation des Mutantenphanotyps unter
Kontrolle des endogenen Promotors
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Fortsetzung Abbildung 3.3.12: Komplementation des Mutantenphano-
typs unter Kontrolle des endogenen Promotors

3.6 Untersuchungen zur Expression von AtMYC2

In Northern Blot-Analysen wurde untersucht, in welchen Pflanzenteilen AtMYC2
exprimiert wird. Ferner wurde das Expressionsmuster von AtMYC2 in WtC und
jinl nach Verwundung, nach Applikation von Phytohormonen (ABA, MeJA) und

nach Pathogenbefall analysiert.

3.6.1 In welchen Pflanzenteilen wird AtMYC2 exprimiert?

AtMYC2 mRNA akkumuliert in allen untersuchten oberirdischen Pflanzenteilen
(Abb.3.3.13). Hohe Transkriptmengen kdnnen in Bluten und Schoten nachgewie-

sen werden. In Wurzeln wird AtMYC2 nur schwach exprimiert.

F LSS
AtMyc2 ’ . ” . w
SRl & - & |

Abbildung 3.3.13: Northern-Analyse: Expression von
AtMYC2 in verschiedenen Pflanzenteilen im Wildtyp
Columbia. Geladen wurden 8ug Gesamt-RNA.

77



3. Ergebnisse

3.6.2 Expression von AtMYC2 nach Verwundung

Nach einer mechanischen Verletzung der Blatter beginnt sowohl in WtC als auch
in jinl schon nach zehn Minuten die Akkumulation von AtMYC2-mRNA und er-
reicht nach 20 bis 30 Minuten das Maximum. In jinl sind die Transkriptmengen
geringer als in WtC, auch die Dauer der Expression ist verklrzt. So sinkt die
Transkriptmenge in jinl bereits eine Stunde nach dem Verwundungsreiz wieder
auf Kontrollniveau ab, wahrend dies in WtC erst nach zwei Stunden der Fall ist
(Abb. 3.3.14).

Wil Jinl Wil jinl

Minuten: 0 10 20 0N 10 Stunden: O 05 1 2 4 24 0 0Ob6 1 2 4 249

20
AtMYC2 -“ ‘,'. atMycz IR -
T g
| RNA =% =9 gy = = - e -

Abbildung 3.3.14: Northern-Analyse: Expression von AtMYC2 in WtC und jinl
nach Verwundung. Die Verwundung der Blatter erfolgte an der Blattspitze durch
Verletzung mit einer Pinzette. Geladen wurden 8ug Gesamt-RNA.

3.6.3 Expression von AtMYC2 nach Applikation von Abscisinsaure und

Methyljasmonat

Die Applikation der Phytohormone Abscisinsdure und Methyljasmonat fuhrt im
Wildtyp und jinl zur Erhéhung der AtMYC2-Transkription (Abb.3.3.15). Eine
starke Induktion durch ABA erfolgt nach einer halben Stunde sowohl in der Mu-
tante als auch im Wildtyp. Nach zwei Stunden sind die Transkriptlevel wieder mit
den wasserbehandelten Kontrollen vergleichbar.

Durch die Applikation von MeJA kommt es in WtC nach 0,5 Stunden zu einer
Anreicherung von AtMYC2-mRNA. Danach sinkt die Transkriptmenge kontinuier-
lich ab, nimmt jedoch 24 Stunden nach Applikation wieder zu. Im Vergleich mit
dem Wildtyp sind in der Mutante jinl AtMYC2-Transkripte wenige Stunden nach
der Applikation von MeJA noch nicht nachweisbar. Erst nach 24 Stunden kén-
nen hier erhdhte mRNA-Spiegel detektiert werden.
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Abbildung 3.3.15.: Northern-Analyse: Expression von At-
MYC2 in WtC und jinl nach Applikation von ABA (50uM) und
MeJA (50uM). Die Applikation erfolgte durch Flottieren von
ganzen Pflanzen (ohne Wurzel). Nach 0,5, 1, 2, 4 und 24
Stunden wurden je 3 Blatter von diesen Pflanzen geerntet.
Geladen wurden 8ug Gesamt-RNA.

3.6.4 Expression von AtMYC2 nach Infiltration von Pseudomonas syringae pv.

tomato

Auch die Infiltration von virulenten und avirulenten Pseudomonas syringae pv.
tomato-Stammen fuhrt in WtC und jinl zur erhéhten Expression von AtMYC2
bereits zu fruhen Zeitpunkten (Abb.3.3.16).

Im Wildtyp sind erhéhte Transkriptmengen nach 0,5 bis 1 Stunde nach Infiltra-
tion mit virulenten (DC3000) und avirulenten (DC3000avrRpm1) Bakterien nach-
weisbar. Auch in jinl erfolgt die Induktion zu diesen Zeitpunkten. Die
Transkriptmengen nach Infiltration mit DC3000avrRpm1 gleichen denen im Wild-
typ. Nach Behandlung mit dem virulenten Stamm DC3000 wird in jinl weniger
AtMYC2-mRNA akkumuliert als im Wildtyp.
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Abbildung 3.3.16: Expression von AtMYC2 in WtC und jinl nach Infiltration von Pseu-
domonas syringae pv. tomato DC3000 (mit und ohne avrRpml); infiltrierte Bakterien-
dichte: 108 cfu/ml; Kontrolle: MgClz; geladen wurden 8ug Gesamt-RNA
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der jasmonatinsensitiven Mutanten
jinl und jind bezuglich ihrer Reaktion auf Phytopathogene (Pseudomonas syrin-
gae) und Ozon, um neue Einblicke in die durch Jasmonate vermittelte Signal-
transduktion zu erhalten. Um ein neues Element der Jasmonat-Signal-

transduktionskette zu isolieren, sollte das in jinl mutierte Gen isoliert werden.

4.1 Auswirkung der Jasmonatinsensitivitat auf die Pathogenresistenz

Die Mutanten jinl und jin4 zeichnen sich durch eine geringere Sensitivitat ge-
genuber Jasmonséaure bzw. Methyljasmonat verglichen mit den entsprechenden
Wildtyp-Pflanzen aus. Fur jinl und jin4 konnte weiterhin gezeigt werden, dass
diese Mutanten auch gegentiber Coronalon, einer synthetisch hergestellten Sub-
stanz, die dem Phytotoxin Coronatin in Struktur und Wirkungsweise ahnelt
(Schuler et al., 2004), weniger sensitiv sind als die Wildtypen (Nickstadt et al.,
2004). Coronalon hemmt das Wurzelwachstum von Wildtyp-Pflanzen bereits in
Konzentrationen von 1uM, wahrend 10pM MeJA notwendig sind, um &hnliche
Effekte zu erzielen. Moglicherweise sind hdohere Methyljasmonatkonzentrationen
notwendig, da das verwendete MeJA nur einen geringen Anteil des aktiveren cis-
Isomers enthalt (Koda et al., 1992). Die strukturelle Ahnlichkeit von Coronatin,
Coronalon und MeJA sowie die gleichen Effekte auf das Wurzelwachstum legen

nahe, dass diese Substanzen am selben Ort in den Stoffwechsel eingreifen.

Die Charakterisierung der jin Mutanten hinsichtlich ihrer Reaktion auf Phyto-
pathogene und Ozon offenbarte, dass beide Mutanten verschiedene Phanotypen
aufweisen. So zeigt jinl nicht aber jin4 eine erhdhte Resistenz gegenuber virulen-
ten Pseudomonas syringae Stdmmen und auch gegenutber den nekrotrophen Pil-
zen Botrytis cinerea (Nickstadt et al., 2004; Lorenzo et al., 2004), Plectosphaerella
cucumerina (Lorenzo et al., 2004) und Fusarium oxysporum (Anderson et al.,
2004). Auch bei der Charakterisierung von jinl und jin4 bezuglich ihrer Sensitivi-
tat gegenuiber Ozon, zeigte sich, dass beide Mutanten unterschiedlich reagieren
(Tab.4.1). So deutet vieles darauf hin, dass verschiedene Wege existieren, um
jasmonatabhéngige Antworten zu vermitteln, und diese Wege in jinl und jin4 un-

terschiedlich betroffen sind.
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Sensitivitéat gegentber: Pseudomonas syringae Botrytis cinera Ozon
jinl reduziert reduziert tolerant (wie WT)
jind/jarl leicht erhéht erhoht erhoht
coil reduziert erhoht erhoéht

Tabelle 4.1: Reaktion verschiedener jasmonat- bzw. coronatininsensitiver A. thaliana
Mutanten auf Pathogene und Ozon

4.1.1 Welchen Einfluss hat das Phytotoxin Coronatin auf die Resistenz von jinl ?

Die gesteigerte Resistenz von jinl gegentiber Pst DC3000 auf3ert sich in fehlenden
sichtbaren Krankheitssymptomen und der reduzierten Vermehrungsrate der
Bakterien in den Pflanzen. Wie kann die gesteigerte Resistenz von jinl gegentiber
Pseudomonas syringae erklart werden und welche Faktoren sind daftr
verantwortlich?

Ein moéglicher Faktor, der zur Resistenz von jinl gegeniiber dem virulenten
Stamm beitrégt, kdnnte in der Antwort jasmonatinsensitiver Mutanten auf Coro-
natin zu suchen sein, das von dem Stamm Pst DC3000 produziert wird. Dies gin-
ge konform mit der reduzierten Virulenz von Pst Mutanten, die kein Coronatin
bilden kdnnen (Bender et al., 1987). Feys et al. (1994) zeigten, dass das bakteriel-
le Toxin Coronatin A. thaliana und Tomate fur Infektionen pradisponiert. So 16-
sen coronatindefiziente Pst DC3000 Mutanten im Vergleich mit dem coronatin-
bildenden Wildtyp-Stamm abgeschwéchte Krankheitssymptome aus (Mittal &
Davis, 1995).

Die coronatininsensitive Mutante coil weist eine erhdhte Resistenz gegenuber P.
syringae pv. atropurpurea (Feys et al., 1994) und P. syringae pv. tomato DC3000
(Kloek et al., 2001) auf. In Tomate entspricht die Mutante jail der A. thaliana
Mutante coil. Auch jail zeichnet sich durch eine erhdohte Resistenz gegenuber P.
syringae pv. tomato DC3000, einhergehend mit erhéhter PR-Expression und ver-
ringerter Expression von jasmonat- bzw. verwundungsresponsiven Genen (Zhao
et al., 2003).

Auch die Mutanten jinl und jin4 zeichnen sich als insensitiv gegenuber dem Co-
ronatin-Analogon Coronalon aus. Um zu klaren, welche Rolle Coronatin bei der
Ausbildung von Krankheitssymptomen bzw. der Ausbreitung der Bakterien in
den untersuchten Mutanten jinl und jin4 spielt, wurden die Stimme Psm M2
und Psm CR299 (Ritter & Dangl, 1995), die mit Pst nahe verwandt sind (Schaad,

1988), fur Infektionen verwendet. Sowohl der avirulente Stamm Psm M2 als auch
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der virulente Stamm Psm CR299 bilden kein Coronatin. Pst DC3000 Mutanten,
die kein Coronatin bilden kdnnen, zeigen in ihren naturlichen Wirtspflanzen eine
reduzierte Virulenz, die sich durch eine limitierte Anzahl an Chlorosen und
Nekrosen sowie durch eine Einschrdnkung der Bakterienve rmehrung in den
Pflanzen &ufert (Brooks et al., 2004). Das stimmt mit dem Verlauf der Wachs-
tumskurven fur WtC und jinl Uberein. Verglichen mit der Pst-Infektion ist die
Menge an Psm-Bakterien sowohl im Wildtyp als auch in jinl deutlich reduziert.
Bislang war unklar, ob die Wirkung von Coronatin in A. thaliana durch die Sti-
mulierung des Jasmonat-Signalweges oder durch indirekte Unterdriickung des
durch Salizylate vermittelten Signalweges zustande kommt. Neuere Untersu-
chungen deuten allerdings darauf hin, dass die Wirkung von Coronatin nicht auf
die Unterdruckung des salizylatvermittelten Signalweges zuruckzufUhren ist
(Block et al., 2005).

Nach Infiltration des nicht coronatinbildenden virulenten Stammes Psm CR299
sind PR1-Transkripte fast nicht dete ktierbar. Dies korreliert mit dem Fehlen von
sichtbaren Krankheitssymptomen nach CR299-Infiltration. Die PR1-Transkript-
mengen liegen in jinl geringfugig hoher als im Wildtyp, was eine mogliche Erkla-
rung far die vergleichsweise geringere Vermehrungsrate der Bakterien in jinl sein
konnte.

Auch wachst der nicht coronatinbildende virulente Stamm in jinl weniger als im
Wildtyp, was darauf hindeutet, dass die Resistenz von jinl coronatinunabhangig
ist. Ferner scheint auch die Resistenz der Mutante jail (Tomate) gegenuber P.
syringae coronatinunabhangig vermittelt zu werden (Zhao et al., 2003).

In WS und jin4 ist die Bakterienanzahl nach Infiltration von Psm M2 und CR299
um 1 bis 2 Zehnerpotenzen hoher als in WtC und jinl. So scheint es, dass das
Fehlen von Coronatin zwar auf WtC und jinl einen Einfluss hat, nicht jedoch auf
WS und jin4, was moglicherweise durch den unterschiedlichen genetischen Hin-

tergrund erklart werden kann.

4.1.2 Sind veranderte Salizylat- oder Jasmonat-Spiegel fUr die Resistenz von jinl

verantwortlich?

Kloek et al. (2001) zeigten, dass es in coil nach Pst DC3000-Infektion zur gestei-
gerten PR1-Expression und zur erhohten Akkumulation von Salizylsaure kommt.
Interessanterweise entwickelten auch coil-Pflanzen, die das nahG Transgen tra-

gen, keine Krankheitssymptome. Somit scheint die Resistenz von coil gegenuber
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Pseudomonas syringae durch zwei verschiedene Mechanismen vermittelt zu wer-
den: Auf der einen Seite wird die Vermehrung der Bakterien durch die Aktivie-
rung des SA-abhdngigen Abwehrweges verhindert, auf der anderen Seite wird
unabhangig von SA, aber abhangig von der Coronatininsensitivitat die Ausbil-
dung von Krankheitssymptomen unterbunden.

Auch in jinl konnten nach Pathogenbehandlung zweifach héhere SA-Level als im
Wildtyp gemessen werden (Nickstadt et al., 2004). Auch ist die Expression von
PR1 in jinl nach Infiltration von Pst hdoher als im Wildtyp. Anders als coil sind
jinl Pflanzen, die das bakterielle SA-abbauende nahG Transgen tragen, gegen-
Uber Pst Infektionen voll suszeptibel (Laurie-Berry et al., 2004). Dies spricht da-
far, dass die erhdhte Resistenz von jinl gegentber Pst auf die erhohte Akkumula-
tion von Salizylsdure und die gesteigerte Expression des Abwehrgens PR1 zu-
rackzufuhren ist. Auch Mutanten, die PR1 konstitutiv exprimieren (zum Beispiel
mpk4, cprb), zeigen gesteigerte Resistenz gegenuber virulenten P. syringae Stam-
men (Petersen et al., 2000; Bowling et al., 1997).

Obwohl auch die Mutante jin4 den jasmonat- und coronaloninsensensitiven Pha-
notyp sowie gesteigerte PR1-Expression nach Pathogenbehandlung zeigt, weist
diese Mutante keine erhdohte Resistenz gegentiber Pst DC3000 auf, sondern ent-
wickelt ausgebreitete Krankheitssymptome einhergehend mit gesteigerter Ver-
mehrung der Bakterien verglichen mit dem entsprechenden Wildtyp. Auch die zu
jind allele Mutante jarl wurde als suszeptibel gegenuiber Pst DC3000-Infektionen
beschrieben (Pieterse et al., 1998; Kloek et al., 2001). In der Mutante jarl ist ein
Gen mutiert, dass eine Jasmonatadenylase kodiert (Staswick et al., 2002). Se-
guenzvergleiche deuten darauf hin, das es sich hier um die einzige Jasmonata-
denylase im Arabidopsis Genom handelt (Staswick et al., 2002). Bislang war un-
klar, ob die Bildung von Adenylat fur den Jasmonsduremetabolismus oder die
Lokalisierung bedeutend ist. Neuere Ergebnisse zeigen, dass es sich bei JARL1 um
eine Jasmonsaure-Aminosaure-Synthetase handelt, die bendtigt wird, um die
Jasmonsaure fur eine optimale Signalweiterleitung zu aktivieren. Dies geschieht
durch Konjugation mit der Aminosaure Isoleucin (Staswick & Tiryaki, 2004).
Messungen des Jasmonatgehaltes zeigen, dass der Defekt in jin4 nicht zu einer
erhohten Akkumulation freier Jasmonsaure fuhrt (Nickstadt et al., 2004). Auch
in jinl wird nach Pathogenbehandlung Psm) nicht mehr Jasmonséure als im
Wildtyp akkumuliert.

jinl x jarl Doppelmutanten zeigen nach Pst Infektionen einen &hnlich resistenten
Phanotyp wie jinl (Laurie-Berry et al., 2004), was dafur spricht, dass JIN1 und
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JAR1/JIN4 an verschiedenen Stellen in den jasmonatvermittelten Signalweg ein-
greifen.

So scheint es auch, dass die Suszeptibilitdt gegentiber Pst durch einen JIN1 ab-
hangigen Signalweg vermittelt wird, der unabhangig von der durch JAR1 vermit-
telten JA-Modifikation wirkt.

4.1.3. Fuhrt die veranderte Expression von Abwehrgenen zur gesteigerten

Resistenz von jinl ?

4.1.3.1 Expression jasmonatresponsiver Gene

Die Expression des jasmonatregulierten Gens AtJrg21, das unter anderem durch
Verwundung, Jasmonate und den phytopathogenen Pilz Fusarium oxysporum
aktiviert werden kann (Bau, 2001), ist in jinl nach Pst Infektion reduziert. Eine
mogliche Erklarung fur die geringen AtJrg21 Transkriptmengen in jinl konnte im
erhohten SA- und SAG-Spiegel nach Pathogenbehandlung in dieser Mutante zu
suchen sein, da SA antagonistisch auf den jasmonatvermittelten Signalweg ein-
wirkt (Felton et al., 1999). Auch in jin4 ist die Expression von AtJrg21 zu den
meisten untersuchten Zeitpunkten reduziert. Da es sowohl bei jinl als auch bei
jind um Jasmonat-Signaltransduktions-Mutanten handelt, bietet dies ebenfalls
eine Erklarung fur die reduzierte Expression von AtJrg21.

Die Expression von LOX1, die unter anderem durch ABA und MeJA induziert
werden kann (Melan et al., 1993) ist in jinl nach Pst DC3000 Infektion reduziert,
in jind jedoch erhoht. In beiden Mutanten sind wahrend der inkompatiblen
Interaktion weniger LOX1 Transkripte nachweisbar als in den Wildtypen.

Die Expression des pflanzlichen Defensins PDF1.2, die einem SA-unabhangigen
Signalweg folgt (Penninckx et al., 1996), ist in jin1l nach Pst DC3000 Infiltration
nur geringfugig héher als im Wildtyp. In jin4 sind von diesem Gen deutlich weni-
ger Transkripte als in WS nachweisbar. Die Mutante iopl ("induced overexpres-
sion of PDF1.2"), die eine induzierte Uberexpression von PDF1.2 zeigt, ist zwar
gegenuber nekrotrophen Pathogenen resistenter, zeigt aber gegenuber biotrophen
Pathogenen wie Pseudomonas syringae die gleiche Sensitivitat wie Wildtyppflan-
zen (Penninckx et al., 2003). Gegenuber nekrotrophen Pathogenen (Botrytis cine-
rea) zeigt jinl eine geringere Susze ptibilitat, obwohl die PDF1.2 Transkriptlevel in

jinl nach Infektion mit Botrytis dnerea niedriger als in WtC liegen (Nickstadt et
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al., 2004). In der Mutante coil wurden einhergehend mit gesteigerter Suszeptibi-
litat gegentiber Alternaria brassicicola eine verringerte PDF1.2 Expression nach-
gewiesen (Penninckx etal., 1996).

Zuruckzufuhren kénnte dies wiederum Jasmonatinsensitivitat der Mutante oder
auf die erhdhten SA und SAG Level sein. Mdglich ist auch, dass jinl als in der
JA-Signaltransduktion gestérte Mutante nicht auf das von Pst DC3000 produ-
zierte Coronatin reagiert und es somit nicht zur Anreichung jasmonatregulierter
PDF1.2 Transkripte kommt. Dies wirde ebenfalls die geringen Transkriptlevel in
jind erklaren.

Die Expression von PAL kann unter anderem durch virulente und avirulente
Pseudomonas syringae Stdmme induziert werden (Dong et al., 1991). Als ein
Schlisselenzym der SA-Biosynthese (Weisshaar & Jenkins, 1998) scheint es zu-
nachst widersprichlich, dass in jinl nach Pathogenbefall (Pst DC3000) trotz er-
hohter SA-Spiegel die Expression von PAL reduziert ist. Die Biosynthese von SA
erfolgt Uber das im Shikimatweg gebildete Chorismat. Aus Chorismat wird Uber
mehrere Zwischenstufen Phenylalanin gebildet. Die Reaktion von Phenylalanin zu
Zimtsaure von dem Enzym Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) katalysiert.
Nach weiteren Zwischenschritten bildet die Benzoesaure-2-Hydroxylase aus Ben-
zoesaure Salizylsdure. Neuere Untersuchungen deuten jedoch an, dass in Pflan-
zen die Synthese von SA Uber einen zweiten Biosyntheseweg mdglich ist. In ver-
schiedenen Bakterien (z.B. Pseudomonas aeruginosa) wird Salizylsaure aus Cho-
rismat durch Isochorismat-Synthase (ICS) und Pyruvat-Lyase (PL) gebildet. Wil-
dermuth et al. (2001) konnten in Arabidopsis Isoformen der Isochorismat-
Synthase identifizieren. Pathogenbehandlungen (Pseudomonas syringae pv. ma-
culicola und Erysiphe orontii) fuhrten zu einer deutlichen Induktion der Ge-
nexpression. Uber Sequenzvergleiche in Datenbanken konnten die Autoren zu-
dem zu ICS homologe Sequenzen in Soja und Tomate finden. Damit erscheint die
Synthese von Salizylsaure in Pflanzen Uber diesen zweiten Weg mdglich und bie-
tet eine Erklarung fur die gesteigerte SA Akkumulation nach Pathogenbefall in

jinl trotz reduzierter PAL-Transkriptmengen

4.1.3.2 Expression nicht jasmonatresponsiver Gene

Die Expression von GST1 kann in A. thaliana zwar durch OPDA, nicht aber durch
Jasmonate induziert werden (Stintzi et al., 2001). Das Expressionsmuster von
GST1 in jinl wahrend der kompatiblen und inkompatiblen Interaktion ist mit
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dem des Wildtyps nahezu identisch. In jin4 finden sich jedoch deutlich weniger
GST1 Transkripte in der kompatiblen Interaktion, was die erhdhte Suszeptibilitat
von jin4 gegenuber Pseudomonas syringae erklaren kdnnte. Unterstitzt wird dies
durch Untersuchungen der Mutante mpk4, die zwei GSTs konstitutiv exprimiert
und eine gesteigerte Resistenz gegenuber Phytopathogenen, unter anderem Pseu-
domonas syringae pv. tomato DC3000 zeigt (Petersen et al., 2000).

ELI3 gilt als spezifischer Marker fur RPM1-vermittelte Antworten (Ritter & Dangl,
1996), wird aber auch wéahrend kompatibler Interaktionen induziert (Kie drowski
et al., 1992). Die Expression von ELI3 in jinl ist sowohl in der kompatiblen als
auch in der inkompatiblen Interaktion deutlich geringer als im Wildtyp.

Mittal & Davis (1995) berichteten, dass nicht coronatinproduzierende Pseudomo-
nas syringae Mutanten die Expression verschiedener Abwehrgene, u.a. Eli3 (aber
auch Pal und Gst), in A. thaliana erhéhen. Dies legt die Vermutung nahe, dass
durch das Coronatin, das die beiden fur Infektionen genutzten Pst Stamme bil-
den, die Expression dieser Abwehrgene unterdriickt wird. Dass dies in jinl star-
ker als im Wildtyp geschieht, ist mdglicherweise durch den jasmonat- bzw.
coronatininsensitiven Phanotyp und der damit verbundenen Stérung der JA-
Signaltransduktion in der Mutante zu erkléren.

Untersuchungen an verschiecenen A. thaliana Mutanten deuten daraufhin, dass
biotrophe Pathogene SA-abhangige Abwehrreaktionen induzieren, wahrend Jas-
monate und Ethylen zur Abwehr von nekrotrophen Pathogenen und Herbivoren
beitragen (Thomma et al., 2001; McConn et al., 1997). Unter diesem Gesichts-
punkt kann die Resistenz von jinl gegenuber dem biotrophen Pathogen Pseudo-
monas syringae durch die erhéhte Expression von PR1 und der erhohten Akku-
mulation von Salizylsaure nach Pathogenbehandlung erklart werden.

Wie in coil (Kloek et al., 2001) ist die gesteigerte Resistenz von jinl nicht auf co-
ronatinbildende Pseudomonas syringae Stamme beschrankt, sondern besteht
auch ggenuber nicht coronatinproduzierenden Stammen. Dies deutet darauf
hin, dass die Resistenz in diesen Mutanten coronatinunabhangig vermittelt wird.
Da vermutet wird, dass Coronatin Uber den jasmonatvermittelten Signalweg wirkt
(Weiler et al., 1994), ist diese coronatinunabhangige Resistenz in jasmonat-bzw.
coronatininsensitiven Mutanten erklarbar. Neuere Untersuchung an Tomaten
zeigten, dass sich Coronatin und Methyljasmonat zwar dhnliche, aber nicht iden-
tische Tatigkeiten teilen (Uppalapati et al., 2005). Der genaue Mechanismus, wie
Coronatin wirkt, konnte allerdings noch nicht aufgeklart werden.

Coronatin stimuliert weiterhin JA-abhangige Antworten in A. thaliana (Gla-

zebrook et al., 2003). Dass in jinl die meisten getesteten JA-responsiven Gene
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nach Pst Behandlung schwacher induziert sind als im Wildtyp (Tab.4.2), kann

somit moglicherweise auf die Insensitivitat der Mutante gegenuber dem durch Pst

gebildeten Coronatin zuruckzufihren sein. Glazebrook et al. (2003) wiesen wei-

terhin auf die antagonistische Wirkung von Jasmonaten und Salizylsaure hin.

Die Resistenz von jinl, die durch eine gesteigerte Aktivierung des salizylatabhan-

gigen Signalweges aber durch reduzierte jasmonatabhéngige Abwehrantworten

begleitet wird, unterstutzt diese Theorie.

jinl jin4
% Jrg21 reduziert reduziert
]
,°§ LOX1 reduziert erhoht
& PDF1.2 leicht erhoht reduziert
e
S, PAL1 reduziert erhoht
(4]
S |[PR1 erhoht erhoht
O]
. 2
g = GST1 wie Wildtyp reduziert
- &
£ a . . .
é’ § ELI3 reduziert spater als im Wildtyp

Tabelle 4.2: Expression jasmonatresponsiver

und nicht jasmonat-

responsiver Gene in jinl und jin4 nach Infektion mit Pseudomonas syrin-

gae pv. tomato DC3000
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4.2 Auswirkung der Jasmonatinsensitivitat auf die Ozonsensitivitat

Bei der Charakterisierung von jinl und jin4 bezuglich ihrer Sensitivitdt gegen-
Uber Ozon zeigte sich ebenfalls, dass beide Mutanten unterschiedlich reagieren.
Wahrend jinl gegentiber Ozon keine erhdhte Sensitivitéat zeigt, ist jin4 gegentiber
dieser Substanz suszeptibel. Diese unterschiedliche Reaktion der Mutanten jinl
und jin4 auf Ozon deutet ebenfalls darauf hin, dass verschiedene Wege existie-
ren, um jasmonatabhangige Antworten zu vermitteln, und diese Wege in jinl und
jind unterschiedlich betroffen sind.

Es ist allerdings nicht eindeutig, ob die leicht erhthte Ozonsensitivitat von jin4
wirklich auf die Mutation in jin4 oder auf den genetischen Hintergrund der Mut-
ante zuruckzufuhren ist, da bereits der Wildtyp WS sensitiv auf Ozon reagiert.
Allerdings weist die zu jin4 allele Mutante jarl, die sich, anders als jin4, im ozon-
toleranten Columbia-Hintergrund befindet, ebenfalls eine erhohte
Ozonempfindlichkeit auf (Overmyer et al., 2000). Untersuchungen von Tamaoki
et al. (2003) ergaben, dass im Wildtyp WS der "lon leakage" drei Stunden nach
Beginn der Ozonbehandlung 5mal héher als im Wildtyp Columbia ist und
bestéatigten damit die erhéhte Ozonsensitivitat von WS.

Die Expression ozoninduzierter Gene wie Gstl, Gst2, PR1 und Pdfl.2 korreliert
mit den beobachteten durch Ozon hervorgerufenen Blattschaden.

Die Doppelmutante jinl x jin4 erwies sich als ozonsuszeptibel. Jedoch kann auch
in diesem Fall nicht gesagt werden, ob die erhdhte Sensitivitat auf die jin4 Muta-
tion oder den ozonsensitiven genetischen Hintergrund WS zurickzufuhren ist.
Interessant ist in dieser Doppelmutante die deutlich gesteigerte Expression von
Aco2, das eine ACC-Oxidase kodiert. ACC gilt als Schlusselenzym der Ethylenbio-
synthese. Eine Steigerung der Ethylenemission wahrend und nach der Ozonbe-
handlung fuhrt zur Bildung von ROS, fordert den Zelltod und gilt als friher Mar-
ker fur Ozonsensitivitat (Tuomainen et al., 1997).

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Mutante ojil (ozone-sensitive and
jasmonate-insensitive 1), in der wdhrend der Ozonbehandlung die Ethylenemissi-
on erhoht ist (Kanna et al., 2003). Des weiteren zeigt diese Mutante einen jasmo-
natinsensitiven Phanotyp, der sich durch eine geringere Hemmung des Wurzel-
wachstums auf MeJA-haltigem Medium und durch die geringere Expression von
AtVSP2, einem durch Jasmonate aktivierbaren Gens (Berger et al., 1996), nach

Ozonbehandlung aui3ert (Kanna etal., 2003).
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Durch exogene Applikation von MeJA vor der Ozonbehandlung werden die Scha-
digungen durch Ozon verringert (Overmyer et al., 2000). Kanna et al. (2003) zeig-
ten, dass MeJA-Applikation sowohl die ozoninduzierte Freisetzung von Ethylen
unterdrickt als auch durch Ozon hervorgerufene Blattschaden verringert.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Rolle der Jasmonate in der Unter-
drickung der ozoninduzierten Blattschaden durch Reduzierung der Ethylen-
emission zu suchen ist.

In jarl hingegen fuhrt die exogene Applikation von MeJA zu keiner Verringerung
der Blattschdden durch Ozon (Rao et al., 2000a). Auch scheint es, dass JAR1
nicht auf den Prozess der Ethylenbiosynthese einwirkt (Overmyer etal., 2000).
Auch die Unterschiede in der Ozonsensitivitat zwischen den Wildtypen WS und
Columbia gehen mit Differenzen in der Ethylenemission einher. So ist die Ethy-
lenemission in WS nach drei Stunden Ozonbehandlung 2,5 bis 3fach héher als in
Columbia (Tamaoki et al., 2003).

Auch die Mutanten fad3-2fad7-1fad8 und coil reagieren hypersensitiv auf Ozon
(Rao et al., 2000a). Mit der ozontoleranten Mutante jinl konnte gezeigt werden,
dass nicht alle jasmonat/coronatininsensitiven bzw. jasmonatdefizienten Mutan-
ten hypersensitiv auf Ozon reagieren. Dies lasst vermuten, das Jasmonate zu-
mindest zwei verschiedene Rollen in ozonvermittelten Antworten spielen.

Die in dieser Arbeit untersuchte Doppelmutante jinl x ein2 erwies sich als ozon-
tolerant. Die Doppelmutante rcdl x ein2 reagiert wahrend der Ozonapplikation
ahnlich sensitiv wie rcd1l (Overmyer et al., 2000). Allerdings bleibt das weitere
Fortschreiten des Zelltodes nach Ende der Ozonbehandlung, wie es in rcdl auf-
tritt, aus. Demzufolge ist ein intakter Ethylensignalweg fur den fortschreitenden
Zelltod erforderlich. Dass in jinl x ein2 keine erhéhten AtACO2 Transkriptspiegel
nach Ozonbehandlung nachgewiesen werden konnten, unterstitzt diese Theorie.
Wahrend Ethylen das Fortschreiten ces Zelltodes fordert, unterdricken Jasmo-
nate dessen Ausbreitung (Overmyer et al., 2000). Untersuchungen der Doppel-
mutante jarl x ein2 ergaben allerdings, dass ein2 zwar die Ozonsensitivitat von
jarl x ein2 Pflanzen reduziert, aber nicht vollstdndig aufhebt (Tuominen et al.,
2004). Dies kann moglicherweise durch die erhéhte Akkumulation von Salizyla-
ten, die das Fortschreiten des Zelltodes fordern und auch bei der Ausbildung
ozoninduzierter Lasionen eine wichtige Rolle spielen (Rao & Davis, 1999; Over-
myer et al., 2003), erklart werden. In jarl x ein2 sind die Salizylatspiegel deutlich

hoher als in beiden Ausgangsmutanten (Tuominen etal., 2004).
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4.3 AtMYC2 - ein neues Element der Jasmonat-Signaltransduktion

In Komplementationsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass es sich bei
dem in jinl mutierten Gen um AtMyc2 handelt. Allerdings konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht geklart werden, ob die Punktmutation in Position 725 oder die
Verkurzung der Sequenz um 90 Basenpaare fur den Mutantenphénotyp aus-

schlaggebend ist.

jinl jinl
L STOP
1 154 165 242 447 496 525 594 623
| G
saure AS bHLH  ZIP

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des AtMyc2 Gens. Gezeigt
sind die verschiedenen Doméane n des Proteins und in jinl gefundenen

Mutationsorte

Wie Abb.4.1 zeigt, enthalt AtMyc2 am C-terminalen Ende eine bHLH ("basic helix-
loop-helix") Domane, die fur Transkriptionsfaktoren der MYC Familie typisch ist.
Dieser Domane folgt eine Leucin-Zipper-Domane. Die kurze Folge saurer Amino-
sauren in der N-terminalen Region des Proteins kdnnte eine mogliche Aktivie-
rungsdoméane dieses Proteins darstellen (Abe et al., 1997). Die in jinl gefundenen
Mutationen liegen also in keiner dieser Domé&nen. Beide Mutationsorte befinden
sich in konservierten Regionen des Proteins (Anhang Abb.7.7 und 7.8). So kdénnte
sowohl der Aminosaureaustausch von Serin zu Leucin in Position 242 als auch
die Verkurzung der Sequenz um 30 Aminosauren die Funktionalitat des Prote-
ins schwachen bzw. ganz aufheben. Gerade der Austausch von Serin durch Leu-
cin relativ am Anfang des Proteins kdonnte grofRere Auswirkungen auf die Struk-
tur des Proteins haben, da in diesem Fall eine polare hydrophile durch eine un-
polare hydrophobe Aminosaure ersetzt wird. Welche Mutation den jinl Phanotyp
bestimmt, kdonnte durch Komplementation der einzelnen Mutationsorte gklart
werden.

Das AtMYC2 (fraher: rd22BP1) Protein und das AtMYB2 Protein binden spezifisch
an den MYC bzw. MYB Erkennungsort in der Promotorregion von rd22 (Abe et al.,
1997). rd22 wurde als trockenstressresponsives Gen beschrieben, dessen Ex-
pression aber auch durch exogene Applikation von ABA induziert werden kann
(Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 1993).
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Im letzten Jahr wurden verschiedene andere AtMyc2 Mutanten beschrieben (Tab.
4.2), die sich durch eine veranderte Sensitivitat gegentiber Jasmonaten bzw. Abs-
cisinsaure auszeichnen. Diese Mutanten weisen ebenfalls eine gesteigerte Resis-
tenz gegenuber dem bakteriellen Pathogen P. syringae und den nekrotrophen Pil-
zen Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum und Plectosphaerella cucumerina auf.
Eine Ausnahme bildet die von Abe et al. (2003) beschriebene atmyc2, die eine
reduzierte Sensitivitat gegenuiber dem Phytohormon Abscisinsaure aufweist, wah-
rend die Keimung der anderen allelen Mutanten, einschlie3lich jinl, durch ABA
wie in den entsprechenden Wildtypen gehemmt wird. Mdglicherweise ist die re-
duzierte ABA-Sensitivitat von atmyc2 auf den genetischen Hintergrund der Mut-
ante zuruckzufihren. Wahrend die anderen beschriebenen Mutanten aus dem
Wildtyp Columbia hervorgegangen sind, hat atmyc2 den Wildtyp Nossen als gene-
tischen Hintergrund. Eine andere mogliche Erklarung stellen Unterschiede zwi-
schen den Allelen dar, so konnte in den atmyc2 Pflanzen auch keine Expression
von AtMYC2 nachgewiesen werden, wéhrend in den anderen allelen Mutanten
AtMYC2 Transkripte dete ktiert werden kénnen.

Sensitivitat gegeniiber Resistenz gegenuber Referenz
JA/MeJA ABA bakteriellen Pathogenen necrotrophen Pilzen
jiinl reduziert wie Wildtyp erhéht erhéht diese Arbeit

Nickstadt et al ., 2004

jail/jinl reduziert wie Wildtyp erhoéht Lorenzo et al ., 2004
jin1-1 bisjin1-8

atmyc2 reduziert Abe etal ., 2003
atmyc2-1/jin1-7 |reduziert wie Wildtyp Boter et al., 2004
SALK 040500

atmyc2-2 reduziert | wie Wildtyp

SALK 083483

iin1-9 erhoht Anderson et al ., 2004
SALK 017005
iin1-10/atmyc2-2
SALK 083483

Tabelle 4.2: Ubersicht tiber verschiedene AtMyc2 Mutanten und deren Phanotypen

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten transgenen Pflanzen, die AtMYC2
Uberexprimieren, werden im Wurzelwachstum durch Methyljasmonat deutlich
starker gehemmt als Wildtyppflanzen und reagieren somit hypersensitiv auf die-
ses Phytohormon. Die Hypersensitivitat gegentiber MeJA korreliert mit einem er-
hohten AtMYC2 Transkriptlevel in diesen Pflanzen. Auch die von Lorenzo et al.
(2004) beschriebenen AtMYC2 Uberexprimierenden Pflanzen reagieren hypersen-

sitiv auf Jasmonsaure. Hypersensitivitdt von 35S: AtMYC2-Pflanzen gegentber
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ABA wurde vom selben Autor und Abe et al. (2003) festgestellt, was auf eine Rolle
von AtMYC2 als positiver Regulator im abscisinsaureabhangigen Signalweg hin-
weist.

Auch die Induzierbarkeit der Expression von AtMYC2 durch Jasmonate und ABA
spricht fur eine Verknupfung von JA- und ABA-Signalweg.

Weiterhin wird die AtMYC2-Expression durch Verwundung induziert, wobei die
Transkriptlevel in jinl Pflanzen deutlich unter denen des Wildtyps liegen. Auch
die Expression des ebenfalls durch Verwundung aktivierbaren Gens Vsp2 wird
durch AtMYC2 positiv reguliert (Boter et al., 2004; Lorenzo et al., 2004). So zeigen
sowohl jinl als auch AtMyc2 knock out Mutanten reduzierte Vsp2 Transkript-
mengen nach Applikation von Jasmonaten (Berger et al., 1996; Boter et al.,
2004).

Nach Pathogenbehandlung (Pst) zeigen jinl Pflanzen einhergehend mit gesteiger-
ter Resistenz reduzierte AtMYC2 Transkriptmengen. So scheint die Inaktivierung
von AtMYC2 zu erhodhter Resistenz gegenuber Pseudomonas syringae und
nekrotrophen Pilzen wie Botrytis cinerea (Nickstadt et al., 2004), Plectosphaerella
cucumerina (Lorenzo et al., 2004) und Fusarium oxysporum (Anderson et al.,
2004) zu fuhren, was auf eine Rolle von AtMYC2 als negativer Regulator in
pflanzlichen Abwehrreaktionen hinweist.

Die Uberexpression von AtMYC2 hingegen fiihrt zur Unterdriickung der PDF1.2
Expression (Anderson et al., 2004). Somit reguliert AtMYC2 negativ die Expressi-
on dieses Gens.

AtMYC2 reguliert unterschiedlich die Expression von zwei verschiedenen Grup-
pen jasmonatresponsiver Gene. Die eine Gruppe von Genen, die eine Rolle in der
Antwort der Pflanze auf Verwundung spielen (wie Vsp2), werden durch AtMYC2
aktiviert, aber durch ERF1 und Ethylen unterdrickt (Lorenzo et al., 2004). Die
andere Gruppe von Genen, die an pflanzlichen Abwehrreaktionen beteiligt sind
(wie Pdfl1.2), werden durch AtMYC2 unterdrickt, jedoch Uber ERF1 und den
Ethylen-Signalweg aktiviert. Die Expression des Transkriptionsfaktors ERF1
("ethylen response factorl") kann durch Ethylen und Jasmonate sowie durch
beide Hormone synergistisch aktiviert werden. In Mutanten, die im Jasmonat-
bzw. Ethylensignalweg gestort sind €oil bzw. ein2), kann die Expression von
ERF1 weder durch Jasmonate noch durch Ethylen induziert werden (Lorenzo et
al., 2003). Ausgehend von der bedeutenden Rolle von Ethylen bei der Reaktion
der Pflanze auf Ozon (Overmyer et al., 2000), ware denkbar, dass die

Inaktivierung von AtMYC2 zu Stérungen im ethylenvermittelten Signalweg fuhrt.
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Dies kdonnte eine mdgliche Erklarung fur den ozontoleranten Phéanotyp von jinl
bieten, der sich von allen anderen jasmonatinsensitiven bzw.-defizienten Mutan-
ten unterscheidet. Allerdings wurden von Lorenzo et al., 2004 die erhohte PDF1.2
Expression in jinl nach Behandlung mit Jasmonsaure gezeigt. Nach Pathogenbe-
fall (Botrytis cinerea) akkumuliert in jinl deutlich weniger PDF1.2 mRNA als im
Wildtyp (Nickstadt et al., 2004).

AtMYC2 zeigt eine hohe Sequenzahnlichkeit (Anhang Abb.7.6) mit drei anderen
MYC Proteinen im Arabidopsis Genom (At4g17880, At5g46760, At5g46830). Von
der dominanten Mutante atr2D (At5g46760/AtMyc3) wurde die konstitutive Ex-
pression der jasmonatresponsiven Gene Pdf1.2 und Lox2 beschrieben (Smolen et
al., 2002). Lorenzo et al. (2004) schlussfolgerten, dass AtMYC2 und
ATR2/AtMYC3 moglicherweise an einem gemeinsamen Zielort agieren. Dass so-
wohl die Expression von AtMYC2 als auch AtMYC3 durch ABA, Trockenstress
und Salz (NaCl) induziert werden kann (Abe et al.,, 2003), unterstitzt diese
Vermutung. Die Expression von AtMYC4 (At4gl17880) kann jedoch auf diesen
Wegen nicht induziert werden (Abe et al., 2003).

Das Vorkommen von mehreren AtMYC2-verwandten Proteinen in Arabidopsis
thaliana kann auch den schwacheren Phanotyp von jinl im Vergleich mit coil
erklaren. So ist in jinl sowohl die Insensitivitdt gegentber Jasmonaten bzw. Co-

ronalon als auch die Resistenz gegenuber Pseudomonas syringae schwécher aus-

gepragt.

Die Mutagenese von jinl erfolgte mittels Rontgenstrahlen (Berger et al., 1996).
Diese Art der Mutagenese fuhrt zu Verdnderungen, die von einfachen Deletionen,
Inversionen und Translokationen bis hin zu komplexen Rearrangments reichen
kénnen (Stanford et al., 2001). Fur das Vorkommen von komplexen Modifikatio-
nen in jinl sprechen zum einen die geringen Rekombinationsraten in diesem Be-
reich des Chromosoms und zum anderen die Schwierigkeiten bei der vollstandi-
gen Amplifikation des Gens. So entspricht am 5'-Ende die Sequenz in jinl Uber
einen Bereich von mindestens 6000 Basenpaaren nicht der fur den Wildtyp an-
notierten Sequenz. Statt dessen befindet sich dort ein Segment, das 100% Homo-
logie zu At1lg44070 aufweist. Dieses Gen kodiert ein Mitglied der CACTA-
ahnlichen Transposon-Familie.

Synergistische Effekte zwischen Transposon-Mobilitat und durch ionisierende
Strahlung erzeugte Chromosomenbriuche wurden im tierischen Modellorganis-
mus Drosophila melanogaster beschrieben (Margulies et al., 1989). Wright et al.

(2003) verwiesen auf einen Zusammenhang zwischen der Anzahl und Verteilung
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transponibler Elemente, unter anderem auch Mitglieder der CACTA-Familie, und
geringen Rekombinationsraten.

4.4 Weiterfuhrende Arbeiten

Einige Ansatzpunkte fur weiterfuUhrende Experimente sind in den vorangegange-
nen Abschnitten bereits angedeutet worden.

So ware zunachst zu klaren, welche Mutation in jinl fir den Mutantenphanotyp
ausschlaggebend ist. Durch eine separate Komplementation der beiden Mutati-
onsorte kann diese Frage geklart werden.

Da die Inaktivierung von AtMYC2 zu erhohter Resistenz gegentiber Pseudomonas
syringae und verschiedenen nekrotrophen Pilzen zu fuhren scheint, wéare eine
interessante Fragestellung, ob sich Pflanzen, die AtMYC2 Uberexprimieren, ge-
genuber diesen Phytopathogenen durch eine gesteigerte Suszeptibilitat auszeich-
nen. Interessant ware auch, ob und wie sich die Ozonsensitivitat in AtMYC2
Uberexprimierenden Pflanzen verandert. Auf der anderen Seite ware es denkbar,
dass die gezielte Inaktivierung zusatzlicher AtMyc2-verwandter Gene (z.B. AtMyc3
und AtMyc4) sowohl den jasmonatinsensitiven Phanotyp als auch die Resistenz
gegenuiber Pseudomonas syringae und verschiedenen nekrotrophen Pilzen er-
hoht. Denkbar ware in diesem Zusammenhang auch eine Steigerung der Ozonto-
leranz.

Die Untersuchung von Suppressor-Mutanten kénnte zu einem besseren Ver-
standnis Uber die molekularen Mechanismen, durch die JINL/AtMYC2 jasmonat-
vermittelte Antworten reguliert, fiUhren. Wie in der Suppressor-Mutante cosl
("coil suppressorl”, Xiao et al., 2004) konnte vermutet werden, dass sowohl der
jasmonatinsensitive Phéanotyp als auch die erhdhte Resistenz gegentiber Phyto-
pathogenen und Ozon aufgehoben werden kénnte.

Mit Hilfe des Yeast-2-Hybrid-System kénnten mogliche Interaktionspartner von
AtMYC2 gefunden werden und so gezeigt werden, welche Gene durch AtMYC2
reguliert werden.

Da im Rahmen dieser Arbeit nicht eindeutig geklart werden konnte, ob die erhéh-
te Ozonsensitivitat von jinl x jin4 Doppelmutanten auf den Einfluss von jin4 oder
WS zuruckzufuhren ist, ware es interessant, die Ozonsensitivitat der Doppelmut-

ante jinl x jarl zu untersuchen. Da sich beide Mutanten im ozontoleranten Co-

95



4. Diskussion

lumbia-Hintergrund befinden, kdnnte mit Hilfe der Doppelmutante diese Frage

geklart werden kdénnen.
Durch Expression von AtMYC2 in vitro kdnnten ausreichende Proteinmengen zur

Verfugung gestellt werden, um einerseits die Eigenschaften des Proteins zu un-
tersuchen und anderseits die Herstellung von Antikdrpern zu erméglichen. Durch
ein Antiserum konnte die Expression von AtMYC2 und dessen Regulierung auch

auf Proteinebene untersucht werden.
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Die Arabidopsis thaliana Mutanten jinl und jin4 wurden aufgrund ihrer reduzier-
ten Sensitivitat gegenuiber dem Phytohormon Methyljasmonat selektiert (Berger et
al., 1996). Fur die Mutante jinl konnte gezeigt werden, dass diese auch gegen-
Uber Coronalon, einer synthetisch hergestellten Substanz, die dem Phytotoxin
Coronatin in Struktur und Wirkungsweise ahnelt (Schuler et al., 2004), weniger
sensitiv ist als der Wildtyp.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mutanten jinl und jin4 hinsichtlich ihrer
Sensitivitat gegenuber biotrophen phytopathogenen Bakterien und Ozon charak-
terisiert.

In Infiltrationsexperimenten mit verschiedenen Pseudomonas syringae- Stammen
zeigte sich, dass sich jinl gegenuber den virulenten Stammen Pst DC3000 und
Psm Cr299 resistenter als der korrespondierende Wildtyp verhalt. Die gesteigerte
Resistenz von jinl gegenuber Pst DC3000 spiegelt sich auch im Chlorophyllgehalt
der Blatter wider, der im Vergleich mit Wildtyp-Blattern nach Pst DC3000-
Infiltration erhoht ist. Die gesteigerte Resistenz von jinl scheint coronatinunab-
hangig zu sein und ist moglicherweise durch die Aktivierung des salizylatvermit-
telten Abwehrweges erklarbar.

Die Mutante jin4 hingegen weist keine erhdohte Resistenz gegenuber virulenten
Pseudomonas syringae-Stammen auf. Auch hier konnte eine Korrelation mit dem
Blattchlorophyllgehalt gezeigt werden, der verglichen mit Wildtyp-Blattern redu-
ziert ist.

Nach Infiltration der entsprechenden avirulenten Stdmmen, die das avrRpml-
Gen tragen, konnten zwischen jinl und jin4 sowie den korrespondierenden Wild-
typen keine Unterschiede in der Entwicklung von Lasionen und der Vermehrung

der Bakterien in den Pflanzen festgestellt werden.

Auch nach Applikation von Ozon unterscheiden sich jinl und jin4 hinsichtlich
ihrer Sensitivitdt. Wahrend jinl sich tolerant gegentber Ozon verhalt, reagiert
jind sensitiv auf dieses Gas. Auch die jinl x jin4 Doppelmutanten zeichnen sich
durch eine erhdhte Ozonsensitivitat aus. Die in Northern Blot Analysen unter-
suchte Expression ozonresponsiver Gene (PR1, Pdfl.2, Gstl, Gst2 und Aco2) kor-
reliert mit den durch Ozon hervorgerufenen Lasionen in Wildtypen und Mutan-

ten.
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Ein weiteres Ziel des Arbeit war die Kartierung des jinl-Mutationsortes, dessen
Sequenzierung und die Komplementation des mutanten Phénotyps durch ein
Wildtyp-Allel des in jinl veranderten Gens.

Der jinl-Mutationsort wurde auf Chromosom1 auf dem BAC F6N18 lokalisiert.
Bei dem in jinl mutierten Gen handelt es sich um AtMyc2 (At1g32640.1), das
einen MYC Transkriptionsfaktor kodiert. Bei der Sequenzierung von AtMyc2 in
jinl wurde eine Punktmutation (Basenaustausch: Thymin statt Cytosin) in Posi-
tion 725 gefunden, die in der Aminosauresequenz in Position 242 zu einem Aus-
tausch von Leucin und Serin fuhrt. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass in
jinl die kodierende AtMyc2-Sequenz durch ein vorzeitiges STOP-Codon um 90
Basenpaare verkurzt ist. Dies fuhrt zu einer Verkirzung des Proteins um 30
Aminosauren.

Durch die Komplementation von jinl Pflanzen mit einem AtMyc2-Wildtyp-Allel
bestatigte sich, dass die Mutation im AtMyc2-Gen fur den mutanten Phanotyp
verantwortlich ist.

In Northern Blot Analysen konnten AtMYC2-Transkripte vor allem in oberirdi-
schen Pflanzenteilen nachgewiesen werden. Die Expression von AtMYC2 in Blat-
tern steigt nach Verwundung, nach Applikation der Phytohormone Abscisinsaure
und Methyljasmonat sowie nach Infiltration von virulenten und avirulenten
Pseudomonas syringae Stammen auf ein Vielfaches an.

Es konnte gezeigt werden, dass AtMYC2 die Expression von zwei Gruppen jasmo-
natresponsiver Gene unterschiedlich reguliert. Die eine Gruppe von Genen, die
eine Rolle in der Antwort der Pflanze auf Verwundung spielen, werden durch
AtMYC2 aktiviert. Die andere Gruppe von Genen, die an pflanzlichen Abwehrre-
aktionen beteiligt sind, werden durch AtMYC2 unterdruckt.

Moglicherweise kdnnen diese zwei Wege jasmonatvermittelter Antworten, die
durch AtMYC2 reguliert werden, auch die Ozontoleranz von jinl, die diese Mutan-

te deutlich von anderen jasmonatinsensitiven Mutanten unterscheidet, erklaren.
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jinl L GNDGYYKCEEDKANPRRRSSSPPF: ADCQEYRKKVL NSL /APSDDAVDEEVTDTEWFFL QSF, ACKAFAT
At MWYC2  LONEDGYYKGEEDKANPRRRSSSPPFSTPADCEYRKKVLRELNSLI SGGVAPSDDAVDEEVTDTEWFFL VSMIQBFACCAALACKAFATANAVWWY/SGSDQ
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
U U IR IV I IR NN IR A PR (RN RN RN RN NP DRV DIV DN DR DR
jinl L SGSECERAKQERVFAWHTT AQ PSANGWEVGSTERI DLI NKVR LFNFDEGAADLSA DPDQEENDPSMA NDPI GTPGSNEPGNGAPSS
At MYC2  LSGSCCERAKQEOVFAWHTT AQ PSANGWEVGSTEPI I NKVR' LFNFDGGAGDL SA-NWAL DPDQEENDPSMN NDPI GTPGSNEPGNGAPSS
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
AU U T I TR I IR IR I AR IO (N NN DN DR DR DI U DR D
jinl SSQLFSKSI GFENGSSSTI TENPNLDPTPSPVHSQTNPKFNNTFSRELNFSTSSSTLVKPRSGE! LNFAOEGKRSSANPDPSSYSGJT
At MYC2  SSQLFSKSI QFENGSSSTI TENPNL DPTPSPVHSQTQNPKFNNTFSRELNFSTSSSTLVKPRSGE LNFADEGKRSSANPDPSSY SGITFENKRKRSW
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
AU DR DU DU DU DU IR RN R BN SN DU DU DI DR DR DI DU DR DR
jinl LNEDKVLSF ACESDHSDL EASWKEVAVEKRPKKRGRKPANGREEPL NHVEAERQRREKL AL RAVWPNVSKIVDKASLL DA AYI
At MYC2  LNEDKVL SFAKTAGESDHSDL EASWKEVAVEKRPKKRGRKPANGREEPL NHVEAERCRREKL NCGRFYAL RAVWPNVSKIVEKASLL DAl AYT NELKSK
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
N PR TR DU RO DR RS DN R RN BN DR DR DR DR DS DS DU DRSS PR
jinl WKTESEKLQ KNQLEEVKLELAGRKASASGEDIVESSCSS] KPVAVE! EVKI | GADAM RVESSKRNHPAARL VBALMOLEL EVNHASVARI
At Y2  WKTESEKLQ KNQLEEVKLEL ACRKASASEIVBESSCSS! KPVGVE! EVKI | GADAM RVESSKRNHPAARLIVBAL MDLEL
610 620
I
jinl
At WC2

Abbildung 7.1: Aminosauresequenz AtMYC2 im Wildtyp und in jinl. Unterschiede
zwischen den Sequenzen sind rot unterlegt.
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7. Anhang

BLAST query on Arabidopsissequences

Query performed by the The Arabidopsis |nformation Resource () for full BLAST options and parameters,
refer to the NCBIBLAST Documentation

BLASTN 2. 2.8 [Jan-05-2004]

Ref er ence:
Al'tschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
Ji nghui Zhang, Zheng Zhang, Webb MIler, and David J. Lipman (1997),

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search

prograns”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Score E
Sequences produci ng significant alignnents: (bits) Val ue
At 1g44070 68414.104646 CACTA-l1ike transposase famly (Tnp2/En/Sp... 1190 0.0
At 5929574 68418.1 03324 CACTA-li ke transposase fanily (Tnp2/En/Sp... 1023 0.0
At 1942718 68414.104498 CACTA-l1ike transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 997 0.0
At 4g07517 68417.t01109 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 965 0.0
At 5932925 68418.103597 CACTA-li ke transposase fanily (En/Spn) ha... 799 0.0
At 3930393 68416.103502 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 775 0.0
At 1936470 68414.t04100 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 775 0.0
At 2912260 68415.t01255 CACTA-1ike transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 759 0.0
At 1g50860 68414.1t05240 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 759 0.0
At 3g33169 68416.t 03932 CACTA-li ke transposase famly (Tnp2/En/ Sp... 753 0.0
At 3929732 68416.103415 CACTA-l1ike transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 753 0.0
At 2912305 68415.t1 01260 CACTA-li ke transposase fanily (Tnp2/En/ Sp. .. 751 0.0
At 2g06790 68415.100694 CACTA-like transposase famly (En/Spm ha. .. 647 0.0
At 4g03900 68417.t00503 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 589 e-167
At 3g30680 68416.t 03553 CACTA-Ii ke transposase fanily (Tnp2/En/ Sp. .. 565 e-160
At 1940123 68414.104326 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 565 e-160
At 5928926 68418.1t03264 CACTA-l1ike transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 559 e-158
At 5945085 68418.105149 CACTA-like transposase famly (Tnp2/En/ Sp... 557 e-158
At 1935590 68414.103987 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 549 e-155
At 5935606 68418.t 03928 CACTA-li ke transposase famly (Tnp2/En/ Sp... 439 e-122
At 1939190 68414.t 04278 CACTA-li ke transposase fanmly (Tnp2/En/Sp... 423  e-117
At 3942721 68416.t104120 CACTA-li ke transposase fanily (Tnp2/En/ Sp. .. 409 e-113
At 5929056 68418.103304 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 342  4e-93
At 2g06740 68415.100688 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp... 328 7e-89
At 5928165 68418.1 03099 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 296 3e-79
At 4g08092 68417.101252 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 296  3e-79
At 2910140 68415.t00987 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 270 2e-71
At 4g08000 68417.t01222 CACTA-li ke transposase fanily (Tnp2/En/ Sp. .. 238 8e-62
At 5934394 68418.103716 CACTA-like transposase fanmly (En/Spm ha. .. 230 2e-59
At 5934174 68418.t 03712 CACTA-li ke transposase famly (En/Spn) ha... 230 2e-59
At 2g10480 68415.t01038 CACTA-1ike transposase fanmly (En/Spm ha... 204 le-51
At 1949070 68414.t 05033 CACTA-li ke transposase fanily (Tnp2/En/ Sp. .. 202 5e-51
At 2910630 68415.t 01060 CACTA-li ke transposase famly (En/Spn) ha... 198 8e-50
At 5932563 68418.t 03550 CACTA-1ike transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 194 le-48
At 5933422 68418.103685 CACTA-1ike transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 182 5e-45
At 4g06650 68417.100999 CACTA-like transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 182  5e-45
At 3946484 68416.t 04687 CACTA-l1ike transposase fam |y (Tnp2/En/ Sp. .. 178 9e-44
At 4g06700 68417.101025 CACTA-like transposase fanmly (En/ Spm ha... 154 le-36
At 5931511 68418.103414 CACTA-like transposase fanmly (En/Spm ha. .. 140 2e-32
At 1940135 68414.t 04333 CACTA-li ke transposase famly (Ptta/En/ Sp... 138 9e-32
At 1940124 68414.t04341 CACTA-li ke transposase family (En/Spn) ha... 138  9e-32
At 5930470 68418.t1 03435 CACTA-li ke transposase fanily (En/Spn) ha. .. 130 2e-29
At 3g30743 68416.t 03581 CACTA-li ke transposase famly (Tnp2/En/ Sp... 130 2e-29
At 4g08010 68417.t01223 CACTA-li ke transposase fam |y (En/Spm) ha... 122 6e-27
At 5929580 68418.103326 CACTA-like transposase famly (En/ Spm ha... 54 2e-06
At 3929781 68416.103447 CACTA-like transposase famly (En/Spm ha... _48 le-04

Abbildung 7.2: BLAST Sequenzvergleich, der in jinl gefundenen Sequenz am Ende des
AtMyc2-Gens.
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7. Anhang

Atmyc2-Sequenz:

at aaaat aagt aattaat ct gtt at aaaaaat at att ct aaaagtt gacaaaacgacaaat at aaat cgaaaaaat aggt gaaaagt t at agt aaagt gt
Eco 72l
ttttccactgagctcacagttcactctttggt acaaaagaaacaat cagttaaaat ct aagt caat catt aaagagcgt gt gat a[cacgt gjcgaccaaac

agccgt acgat ct cact cacttccggtcttaattcttaccgcgt cgat ccaacagt cgat ggggt t aaat cgggat gt gagt t cat cgaagettctctct
ctcttacaaccat ccacgtttcccaat gaaat ct cgccacgt aat at ccct aacaacaaat ttacacattcaccct caagat cagttacacat at aat aa
tcgcagacgctctccatttttctccact acgaagactttctcctatctctctctctctcattaaaaacgtgtttttttttaccggtcaccggtttatgga

EcoRV
ATGACTGATTACCGGCTACAACCAACGAT GAATCTTTGGACCACCGACGACAACGCTTCTATGATGGAAGCTTTCATGAGCTCT TCCMT CAACTT

Haelll
TA@T CCGGCGT CGACGACAACCACGAGGGCGACGACT GAAACAACT CCGACGCCGGCGAT GGAGAT TCCGGCACAGGCGGGATTTAATCAAGAGAC

TCTTCAGCAACGT TTACAAGCT TTGAT TGAAGGAACACACGAAGGT TGGACCTACGCTATAT TCTGGCAACCGT CGTATGATTTCTCCGGCGCCTCCGTG
CTCGGATGGGGAGAT GGT TAT TACAAAGGT GAAGAAGAT AAAGCAAACCCGAGACGGAGAT CGAGT TCGCCGCCGT TTTCTACT CCGGCGGAT CAGGAGT
ACAGGAAAAAAGT GT TGAGAGAGCT TAACT CGT TGATCTCCGGT GGT GT TGCT CCGT CGGAT GACGCT GT TGAT GAGGAGGT GACGGATACGGAATGGT T
TTTCTTGGT TTCGATGACGCAGAGCT TCGCT TGCGGT GCGGGAT TAGCT GGTAAAGCGT TTGCAACGGGT AACGCGGT TTGGGT TTCCGGGT CAGATCAA
TTATCCGGGT CGGGT TGT GAACGGGCTAAGCAAGGAGGAGT GT TTGGGATGCATACTATTGCGT GTATTCCT TCGGCGAACGGAGT TGT GGAAGT CGGGT
CAACGGAGCCGATCCGACAGAGT TCGGACCT TATTAACAAGGT TCGAATTCTTTTCAAT TTCGACGGCGGAGCT GGAGATTTATCGGGT CTTAATTGGAA
TCTTGACCCGGATCAAGGT GAGAACGACCCGT CTATGT! GGATTAATGACCCGATTGGAACP%ATCTAACGAACCGGGT AACGGAGCTCCAAGTTCT
AGCTCCCAGCTTTTTTCAAAGTCTATTCAGT TTGAGAACGGT AGCT CAAGCACAATAACCGAAAACCCGAAT CTGGATCCGACTCCGAGTCCGGTTCATT
CTCAGACCCAGAATCCGAAATTCAATAACACT TTCTCCCGAGAACT TAATTTTTCGACGT CAAGT TCTACT TTAGT GAAACCAAGAT CCGGCGAGATATT
AAACTTCGGCGAT GAAGGT AAACGAAGCT CCGGAAACCCGGAT CCAAGT TCTTAT TCGGGT CAAACACAAT TCGAAAACAAAAGAAAGAGGT CGATGGT T
TTGAACGAAGATAAAGT TCTAT CAT TCGGAGAT AAAACCGCCGGAGAAT CAGAT CACT CCGATCTAGAAGCT TCCGT CGT GAAAGAAGT AGCAGTAGAGA
AACGT CCAAAGAAACGAGGAAGAAAGCCAGCAAACGGT AGAGAAGAGCCACT AAA CCACGT CGAAGCAGAGAGACAAAGACGCGAGAAACT AAACCAAAG
ATTCTACGCGT TACGAGCGGT TGTACCAAACGT TTCAAAAAT GGATAAAGCT TCGT TACT CGGT GACGCAATCGCT TACATCAACGAGCT TAAATCCAAA
GTAGTCAAAACAGAGT CAGAGAAACT CCAAAT CAAGAACCAGCT CGAGGAAGT GAAACT CGAGCT CGCCGGAAGAAAAGCGAGT GCTAGT GGAGGAGATA
TGTCGTCTTCGTGTTCTTCGAT TAAACCGGT GGGGAT GGAGAT TGAAGT GAAGATAAT TGGT TGGGACGCAAT GATTAGAGT TGAATCTAGT AAGAGGAA
TCATCCGGCGGCGAGGT TGATGTCGGCGT TGATGGAT TTGGAGT TGGAAGT GAAT CACGCGAGT ATGT CGGTGGT TAACGAT T TGATGATTCAACAAGCG
ACGGTGAAGATGGGT TTTAGGATCTATACGCAAGAACAGCT CAGAGCAAGT TTGATTTCAAAAATCGGT TAAaagggt gt gt t t t gggaagt t t agaaag
ttatggggt caaatcataattaattcgttttagtggcttcagtaattttgtagattttagttttgt aagaaaaaaatcttaaaatagagcgacaagtttc
ttcttttgctctatgtttgagtctgtatcgttttattgttgtatctcctcaatgagt aaacttgtatatattgatatgagtaatatgagttagttactga
aaaagttaatatttctacacaatttcat at gat aaaaaagaaaaagaaat cgagt at aaat ggt ct aaaat aagagact aat ggt cat gat cactgattt

t gt acat at ggt caaaaat gt ct ct cct aacacat caaact t aggaagagagacaaat ct t aagt aagt t aagt cgagagggagaccat at gcacagttt

tctt aagt cagt gt gataat gttt cctctt gt ct aat caat aagacacaacacacat aaacctt agt at aat

Abbildung 7.3: Schnittstellen der in Southern Analysen verwendeten Restriktionsenzyme

ROT: Sondensequenz
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7. Anhang

PCR mit pfu-Polymerase zur Amplifikation
von AtMyc2 aus WtC
Primer F: Ncol-Schnittstelle
Primer R: Kpnl-Schnittstelle

Klonierung des PCR-Produktes in den pCR2.1 TOPO Vektor

Verdau mit Kpnl + Ncol und Klonierung in pRT100
- 35S-Promotor

- poly-A Signal

Verdau mit Pstl und Klonierung in den Binarvektor pCB302
- BASTA-Resistenz

pCR302
" Dl o e b oo |
3] 1
[RE |8 Tnes | bar | Pnes |@[LB]
}] [ [ g | |
160 300 BOO 6aa 140

Transformation in Agrobacterium | e— Transformation
tumefaciens GV3101 in jinl-Pflanzen

Abbildung 7.4: Ubersicht Giber die Vorgehensweise zur Komplementation
des jin1-Phanotyps unter Kontrolle des 35S-Promotors
Primer F: ACC ATG GAA TGA CTG ATT ACC GGC TAC AA

R: AGG TAC CTT TTA ACC GAT GAT TTT TGA AAT CA
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7. Anhang

PCR mit pfu-Polymerase zur Amplifikation
der Promotorregion von AtMyc2 aus WtC
Primer F: Pstl-Schnittstelle

Klonierung des PCR-Produktes in pRT100-Konstrukt aus der
den pCR2.1 TOPO Vektor (Invitrogen) 35S-Komplementation

i |
| Verdau mit SgrAl und Pstl, Klonierung in pRT100 |

y
| Pstl-Verdau und Klonierung in den binaren Vektor pCB302 |

y
| Transformation in Agrobacterium tumefaciens Gv3101 |

y
| Transformation in jin1-Pflanzen

Abbildung 7.5: Ubersicht tiber die Vorgehensweise zur Komplementation des
jinl-Phéanotyps unter Kontrolle des endogenen Promotors.
Primer F: ACT GCA GAT GTC TCA GAA AAT TAT ATT C

R: AGG TACCTT CGT GTG TTC CTT CAATCA AAG C
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7. Anhang

Summary of BLAST Results

Query 100 200 300 400 200 [1e00]

A LE32640 .1 3 . 020 | S | |
P
HLAsLaga0.d. 2,00 142 ————— |
_———
ALSSAETAD .1 .de-85

T—T— P e e
» e —
AtAgd6530.1 3.8e-50 _— All
EEE—

AtdgO0a70 .1 2.5e-55 = e R —————
ALZE4R510.1 7.6e-54 e e e e
Atlgol2en,l 1.4e-47 e
Atdgl6d30 .1 6.0e—-d2 —— — T
fitds0o820.4 4.08-23 T———— pr— W 515
At1363650.1 7.2e-26 e ———
At1lg63ER0.2 7.28-26 e ——— ——
fit5ed1315.1 5.3e-26 pr——— T——
ftdgzao30.1 1.de-10 =
AL5Z10570.1 1.7e-10 e e "
HtGEEREY0 .1 1 Be-1n E——— 5479
At4g21330.1 3.1e-10 —T—-
Ht1S1ZEE0.1 F.06-10 mE e

Fud:® Rev:& Heg P Exponent: 2/15/2003

Abbildung 7.6: AtMYC2 zeigt gro3e Sequenzéhnlichkeiten mit weiteren
MYC Proteinen im Arabidopsis Genom
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Abbildung 7.7: Die abgeleitete Aminosduresequenz von AtMYC2 verglichen mit drei
weiteren MYC Proteinen in Arabidopsis thaliana (At4g17880, At5g46760, At5g46830).
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Abbildung 7.8: Die abgeleitete Aminosauresequenz von AtMYC2 verglichen mit MYC
Proteinen der Tomate (JAMYC2, JAMYC10)
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