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Einleitung

1. Einleitung

Die Bevolkerung der Erde nimmt stetig zu und hat sich allein von 1970 bis 2014 von 3,7
Mrd. Menschen auf 7,2 Mrd. verdoppelt (Datenreport 2014 der Stiftung Weltbevolkerung).
Trotz einer Steigerung der Ernten in der Landwirtschaft um 47% zwischen 1985 und 2005
(Foley et al., 2011), kann die immer weiter steigende Bevolkerung immer weniger ernihrt
werden. Da die auf der Erde verfiigbaren landwirtschaftlich nutzbare Flichen nicht unend-
lich erweiterbar sind, missen die Ernteertrige unserer Nahrungspflanzen wie Reis, Soja,
Kartoffel, Weizen gesteigert werden. Um die Produktivitit dieser Pflanzen auf
Hochstleistungen zu steigern, miissen Abwehr-mechanismen in Pflanzen weiter erforscht
und verstanden werden, um Nutzpflanzen die Moglichkeit zu geben, sich gegen Pathogene

zu wehren und Ernteverluste zu verringern.

1.1. Solanum tuberosum

Die Kartoftel (Solanum  tuberosum 1.), aus der Familie der Nachtschattengewichse
(Solanaceae), gehort zu den funf wichtigsten Nutzpflanzen, die weltweit konsumiert werden
(Lovat et al., 2015). Die Pflanze stammt urspriinglich aus Stidamerika und kam im 16. Jh.
tber den Schiffsweg nach Europa, wobei nicht bekannt ist, wann und durch wen genau
(Ames und Spooner, 2008). Kartoffelpflanzen haben 12 Chromosomen und sind diploid,
tetraploid oder hexaploid. Die kultivierten Sorten sind tetraploid (Schéber-Butin, 2001). Seit
2011 ist das Genom der Kartoffelpflanze sequenziert und 39.031 proteinkodierende Gene
annotiert, wovon 816 Resistenzgen-Kandidaten sind (Consortium, 2011; Hirsch et al,
2014). Solanum  tuberosum ist in ihrer Umwelt einer Rethe von Pflanzenpathogenen
ausgesetzt. Die hiufigste Krankheit von Kartoffelpflanzen ist die Kraut- und Knollenfaule,
ausgelost durch Phytophthora infestans (1.1.). Zudem sind viele Kartoffelsorten anfillig gegen
Pilze, wie dem neckrotrophen Pilz Alternaria solani, der die Dirrfleckenkrankheit bei
Kartoffel hervorruft, bakterielle Erreger wie Pectobacterium  carotovora, Erreger der
Schwarzbeinigkeit und Viren wie den Blattrollkrankheiterreger Blattrollvirus PLRV (pozato
leafioll virus). Hinzu kommen Insekten wie der Kartoffelkifer Ieptinotarsa decemlineata (Zellner

und Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft (ILfL), 2013).
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1.2. Phytophthora infestans

Phytophthora infestans MONT.) DE BARY ist der Erreger der Kraut- und Knollenfiule in
Solanum  tuberosum (Kartoffel) und der Kraut-und Braunfiule bei Solanum lycopersicum
(Tomate). Das Pathogen wurde erstmals von der belgischen Botanikern und Mykologin
Marie Anne Libert (1782-1865) beschrieben und als Ursache der Kraut- und Braunfiule
erkannt (Schober-Butin, 2001). P. #nfestans gehort zur Klasse der Oomyceten und wurde
1876 von Heinrich Anton De Bary (1831-1888) von der Gattung Peronospora in die von thm
neu aufgestellte Gattung Phytophthora abgegrenzt. Er gab ithm auch den heute giltigen
Namen Phytophthora (Griechisch: phyton = Pflanze, phthora = verderben) (Schéber-Butin,
P05t bis heute nicht sicher bewiesen, ob der Ursprung des P. zufestans, der 1845 nach
Europa kam, in den Anden von Siidamerika liegt oder in der Mitte von Mexiko. Nukleotid-
Sequenz-Analysen, durchgefiihrt von Gémez-Alpizar ef al. (2007), sprechen fir die Anden-
Hypothese, wihrend die Analysen mit Mikrosatellitenmarkern und Nukleotid-Sequenzen
von Yoshida ez a/. (2013) und Goss e al. (2014) cher fiir die Theorie spricht, dass der
Erreger aus Zentral-Mexiko stammt. Heute, Gber 150 Jahre nach den ersten groflen
Ausbriichen der Kraut- und Knollenfiule in Europa, ist P. #nfestans immer noch ein ernst-
zunchmendes Problem. In der EU werden jahrlich auf einer Fliche von ca. 6 Mio. Hektar
Kartoffeln angebaut. Die daraus resultierende Ernte an Kartoffelknollen entspricht einem
Wert von ca. 6 Mrd. €. P. infestans verursacht dabei jihrlich Kosten in Héhe von 1 Mrd. €
durch Kontrollen und Schiden (Haverkort ez a/, 2008). Deshalb ist die Forschung an der
Kraut- und Knollenfiule immer noch ein aktuelles Thema und es wird mit groem Druck
nach neuen Mechanismen gesucht, die resistente Pflanzen gegen P. infestans generieren
sollen. Ein Indikator fiir die Intensitit dieser Forschung sind 1230 Publikationen tber P.
infestans allein zwischen 2005 und 2014 (Kamoun e7 a/, 2015). Chemische Kontrolle durch
Pflanzenschutzmittel und Fungizide stehen immer stirker in der Kritik, weil der Erreger der
Kraut-und Knollenfiule zunehmend resistenter gegen diese MaBnahmen wird und der
Einsatz von Chemikalien die Umwelt stark belastet (Haverkort ez /., 2008).

Bei anfilligen Kartoffelpflanzen ohne schiitzende Fungizide beginnt die Infektion durch
asexuelle Sporangien, die auf das Kartoffelblatt gelangen (Judelson, 1997). Befindet sich die
Sporangie in Tau- oder Wassertropfen auf dem Blatt, entldsst sie bei einem
timum von 10-15°C zweigeil3elige Zoosporen. Bei héheren Temperaturen (20-25°C) keimt
die Sporangie direkt aus und bildet einen Keimhyphe (Fry, 2008). Die Zoosporen sind ca.

60 min bewegungstihig, bevor sie ihre Geilleln abwerfen AnschlieBend bilden sie ein
2
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organ (Appressorium) und enzystieren, wobei ein Keimschlauch ausgebildet wird. Danach
erfolgt eine Penetration der Epidermiszellwand durch die Kutikula (Nowicki ez 4/, 2012). In
der Epidermiszelle bildet der Erreger Infektionsvesikel. Danach werden verzweigte Hyphen
ausgebildet, die sich interzelluldr ausbreiten und intrazellulir Haustorien entwickeln
(Abbildung 1). Diese sogenannte biotrophe Phase des asexuellen Lebenzyklus von P.
infestans findet in den ersten zwei Tagen nach dem ersten Kontakt zwischen Spore und Blatt
statt. AuBerlich sind zu diesem Zeitpunkt noch keine Infektionssymptome zu sehen. Nach
drei bis vier Tagen tritt die Infektion dann in die nekrotrophe Phase tiber, Zellen des
zengewebes werden zerstort und braune Lisionen auf der infizierten Blattoberseite sind
jetzt sichtbar. Ist die Luftfeuchtigkeit hoch genug, kann man auf der Blattunterseite einen
weillen Myzelrasen sehen. Die aus dem Myzel, meist iiber Spaltéffnungen heraustretenden
Sporentriger sind Sporangien, die auf Nachbarpflanzen utbertragen werden kénnen
moun, 2001; Judelson und Blanco, 2005; Fry, 2008; Nowicki ez a/, 2012). Eine sexuelle
Vermehrung von P. infestans kann nur erfolgen, wenn die Paarungstypen Al und A2
sammenkommen. Dann werden Oosporen, die Uberdauerungsform von P. infestans,

det. Diese konnen u.a. Kartoffelknollen direkt aus dem Boden heraus befallen (Schumann

und Arcy, 2000; Niklaus, 2010).

Interzellulare
Hyphe

Haustorium

Abbildung 1 A) Schematischer Uberblick einer P.-infestans-Infektion auf einer anfilligen Pflanze. i) Zoospore auf der
oberfliche, i) Zyste, iii) keimende Zyste, iv) keimende Zyste mit Appressorium v) keimende Zyste mit

um und Infektionsvesikel, vi) Haustorium, vii) Sporangie; Abbildung ist modifiziert nach Kamoun und Smart

3
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(2005). B) Verlauf einer P.-infestans-Infektion. Sporangium entlisst Zoosporen, die auf die Blattoberfliche gelangen,
diese enzystieren und keimen aus, um ein Appressorium zu bilden. AnschlieBend wird die Wirtspflanzen-Epidermis
durchbrochen und von dort aus iber interzellulare Hyphen besiedelt P. infestans das gesamte Blattgewebe. Neue
Sporangien befinden sich gewéhnlich nahe der Grenze zwischen lebenden und nekrotischen Gewebe. (Abbildung

modifiziert nach Judelson und Blanco (2005)).

1.3. Pflanzliche Immunantwort

Pflanzen sind wie alle terrestrischen Lebewesen abiotischen und biotischen Stressoren
ausgesetzt. Zu den abiotischen Stressoren gehdren z.B. Temperatur- und Klima-
verinderungen, Niederschlag, UV-Strahlung, Salinitit, Umweltverschmutzung, zu den
biotischen Stressoren gehdren Bakterien, Pilze, Viren, Tiere und Unkriuter (Kitsios und
Doonan, 2011). Da Pflanzen sessil sind, haben sie im Laufe der Evolution komplexe
Strategien entwickelt, um Stressoren zu meiden oder zu bekimpfen. Bevor ein Pathogen
cine Pflanze erfolgreich infizieren kann, miissen mehrere Barrieren tiberwunden werden
(Mysore und Ryu, 2004). Das erste Hindernis sind passive Abwehrmechanismen wie
Kutikula, Zellwinde, antimikrobielle Wirkstoffe und andere Sekundirmetaboliten die
konstitutiv von der jeweiligen Pflanze synthetisiert werden (Osbourn, 1996; Thordal-
Christensen, 2003). So nutzen viele Pathogene natiitliche Offnungen wie Stomata,
Verwundungsstellen oder Hydathoden, um einen Einlass in das Pflanzeninnere zu erlangen
(Gohre und Robatzek, 2008). Pilzliche Pathogene kénnen auch tiber die Sekretion von
Cutinasen den Polyester Cutin auf der Pflanzenoberfliche aufbrechen (Fauth ef a/, 1998;
HhiidkelRflaene 26158k nicht vorkommenden Molekiille der Pathogene, die PAMPs (Pathogen
assoziierte Molektl-Muster, pathogen associated molecular patterns) konnen von Pflanzen tber
Rezeptoren, den PRRs (PAMP erkennende Rezeptoren -Rezeptoren, pattern recognition
tor) erkannt werden und Abwehrreaktionen der Pflanze induzieren (Brunner ef al, 2002;
Gohre und Robatzek, 2008; Zhang ez al., 2010). PAMPs sind stark konservierte Molekiile
wie Lipopolysaccharide, Peptidoglycan, Chitin oder Flagellin, die sich meist auf der
fliche von Pathogenen befinden (Ausubel, 2005). Im Fall von Phytophthora erkennen
silie (Petroselinum crispum) und Kartoffel ein 13 Aminosaure langes Peptid (Pep-13) aus einer
Kalzium-abhingigen Zellwand-Transglutaminase (Nirnberger e al, 1994; Brunner et al,
2002). Das Erkennen von PAMPs durch PRRs bilden eine wichtige Grundlage fiir eine
basale Abwehr (Akira et al., 2006; Zhang et al., 2013a; Macho und Zipfel, 2014; Zipfel,
2014). Pflanzliche PRRs konnen Rezeptor-dhnliche Kinasen (RLKS, receptor-like kinases),
Rezeptor-ahnliche Proteine ((Prince e# al, 2014), auch als Leucin-reiche repeat (LRR)-
4
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Proteine oder LRR-Rezeptor-Kinasen bezeichnet (Willmann und Nirnberger, 2012)) oder
LysM-Rezeptoren (Lysin motif) sein (Buist et al., 2008; Sanchez-Vallet et al., 2010). Die
wort auf PAMPs oder MAMPs (wicrobe associated molecular patterns) wird PT1T (PAMP-
vermittelte Immunitit, PAMP triggered inmmunity) genannt (Boller und He, 2009). Es ist die
Stufe 1 des von (Jones und Dangl, 2006) aufgestellten zigzag-Modells der co-evolutioniren
Entwicklung des pflanzlichen Immunsystems und pflanzlichen Pathogenen (Abbildung 2).
Erfolgreiche Pathogene kénnen die PTT durch Effektoren unterdriicken, diese werden in
die Pflanzenzelle eingeschleust und unterbinden die Erkennung von PAMPs oder deren
Signalwege. Die Pflanze ist so nicht mehr in der Lage eine effektive Immunabwehr
bauen, das Pathogen kann die Pflanze besiedeln. Dieser Zustand wird als ETS (Effektor-
vermittelte Suszeptibilitt, ¢fector triggered  susceptibility) bezeichnet (Doehlemann und
berger, 2013) und ist nach der PTT die zweite Stufe im zzgzag-Modell von Jones und Dangl
(2006). Um die Effektoren in die Zelle zu transportieren, nutzen z.B. bakterielle
pathogene Typ-111-Sekretionssyteme (Biittner und Bonas, 2003, 2006; Deslandes und Rivas,
2012). Uber die Mechanismen, Effektoren filamentéser Pathogene ins Zytosol der
zenzellen zu schleusen, ist sehr wenig bekannt. Es gibt Hinweise darauf, dass Pilze und
Oomyzeten Gber Exo- und Endozytosemechanismen Effektoren ins Zellinnere sekretieren
(Panstruga und Dodds, 2009; Petre und Kamoun, 2014). Oomyzeten besitzen zwei Klassen
von zytoplasmatischen Effektoren, RXLR- und CRN-Proteine. Die Motive befinden sich
N-terminal hinter dem Signalpeptid (Bozkurt ez a/, 2012) und sind hypothetisch fir den
Transport ins Zellinnere mit verantwortlich, nicht jedoch fiir die Exozytose in die
austoriale Matrix. Bhattachatjee ez a/ (2006); Whisson ez a/. (2007) und Kale und Tyler
(2011) postulierten, dass die RXLR-Domine Bindefunktion fiir Phospahtidylinositol-3-
Phosphat (PI3P) hat und somit Uber die Plasmamembran Zugang zur Wirtszelle
men. Andere Arbeitsgruppen konnten die RXLR-PI3P-Bindung jedoch nicht
ren. Yaeno und Shirasu(2013) diskutierten, dass der von P. infestans sekretierte Effektor
AVR3a mit einem N-terminalen RXLR-Motiv fiir die Translokation in die Pflanzenzelle
notwendig ist, die PI3P-Bindung aber nicht tber das RXLR-Motiv sondern iiber eine
tiv geladene Domine mit Lysinresten, auf der C-terminalen Seite erfolgt. Allerdings ist eine
Notwendigkeit der PI3P-Bindung beim FEintritt des Pathogens in die Wirtszelle sehr
stritten (Bozkurt ez al, 2012). Wahrscheinlich sorgt die Bindung von AVR3a an PI3P fiir die
Stabilitit von AVR3a innerhalb der Wirtszelle (Yaeno und Shirasu, 2013). Die Funktionen
von Pilz-und Oomyzeten-Effektoren, tiber die es bis heute eine Reihe an Erkenntnisse gibt,
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reichen von RNA siencing (Qiao et al., 2015), tber Abbau von Makromolekiilen des Wirtes
(Kikot ez al., 2009) und Detoxifizierung von Sekundirmetaboliten (Ma e# al., 2015), bis zur
Destabilisierung von Proteinen durch Proteasen (Tian e# al, 2004, 2005, 2007) oder 26S-
Proteasom-vermittelten Abbau (Gilroy e @, 2011; Dudler, 2013) und Inhibierung von
Kinasen (Zheng ez al., 2014).

Effektoren lassen sich in intrazelluldr und apoplastidir unterscheiden (Wang e al., 2015). So
wirken z.B. die Proteaseinhibitoren EPI1 und EPI10 aus P. infestans extrazellular (Tian e al.,
2007), so wie andere Effektoren der filamentdsen Pathogene, die eine supprimierende
Wirkung auf pflanzliche Proteasen, Chitinasen und Glucanasen haben (Rose ez a/, 2002;
Kaschani ez al.,, 2010).

Werden die Effektoren, die die Abwehr der Pflanze inhibieren sollen, von Resistenz- (R-)
Gen-kodierten R-Proteinen der Pflanze erkannt, fihrt dies zur nichsten Stufe des zzgzag-
Modells (Jones und Dangl, 2006) einer ETT (Effektor-vermittelte Immunitit, effector triggered
immunity). Die ETT ist meist stirker als die PTT und fithrt gewohnlich zu hypersensitiven
Zelltod-Antworten (HR, hypersensitive response) an der Infektionsstelle (Dangl und Jones,
2001; Jones und Dangl, 2006; Dodds und Rathjen, 2010; Dochlemann und Hemetsberger,
2013; Ali ez al., 2014). Der bereits erwihnte AVR3a-Effektor aus P. infestans wird vom R-
Protein R3a von S. #uberosum erkannt (Chapman ez al., 2014). R3a gehort zu den NBS-LRR-
Proteinen (nucleotide binding site-lencine rich repeal), denen eine Vielzahl von pflanzlichen R-
Proteinen angehdren. Die NBS-LRRs sind zytosolische Multidominenproteine, mit einer
C-terminalen CC-(cozled-coil) oder TIR-(Toll-Interlenkin-1 receptor)-Domine und einer N-
terminalen LRR-(leucine rich repeat)-Domine (Chisholm ez al., 2006; Takken und Tameling,
2009). Viele NBS-LRRs elizitieren einen programmierten Zelltod (PCD, programmed cell
death) oder HR nach ihrer Aktivierung, um ein weiteres Ausbreiten des Pathogens im
Pflanzengewebe zu verhindern (Heath, 2000a; Chapman ez al., 2014). R3a gehort zu den
CC-NBS-LRRs und nach Erkennung von AVR3a findet eine Relokalisierung von R3a und
AVR3a vom Zytosol in Vesikel und anschlieBend ins Endosom statt. Die
Kompartimentsverlagerung ist notwendig fiir die HR (Engelhardt e a/, 2012). Neben der
Lokalisierung von NBS-LRRs im Zytoplasma und Endosomen, wurden auch einige im
Nukleus gefunden, wie das A.-#haliana-NBS-LRR-Protein RRS1. Es besitzt eine C-terminale
WRKY-Domine, welche charakteristisch fir Transkriptionsfaktoren ist (Takken und
TraeralkngP@A¢9) NBS-LRR-Proteine an den Pathogeneffektor kénnen direkt oder indirekt
erfolgen. Bei der direkten Erkennung vermittelt der Effektor das Immunsignal tber
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dung zum NBS-LRR-Protein. Bei der indirekten Erkennung des Virulenzziels (virulence
ge?) Uber akzessorische Proteine, die ein Effektoren-Interaktionspartner sein kénnen, spricht
man vom guard-Modell. Erfolgt die indirekte Erkennung tiber eine strukturelle Mimikry
cines solchen Zieles, handelt es sich um das deoy-Modell. Zusitzlich gibt es
tektoren, die erst an das akzessorische Protein binden und dann vom NBS-LRR-Rezeptor
erkannt werden (bait-Modell) (Catanzariti ez al, 2010; Dodds und Rathjen, 2010). Diese
delle zeigen, dass Pflanzen mit einer begrenzten Zahl an R-Proteinen auf eine Vielzahl von
Virulenzeffektoren von Pathogenen reagieren konnen (Lorang ef al., 2012).

Die ETT ist nicht die letzte Stufe in der pflanzlichen Pathogenabwehr, da es sich hierbei um
cine dynamische Co-Evolution der Entwicklung von neuen Effektoren auf der
Pathogenseite und neuen R-Proteinen auf Pflanzenseite handelt (Jones und Dangl, 2000;
Bent und Mackey, 2007; Shan et al, 2007). Nach dem zigzag-Modell ist die pflanzliche
Immunabwehr ein immer wieder kehrender Prozess erneuter Anpassung der Pflanze durch
Entstehung neuer R-Gene und damit verbundener neuer Resistenzen. Auf Seiten der
Pathogene, z. B. Giber horizontalen Gentransfer und Mutationen werden neue Effektoren
merworben®. Pritchard und Birch (2014) kritisieren viele Punkte des zigzag-Modells und
haben ein neueres und detaillierteres Modell der Immunantwort der Pflanzen veroffentlicht,
sind aber zu der Schlussfolgerung gekommen, dass das momentane Level des Wissens tiber
die pflanzlichen Immunantwort so ist, dass dynamische, quantifizierbare und
vorraussagende Modelle von Wirt-Pathogen-Interaktionen immer falsch und unvollstindig

sein werden, aber die Basis fir neue Fragen und Ansitze, die es zu tberpriifen gilt, geben.

PTI ETS ETI ETS ETI

©o oooo
Pathogen- 9
Effektoren
Pathogen-
Effektoren Avey
©
<500

Abbildung 2: zigzag-Modell der Co-Evolution des pflanzlichen Immunsystemsund der Pathogenvirulenz von (Jones und Dangl,
2006). Phase 1: Pflanzen etkennen PAMPs (0, rot) durch PRR, dies vermittelt PTL Phase 2, erfolgreiche Pathogene

entlassen Effektoren (0, rot) die die PTT unterdriicken, dies fithrt zur ETS. Phase 3, ein Effektor wird von einem R-
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Protein der Pflanze erkannt (rot), dies fithrt zur ETI, die stirker ist als die PTI und so eine HR hervorruft. Phase 4,
Pathogen entwickelt z.B. iiber horizontalen Gentransfer neue Effektoren zur Repression der ETIL Ist das
reich, fithrt es wieder zur ETS. Die Entwicklung weiterer R-Proteine ermdglicht es der Pflanze, auf den neuen oder
verinderten Effektor zu reagieren und so wiederum eine erfolgreiche Abwehr zu initiieren (ETT). Diese Schritte des

Erwerbs von Effektoren und R-Genen konnen sich wiederholen.

1.3.1. Nichtwirts-Resistenz
Verschiedene Phythophthora-Arten weisen einen hohen Spezialisierungsgrad auf und sind nur
fir eine geringe Zahl von Pflanzenarten infektiés (Kamoun, 2001; Schulze-Lefert und
truga, 2011). Neben Petersilie (P. ¢rispum) ist auch A. thaliana ein Nichtwirt fur P. infestans.
Laut Definition ist eine Nichtwirts-Resistenz die Resistenz einer Pflanzenart gegen alle
glieder einer Pathogenart (Heath, 2001). Nichtwirts-Resistenz ist die hiufigtse Form der
Krankheitsresistenz bei Pflanzen (Heath, 2000b) und resultiert aus vielschichtigen
wehrmechanismen, die konstitutive und induzierbare Reaktionen einschlieBen (Lipka ez a/,
2005; Egusa ¢7 al., 2013). Die Immunabwehr von A. #haliana verhindert ein Besiedeln durch
P. infestans, so dass der Oomyzet auf A. thaliana seinen Lebenszyklus nicht vollenden kann.
Wie bereits im vorherigen Abschnitt erldutert, spielt die PTI nach Erkennung des nicht
adaptierten Pathogens P. infestans durch PAMPs eine wichtige Rolle in der Nichtwirts-
Resistenz (Schwessinger und Zipfel, 2008). Nach einer Hypothese von (Schulze-Lefert und
Panstruga, 2011) spielen neben der PTI auch Komponenten der ETT eine Rolle in der
Nichtwirtsresistenz. Demnach ist die Bedeutung von PTI und ETI fir die
tenz grofer oder kleiner in Abhidngigkeit der phylogenetischen Verwandtschaft zwischen
Nichtwirt und Pathogen. Das heif3t, je gréBer der evolutiondre Abstand zwischen der Wirts-
und Nichtwirts-Pflanzenart ist, um so wichtiger ist die Rolle der PTI in der
tenz zwischen Pathogen und Pflanze und umgekehrt. Daraus ergibt sich, dass durch diese
evolutiondren Prozesse auch bei weit entfernt verwandten Arten die PRRs relativ
viert sind und durch eine hohe Diversitit der R-Proteine das Erkennen von Effektoren
adaptierter und nicht-adaptierter Pathogene zwischen nah verwandten Pflanzenarten
scheinlicher ist (Schulze-Lefert und Panstruga, 2011). Das Nichtwirts-System A. thaliana
und P. infestans wurde erstmals von Huitema e# a/. (2003) beschrieben. DNA-Microarray-
Analysen haben gezeigt, dass tiber 700 Gene in A. thaliana nach Inokulierung mit P. infestans
mind. dreifach induziert sind. Trotzdem ist mechanistisch tber die Nichtwirts-Resistenz
zwischen A. thaliana und dem Oomyzeten wenig bekannt. Gut untersucht sind pri- und

postinvasive Abwehrmachanismen der A.-thaliana-Penetrationsmutanten penl, pen? und
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pen3. PEN steht fiir Penetration. Die Entdeckung der PEN-Gene (PENT, PEN2, PEN3J)
erfolgte bei Mutationsstudien von A. thaliana, deren Penetrationsresistenz von A. thaliana
gegentiber dem nicht adaptierten Gerstepathogen Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh)
gesetzt war (Collins ef al, 2003; Lipka et al., 2005; Stein ez al., 2006). Die Doppelmutante
penl pen2 hat eine héhere Penetrationshiufigkeit als die Einzelmutanten nach P.-infestans-
Behandlung, bei der Doppelmnutante pen2 pen3 blieb die Penetrationshiufigkeit gegentiber
den Einzelmutanten gleich (Lipka ez a/, 2005; Landtag, 20006; Stein ez al., 20006; Lipka e# al.,
2010). Das ldsst darauf schlieBen, dass PEN2 und PEN3 in einem Weg kooperieren, PEN1
dagegen tber einem anderen Abwehrmechanismus wirkt (Lipka ez a/, 2008). Sind diese
ne intakt, wird postuliert, dass in 90% der Fille die Penetration des Pathogens in
derweiterungen, den Papillen, gestoppt werden, welche das Haustorium des Pathogens in
Callose einkapseln (Collins e al., 2003; Assaad ez al., 2004; Voigt, 2014). PENT kodiert fir
ein Membran-assoziiertes Syntaxin mit einer SNARE-Protein-Domine (v-/t-SNARES;
Iuble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor) (Collins et al., 2003; Assaad et al.,
2004). Im Komplex mit anderen Proteinen und Faktoren ist PENT7 in
zesse und Vesikeltransport fiir die Zellwand verstirkende Prozesse beteiligt (Collins e .,
2003; Lipka et al., 2005; Stein et al., 2006; Kwon e# al., 2008; Eschen-Lippold ¢# al., 2012).
PEN2 kodiert fiir eine von 48 postulierten A. thaliana Familiel-B-Glykosidhydrolasen
ka et al., 2005; Maeda et al., 2009). Die auch in dieser Arbeit untersuchte A. thaliana pen2-
Mutante ist eine in Peroxysomen lokalisierte Myrosinase und katalysiert die Hydrolyse von
B-Thioglukosidesterbindungen. Das  Resultat dieser Hydrolyse sind  aglykone
te wie Isothiocyanat-, Thiocyanat- und Acetonitril-derivate (Bones und Rossiter, 20006;
Schlaeppi 7 al., 2010; Bednarek, 2012a). Der Verlust der PEN2-Aktivitit in pen2-Mutanten
fihrt zu einer verminderten Penetrationsresistenz gegeniiber P. infestans und zu lokalen
tod-reaktionen sowie einer achtfach stirkeren Akkumulation des Phytoalexin Camalexin im
Vergleich zu Col-0 (Lipka ez al, 2005; Landtag, 2006; Bottcher ef al, 2009) Camalexin ist
ebenfalls ein Indolderivat und der Camalexin-Stoffwechselweg ist eng mit dem PEN2-
Stoffwechselweg verkntipft, da die Produkte der Cytochrom P450-Peroxidasen CYP79
B2/B3: das Indol-3-acetaldoxime (IAOx), sowohl fiir die Indolglycosinolate fiir PEN2 als
auch fiir Camalexin Ausgangssubstrat ist (Bottcher e7 al., 2009; Schlaeppi ef al., 2010; Stotz ez
al., 2011; Bednarek, 2012b). Dem PEN2-Enzym vorgelagert ist eine P450-Monooxygenase:
CYP81F2, die Indol-3-glukosinolat (I3G) zu 4-Hydroxy-Indol-3-glukosinolat (4-OH-13G)

hydroxyliert. Wird durch Indol-Glukosinolatmethyltransferasen IGMT) eine Methylgruppe
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auf die Hydroxylgruppe an Position 4 tibertragen, entsteht 4-Methoxy-Indol-3-glukosinolat
(4-Methoxy-13G) (Pfalz e al, 2011). 4-Methoxy-13G wird als Ausgangssubstrate fiir PEN2
postuliert, wobei bis heute die Indolderivatprodukte nicht identifiziert sind (Bednarek ez a/,
2009; Clay e al., 2009; Bednarek, 2012a, 2012b). Die A. thaliana-Mutanten pen2, eyp81F2 und
die Doppelmutante pen2 ¢gp81F2 zeigen eine verminderte Penetrationsresistenz nach
lierung mit den echten Mehltau Bgh und ecine erhohte Suszeptibilitit gegeniiber dem
rotrohen Pathogen Plectospharella cucumerina (Lipka et al., 2005; Sanchez-Vallet ez al., 2010).
Nachdem I3G durch PEN2 deglycosiliert wird, entstehen Indolderivate Indol-3-
ylmethylisothiocyanat ~ (I3MIC) und nach Additon von  Glutathion (GSH)
re (RA) und Indol-3-ylmethylamin (I3MA) (Bednarek ez @/, 2009, 2011; Bednarek, 2012a).
Eine Mutation im Gen der y-Glutamylcysteinsynthetasel (GSH1), fihrt im Vergleich zu A.
thaliana-Wildtyppflanzen zu einer Reduktion von RA und I3A nach Inokulierung mit dem
hemibiotrophen, nicht adaptierten Pilz Colletotrichum gloeosporioides. Die Doppelmutante pen2
gsh1 zeigt eine groflere Hyphenfliche von C. gloeosporioides um die Inokulierungsstelle als im
Wildtyp Col-0, pen2 oder gsh1(Hiruma ez al., 2013).

Nach Abspaltung des Glykosidrestes durch PEN2 wird vermutet, dass die entstandenen
Indolderivate durch einen von PEN3 kodierten, in der Plasmamembran lokalisierten ATP
binding cassette (ABC)-Transporter in den Apoplasten zur Penetrationsstelle exportiert
den (Stein ez al, 2006; Lipka et al., 2010; Underwood und Somerville, 2013). PEN3 ist ein
pleitropic drug resistance (PDR)-ABC-Transporter aus A. thaliana, arbeitet ATP-abhingig und
besitzt ein groles Substratspektrum (Crouzet ez al, 2006). Neben der erhohte Penetration
von Bgh in Epidermiszellen von Arabidopsis pen3-Mutanten (Stein ez al., 2006), sind pen3-
Pflanzen in ihrer Resistenz gegentiber P. cucumerina (nekrotroph), Erysiphe pisi (biotroph) und
P. infestans (hemibiotroph) eingeschrinkt und zeigen eine stark erhohte Aktivierung von
Salizylsiure (SA)-abhingigen Abwehr-Signalwegen. Sie zeigen eine erhdhte basale Resistenz
gegen adaptierte Mehltavarten wie Golovinomyces orontii (Erysiphe orontii) und Golovinomyces
choracearum (Erysiphe cichoracearnm) (Stein et al., 2000; Lipka et al, 2008, 2010). Welche
derivate von PEN3 in den Apoplasten transportiert werden, ist bisher nicht bekannt. Ein
Hinweis, dass es Indol-3-acetonitril (I3A) sein kénnte, postulieren Johansson ez a/ (2014).
Es wird vermutet, dass Bgh-Sporen, die erfolgreich die Epidermis penetriert haben, in 4.
thaliana-Wildtyppflanzen durch HR-dhnlichen Zelltod bekimpft werden. Erhéhten Zelltod
im Mesophyll zeigen die Doppel- und Tripelmutanten der verschiedenen pen-
Mutantenkombinationen (penl, pen2, pen3, penl pen2, penl pen3, pen2 pen3 und penl pen2 pen3)
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72 Stunden nach Bgh-Inokulierung. Um zu testen, welches Indol-3-glucosinolat-
Abbauprodukt die HR induziert, wurden mit I3A, Butyronitril und Puffer infiltrierte
bidopsis-Blitter in ein Wasserbad getaucht. AnschlieBend wurde tiber einen Zeitraum von 72
Stunden die Leitfihigkeit des Wassers bestimmt, da diese durch den Austritt des
tes bei Zelltodreaktionen ansteigt. Nur bei den I3A-infiltrierten Blittern kam es zu einem
Anstieg der Leitfahigkeit im Wasser. Der HR-dhnliche Zelltod nach Bgh-Inokulierung ist
abhingig von EDS1 (enbanced disease suseptibility 1) und seinen Interaktionspartnern SAG101
(senescence associated gene 101) und PAD4 (phytoalexin deficient 4) (Lipka et al., 2005). Die
wirtsresistenz von A. thaliana kann nicht durch Mutation in den drei PEN-Genen
chen werden, da die pri- und post-invasive Abwehr von einer Vielzahl von Komponenten
abhingig ist. Erst die Kombination der Mutationen in PENZ und der Gene EDST,
SAG101 und/oder PAD4 beeinflusst die Postpenetrationstesistenz von A. thaliana gegen
Bgh (Lipka ez al., 2005). So ist die Nichtwirtsresistenz gegen Bgh und E. pisi in der pen2 sagl01
pad4-Mutante gebrochen (Lipka ef al, 2005), sowie in der pen3 eds1-Mutant gegen E. pisi
(Stein ez al, 2006). Die hier diskutierten Komponenten der pri- und post-invasiven
wehrmechanismen der Nichtwirtsresistenz sind nur ein Teil des Reportoirs, das Pflanzen

gegen nicht-adaptierte Pathogene nutzen.

1.4. Immunabwehr an der Zellperipherie in Pflanzen

Im Apoplasten findet ein ,,Krieg* zwischen Pathogen und Pflanzenwirt statt., unabhingig
davon, ob es sich um biotrophe, nekrotrophe, hemibiotrophe filamentése Pathogene oder
bakterielle Erreger handelt.,, Die Waftfen sind Effektoren, ROS (reactive oxygen species),
wand-abbauende Enzyme, Zellwandverstirkungen, Glucanase-Inhibitoren, Chitinasen oder
die Sekretion von Toxinen, wie in Abbildung 3 von Dochlemann und Hemetsberger (2013)
dargestellt. Die Akkumulation von ROS (Abbildung 3), ist eine Kernkomponente in der
frihen pflanzlichen Pathogenabwehr im Apoplasten. Zu ROS gehdren Superoxidion (Oz+)
(Sawyer et al., 1978), das von NADPH-Oxidasen gebildet wird (Tripathy und Oelmiiller,
2012), Wasserstoffperoxid (H202), Hydroxyl-Radikal (OH") und Singulett-Sauerstoff (1O)
(Kishida und Klann, 2007). Die Superoxiddismutase (SOD) wandelt Oz, in Anwesenheit
von Wasser, in H2O2 um (Sutherland, 1991). H2O2 wird auch direkt, ohne SOD, von
se-III-Peroxidasen gebildet (Pichorner et al, 1992; Berglund ez al, 2002). ROS wirken

xisch auf eindringende Pathogene, indem sie Anderungen an der Molekiilstruktur von
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tiden und Nukleinsduren hervorrufen (Mehdy, 1994; Kohen und Nyska, 2002; Apel und
Hirt, 2004; Dochlemann und Hemetsberger, 2013). Zudem werden ROS zur Verstirkung
der Zellwand bei der Papillenbildung gebraucht (Hiickelhoven, 2007). So dient H2O2 bei
der Ligninbiosynthese durch Peroxidasen als Oxidationsmittel (Davin und Lewis, 2005).
ROS-Akkumulation im Apoplasten spielt ein Rolle bei der Abwehr gegen bakterielle
ger wie P. syringae. So zeigen A.-thaliana-Linien, deren H>O» synthetisierende Peroxidase 33
(PRX33) herrunterreguliert wurde, eine erhohte Anfilligkeit gegen P. syringae (Daudi et al.,
2012). Andererseits fiihrt eine Uberexpression des Gens CaPO2 aus Paprika (Capsicum
um), das fir eine extrazellulire Peroxidase kodiert, in .A. #haliana zu einer erhShten Resistenz
gegen P. syringae pv tomato (Chot et al., 2007).

In der Pflanze-Pathogen-Interaktion im Apoplasten werden auch eine Reihe von Proteinen
sekretiert, so geben u.a. Pflanzen Proteasen in den Apoplasten, die dem Erreger schaden
sollen. Viele Pathogene kénnen darauf antworten, indem sie Proteaseinhibitoren in den
Apoplasten sekretieren (Abbildung 3, (Dochlemann und Hemetsberger, 2013). Ein Beispiel
tiir solch eine Interaktion ist die von S. Aeopersicum nach Kontakt mit P. znfestans sezernierte
Cysteinprotease PIP1 (Phytophthora inbibited protease 1) mit dem von P. infestans in den
Apoplasten geschleusten Proteaseinhibitor EPIC1 (extracellular protease inhibitor cystatin-like
domain 1; Tian et al., 2007). EPIC1 interagiert nicht nur mit PIP1, sondern auch mit der
PIP1-verwandten Cysteinprotease RCR3, die von Tomate in den extrazelluliren Raum
abgegeben wird (Dixon e# al., 2000; Rooney ez al., 2005; Song et al., 2009). Zusitzlich zu
diesen zwei Cysteinproteasen kann EPIC1 von einer weiteren Protease, C14, gebunden
werden, die in einigen Solanaceen im Apoplasten zur Pathogenabwehr prisent ist (Tian e al,
2007; Kaschani ez al, 2010). Die Fihigkeit von EPIC1, die drei pflanzlichen Proteasen zu
inhibieren zu, zeigt dass wichtige Komponenten der pflanzlichen Abwehr durch multiple
Effektoren ,,abgefangen® werden, um sicherzustellen, dass die pflanzliche Immunantwort
supprimiert wird (Doehlemann und Hemetsberger, 2013).

Weitere Komponenten der pflanzlichen Abwehr im Apoplasten sind Chitinasen und
Glucanasen. Chitin und PB-Glucan sind PAMPs der pilzlichen Zellwand. Pathogene
chen tber verschiedene Modifikationen dieser Molekiile einen Abbau durch Chitinasen
oder Glucanasen zu verhindern oder die Perzeption durch diese PAMPs zu vermeiden,
indem sie maskiert werden (Abbildung 3). Manche Rostpilze, wie Puccinia graminis t. sp. tritici
und Uromyces fabae, de-N-acetylieren ihr Chitin zu Chitosan um der enzymatischen

se der Wirts-Chitinasen zu entgehen (El Gueddati ef a/, 2002; Werner et al., 2007). Andere
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Pilze, wie das Reis- (Oryza sativa) Pathogen Magnaporthe oryzae maskieren ihr -Glucan durch
a-Glucan auf der Zellwandoberfliche wihrend der Pathogenese. Das fiihrt dazu, dass die
Zellwand des Pilzes nicht durch pflanzliche 3-Glucanasen abgebaut werden kann. Zum

anderen kann a-Glucan von der pflanzlichen Immunabwehr nicht erkannt werden

(Fujikawa ez al., 2009, 2012).

Abbildung 3: Die Rolle von ausgewihlten Effektoren im Apoplasten in der pflanzlichen Pathogenabwehr. Dargestellt ist ein
schematischer Uberblick einer hypothetischen Pflanzeninfektion durch filamentése mikrobielle Pathogene. Gezeigt
werden die Komponenten der basalen Pflanzenabwehr aus verschiedenen Pflanzenarten. Auf einzelne
Komponenten der Interaktion wird im Text eingegangen. Mikrobielle Effektoren: Ave2, Avr4 (Avirulenz), Avrblb2,
Ecp6 (pilzlicher Effektor des Tomatenpathogens Cladosporinm fulvum), EPIC1 (extracellular preotease inbibitor cystatin-like
domain 1), GIP1 (Glucanaseinhibitor-Protein), Pepl (Fusarium spp. pea pathogenicity protein), Pit2 (Cystein-
Proteaseinhibitor aus Ustilago maydis). Pflanzliche Proteasen: C14 (papain-like cysteine protease), PIP1 (Phytophthora inhib-
ited protease 1), PLCP (papain-like cysteine protease), Rer3 (Tomaten-Protease). ROS-generierende Enzyme: POX
(Peroxidase), RBOH (respiratory burst oxidase homolog). BAK1 (Arabidopsis BRI1-assoziierte Rezeptorkinasel; C-Gene
(Kompatibilitits-Gene); CCO  (corn gystatin 9; Cf-2, Tomaten-Resistenz-Protein Cf-2; JA, Jasmonsiure; MAPK,
Mitogen-aktivierte Protein Kinase; PAMP/DAMP, pathogen/ damage-associated molecnlar patterns, PR genes, Gene fur
PR (pathogenesis related)-Proteine; PRR, pattern recognition receptor; ROS, reactive oxygen species; SA, Salizylsaure (Dochle-

mann und Hemetsberger, 2013).

Uber proteinogene Komponenten der pflanzlichen Abwehr im Apoplasten ist viel bekannt.
Sehr viel weniger ist die chemische Immunabwehr im extrazellularen Raum der Pflanzen
untersucht. Zur Abwehr von Pflanzenpathogenen produzieren Pflanzen tber 100000
schiedene niedermolekulare Sekundidrmetaboliten. Die Mehrheit davon sind Derivate aus
dem Isoprenoid-, Phenylpropanoid-, Alkaloid- oder Fettsiure-/Polyketid-Stoffwechsel

(Dixon, 2001). Dazu gehéren Phytoalexine, Abwehrstoffe die nach Pathogenerkennung de
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novo synthetisiert werden und Phytoantizipine, Abwehrstoffe die konstitutiv in der Pflanze
vorhanden sind (VanEtten e 4/, 1994). Zu den Phytoalexinen zihlen z.B.
reamide ~ (HCAA), Camalexin  (Indolderivat),  Resveratrol  (Isoflavonderivat),
ne uva. Phytoantizipine sind z.B. Tannine und Saponine (Dixon, 2001). Manche Substanzen
konnen auch beides sein, so akkumuliert das methylierte Flavonon Sakuranetin in
sen der schwarzen Johannesbeere (Ribes nigrum) konstitutiv, in Blittern von Reis (O. sativa)
wird die Biosynthese jedoch erst durch UV-Licht-Bestrahlung induziert (Rakwal ez a/, 1996;
Dixon, 2001).

Tannine sind in vielen Pflanzen prisent. Sehr hohe Gehalte von Tanninen sind im
Fruchtperikarp von Granatipfeln (Punica granatum 1.), die eine sehr starke antimikrobielle
Wirkung u.a. gegen Staphylococcus anrens haben (Machado e al., 2003; Romeo ez al., 2015).
Sowohl in Granatapfelschalenextrakten als auch in Gerberstrauch-(Rbus coriaria 1.)
Fruchtschalenextrakten wurden hohe Konzentrationen an Anthocyanen wie Delphinidin-
3,5-diglucosid und Cyanidin-3-glucosid, sowie phenolische Substanzen wie Gallsiure und
Quercetinderivate gefunden (Romeo e al, 2015) . Der konzentrierte Fruchtschalenextrakt
von Granatipfeln fihrt zu einer kompletten Inhibierung von Bofrytis cinerea auf
Tafelweintrauben (1725 wvinifera cv. ltalia) im Vergleich zur Kontrolle bereits nach 24
Stunden. Die Extrakte der Gerberstrauchfriichte zeigen zwar signifikante aber sehr viel
geringere Resistenz gegentiber B. cnerea, die Blattextrakte dieser Pflanzen koénnen die
Ausbreitung des Pilzes zu 50% inhibieren (Romeo et al., 2015).

Proanthocyanin zdhlt zu den kondensierten Tanninen und akkumuliert in der Samenschale
von A. thaliana. Es besitzt neben der Kontrolle der Samen-Langlebigkeit und Keimruhe
auch Schutzeigenschaften gegen Pathogene (Debeaujon ¢ al, 2003; Auria und Gershenzon,
2005).

Eine weitere gut untersuchte Klasse von pflanzlichen antimikrobiellen Substanzen sind
ponine, glycosylierte Steroide oder Steroidalkaloide, die eine konsitutive chemische Barriere
gegen ein breites Spektrum von filamentdsen und bakteriellen Pathogenen reprisentieren
Bowyer ez al., 1995; Osbourn, 1996). Saponine werden von Pflanzen synthetisiert, um einen
Verlust der Membranintegritit bei pilzlichen Pathogenen zu verursachen, indem sie mit
freien 3@-Hydroxylgruppen der Sterole komplexieren. Diese Komplexe fithren zu Poren in
der Zellmembran des Pilzes, was zur Zelllyse fihrt (Keukens e 4/, 1995; Osbourn, 1996;
Okmen e al, 2013). Ein sehr bekanntes Saponin ist a-Tomatin, das zur basalen Resistenz
von S. heopersicum beitrigt. Einige Tomatenpathogene sind in der Lage, a-Tomatin zu
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ger fungiziden Substanzen abzubauen, wie 3-Tomatin oder Tomatidin (Okmen ez 4, 2013).
Oomyzeten sind gegen diese Phytoalexine nicht sensitiv, da ithre Membran frei von 383-
Hydroxysterolen sind. Daher werden keine a-Tomatin detoxifizierenden Enzyme von
myzeten synthetisiert (Steel und Drysdale, 1988). Melton ¢z al. (1998) schrieben, dass der
biotrophe Pilz Cladosporium fulvum nicht in der Lage ist, a-Tomatin zu detoxifizieren.
men 7 al., 2013) zeigen aber, dass die Glycosylhydrolase CfTom1, iz vitro und wihrend der
Infektion auf Tomate, a-Tomatin in Tomatidin umwandeln kann. Zehn Tage nach
lierung von Tomate mit C. fulvurz kommt es zu einem signifikanten Anstieg von Tomatidin
im Apoplasten. Funktionsanalysen mit ¢ffo7z7-Mutanten ergeben eine erhohte Sensitivitat
des Pilzes gegeniiber a-Tomatin und sie postulieren eine Notwendigkeit des Enzyms fiir die
Virulenz von C. fulyum auf Tomate (Okmen ez al., 2013).

Die Bildung einer Papille ist eine der frihesten zu beobachtenden Immunantwort der
Pflanzen (Voigt, 2014). Sie wurde erstmals beschrieben bei P. znfestans-Infektionen von (de
Bary, 1861). Zu den chemischen Verbindungen die eine Rolle bei der Papillenbildung
len gehoéren Callose, phenolische Substanzen und Lignin (Aist, 1976). Papillen entstehen an
Penetrationsstellen von filamentésen Pathogenen, und bestehen hauptsichlich aus Callose,
cinem (1,3)-8-Glucanpolymer mit (1,0)-f-Glucanbriicken (Hayashi ez a/, 1987).
gerungen treten aber auch nach Verwundung und bei abiotischen Stress an der Zellwand,
z.B. bei A. thaliana aut (Jacobs et al., 2003; Mauch-Mani und Mauch, 2005). Beim Transport
der bendtigten antimikrobiellen Substanzen und des Zellwand verstirkenden Materials fiir
die Papillenbildung spielt das sekretorische System der Pflanzen eine Rolle (Schulze-Lefert,
2004; Hickelhoven, 2007; Kwon e al., 2008; Eschen-Lippold ez a/., 2012). Die Substanzen
werden tber Vesikel transportiert, die dann selektiv mit der Membran fusionieren. Diese
Prozesse finden nicht nur bei der Immunabwehr statt, sondern auch bei Entwicklungs- und
anderen Stressvorgingen in Pflanzen (Collins e al, 2003; Lipka et al, 2007). Die
fusionsprozesse werden vermittelt durch Vesikel- und Zielmembranstindige SNARE-
Proteine (Weber ez al, 1998; Bock ez al., 2001; Collins ef al, 2003; Diao et al., 2010). Das
reits im Abschnitt 0. erwihnte t-SNARE-Protein PEN1, auch SYP121 (syntaxin of plants
127) genannt, spielt eine Rolle in der Penetrationsresistenz von A. thaliana gegen Bgh
lins ez al, 2003). Wichtig fir den Eintritt von Bgh in die Wirtszellen von Gerste ist das
SNARE-Adapterprotein SNAP33 (soluble IN-ethylmaleimide sensitive factor adapter protein 33)
(Wick ez al., 2003; Pajonk ez al, 2008). Um herauszufinden, welche Rolle SNARE-Proteine
bei der Pathogenabwehr in . fuberosum spielen, haben Eschen-Lippold ez a/ (2012) die
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pression der Homologe in Kartoffel SZ5YR7 und SZSNAP33 durch RNAi-Konstrukte
unterreguliert und anschlieBend phinotypisch, biologisch und biochemisch charakterisiert.
Dabei zeigen die transgenen SZSNAP33- und S2SYR7-RNAi-Pflanzen, nach zwei Wochen
Wachstum in FErde, spontane Nekrosen-und Chlorosenbildung. Die Nekrosen- und
rosenbildung korreliert mit erhohten SA-Gehalten in den RNAi-Pflanzen. Nach
lung mit P. infestans zeigen die SZSYR7-RNAi-Pflanzen eine erhShte Resistenz, SZSN.AP33-
RNAi-Pflanzen nicht. Die erhShte Resistenz kann auch auf die erthdhten SA-Gehalte der
Pflanzen sowie konstitutive Transkriptakkumulation des PR7-Gens (pathogen related 1)
ruckzufihren sein. Die SzSYR7-RNAi-Pflanzen zeigen zudem eine verinderte
gerung an der Penetrationsstelle und somit auch schwichere Papillenbildung. StSYR1 ist
somit notwendig fiir die Ausbildung Callose-haltiger Papillen. Die Resistenz gegeniiber
rotrophen Pathogenen wie B. cnerea war hingegen unverindert bei beiden transgenen

zen (Eschen-Lippold ez al., 2012).

1.4.1. Chemische Abwehr in S. tuberosum gegen P. infestans

Der erste aufgezeichnete gro3e Befall von Kartoffelpflanzen mit P. znfestans trat 1843 in
Philadelphia und New York in den USA auf und breitete sich durch fir die Sporen von P.
infestans  glinstige Wetterverhiltnisse auf die Nachbarstaaten aus. Uber Schiffe, auf
infizierten Saatkartoffelknollen, kam der Erreger tiber den Atlantik nach Europa. Die ersten
Symptome der Kraut- und Knollenfiule zeigten sich bei Kartoffelpflanzen von belgischen
Bauern im Friihjahr 1845 (Reader, 2008; Nowicki ez a/, 2012).

Als P. infestans wenig spiter Irland erreicht, 16sen die von 1846-52 etlittenen Ernteverluste
eine so grof3e Hungersnot aus, dass eine Mio. Iren verhungerten und eine weitere Mio. Iren
aus Irland fliichten. Irland war zu diesem Zeitpunkt stark abhingig von der Kartoffel, da sie
Hauptnahrungsquelle war (Kinealy, 1994; Grada und FEirfksson, 2006; Reader, 2008;
cki et al, 2012). Bei der Kraut- und Knollenfiule sind alle Pflanzenteile inklusive Blitter,
Stingel und Knollen betroffen (Fry und Goodwin, 1997; Fry, 2008; Abbildung 4). Erste
Symptome sind dunkelbraune Flecken auf der Blattoberfliche und auf Stingeln, die sich bei
feuchten Wetter rasch ausbreiten. Knollen weisen graublau verfirbte Flecken und braunes
Knollenfleisch auf (Fry und Goodwin, 1997; Abbildung 4B). Trotz Suszeptibilitit der
meisten Kartoffelsorten gegeniiber P. infestans ‘hat S. tuberosum pri- und postinvasive
Abwehrmechanismen gegen den Erreger. So akkumulieren nach Befall eine Reihe von

Sekundirmetaboliten. Wihrend der Pflanze-Pathogen-Interaktion kommt es zu den bereits
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betrachteten Zellwandverstirkungen durch z.B. Callose und Lignin (Back ez a/, 2001
Henriquez et al, 2012), die die Penetration des Oomyzeten inhibieren sollen. In der
Kartoffelknolle lassen sich grofle Mengen des Phytoalexins Rishitin und anderer
Sesquiterpenderivate nach P.-infestans-Befall finden (Zook ez al., 1987; Kuc, 1995). In den P.
infestans infizierten Blittern akkumulieren erhéhte Mengen von Phytoalexinen, welche aus
dem Phenylpropanstoffwechsel stammen und beispielsweise zur Zellwandverstirkung
durch Vernetzung mit der Zellwand als Anwort auf den Pathogenangriff beitragen
(Schmidt ez al, 1999). Ein GroBteil dieser Substanzen sind Ferulasiure- und p-

Cumarsiureester (liyama ez a/,, 1994; Schmidt ez al., 1999).

Abbildung 4: Das Schadbild von P. infestans auf S. tuberosum. Symptome auf Blittern (A) und Knollen (B). Die Kartoffelknollen
wurden zwei Wochen nach der Ernte verworfen da die Kartoffelknollen durch die Kraut- und Knollenfiule fast

vollstindig zerstért waren (C). Fotos aus Fry (2008)

1.4.2. Hydroxyzimtsdureamide
Zur chemischen Abwehr im Apoplasten gehdren die Hydroxyzimtsdureamide (HCAAs),
die die Hauptphytoalexine in Kartoffelblittern sind. HCAAs sind in den héheren Pflanzen
weit  verbreitete, stickstofthaltigce = Sekunddrmetaboliten —mit einem  niedrigen
wicht (Martin-Tanguy, e al, 1978; Facchini e al., 2002). Es wird postuliert, dass sie in der
pflanzlichen Abwehr bei vielen Stressarten eine Rolle spielen, wie bei Pathogeninfektionen,

Verwundung oder Elizitorapplikationen in verschiedenen Pflanzengeweben (Hahlbrock
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und Scheel, 1989; Schmidt ez a/, 1999; Campos 7 al., 2014). Gut untersucht ist die Funktion
der HCAAs bei der Wundheilung von Kartoffelknollen. Ein Beispiel daftir ist Dihydro-
teruloyltyramin. Nach Verwundung befinden sich eine ca. 2,5-fach héhere Mengen des
HCAAs im Kartoffelknollenperidem im Vergleich zu unverwundeten Knollen (Negrel ez al.,
1996). Durch die dikovalente Einbindung der Feruloyltyramine und -octopamine tiber ihre
Hydroxylgruppen in die Zellwinde von verwundeten und unverwundeten Kartoffel-
peridermen soll eine Barriere fur potentielle Pathogene erzeugt werden (Negrel ¢ al, 1996).
Gene der Biosyntheseenzyme der HCAAs, wie die Hydroxycinnamoyl-CoA-Tyramin-N-
hydroxycinnamoyltransferase (THT), sind wundinduziert in Kartoffelpflanzen und Knollen
(Negrel et al, 1993). Akkumulation von Feruloyl- und p-Coumaroyltyramin nach
dung findet auch in Tomatenpflanzen statt (Pearce ez al, 1998; Campos et al, 2014).
gene losen ebenfalls eine Anreicherung von HCAAs in Pflanzen aus. Nach Inokulierung
mit dem nekrotrophen Pilz Alternaria brassicicola sind erhéhte Mengen p-Cumaroyl- und
Feruloylagmatin sowie p-Cumaroyl- und Feruloylputreszin in den Blittern von A. thaliana
zu messen (Muroi et al., 2009). Korrelativ gezeigt wird die Funktion von HCAAs in der
Immunabwehr durch  Untersuchungen zu den Hydroxycinnamoyl-Coenzym — A-
Polyamintransferasen AT1 (Acyltransferasel) und DH29 aus Nicotiana attennata nach
kation von Oralsekret der Larven des Tabakschwirmers Manduca sexta. AT1 und DH29
werden von dem Transkriptionsfaktor MYBS reguliert. Die durch VIGS (virus induced gene
silencing, Becker und Lange (2010)) herunterregulierten Transferasen AT1- und DH29 in N.
attennata fihren zu geringeren Caffeoyl- und p-Cumaroylputreszingehalten in den Blittern
nach Inokulierung mit dem Herbivorensekret im Vergleich zu Kontrollpflanzen. Die
DH29-VIGS-Pflanzen ~ akkumulieren = weniger  Caffeoyl-, = p-Cumaroyl-  und
din vier Tage nach Behandung mit M. sexza im Gegensatz zu Kontrollpflanzen (Kaur ez af,
2010; Onkokesung ez al., 2012). Es gibt Hinweise darauf, dass HCAAs weitere Funktionen
bei Wachstums- und Entwicklungsprozessen in Pflanzen wie Bliitenbildung haben (Martin-
Tanguy, et al, 1978; Facchini ez al, 2002; Luo et al, 2009). In Kartoffel gibt es einen
sammenhang zwischen der Akkumulation von p-Cumaroyl-, Caffeoyl-, Feruloylputreszin
und Caffeoylspermidine in Stolonen und der Knollenbildung die parallel stattfinden (Paynot
et al., 1983; Facchini et al, 2002). Unter Bedingungen, die die Bliitenbildung férdern und
Knollenbildung unterdriicken, werden unterschiedliche Mengen an HCAAs in den Blittern
gemessen. Das lisst die Hypothese zu, dass HCAAs an der Regulierung dieser Prozesse
beteiligt sind (Facchini e# al, 2002). Leubner-Metzger und Amrhein (1993) verglichen die
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Verteilung von Hydroxycinnamoylputreszinen (HCP) in verschiedenen Organen und
Entwicklungsstadien von sieben Solanaceen-Arten. Sie fanden nur sehr geringe Mengen
HCP in S. tuberosum und Solanum nigrum in allen Organen und in allen Entwicklungsstufen,
im Gegensatz zu anderen Solanaceen wie S. Heopersicum, Nicotiana tabacum oder Nicotiana
Plumbaginifolia. Das lisst den Schluss zu, dass es keine ubiquitire Akkumulation spezifischer
HCAAs in den Nachtschattengewichsen wihrend bestimmter Entwicklungsprozesse gibt
und die Autoren schen keine kausale Beteiligung der Hydroxycinnamoylputreszine in
len- und Blitenbildungsprozessen in Solanaceen (Leubner-Metzger und Amrhein, 1993).

Die Biosynthese von HCAAs ist gekennzeichnet durch eine Kondensation von biogenen
Aminen wie Tyramin, Octopamin, Agmatin oder Putreszin mit Hydroxycinnamoyl-CoA-
Estern wie z.B. p-Cumaroyl-, Feruloyl- und Caffeoyl-CoA (Schmidt ez a/., 1999; Facchini ez
al., 2002; Muroi et al., 2009). Ausgangsmolekil fir die Biosynthese ist die Aminosdure L-
Phenylalanin, welche im Phenylpropanstoffwechsel durch das Enzym Phenylalanin-
Ammoniak-Lyase (PAL; EC 4.3.1.5) unter Freisetzung von Ammoniak (NH3) zu Zimtsdure
umgewandelt wird (Hagel und Facchini, 2005; Edahiro und Seki, 2006; Abbildung 5).
AnschlieBend wird durch das Enzym Zimtsdure-4-Hydroxylase (CA4H, EC 1.14.13.11)
unter Verbrauch von NADPH-+H* und einem Sauerstoffmolekil der aromatische Ring der
Zimtsdure hydroxyliert und es entsteht p-Cumarsiure (Abbildung 5). Sowohl aus Zimtsdure
und p-Cumarsdure synthetisieren Ligasen Ester mit Coenzym A (Cinnamoyl-CoA und p-
Cumaroyl-CoA). Die p-Cumarat-CoA-Ligase (4CL, EC 6.2.1.12), die aus p-Cumarsdure p-
Cumaroyl-CoA synthetisiert, arbeitet ATP-abhingig. Andere Acid-Thiol-Ligasen (EC
0.2.1.-), welche z.B. fur die Synthese von Cinnamoyl-CoA verantwortlich sind, arbeiten
ATP-unabhingig unter Abspaltung von Wasser. Durch weitere Hydroxylierungsschritte
z.B. durch das Enzym p-Cumaroyl-CoA-CoA-3-Hydroxylase (CCoA3H, EC 1.14.13.-)
steht aus p-Cumaroyl-CoA das Caffeoyl-CoA (Abbildung 5). Die Caffeoyl-CoA-O-
methyltransferase (CCoAOMT, EC 2.1.1.104) methyliert die Hydroxylgruppe an der meta-
Position des Phenolringes von Caffeoyl-CoA und bildet so Feruloyl-CoA. Bei dieser
tion entsteht gleichzeitig aus S-Adensyl-L-methionin (SAM), durch Ubertragung der
thyleruppe auf Caffeoyl-CoA, S-Andenosylhomocystein (SAH). Die enstandenem
xycinnamoyl-CoA-Ester-Derivate aus dem Phenylpropan-Stoffwechsel der Pflanzen stellen
die Acyl-Donoren bei der HCAA-Biosynthese dar. Als Acylakzeptoren dienen biogene
mine, das kénnen die aus der Polyamin-Biosynthese resultierenden aliphatischen Amine wie
z.B. Agmatin, Putreszin, Spermin, Thermospermin und Spermidin sein (Fuell ez a/, 2010)
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oder aromatische Amine wie Tyramin, Octopamin und Dopamin. Die biogenen Amine
entstchen durch die Decarboxylierung der Aminosduren L-Arginin, L-Ornithin und L-
Tyrosin, katalysiert von Decarboxylasen (Abbildung 5). Das einfachste Polyamin Putreszin
entsteht direkt durch die Decarboxylierung aus Ornithin, katalysiert von der
boxylase (ODC, EC 4.1.1.17), bei .A. thaliana nicht, da es keine ODC besitzt. Putreszin kann
aber auch unter Abspaltung von Harnstoff aus Agmatin durch das Enzym Agmatinase (EC
3.5.3.11, Abbildung 5) synthetisiert werden. Agmatin wiederum wird von der
Arginindecarboxylase (ADC, EC 4.1.1.19) generiert. Spermidin wird durch mehrfache
Addition von Aminopropylgruppen an Putreszin und Spermidin gebildet, katalysiert durch
durch Spermidin- und Sperminsynthase (SPDS, EC 2.5.1.16; SPMS, EC 2.5.1.22) (Alcazar ez
al., 2010). Die Thermosperminsynthase (ISPMS, EC 2.5.1.79) konvertiert Spermin zu
Thermospermin. Die beiden letzteren Reaktionen brauchen decarboxyliertes SAM als
Methylgruppendonor (Takano e# al., 2012). Tyramin wird durch die Decarboxylierung von
Tyrosin durch die Tyrosindecarboxylase (TDC, EC 4.1.1.25) synthetisiert, Octopamin,
indem das Ci-Atom von Tyramin von der Tyramin-f-Hydroxylase (TPH, EC 1.14.17)
hydroxyliert wird (Monastirioti ¢z al, 1996; Schmidt e al., 1999). Tyraminmonooxygenase
(TMO, EC 1.14.18.1) synthetisiert mit Oz und unter Verbrauch von NADH+H?*, Tyramin
zu Dopamin. BAHD- (BEAT, bengylalcohol acetyltransferase; AHCT, anthocyanin-O-hydroxy-
cinnamoyl-acetyltransferase; - HCBT,  hydroxcycinnamoyl/ benzoyl-Co.A-anthranilate-N-hydroxy-cinna-
moyl] benzoyl-transferase, DAT,  deacetylvindoline-acetyltransferase), GCNb5- (General Control  of
Nonrepressed 5 -related N-acyltransferasen; GNAT) und andere Acyltransferasen katalysieren die
Kondensation der Hydroxcinnamoyl-CoA-Ester mit den Polyaminen. Durch die hohe Zahl
an Kondensationsmoglichkeiten entsteht eine Vielzahl von HCAA-Derivaten, u. a. p-
Cumaroylagmatin, p-Cumaroylputreszin, p-Cumaroyltyramin, Feruloylagmatin  und
Feruloyltyramin (Abbildung 5). Wie vorher bereits an einigen Beispielen erldutert, werden
den verschiedenen HCAA-Derivaten unterschiedliche Funktionen und Rollen in der
Pflanzenabwehr oder Pflanzenentwicklung postuliert (Martin-Tanguy, ef al., 1978; Schmidt
et al., 1999; Back e al., 2001; Muroi ez al., 2009; Handrick ez al., 2010; Fellenberg ez al., 2012;
Campos et al., 2014; Fellenberg und Vogt, 2015).

Generell konnen HCAAs in zwei Typen unterschieden werden, den alkalischen und den
neutralen Amiden. Alkalische Amide enthalten primidre Amin-Funktionen und sind
16slich. Die Kondensation der alkalischen Amide fand meist mit aliphatischen Di- und

lyaminen statt wie Putreszin, Agmatin, Spermin und Spermidin. Neutrale Amide haben
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ne starke Ionisierungs-Funktion, sind schwer wassetldslich und enthalten meist aromatische

Amine wie Tyramin, Octopamine und Tryptamin (Facchini ez a/., 2002).
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Abbildung 5: Biosynthese von Hydroxyzimtsiureamiden (HCAAs). Die Acyl-Donormolekiile fiir die Acyltransferasen sind

roxycinnamoyl-Coenzym A-Ester aus dem Phenylpropanoid-Stoffwechselweg und leiten sich von L-Phenylalanin
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ab. Als Acylgruppenakzeptoren gelten Polyamine, welche sich durch Decarboxylierung von L-Arginin, L-Ornithin,

L-Tyrosin oder anderen Aminosiuren ableiten. CoA = CoenzymA
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1.5. Acyltransferasen

Die Mechanismen der Acylierung, Transacylierung oder Deacylierung von phenolischen
Metaboliten und Fettsduren durch Acyltransferasen sind im Sekundirmetabolismus der
Pflanzen weit verbreitet (D’Auria, 2000). Die Enzymkatalysen sind wie im Fall der HCAA-
Biosynthese Thioester-abhingige (Coenzym A) Reaktionen, kénnen aber auch UDP-
Glucose-abhingig verlaufen (Steffens, 2000). Die aktivierten Ester-Gruppen liefern
Gruppentransfer-Potentiale von ca. -36 k] mol! (Mock und Strack, 1993; Steffens, 2000).
Die HCAA-Biosynthese wird in A. thaliana und S. tuberosum von Acyltransferasen
katalysiert, die unterschiedlichen Familien angehdren. In A. #haliana findet die Biosynthese
von HCAAs wie p-Cumaroylagmatin und Feruloylagmatin durch die Agmatine N4-p-
Cumaroyl-Transferase AtACT1 (EC 2.3.1.64) statt, welche zur BAHD-Acyltransferasen-
Superfamilie gehort (Muroi ez al, 2009). In S. tuberosum werden HCAAs wie p-
Cumaroyltyramin  und Feruloyltyramin von der Tyramin-N-(Hydroxycinnamoyl)-
Transferase (StTHT; EC 2.3.1. 110) synthetisiert, welche zu der GCN5-verwandten N-
Acyltransferasen (GNAT)-Superfamilie gehért (Dyda ez al., 2000; Bassard ez al., 2010; Kuhn

et al., 2013).
1.5.1. BAHD-Acyltransferasen

BAHD- Acyltransferasen haben ein Molekulargewicht von 45 bis 61 kD. Im Jahr 2000
ren 42 BAHD-Acyltransferasen-kodierende Gene in A. thaliana annotiert (St-Pierre und
Luca, 2000). Im Jahr 2005 waren es bereits 64, allerdings inklusive Pseudogene (Auria und
Gershenzon, 2005). Mitglieder der BAHD-Familie haben nur eine geringe Sequenzidentitit
zwischen 25 und 34% (Ma ez al., 2005). Alle haben aber konservierte Sequenzmotive wie
das HXXXD- und das DFGWG-Motiv (Ma et al., 2005; D’Auria, 2006; Tuominen ef al.,
2011; Walker e al, 2013). Der katalytische Mechanismus wurde erstmals durch Ma ez /.
(2005) tber die Kiristallstruktur der Vinorinsynthase aus Ramvolfia serpentine (Indische
genwurzel oder Wahnsinnskraut) aufgeklirt. Das Enzym besteht aus zwei fast identischen
Dominen. Jede Domine ist aus 14 [-Faltblittern und 13 «-Helices aufgebaut.
der sind die Dominen tiber einen Loop verbunden. Das aktive Zentrum befindet sich in
einem Kanal zwischen den beiden Dominen. Ein katalytischer His-Rest im HXXXD-
Motiv ist von beiden Seiten im Kanal zuginglich. Das DFGWG-Motiv befindet sich nicht

im aktiven Zentrum. Der His-Rest deprotoniert ein Sauerstoff- oder Stickstoffatom vom
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Akzeptorsubstrat und erlaubt somit einen nukleophilen Angriff auf den Carbonyl-
Kohlenstoff im Thioester vom CoA. So wird ein tetrahedrales Intermediat zwischen CoA
und Akzeptorsubstrat gebildet. Das Intermediat wird dann wieder reduziert. Daraus
tiert ein freies CoA und ein acylierter Ester oder acetyliertes Amid (Ma ez a/., 2005; D’Auria,
20006). Desweiteren lassen sich die Mitglieder der BAHD-Familie nach dem jeweiligen
strattyp oder den Bedingungen, unter denen die kodierenden Gene fiir diese Enzyme
viert sind, in funf Stimme einteilen (D’Auria, 20006). Tuominen ef /. (2011) aktualisieren
nach neuen phylogenetischen Untersuchungen die Stimme I, IIT und IV und fiigt noch die
Unterteilung in a und b hinzu. Das in dieser Arbeit untersuchte Enzym AtACT1
(Ag61160; EC 2.3.1.64) gehort demnach zu den BAHD-Enzymen Stamm Ia (Tuominen
¢t al., 2011) gemeinsam mit den Malonyltransferasen. Nagata e a/. postulierten 2005, dass
das Gen A#5g61160 aus A. thaliana fir eine Anthocyanin-5-aromatische Acyltransferase
(AAT) kodiere. 2007 stellten (Luo e al., 2007) fest, dass das Gen wahrscheinlich nicht fir
eine AAT kodiert, da die Genexpression unter hohen Saccharose-Bedingungen reprimiert
war. Andere AAT-Gene sind unter diesen Bedingungen aktiviert. 2009 veréffentlichen
Muroi et al, (2009) Enzymassays, die zeigten, dass .A#5g67760 fir eine der BAHD-
Acyltransferasenfamilie angehérenden, Agmatine N4-p-Cumaroyl-Transferase (AtACTT)
kodiert (Muroi ez al., 2009). Aline Jakobitz zeigte in ihrer Diplomarbeit 2009 gemeinsam mit
Tilo Libken und Thoma Vogt vom IPB Halle, sowie Elke Blum von der MLU Halle-
Wittenberg, parallel zu, dass rekombinante AtACT1 die Biosynthese von p-
Cumaroylagmatin und Feruloylagmatin, sowie p-Cumaroyl-und Feruloylputreszin mit p-
Cumaroyl-CoA oder Feruloyl-CoA und Agmatin bzw. Putreszin als Ausgangssubstrate

talysiert.

1.5.2. GCN5-Acyltransferasen
In Solanaceen gibt es ebenfalls BAHD-Acyltransferasen wie z.B. die Fettsdure-m-
Hydroxyacid/Fettsiure-Alkohol-Hydroxycinnamoyltransferase (FHT) in Kartoffelpflanz-
en, die Feruloyl-CoA auf -Hydroxypalmitinsiure Ubertrigt und somit an der
synthese beteiligt ist (Serra et al, 2010). Fur die Biosynthese von HCAAs in Solanaceen
wurde noch keine BAHD-Acyltransferase identifiziert. Als HCAA-Biosyntheseenzyme in S.
tuberosum wurde die StTHT identifiziert und charakterisiert (Hohlfeld e a/, 1995; Schmidt ez
al, 1999). Die Putreszin-N-Hydroxycinnamoyltransferase (StPHT; EC 2.3.1.138) ist
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falls als verantwortliches Enzym fir die HCAA-Biosynthese in Kartoffelpflanzen
ben (Pushpa ez al, 2013). Die StTHT gehort zur GCN5-Acyltransferase Superfamilie
(GNAT) und ist ein Homodimer (Schmidt, 1998). Bei der StPHT wurde bisher keine
ordnung zu einer Proteinfamilie getroffen, aber eine Zugehérigkeit zur BAHD-Familie
geschlossen, da kein HXXXD- und DFGWG-Motif in der Aminosduresequenz gefunden
wurde (Pushpa e al, 2013). Bakterielle GNAT-Enzyme sind sehr gut charakterisiert, bishin
zur Proteinkristallstruktur (Vetting ef al, 2005; Kuhn ez al, 2013; Srivastava e al., 2014).
Pflanzliche GNAT-Enzyme sind wenig beschrieben, neben der StTHT ist als Beispiel fir
pflanzliche GNAT-Enzyme noch eine Histon-H4-Acyltransferase (OsdIHAT1) aus Oryza
sativa identifiziert wurden (Song et al., 2015). Die Aminosiuresequenz der StTHT zeigt
e Homologie zur Sduger-Spermidin-/Spermin-Acetyltransferase (SSAT) (Lu e al., 1996;
Pegg, 2008; Bassard ez al, 2010). Eukaryotische SSATs, pflanzliche THTs und einige
robiell antibiotischen GNATSs haben zwei hoch konservierte Dominen mit vier Motiven
(A-D). Das RGFGIGS-Motiv (Motiv A) besitzt drei Aminosdurereste R-G-G, die essentiell
fur die Aktivitit der N-Acyltransferasen sind (Lu e 4/, 1996; Hickman e al, 1999,
vastava ¢f al., 2014). Dabei soll Domine I in die Acyl-CoA-Bindung involviert sein. Die
Domine II ist mit dem Polyaminsubstrat assoziiert (Hickman e @/, 1999). Das kann aber
nicht bei allen GNATS gezeigt werden (Dyda ez al., 2000; Kang e al., 2006). Der katalytische
Mechanismus lduft dhnlich ab wie bei den BAHD-Enzymen (1.5.1) tber ein tetrahedrales
Intermediat bei dem der Acylrest direkt auf den Amin-Akzeptor iibertragen wird. Hohlfeld
et al. (1995) beschreiben einen geordneten Bi-Bi-Mechanismus der StTHT aus
zellkultur. In der Literatur wurde auch iiber einen einen Ping-Pong-Mechanismus diskutiert,
bei dem der Acylrest erst auf einen Cys-Rest im Enzym tbertragen wird. Da dies aber zu
cinem kovalent gebundenen Acyl-Enzym-Intermediat fithren wiirde, dass jedoch nicht
nachgewiesen werden konnte, ist der geordnete Bi-Bi-Mechanismus wahrscheinlicher
(Hohlfeld et al., 1995; Dyda ez al., 2000).

Zur Substratspezifitit der THTs wurden viele Untersuchungen durchgefithrt. Die
tel-THT ist in P. znfestans infizierten Kartoffelblittern aktiviert und ist fiir die Kondensation
von Feruloyl-CoA und p-Cumaroyl-CoA mit Tyramin zu Feruloyltyramin und p-
Cumaroyltyramin verantwortlich, kann aber auch die Acyldonatoren Cinnamoyl-, Sinapoyl-
oder Caffeoyl-CoA und den Acylakzeptor Octopamin als Substrate  fir
reamide (HCAAs) nutzen (Schmidt e a/., 1999). Die HCAAs Feruloyl-octopamin, Feruloyl-
3“methoxy-octopamin, p-Cumaroyltyramin und Feruloyltyramin akkumulierten in
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winden und im Medium von Elicitor behandelten Kartoffelzellkulturen (Keller e a/, 1996;
Schmidt ez al., 1999; Back ez al., 2001).

Die Substratspezifitit der StTHT ist, sowohl aus Kartoffelzellkulturen isoliert als auch
rekombinant aus Escherichia coli , sehr breit. Das Substratspektrum umfasst Cinnamoyl-,
Sinapoyl-, Feruloyl- und p-Cumaroyl-CoA als Acyldonoren und Tyramin, Optopamin,
Dopamin und Noradrenalin als Acylakzeptoren (Hohlfeld e a/, 1995; Schmidt ez al., 1999).
Rekombinante THT aus Paprika (Capsium annuum) zeigt eine dhnliche Substratspezifitit,
arbeit aber nicht mit Dopamin und Noradrenalin als Acylakzeptorsubstrate (Back ef al.,
2001). Die Serotonin-N-Hydroxy-cinnamoyltransferase (SHT) aus Paprika hat mit der THT
aus Paprika 76% Sequenzidentitit und 82% Similaritit, trotzdem kann die THT keine
Acylgruppen auf Serotonin tbertragen, wihrend die SHT beides als Akzeptor nutzen kann,

Serotonin aber besser als Tyramin (Kang ez a/, 2000).

1.6. Zielstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der Acyltransferase AtACT1 (kodiert von .A#5967160)
und einem annotierten AtMATE-Transporter des zum AzACT7 koexprimierten Gens
ABg23550 in der Nichtwirts-Resistenz von A. thaliana gegen P. infestans aufzukliren.
Desweiteren sollte untersucht, ob die Expression von AzACT7T und AMATE in S.
tuberosum das HCAA-Muster in Kartoffelblittern verindert werden kann und welchen

Einfluss eine solche Verinderung auf die Pathogenabwehr hat.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien
2.1.1. Pflanzen
2111, Avrabidopsis thaliana

Der verwendete Arabidopsis-thaliana-Okotyp Columbia (Col-0) und Col-3 (g/7), sowie die
knock-ont-Linien act? SALK_097380 (genetischer Hintergrund Col-0), matel SALK-062231
(genetischer Hintergrund Col-0) und mare?2 GK_411D06 (genetischer Hintergrund Col-0)
stammen aus dem Saatgut vom European Arabidopsis Stock Centre (NASC) (Alonso e7 al.,
2003). Das Saatgut der knock out-Linie pen? (genetischer Hintergrund Col-3 (gl1)) wurde
freundlicherweise von Volker Lipka (Georg-August-Universitit, Gottingen) der
Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt. Das Doppelmutanten-Saatgut von act? matel und
pen actl stellte freundlicherweise Lore Westphal (IPB Halle) zur Verfugung und pen2 matel
ist wihrend dieser Arbeit entstanden. Alle Linien wurden vor ihrer Verwendung fiir

Experimente genotypisiert (s. 2.2.9.).

2112, Solanum tuberosum
Sowohls als Kontrollpflanzen fur alle Kartoffelexperimente als auch zur Generierung der
transgenen Kartoffelpflanzenlinien A2ACTT, AIMATE, p355-ACT-p355-MATE und p355-
ACTPSTLST-MATE wurde der Wildtyp Solanum tuberosum L. cv. Désirée verwendet, der
freundlicherweise von Eckhard Tacke (Bioplant GmbH, Ebstorf) zur Verfigung gestellt
wurde. Zusitzlich als  Kontrollpflanzen in allen Kartoffelexperimenten —dienten
Leervektorkontrollpflanzen welche von Angelika Weinel (IPB Halle) mit dem

Plasmidvektor pGPTV transormiert wurden.

2.1.2. Pathogen
2.1.21.  Phytophthora infestans
Fir Infektionsexperimente und zz-vitro-Inhibierungsansitze wurden Zoosporen eines P.-
infestans-Isolates Cra208m?2 verwendet, das stabil mit GFP (green fluorescent protein)
transformiert ist (Si-Ammour e al, 2003) und freundlicherweise von Felix Mauch
(Université de Fribourg, Schweiz) zur Verfigung gestellt wurde.
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2.1.3. Bakterien
Klonierungen wurde mit den E.-co/i-Stimmen DH5a, One Shot® TOP10 (life technologies
(Invitrogen), Darmstadt) oder One Shot® Machl™ (life technologies (Invitrogen,
Darmstadt) durchgefiihrt.
Fir die Transtormation von Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum und Nicotiana benthamiana

wurde Agrobakterium tumefaciens Stamm AGLO (Lazo ez al., 1991) verwendet.

2.14. Chemikalien
Chemikalien fiir molekularbiologische Arbeiten hatten Analysequalitit. Chemikalien und
Wasser die fur die Herstellung von Methanolextrakten und fiir LC/MS-Messungen
verwendet wurden hatten LC-MS-Qualitit. Fir alle anderen Laborexperimente wurde

Bidest-Wasser verwendet welches 20 min bei 121°C autoklaviert wurde.

2.1.5. Medien

Tabelle 1 Medien

Medium: Inhaltsstoffe: Verwendung:

2 MS 4,41 g/1 MS-Salze (Duchefa, Anzucht von sterilen
Haarlem, NL) Kartoftel-
6 g/l plant agar Meristemkulturen
20 g/1 Saccharose
pH 5,0

3 MS 4,41 g/1 MS-Salze (Duchefa, Stabile Transformation
Haarlem, NL) von Kartoffelblattern
0,5 g/1 MES mittels A. tumefaciens
30 g/1 Saccharose
pH 5,8

GMS 16 g/1 Glucose Grundlage fir Medien
0,5 g/1 MES FG75 und FG76
4,41 g/1 MS-Salze (Duchefa)
pH 5,8
(6 g/1 plant agar)

FG 75 K 1% Vitaminlsg. (s.u.) Spross-Induktion nach
0,25 g/1 Catbenicillin stabiler Transformation
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0,002 g/1 Zeatinriboside von Kartoffelblittern
0,02 mg/I1 NAA tels A. tumefaciens
0,02 mg/1 GA3
in GMS (s.0.)
0,05 g/1 Kanamycin

FG 76 K 1% (v/v) Vitaminlsg. (s.u.) Kallus-Induktion nach
0,1 g/1 Catbenicillin stabiler Transformation
0,1 mg/1 BAP von Kartoffelblattern
5 mg/l1 NAA mittels A. tumefaciens
in GMS (s.0.)

Vitaminl6sung 0,5 g/1 Nicotinsdure Kartoffelanzuchtmedien

0,5 g/1 Pyridoxin-HCl
1 g/1 Thiamin-HCl

2 g/1 Glycin
Hafer-Bohne-Medium |34 g/1 Bohnenmehl Kultivierung und
17 g/1 Hafermehl Zoosporenproduktion von
8,5 g/1 Saccharose P. infestans
15 g/1 Agar
LB 10 g/1 Bacto-Trypton Anzucht E. coli
5 g/1 Bacto-Yeast Extract
5 g/1 NaCl
(15 g/1 Agar)
YEB 5 g/1 Bacto-Beef Extrakt Anzucht  A.  tumefaciens
1 g/1 Hefe-Extrakt Anzucht
5 g/1 Bacto-Peptone
5 g/1 Saccharose
2 mM MgSO4
Rye A 60 g/1 Roggen (Bio-Anbau) In-vitro-Biotest
20 g/1 Saccharose Myzel-Wachstum
15 g/1 Agar von P. infestans
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2.2. Methoden
2.2.1. Nukleinsduren-Isolierungen
22.1.1.  DNA-Isolierung fir Amplifizerung von Genen aus genomischer DNA
Um genomische DNA aus Arabidopsis thaliana oder Kartoffel-Blattmaterial sehr rein zu
isolieren wurde das GenEluter Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich,

Deutschland) verwendet und nach dessen Protokoll isoliert.

2.2.1.2.  DNA-Isolierung fiir Genotypisierungen aus .A.-thaliana-Blattmaterial
Es wurden 1-2 Blitter ca. 6 Wochen alter Pflanzen in Schraubgefile (2 ml) mit Keramik-
Kigelchen (Ermil; 1,25-1,6 mm) geerntet und sofort in fliissigen Stickstoff eingefroren.
Gemorsert wurde das Blattmaterial unter flissigen Stickstoff mithilfe eines FastPrep-24T-
Homogenisators (MP Biomedicals, 6500 M/S; 2 X 20s). Die anschlieBende DNA-
Isolierung erfolgte nach der ,,Quickprep*“-Methode von (Weigel und Glazebrook, 2002).

221.3.  DNA-Isolierung fir Southernhybridisierungsanalysen
Dem gemorserten Blattmaterial (s. 2.2.1.2) wurde 1 ml Extraktionspuffer (100 mM Tris-
HCl, pH 8.0; 50 mM EDTA; 500 mM NaCl; 1.5% SDS (w/v)) zugegeben, gemischt und
fur 10 min bei 65°C im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul 5M
Kaliumacetat(ohne pH-Einstellung) wurde fir 10 min auf FEis inkubiert, 10 min
zentrifugiert (4°C, 20817Xg), der Uberstand abgenommen und in ein neues Reaktionsgefi3
Uberflihrt. Nach Zugabe von 800 pl Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol (25/24/1(v/v))-
Gemisch (Carl Roth, Karlsruhe) wurde 1 h bei RT geschwenkt. Dann wurde fir 5 min
zentrifugiert (15294Xg), die wissrige Phase abgenommen und diese mit 800 pl Isopropanol
(Carl Roth, Karlsruhe) gemischt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min bei 20817Xg und
anschlieBendem Waschen des Pellets mit 70%igem Ethanol (rein) wurde das Pellet in 15 pl
Wasser —aufgenommen. AnschlieBend wurde die DNA mit entsprechenden

Restriktionsenzymen nach Herstllerangaben geschnitten (s. 2.2.7).

221.4.  RNA-Isolierung fiir Northernhybridisierungsanalysen (Trizol-Methode
mit Hochsalz)

Gesamt-RNA  aus  _Arabidopsis  thaliana oder Kartoffel-Blattmaterial wurde nach

Chomczynski und Sacchi (1987) isoliert. Jedoch wurden beim Prizipitationsschritt statt 500
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ul Isopropanol nur 250 pl Isopropanol (Catl Roth, Karlsruhe) und 250 pl Hochsalzlésung
(0,8 M Na-Citrat; 1,2 M NaCl; (Carl Roth, Karlsruhe)) zugegeben.

221.5.  Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA

Die Auftrennung von DNA nach Fragmentlingen erfolgte in 1-2%igen (w/v) Agarosegelen
(Biozym LE Agarose, Biozym, Hessisch Oldendorf) in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris, 20
mM Essigsdure, 2 mM EDTA) nach (Deininger, 1990). Als GroBlenmarker diente Pstl
geschnittene A-Phagen-DNA fir DNA-Fragmentgroflen von 500 bp bis 10.000 bp. Fir
Fragmente unter 500 bp wurde GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, Thermo
Scientific; St. Leon-Rot) verwendet. Vor Beladen des Gels wurde den Proben DNA-
Probenpuffer (50% Glycerin (v/v), 120 mM EDTA pH 8,0; 20 mM Tris/HCI pH 8,0;
0,1% Bromphenolblau (w/v); Probe zu Puffer 5/1)zugegeben. Die Auftrennung erfolgte
je nach GelgroBie und Elektrophoresekammertyp bei 35V-90V.

Die Auftrennung von Gesamt-RNA fir Northernhybridisierung erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen in 1%igen (w/v) Agarosegelen (Biozym LE Agarose,
Biozym, Hessisch Oldendorf) mit 1x MEN-Puffer (200 mM MOPS, pH 7,0; 50 mM
Natriumacetat; 5 mM EDTA; 5% (v/v) Faormaldehyd) als Laufpuffer. 10 pug oder 20 pg
Gesamt-RNA wurden in Wasser geldst (Endvolumen: 18 pl). Dem wurde 5 ul RNA-
Probenpuffer (bestehend aus: Formamid (42,4% (v/v)); 10 X MOPS (28,2% (v/v));
Formaldehyd (13,6% (v/v)); Wasser (5,6% (v/v)); Glycetin (5,6% (v/v)); Bromphenolblau
(0,45% (v/v)) sowie 0,3 ul Ethidiumbromid (4M) zugegeben. Vor dem Auftragen auf das
Gel wurden die Ansdtze 5 min bei 65°C inkubiert. Die Gesamt-RNA wurde bei 80 V

aufgetrennt.
2.2.2. Southern-Blot fir Southernhybridisierung

Die nach GroBe aufgetrennten DNA-Fragmente im Agarosegel wurden 10 min in einem
Ethidiumbromidbad (0,8 ng/ml) markiert und anschlieBend neben einem fluoreszierenden
Lineal im Transilluminator fotografiert. AnschlieBend wurde das Gel 45 min in
rungslosung (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) geschwenkt, mit Wasser gewaschen und nochmals
45 min in Neutralisierungslosung (1,5M NaCL; 0,5 M Tris, pH 7,0) geschwenkt. Das
schlieBende Blotten erfolgte wie bei (Southern, 1975) und (Geerts ¢z al., 1994) und (Jansohn,
2007) beschrieben. Die kovalente Bindung der DNA an die positiv geladene
ran (Roche, Basel, cwsslinking) erfolgte durch UV-Strahlung (254 nm, 5% 8 W, UV

ker™ 1800, Stratagene, Heidelberg). Die Nylonmembran wurde dann mit der Oberseite
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nach Innen in ein Hybridisierungsréhre tiberfithrt und mit ca. 15 ml Hybridisierungspuffer
(0,9 M NaCl; 50 mM NaH2PO4; 5 mM EDTA; 0,1% SDS; 50% Formamid (v/v); 0,2%
PVP 40; 0,2% Ficoll 400; 0,2% BSA; 100 pg/ml hitzedenaturierte Heringssperma-DNA)
1 h bei 42°C im Hybridisierungsofen vorhybridisiert.

2.2.3. Northern-Blot fiir Northernhybridisierung
RNA-Transfer auf positiv geladene Nylonmembranen erfolgte anlago 2.2.2, jedoch ohne

Denaturierungs- und Neutralisierungsschritte.

2.2.4. Herstellung radioaktiv markierter Sonden und Hybridisierung

Als Sonde fur Northern- oder Southernhybridisierung dienten genspezifische DNA-
Fragmente. Diese wurden entweder mittels Restriktionsenzymen aus, das nachzuweisende
Gen enthaltender, Plasmid-DNA heraus geschnitten (s. 2.2.7) oder mittels genspezifischer
Primer tiiber PCR amplifiziert (s.). Die so gewonnen Fragmente wurden nach Auftrennung
im Agarosegel mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Im Weiteren
wurde die Sonde nach dem Protokoll des Amersham Megaprime DNA Labeling Sytem,
dNTP-Kit (GE Healthcare Life Sciencees, Freiburg) hergestellt. Als radioaktives Nukleotid
diente aP?-dATP (Hartmann Analytic, Géttingen). Die radioaktiv markierte Sonde wurde
zum Hybridisierungspuffer der vorhybridiserten Nylonmembran gegeben und fiir 24-72 h
bei 42°C im Hybrdisierungsofen hybridisiert.

2.2.5. Waschen der Nylonmembran und Storage Phospo-Sereen — Analyse
Nach der Hybridisierung wurde die Nylonmembran dreimal 20 min mit 3X SSC; 0,1 (v/v)
bei 65°C gewaschen und anschlieBend in Frischhaltefolie eingeschlagen und fiir 1 d - 7 d in
eine Metallkassette mit einem Storage Phosphor sereen gelegt. Das Auslesen der Signale auf
dem screen erfolgte mit dem Typhoon 9410 Variable Mode Imager oder Typhoon FLA 9500
(GE Healthcare Life Sciencees, Freiburg).

2.2.6. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Wenn nicht anders vermerkt, wurde folgendes Standard-Protokoll fiir PCRs verwendet:
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Tabelle 2 Standard-Protokoll fiir PCR mit Pfu-DNA-Polymerase und DreamTag-DNA-Polymerase (Fermentas Thermo

Scientific)
Komponente Volumen im 50 pl-Ansatz Endkonzentration im
Reaktionsansatz
H2O 36 ul .
Genomische DNA 1wl
oder Plasmid-DNA Opelre
10X PCR-Puffer 5u 1%
2 mM dNTPs 5u 200 uM
100 uM 5’-Primer 1wl 2 uM
100 uM 3’-Primer 1wl 2 uM
DNA-Polymerase 1Tul 1,5 U (DreamTaq); 0,75 U (Pfu)

Tabelle 3 Standard-Thermalprofil im Thermocycler fiir PCR mit Pfu-DNA-Polymerase und DreamTaq-DNA-Polymerase

(Fermentas Thermo Scientific)

Temperatur (°C) Zeit Zyklenzahl PCR-Schritt
94 2 min 1 Initialdenaturierung
94 20 sec Denaturierung
Primer Tm — 5 30 sec 30-40 Annealing
0 1 min/kb (DreamTaq) Verlingerung

2 min/kb (Pfu)
72 7 min 1 End-Verlingerung
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Tabelle 4 Standard-Protokoll fiir PCR mit Herculase II Fusion-DNA-Polymerase (Agilent Technologies Genomics)

Komponente: Volumen im 50 ul-Ansatz: Endkonzentration im
Reaktionsansatz:

H>O X ul zu Endvolumen 50 ul -
Genomische DNA Xl 100-400 ng genomische DNA
oder Plasmid-DNA 1-30 ng Plasmid-DNA
5% Herculase 11 10 ul
Reaktionspuffer X
25 mM dNTPs 0,5 ul 250 uM
10 uM 5’-Primer 1,25 ul 0,25 uM
10 uM 3’-Primer 1,25 ul 0,25 uM
DMSO Xul 0-8%
DNA-Polymerase Tul nicht angegeben

Tabelle 5 Standard-Thermalprofil im Thermocycler fiir Herculase II Fusion-DNA-Polymerase (Agilent Technologies Genomics)

Temperatur (°C) Zeit Zyklenzahl PCR-Schritt
95 1 min 1 Initialdenaturierung
95 20 sec Denaturierung
Primer Tm - 5 20 sec 30-40 Annealing
72 30 sec/kb Vetlingerung
72 3 min 1 End-Verlingerung

2.2.7. Restriktionsverdau
Die isolierte Plasmid-DNA wurde durch Restriktion mit drei verschiedenen Enzymen der
Firmen Fermentas Thermo Scientific oder New England BioLabs Gberpriift. Dafir wurden

1 U Restriktionsenzym und ca. 2 pg Plasmid-DNA in 20 ul eingesetzt.

2.2.8. Kreuzung der Arabidopsis thaliana-Mutanten pen2 und matel
Die Kreuzung von pen2- und mate1-Pflanzen erfolgte nach (Landtag, 2000).
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2.2.9. Genotypisierung von Arabidopsis thaliana-Mutanten

Alle in der Arbeit verwendeten A.-thaliana-Mutanten (s.2.1.1.1) wurden genotypisiert, um
das Arbeiten mit nicht homozygoten Pflanzen zu vermeiden. Daftir wurde DNA aus
Blittern wie unter 2.2.1.2 beschrieben isoliert. Die Mutation im PENZ2-Gen wurde mit
Hilfe eines CAPS-Markers (cleaved amplified polymorphic sequence) nachgewiesen (Lipka e al.,
2005). Nach Restriktionsverdau (s. 2.2.7) der PCR-Produkte mit dem Enzym Alwl konnte
zwischen Wildtyp- und Mutanten-Allel unterschieden werden (s. Anhang; 7.3.)

Alle anderen Mutanten waren SALK- oder GABI-KAT-T-DNA-Insertionslinien (act7,
matel) und wurden durch genspezifische Primer in Kombination mit Border-Primern (s.

Anhang; 7.3.) genotypisiert.

2.2.10. Klonierungen
2.210.1.  AzACT7-cDNA ohne Stoppkodon-Klonierung in pENTR

Die cDNA von A#5g61160 (A2ACTT) wurde aus der Plasmid-DNA des Klones pENTR-
AtACTT (Vektorkarte s. Anhang) tber PCR (s.2.2.6, Primer s. Anhang, 7.3.) ohne
Stoppkodon amplifiziert. Diese Plasmid-DNA war bereits durch voherige Arbeiten in der
Arbeitsgruppe  vorthanden . AnschlieBend wurden die PCR-Produkte durch
Gelelektrophorese in einem 1%igen (v/v) Agarosegel aufgetrennt und die DNA der 1356
bp groBen Bande mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Dieses
AtACT1-cDNA-0.S.-Fragment wurde in den pENTR™/D-TOPO®-Vektor (life
technologies (Invitrogen), Darmstadt) nach dem Protokoll des Herstellers kloniert. Hierzu
wurden 2 ul des Klonierungsreaktions-Ansatzes zu 50 pl chemikompetenter E. co/i DH5a-
Zellen (von Ulrike Smolka zur Verfiigung gestellt) gegeben. Nach 30 min Inkubation auf
Eis erfolgten 30 s Hitzeschock bei 42°C. Nach weiteren 5 min auf Eis wurde den Zellen
unter sterilen Bedingungen 250 pl LB-Medium zugegeben und anschlieBend bei 37°C fiir
ca. 1 h bei 150 rpm in einem Brutschrank inkubiert. Um Einzelkolonien zu erhalten,
wurden 20 pl und 100 pl auf Kanamycin-LB-Selektionsplatten (100 pg/ml Spectinomycin)
ausplattiert, und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.10.2.  AMATE-Klonierung in pENTR

Die ¢cDNA von A#3923550 (AtMATE) wurde aus der Plasmid-DNA des Klones U18345
(tair-Stock: 39862406; Vektor: pUNI51; Donor: Ronald Davis, Athanasios Theologis, Joseph
Ecker (SSP Consortium: Salk, Standford, PGEC)) tGber PCR (5.2.2.6., Primer s. Anhang,
7.3.) mit und ohne Stoppkodon amplifiziert. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte
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durch Gelelektrophorese in einem 1%igen (v/v) Agarosegel aufgetrennt und die DNA der
1410 bp bzw. 1407 bp groBlen Banden mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
den) isoliert. Diese DNA wurde, wie unter 2.2.10.1. beschtieben in pENTR™/D-TOPO®
kloniert und DHb5a-Einzelkolonien generiert. 2 pul des Klonierungsreaktions-Ansatzes
den dann zu 50 ul chemikompetenter E. /i DH5a-Zellen (von Ulrike Smolka zur
gung gestellt) gegeben. Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgten 30 s Hitzeschock bei 42
°C. Nach weiteren 5 min auf Eis wurde den Zellen unter sterilen Bedingungen 250 pl LB-
Medium zugegeben und anschlieBend bei 37 °C fiir ca. 1 h bei 150 rpm inkubiert. Danach
wurden 20 pl und 100 pl auf Kanamycin-LB-Selektionsplatten (50 pg/ml Kanamycin)

plattiert um Einzelkolonien zu erhalten und diese tiber Nacht bei 37°C inkubiert

2.2.10.2.1.  pENTR-AzACT7-cDNA 0.S.- und pENTR-AMATE-cDNA-Plasmid-
DNA-Praperation aus E. coli
AnschlieBend wurden 10 Einzelkolonien unter sterilen Bedingungen mit sterilen
Pipettenspitzen gepickt und “Minipriperationen” angimpft, d.h. jede Einzelkolonie wurde
zuerst auf eine LB-Master-Platte (50 pg/ml Kanamycin) gedippt und dann in 2 ml LB-
Medium (50 pg/ml Kanamycin) in  10-ml-Zellkulturrohrchen  (Greiner bio  one,
Frickenhausen) tberfiihrt. Die Zellukulturrohrchen und die beimpfte LB-Platte wurden
tber Nacht bei 37°C inkubiert, die ROhrchen zusitzlich bei 150 rpm im Inkubator
Richsitidtung der Plasmid-DNA der Ubernachtkulturen erfolgte nach dem Protokoll von
(Bimboim und Doly, 1979). Die Plasmid-DNA wurde mit unterschiedlichen
enzymen (Fermentas, Thermo Scientific; St. Leon-Rot) nach Herstellerangabe 2h bei 37°C
geschnitten (s. 2.2.7) und im 1%igen Agarosegel (v/v) aufgetrennt. Von Kolonien mit
rekten Plasmid-DNA-FragmentgréBen wurden gréBere Plasmid-Priperationen angesetzt.
Die Ubernachtkulturen wurden unter sterilen Bedingungen in 300-ml-Erlenmeyerkolben
angesetzt (50 ml LB-Medium mit 50 pug/ml Kanamycin). Das Animpfen erfolgte von der
LB-Master-Platte. Von der Ubernachtkultur (37°C, 150 rpm) wurde 1 ml steril entnommen
und mit 50%iger Glycerinlosung (v/v) gemischt und sofort in flussigen Stickstoff
ren und als Glycerinstock bei -80°C gelagert. Die restlichen 49 ml Ubernachtkultur wurde
in 50-ml- Schraubgefile (Greiner bio one, Frickenhausen) tiberfiihrt. Die Plasmid-DNA
wurde mithilfe eines QIAfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) nach dessen Protokoll
isoliert. Die Plasmid-DNA mit der Az24ACT7-cDNA o0.S.- bzw. AMATE-cDNA-Sequenz

wurde sequenziert (eurofins mwg/operon (Ebersberg)), um nur mit Plasmid-DNA
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zuarbeiten, die keinerlei Mutationen enthielt. Da sowohl der pENTR-Vektor als auch der
Zielvektor pGWB14 eine Kanamycinresistenzkassette hatten, wurde mit dem
enzym Pvull gespalten und die Fragmente anschlieBend mit Ethanol gefillt (Deininger,
1990). Da der Zielvektor fir A2ACT7-cDNA-0.S., pUBC-YFP-Dest (Grefen ez al., 2010),
eine Spectinomycinresitenzkassette enthalt (Vektorkarten s. Anhang 7.2), waren

onsspaltung und Ethanolfillung bei pPENTR-A£4CT7-cDNA-0.S. nicht notwendig.

2210.3. AtACT1- und AtAMATE-Klonierung in pGWB14
Der Entry-Klon pENTR-AzACT7-cDNA  (Vektorkarte s. Anhang 7.2)) war durch
vorangegangene Arbeiten in der Arbeitsgruppe vorhanden. Auch dieser Vektor wurde
sequenziert (eurofins mwg/operon (Ebersberg)), um eventuelle Mutationen in der cDNA-
Sequenz auszuschlieBen. Beide Entry-Klone pENTR-A24ACT7T und pENTR-AMATE
(siche 2.2.10.2) wurdenmittels Gateway® LR Clonase ™ II (life technologies (Invitrogen),
Darmstadt) in den Destinations-Vektor pGWB14 (Vektorkarten s. Anhang 7.2.) kloniert.
Das nach Herstellerprotokoll wurde dahingehend modifiziert, dass die Reaktion bei RT
statt fir eine Stunde, tiber Nacht inkubiert wurde. Nach Abstoppen der Reaktion mit 2 ug
Proteinase K wurden 1 pl Ligationsansatz verwendet, um wie unter 2.2.10.1 beschrieben
mittels DH5a-Einzelkolonien zu generieren. Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgten 30 s
Hitzeschock bei 42 °C. Nach weiteren 5 min auf Eis wurde den Zellen unter stetilen
Bedingungen 250 pl LB-Medium zugegeben und anschlieBend bei 37 °C fiir ca. 1 h bei 150
rpm im Inkubator inkubiert. Danach wurden 20 pl und 100 pl auf Kanamycin-LB-
Selektionsplatten (50 pg/ml Kanamycin) ausplattiert um Einzelkolonien zu erhalten und

diese uber Nacht bei 37°C inkubiert.

22.104. AtACT1-cDNA o.S. in pUBC-YFP-Dest
Die Entry-Klonen pENTR-A24ACT7-cDNA-0.S. (siche 2.2.10.1) wurden analog 2.2.10.3 in
den Destinations-Vektor pUBC-YFP-Dest (Grefen et al, 2010)Vektorkarten s. Anhang
7.2.) kloniert. Wie unter 2.2.10.1 beschrieben, wurden mittels DH5a Einzelkolonien
riert, die LB-Selektionsplatten enthielten statt 50 pg/ml Kanamycin 100 pg/ml
mycin., mit einer Ausnahme: die Reaktion wurde nicht fiir eine Stunde bei RT inkubiert,
sondern iber Nacht. Nach Abstoppen der Reaktion mit 2 pg Proteinase K wurden 1 pl
Ligationsansatz zu 50 ul chemikompetenter E. /i DH5a-Zellen (von Ulrike Smolka zur
Verfiigung gestellt) gegeben. Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgten 30 s Hitzeschock
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bei 42 °C. Nach weiteren 5 min auf Eis wurde den Zellen unter sterilen Bedingungen 250 pl
LB-Medium zugegeben und anschlieBend bei 37 °C fiir ca. 1 h bei 150 rpm im Inkubator
inkubiert. Danach wurden 20 ul und 100 pl auf Kanamycin-LB-Selektionsplatten (100
ug/ml Spectinomycin) ausplattiert um Einzelkolonien zu erhalten und diese tiber Nacht bei

37°C inkubiert.

2.210.5.  Golden-GATE-Klonierung von AtACT1 und AtMATE in pICH52292

Fir Golden-Gate-Klonierungen durften keine Bsal- oder Bpil-Restriktionsschnittstellen in
den zu klonierenden Genen vorhanden sein. Deshalb wurden alle entsprechenden
Schnittstellen in AzACTT und AMATE still gelegt, indem mit Primern eine Standard-PCR
mit der Polymerase Pfu (siche 2.2.1.) durchgeftihrt wurde, die die Schnittstelle iiber die
Wobbleposition im Codon austauschten, ohne eine Mutationen in der Aminosduresequenz
zu verursachen. Man erhielt dann jeweils drei Sequenzfragmente pro Gen, die einen
spezifischen Ubetlapp von 4 bp und gleichzeitig an beiden Enden die Erkennungssequenz
fir das Restriktionsenzym Typ IIS Bpil (Fermentas Thermo Scientific, St. Leon-Rot)
auswiesen. Fur AMVATE wurde neben der cDNA auch das erste Intron amplifiziert. Die
Klonierungsschritte: Level 0, Level 1 und Level 2 erfolgte nach den Protokollen von Engler
et al. (2009) und (Weber e al, 2011) und mit den angegeben Vektoren des folgenden
Klonierungsstrategieplanes (Abb. 1, Vektorkarten: S. Anhang).

Die Vektoren fir die Klonierung wurden freundlicherweise von Sylvestre Marillonnet (IPB,

Halle) zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 6: Golden-Gate-Klonierungsstrategie fiir die Transformation von p35S-ACT-pSTLS1-MATE und p35S-ACT-p35S-
MATE in Solanum tuberosum. ACT - AtACT1-Gen; MATE - AMATE-Gen; kan — Kanamycin-
Resitenzkassette; Nos p — Nopalinsynthase-Promotor; 355 — CaMV 35S-Promotor; STLS1 — Blatt spezifischer
Promotor aus S. solanum (Stockhaus ez a/, 1989); Q — 5°“untranslatierte Sequenz (Omega-Sequenz); Nos t —
Nopalinsynthase-Terminator; 35S t - CaMV 358-Terminator; ocs — Octopaminsynthase-Terminator; L3E — end-

linker fiir drei klonierte Elemente

2.2.11. Transtormation von kompetenten A. tumefaciens AGL-0-Zellen
Die Transformation von _Agrobakterium-tumefaciens-AGL-0-Zellen mit pGWB14-A424CTT,
pGWB14-AMATE, plCH52292-p355-ACT-p35S-MATE oder plCH52292-p355-ACT-
pSTLS1-MATE erfolgte nach (Hofgen und Willmitzer, 1988).

2.2.12. Plasmid-DNA-Isolierung aus A. tumefaciens
Zur Uberpriifung der Transformation von A. fumefaciens mit dem entsprechenden Plasmid
wurde die Plasmid-DNA tber das QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) mit
genden Abweichungen vom Protokoll durchgefiihrt: Nach Zugabe von Puffer P2 wurde 5
min bei RT inkubiert, nach der Zugabe von Puffer N3 wurde 20 min zentrifugiert (17900
Xg). Die Elution erfolgte mit 21 pl 70°C heilem Wasser, wobei 20 pl fir einen Verdau mit
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entsprechenden Restriktionsenzym eingesetzt wurde und 1 pl fiir eine eventuelle PCR mit

spezifischen Primern, wenn der Restriktionsverdau nicht funktioniert hatte.

2.2.13. Stabile Transformation von Kartoffelpflanzen mit A. tumefaciens
Mit den Klonierungsprodukten aus 2.2.10 in A. fumefaciens wurden Kartoffel-Wildtyp-
pflanzen aus der Meristem-Sterilkultur transformiert. Mit folgenden Anderungen wurden
die Kartoffel-Blatt-Transformationen nach (Feltkamp e a/, 1995; Rocha-Sosa et al., 1989)
durchgefiihrt. Die entsprechende Agrobakterienkultur wurden zwei Tage in 20 ml YEB-
Medium (s. 2.1.5) mit entsprechendem Antibiotikum bei 28°C und 130 tpm im Inkubator
angezogen. Anschliefend in ein steriles 50-ml-Schraubgefil3 tberfithrt und 10 min bei 2057
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 20 ml 10 mM steriler
MgSO4-Losung resuspendiert und erneut 10 min bei 2057 Xg, zentrifugiert. Wieder wurde
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 10 ml 3MS-Medium (s. 2.1.5) durch
Schwenken auf FEis gelést und verblieb dort bis zum weitern Gebrauch. Von
pflanzen aus der Meristem-Sterilkultur wurden dann 5-6 Blitter mit dem Skalpell
schnitten und mit der Blattoberseite nach unten auf steriles, in 3MS-Medium getrinktes
Filterpapier gelegt. Mittels Skalpell wurde der Stengelansatz entfernt., AnschlieBend wurde
die Blattfliche4-5 mal Gber die Mittelrippeeingeritzt und danach die Blitter mit der
te nach unten in Petrischalen mit 10 ml 3MS-Medium gelegt und 100 pl
pension zum Medium gegeben. Pro Transformation wurden sechs Petrischalen angesetzt.
Diese wurden mit Aluminiumfolie umwickelt und zwei Tage in der Phytokammer unter
Meristem-Sterilkulturbedingungen inkubiert (s. 2.2.19). Die Blitter wurden aus der
ensuspension kurz auf steriles Filterpapier gelegt und danach, wiederum mit der Unterseite
nach oben, in Plastiktopfe (OS80Box/green filter, 0 90 mm Boden, ¢ 115 mm Deckel,
he 80 mm; Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande), die ca. 100 ml Kallus induzierendes
FG76 K-Medium (s. 2.1.5) enthielten, tberfithrt. Die Inkubation erfolgte ab diesen
punkt in der Phytokammer unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 20°C, ~150 pE m?2 s,
8 h Dunkel, 18°C). Nach einer Woche wurde auf Spross-induzierendes FG75 K (s. 2.1.5)
umgesetzt und von da an im 14-tdgigen Rhythmus auf frisches FG75 K, bis die Sprosse
grof} genug zum Abschneiden und Umsetzen auf 2MS-Medium mit Kanamycin (s. 2.1.5)
waren. Bekamen die Sprosse dann Wurzeln, konnten sie alle zwei bis vier Wochen auf

2MS-Medium ohne Selektions-Antibiotikum gesetzt werden. Zur Uberpriifung ob die
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Transformation der Kartoffelpflanzen erfolgreich war wurden Northen- und

ridisierungsanalysen (s. 2.2.2 ff.) durchgefthrt.

2.2.14. Transiente Transformation von Tabakpflanzen mit A. tumefaciens
Die Transformation von Niotiana benthamiana fir die transiente Expression von pUBC-
AtACTT-YFP erfolgte unter Coexpression von mCherry-Plasmamembranmarker pm-rk
CD3-1007 (Nelson et al., 2007) nach Van den Ackerveken ef a/. (1996) und Marois e al.

(2002) durch die Infiltration der Blitter mit nadellosen Spritzen (1 ml).

2.2.15. Transformation von Arabidopsis-Protoplasten
Die Priparation und Tansformation von Mesophyll-Protoplasten erfolgte durch Dr.
Lennart Eschen-Lippold nach dem Protokoll von (Yoo e al, 2007). Zur Transformation
wurden 10 pg pUBC-A24CT70.S.-YFP-Plasmid-DNA pro 100 ul Protoplasten-Suspension

eingesetzt.

2.2.16. Konfokale Laserscan-Mikroskopie
Die Aufnahmen der YFP- und mCherry-Fluoreszenz (siche 2.2.14.) erfolgte mit einem
inversen Konfokalmikroskop LSM 710 und der zugehdrigen Software ZEN2009 (Zeiss,
Jena). Die Angregung erfolgte durch einen Argonlaser mit einer Anregungswellenlinge
fur YFP von Agy = 514 nm und fiir mCherry Agy = 594 nm. Die Detektion der YFP-

Emission erfolgte bei Agy = 520-578 nm und die von mCherry bei Ag, =598-643 nm.

2.2.17. Zoosporengewinnung von P. znfestans
Die Erhaltung der Dauerkulturen von P. znfestans und das Animpfen der Erlenmeyerkolben
(50 ml) mit Hafer-Bohne-Medium (s. 2.1.5) fiur die Infektionsexperimente wurde
cherweise von Andreas Matern, Marina Haulller oder Lore Westphal tbernommen.
dem die Kolben 11 d mit P.-infestans-Myzel iberwuchsen, wurde bei jedem Kolben das
zel mit 4 ml Wasser tiberschichtet und die Kolben anschlieBend zum Sporulieren fiir 3,5 h
in die Kihlkammer (4°C) gestellt. Die Kolben lagen dabei schrig, damit das Myzel mit
Wasser benetzt war. AnschlieBend wurden die Sporensuspensionen der einzelnen Kolben

vereinigt und iber eine doppelt gelegte feinmaschige Gaze (PE-Gewebe, 20 um
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Be) auf Eis filtriert. Die Sporenkonzentration wurde durch Uberpriifung der Sporenzahl
tber eine Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer oder ein Luna-Zellzihlgerit (logos biosystems,

Annandale, VA, USA) eingestellt.

2.2.18. Gewinnung von P.-infestans-Sporangien
Auch hier wurden 11 d altes P.-infestans-Myzel auf Hafer-Bohne-Medium verwendet. Das
Myzel wurde mit 8 ml Wasser tberschichtet, der Kolben kurz und kriftig geschuttelt und
dann das Wasser mit den Sporangien vorsichtig in einen Kolben auf Eis tberfiihrt. Die
Sporangienkonzentration im Wasser wurde Uber eine Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer

bestimmt und mit Wasser auf die erforderliche Konzentration verdunnt.

2.2.19. Kulturfihrung der Kartoffel-Meristem-Sterilkultur
Fir stabile Transformationen von Kartoffelpflanzen und zur Erhaltung und Vermehrung
der Kartoffellinien wurden die Linien in Meristem-Sterilkulturen auf MS-Medium
(Murashige und Skoog, 1962) mit Carbenicillin oder Cefotaxim (500 mg/1) gehalten. Alle
vier Wochen wurden unter sterilen Bedingungen die Sprossspitzen von 4 Kartoffelpflanzen
mit dem Skalpell abgeschnitten und mit einer Pinzette in einen Plastiktopf (OS80Box/green
filter, o 90 mm Boden, o 115 mm Deckel, Hohe 80 mm; Duchefa Biochemie, Haatlem,
Niederlande) der ca. 100 ml MS-Medium enthielt umgesetzt. Nach einer Woche in der
Phytokammer unter Langtagbedingngen (16 h Licht, 20°C, ~150 uE m2 s'; 8 h Dunkel,
18°C) bekamen die Sprossspitzen Wurzeln und nach ca. drei Wochen konnten die Pflanzen

in Erde ausgetopft oder zur Vermehrung genutzt werden.

2.2.20. Probennahme fir LC/MS/MS-Messungen von A. thaliana
A. thaliana Wildtyp-Linien wurden als Kontrolllinen im Vergleich zu den knock out-Linien
actl, matel, mate2, matel actl, pen2, pen2 actl, pen2 matel verwendet. Die Aussaat erfolgte
rallel auf dampfsterilisiertem Einheitserde-Vermiculit-Gemisch (3:1). Nach zweitdgiger
Stratifizierung (dunkel, 4°C) etfolgte die Anzucht der Pflanzen in einer Phytokammer unter
Kurztagsbedingungen (8 h Licht, ~150 uE m? s', 16 h Dunkel, 22°C, 60% rel.
tigkeit). Nach sechs Wochen wurden die Pflanzen mit einer P.-infestans-Zoosporen-
Suspension  (Konzentration: 5X105 Zoosporen/ml) inokuliert. Diese Zoosporen-

Suspension war ein Sterilfiltrat der P.-znfestans-Zoosporen-Suspension oder Wasser, das sich
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zuvor 3,5 h auf Hafer-Bohne-Medium (s. 2.1.5) befand. Jede Pflanze wurde mit 30X10 ul
des jeweiligen Inokulums (5X10 pl pro Blatt, je 6 Blitter pro Pflanze) behandelt. Nach 24 h
Inkubation in einer Phytokammer unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 20°C, ~150 pE
m?2 s, 8 h Dunkel, 18°C, 60% rel. Luftfeuchtigkeit) wurden die 30 Tropfen des Inukulums
pro Pflanze abgenommen und vereinigt. Zusitzlich wurde ein Blatt pro Pflanze geerntet,
welches vorher mit funf Tropfen inokuliert war. Alle Proben wurden sofort in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C gelagert.

2.2.21. Probennahme fur LC/MS/MS-Messungen von S. tuberosum
Drei Wochen alte Kartoffelpflanzen (transgene ALACTT-; AMATE- oder AtACTT-
AMATE- exprimierende, sowie Kontrollpflanzen Desirce (Wildtyp) und Leervektor-
Pflanzen pGPTT’) wurden aus der Meristem-Sterilkultur (s. 2.2.19) in Topfe mit
gedimpftem Erde-Sand-Gemisch (1:1) umgesetzt und unter Langtagbedingungen (16 h
Licht, 20°C, ~150 pE m? s, 8 h Dunkel, 18°C, 60% rel. Luftfeuchtigkeit) in einer
Phytokammer angezogen. Nach drei Wochen wurden drei Blitter der oberen Blattetagen
mit einer P.- infestans-Zoosporen-Suspension (s. 2.2.17., Konzentration: 1*¥10°> Zoosporen *
ml) , z. Teil einem Sterilfiltrat der Phytophthora infestans Zoosporen-Suspension oder Wasser,
welches sich zuvor 3,5 h auf Hafer-Bohne-Medium (s. 2.1.5) befand, inokuliert (je Blatt 10
X 10 pl Inokulat auf die Blattunterseite. Die infizierten Blitter wurden sofort mit einem
Rotilabo-Kordelzugbeutel (160 mm X 240 mm, Carl Roth, Karlsruhe) umhdllt, um die
notwendige Luftfeuchtigkeit fir die P.-infestans-Zoosporenkeimung und ein Verdunsten des
Inukulums zu verhindern. Nach 24 h wurden die 30 Tropfen des Inukulums pro Pflanze
abgenommen und vereinigt. Zusitzlich wurden 12 Blattscheiben () 6 mm, 4 pro Blatt)
mithilfe eines Korkbohrers ausgestanzt und in Schraubgefilien (2 ml) mit Keramik-
Kigelchen (Ermil; 1,25-1,6 mm) vereinigt. Alle Proben wurden sofort in flissigem

Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C gelagert.

2.2.22. L.C/MS/MS-Messungen
Arabidopsis-Blitter oder Kartoffel-Blattscheiben wurde unter flissigen Stickstoff in
Schraubgefiflen (2 ml) mit Keramik-Kugelchen (Ermil; 1,25-1,6 mm) gemorsert (FastPrep-
24™.-Homogenisator, MP Biomedicals, 6500 M/S; 2X20s). Danach wurde pro 100 mg
Pflanzenbiomasse 200 ul Methanol/Wasser (80/20 (v/v)) zugegeben und erneut 2X20s bei
6500 M/S gemischt. Nach 15 min Ultraschallbad bei 20°C wurden die Proben fiir 5 min

zentrifugiert (20817 Xg, 4°C). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefil3
43



Einleitung

dorf; 1,5 ml) dberfithrt und auf Eis gestellt. Zum Sediment wurde nochmals
nol/Wasser (80/20 (v/v), 200 ul/100 mg Biomasse) zugegeben, gemischt, mit Ultraschall
behandelt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde zum ersten Uberstand tiberfiihrt und die
vereinigten Uberstinde wurden zentrifugiert (5 min, 20817 Xg, 4°C). Uber einen PTFE-
Filter (0,22 uM PorengréBe, Whatman) wurden die Uberstinde in HPLC-GefiB3e
glas, 0,3 ml, Chromacol LTD) transferiert.

Die nach 24 h gesammelten Tropfenproben wurden 10 min zentrifugiert (20817 Xg, 4°C)
und direkt in HPLC-MikrogefiB3e (Amber Glass Qsert screw Top Vial, Waters) tiberfiihrt.
Die chomatographische Trennung der Metaboliten erfolgte mit einem Acquity UPLC-
System (Waters, Eschborn) an einer HSS T3 (100 X 1,0 mm, Partikelgrof3e 1,8 um, Waters,

Eschborn). Das Injektionsvolumen betrug 5 pl.

Tabelle 6 Programm der UHPLC-Gradiententrennung.
Laufmittel A: Wasser mit 0,1 % (v/v) Ameisensiure

Laufmittel B: Acetonitril mit 0,1 % (v/v) Ameisensiure

Zeit [min] Volumen [mL] A [%] B [%0]
0 0 95 5
1 0,15 95 5
5 0,6 75 25
10 0,75 5 95
12 0,3 5 95
12,1 0 95 5
15 0,435 95 5

Die eluierten Substanzen wurden in einem Bereich von m/z = 50-1000 mittels eines
koppelten mictOTOF-Q II Hybrid Quadrupol #me-of-flight Massenspektrometers (Bruker
Daltonics)mit Apolloll Elektrospray-lonen-Quelle vermessen. Die Detektion erfolgte
wohl im positiven als auch bei einigen Experimenten im negativen lonisierungsmodus:
Sprayergas: Stickstoff: 1,2 bar; Trockengas: Stickstoff, 8 I./min, 190°C; Kapillare: —4500 V;
end plate offset: -500 V; funnel 1 RF, 200 V; funnel 2 RF, 200 V; in-source CID energy: 0
V; hexapole RF: 100 V; quadrupole ion energy: 5 eV; Kollisionsgas: Stickstoff;
nergie: 8 eV; collision RF: 120 V (timing 50/50); transfer time, 70 us; pre pulse storage, 4
us; pulser frequency, 10 kHz; spectra rate, 2 Hz. Die MS-Chromatogramme wurde im
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Centroid Modus aufgezeichnet. Die Kalibrierung erfolgte iiber Lithiumformiat-Cluster-
Ionen nach automatischer Injektion von 20 uwl 10 mM LiIOH in
nol/Wasser/ Ameisensiure (49,9/49,9/0,2 (v/v/v)) bei einer Retentionszeit von 12 min
tber ein Nebenventil.

MS-Rohdaten wurden mittels CompassXport (http://www.bdal.de) ins mzData-Format

konvertiert anschlieBend . Fur die Prozessierung mittels XCMS (http://bioconductot.org/

packages/release/bioc/html/xcms.html) wurden folgende Parameter verwendet: snthr=>5,

method='centWave', ppm=25, peakwidth=c(5,12), snthr=snthr, verbose.columns=F,
scanrange=c(50,1020), prefilter=c(3,500), Daten gruppieren: minfrac = 0.75, bw = 5,

mzwid = 0.05, max = 20.

2.2.23. Identifizierung von Metaboliten
Die Identifizierung der Hydroxyzimtsiureamide p-Cumaroylagmatin und p-Cumaroyl-
putreszin erfolgte sowohl iber manuelle Interpretation der MS/MS-Spektren von m/z
277,00 (isol. Width 2; collision energy, 15 eV; in-source CID energy, 0 V; acq. Factor 1.0)
als auch tber den Vergleich der Fragmentpeaks mit verschiedenen Massendatenbanken
tber die Metaboliten-Identifizierungs-Software MetFrag (msbi.ipb-
halle.de/MetFrag/MetFragIPB.iface) und MetFusion (msbi.ipb-halle.de/MetFusion/).
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Abbildung 7: MetFrag-Eingabe fur Fragmentpeaks die nach MS2-Messungen erhalten wurden. Peaks: - m/z und Peakintensititen der

erhaltenen Fragmente; Score — Wahrscheinlichkeit das Fragmentmuster zu der hier gezeigten Struktur von p-

Cumaroylagmatin gehért (0.0 = sehr unwahrscheinlich; 1.0 = sehr wahrscheinlich)

Fir p-Cumaroylagmatin wurde zusitzlich ein synthetischer Standard zur Identifizierung

und Quantifizierung genutzt. Bei jeder Messreihe wurden p-Cumaroylagmatin-Standards der

Konzentrationen 0,1 uM; 1 uM; 5 uM; 10 uM; 20 uM; 50 uM; 75 uM und 100 uM in

HPLC-Vials gefillt und zwischen den biologischen Proben vermessen. Daraus wurde zu

jedem Experiment eine seperate Eichgerade erstellt (Diagramm 1), anhand derer die p-

Cumaroylagmatingehalte quantifiziert wurden.
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Abbildung 8: Beipiel einer p-Cumaroylagmatin-Eichgerade welche zu jeder LC-MS-Messreihe erstellt wurde. Per UHPLC-ESI-
QTOF-MS wurde in Wasser gel6stes p-Cumaroylagamtin in den Konzentrationen 0,1 pM; 1 uM; 5 uM; 10 uM; 20 uM;
50 uM; 75 uM und 100 uM vermessen (X-Achse) (n=2). Die Y-Achse zeigt die Peakintensititen von /3 277.1659.

Uber die von Microsoft Excel errechnete Anstiegsgleichung der Trendlinie wurde quantifiziert.

2.2.24. Relative Quantifizierung von P.-infestans-Biomasse

Die Anzucht der Kartoffelpflanzen erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie bei 2.2.20.,
allerdings wurden drei Blitter der oberen Blattetagen mit je 6 X 10 ul P.-infestans-
Zoosporen-suspension mit einer Konzentration von 1X105/ml Zoosporen inokuliert und
tir drei Tage unter Kodelzugbeutel inkubiert.

Um Unterschiede im Wachstum von P. infestans aut Wildtyp- und transgenen
Kartoffelpflanzen bestimmen zu kénnen, wurde von drei inokulierten Blittern pro Pflanze
die Infektionsstellen (gesamt 18) mit einem Korkbohrer () 6 mm) ausgestanzt und in
Schraubgefifien (2 ml) mit Keramik-Kigelchen (Ermil; 1,25-1,6 mm) vereinigt. Eine
relative Quantifizierung iber quantitative rea/ #zme PCR (qPCR) erfolgte dann nach (Eschen-
Lippold ez al., 2007).

2.2.25. In vitro-Inhibierungsassay von p-Cumaroylagmatin auf P.-infestans- Myzelwachstum
Der Einfluss von p-Cumaroylagmatin und steril filtriertem P.-infestans-Inokulum, das 24 h
auf A. thaliana —Blattoberflichen von Wildtyp und &nock out-Linien (s. 2.1.1.1) war, wurde
nach (Eschen-Lippold e al, 2009) bestimmt, mit folgenden Ausnahmen: Die Versuche
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wurden in 48 Well-Platten (greiner bio-one, Frickenhausen) durchgefithrt. 100 pl. P.-
infestans-Sporangiensuspension (1Xx10* Sporangien /ml, s. 2.2.18) auf 900 pl RyeA-Medium
(s. Tab. 1), wurde nach 24 h pro Well 20 ul p-Cumaroylagmatin (in H>O) in den
tionen 10 uM, 100 uM oder 1 mM zugegeben, oder 20 ul steril filtriertes P.-infestans-
Inokulum (wie oben beschrieben). Als Positivkontrolle diente 1 mM Oxocrotonat C16
(enthielt 1,25 % DMSO (v/v)), das freundlicherweise von Alexander Otto, IPB Halle zur
Verfigung gestellt wurde. Lésungsmittelkontrollen waren Wasser und DMSO (Catl Roth,
Karlsruhe). Die emittierte Fluoreszenz des GFP-transformierten P. znfestans (s. 2.1.2.) wurde
alle 24 h Gber finf Tage mit einem Plattenlesegerit (Cytofluorll, Biosearch, Bedford, MA,
USA) bestimmt mit einer Extinktionswellenlinge von 485/20 nm, einer

linge von 530/30 nm, ohne Schwenken mit 10 Messungen/Well.

2.2.206. P.-infestans-Zoosporen Inhibierungs-Assay
Zur Untersuchung des Einflusses von p-Cumaroylagmatin und steril filtriertem P.-znfestans-
Inokulum, das 24 h auf A.-thaliana —Blattoberflichen von Wildtyp und &nock-out-Linien (s.
2.1.1.1) war, wurde in braunen Eppendorf-Reaktionsgefillen 50 wl P.-infestans-Zoosporen-
suspension (s. 2.2.17) mit einer Konzentraton von 3X10> Sporen/ml und 50 pl p-
Cumaroyl-agmatin (2 mM, 200 uM oder 20 uM) bzw. Inokulum von A. thaliana Col-0,
matel odet actl gemischt. Die Ansitze wurden fiir 24 h bei 4°C inkubiert (Eschen-Lippold
et al, 2009). AnschlieBend wurden die Proben in eine Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer
gegeben und unter einem Mikroskop (Nikon AZ 100 Multizoom, Nikon Instruments) bei
Durchlicht und finffacher VergroBerung an 14 verschiedenen Stellen in der Zihlkammer
fotografiert. Spiter wurden die Fotos am PC ausgewertet, indem gekeimte Zoosporen und
nicht gekeimte Zoosporen gezdhlt wurden. Als gekeimte Zoospore galt, wenn der
Keimschlauch gréBier als der Durchmesser der Spore war. Der 7 vitro-Thibierungsassay mit
Inokulum von Kartoffelpflanzen wurde bei dem Temperaturoptimum fir die

Zoosporenkeimung bei 15°C durchgefiihrt.

2.3. Statistische Signifikanzberechnungen von Messwerten

Alle Werte wurden einem Studentschen t-Test in Microsoft Excel (2007, 2010, 2013) unter
Verwendung folgender Formel: TTEST (Matrix1; Matrix2; 2; 3)
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Als signifikant unterschiedlich wurden Werte eingestuft, wenn der Signifikanzwert (p-Wert)
kleiner 0,05 war. Wenn nicht anders angegeben, wurden bei allen Versuchen mindestens
drei unabhingige Experimente durchgefithrt. In Diagrammen wurde der p-Wert

folgendermallen angegeben:

Tabelle 7 Signifikanzen

P-Wert Signifikanz

>0,05 nicht signifikant (ns)

0,01-0,05 *
0,001-0,01 **
<0,001 ok

Bei Experimenten, bei denen mehrere Variablen miteinander verglichen werden sollten,
wurde eine one-way ANOVA  (Varianzanalyse) mit dem Programm  Prism

(http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/) und nach dessen Anleitung

durchgefiihrt. Auch hier wurden Werte als signifikant unterschiedlich betrachtet, wenn der
P-Wert kleiner 0,05 war. Dieser signifikante Unterschied wurde durch unterschiedliche

kleine Buchstaben im Diagramm deutlich gemacht.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression von AtACTT und AIMMATE in A. thaliana

Die Gene A2ACTT und AtMATE waren von Interesse, weil sie in Miroarray-Analysen nach

Inokulierung mit P. infestans in A. thaliana aktiviert waren ( Abbildung 9B). Beide Gene

wurden nach sechs, zwolf und 24 Stunden exprimiert. Die stirkste Aktivierung war nach

sechs Stunden festellbar und nahm nach zwolf und 24 Stunden wieder deutlich ab (

Abbildung 9B). Im AttedII-Coexpressionsnetzwerk (www.atted.jp) von A. thaliana hatte das
Gen AMATE (A#3¢23550) die kiirzeste Verbindung zu AzACTT (At5¢67160) und war

somit im Vergleich zu den anderen Genen im dargestellten Netzwerk am stirksten zu

AtACTT coexprimiert ( Abbildung 9A). Das Gen A#3¢23550 kodiert laut Annotierung fir

einen MATE (multidrug and toxic compound exctrusion)-Transporter(www.arabidopsis.org).
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Abbildung 9: A) Atted II-Coexpressionsnetzwerk des Az4CT7-Gens (At5g61160, gelbe Markierung). Das stirksten
coexprimierte Gen AMATE (At3g23550, rote Umrandung) hat den kiirzesten Abstand zu AzACT7. www.atted.jp
B) Expression der Gene ALACTT (@) und A2MATE (@) 6h, 12h und 24h nach Inokulierung mit P. infestans in A.—

thaliana-Wildtyp-Blittern. Abbildung aus www.genevestigator.com

3.2. Subzelluliare Lokalisation von AtACT1 in A. thaliana

Laut SLP-Local-Annotierung und  The Arabidopsis  Information — Resource  (TAIR,

www.arabidopsis.org) sollte das Enzym AtACT1 im Zytosol oder Nukleus lokalisiert sein.
Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde die cDNA ohne Stoppkodon zunichst in den
Entry-Vektor pENTR (2.2.10.1) und spiter tiber eine Gateway LR Clonase in den biniren
Vektor pUBC-YFP-Dest (Grefen ez al, 2010; 2.2.10.4) kloniert, um AtACT1 mit YFP
(vellow fluorescent protein) zu fusionieren und transient sowohl in Nicotiana-benthanriana-Blittern
als auch in A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten (durch Dr. Lennart Eschen-Lippold) zu

exprimieren.

3.2.1. Transiente AtACT1-YFP Expression in Nicotiana benthamiana
Zur subzellularen Lokalisierung wurden Agrobakterien (A. tumefaciens) mit pUBC-A2ACTT-
YFP-Plasmid-DNA transformiert. AnschlieBend wurde das Protein in N. benthamiana
transient exprimiert. Unter dem dem invers konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop sah man
unter der Anregungswellenlinge A=514 nm fiir das AtACT1-YFP-Protein (Abbildung 10,
A) eine Fluoreszenz im Zytosol und um den Zellkern. Zur besseren Unterscheidung der
Zellkompartimente wurde der mCherry-Plasmamembranmarker pm-rtk  CD3-7007
(Plasmamembran, rote Fluoreszenz, Kanamycinresistenz, Nelson ez al., 2007) koexprimiert
(Abbildung 70, B). Die Uberlagerung der Aufnahmen YFP, mCherry und Hellfeld
(Abbildung 10, D) zeigte einige Bereiche, in denen AtACT1-YFP (gelb) nicht mit dem
Plasmamembranmarker (rot) kolokalisierte, aber auch Bereiche in denen sie kolokalisierten
(orange). Keine Kolokalisation war um den Zellkern zu sehen. Das sprach dafir, dass

AtACT1 im Zytosol lokalisiert ist, aber sehr nahe der Plasmamembran.
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Abbildung 10: Subzellulare Lokalisierung des AtACT1-YFP-Proteins in N. benthamiana. N. benthamiana-Blitter wurden mit pUBC-
AtACTT1-YFP-Plasmid-DNA ~ und ~ mCherry-Plasmamembranmarker ~ pm-rk CD3-1007-Plasmid-DNA
transformierten A.-fumefaciens-Suspensionen infiltriert. Nach 48-72h wurden Fluoreszenzsignale des Fusionsproteins
AtACT1-YFP und des Markerproteins pm-rk durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie detektiert. A: YFP-
Fluoreszenz von AtACT1-YFP, Anregung: Apx = 514 nm, Emission: Agm = 520-578 nm, B: mCherry-Fluoreszenz
vom Plasmamembranmarker pm-rk CD3-7007, Anregung Apx = 594 nm, Emission: Agm = 598-643 nm; C:
Hellfeldaufnahme; D: Uberlagerung  YFP-Fluoreszenz von AtACT1-YFP, mCherry-Fluoreszenz vom
Plasmamembranmarker und Hellfeldaufnahme. Die Abbildung ist stellvertretend fiir drei unabhingige Experimente

(n=15).

3.2.2. Transiente A£ACTT7-YFP Expression in Zellkulturprotoplasten
Freundlicherweise erklirte sich Dr. Eschen-Lippold bereit, die pUBC-A£4CT70.5.-YFP-
Plasmid-DNA in _A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten zu exprimieren und anschlieBend die
unter dem Mikroskop beobachtete AtACT1-YFP-Expression durch eine Westernblot-
Analyse mit einem GFP-Antikérper zu Uberpriffen. Die Aufnahmen der konfokalen
Laserscannning-Mikroskopie zeigten eine Lokalisierung von AtACT1-YFP im Zytosol
(Abbildung 11, A-D). Die anschlieBende Kontrolle per Westernblot-Analyse zeigte eine

starke Markierung mit einem GFP-Antikorper.
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AtACT1-YFP

Abbildung 11: Subzellulare Lokalisierung des AtACT1-YFP-Proteins in A. thaliana-Mesophyllprotoplasten. A-D: Konfokale
Laserscan-Mikroskopie-Aufnahmen von _A.zhaliana-Mesophyllprotoplasten. Pro 100 pl Protoplastensuspension
wurden 10 pg pUBC-A2ACTT 0.5.-YFP-Plasmid-DNA transformiert und anschlieBend unter einem konfokalen
Laserscan-Mikroskop die Expression des Fusionsproteins AtACT1-YFP aufgenommen. A: YFP-Fluoreszenz,
Anregung: A gy = 514 nm, Emission: A pm = 520-578 nm, B: Autofluoreszenz der Chloroplasten, C:
Hellfeldaufnahme; D: Uberlagerung YFP-Fluoreszenz-, Autofluoreszenz und Hellfeldaufnahme; D: Zur Kontrolle
wurde ecine Western-Blot-Analyse von AtACT1-YFP mit GFP-Antikérper (anti-GFP) und Ladekontrolle
(Amidoschwarz) durchgefiihrt. Die Aufnahme ist reprisentativ fiir drei unabhingige Experimente, wobei zwei
Experimente mit Mesophyllprotoplasten und ein Experiment mit Zellkulturprotoplasten durchgefithrt wurden. Pro

Experiment wurde die Expression in 10-20 Protoplasten beobachtet.

3.3. Charakterisierung von AzACT71- und AMATE-knock ont-Linien

Um die Funktion der Proteine AtACT1 und AtMATE zu untersuchen, sollte ein
Metabolitenprofil vom Zellinneren der Blitter von A.-thaliana-Wildtyp-Pflanzen sowie den
knock-ont-Linien act? (SALK_097380), matel SALK-062231 und der Doppelmutante act7
matel, nach Inokulierung mit P. infestans, erstellt werden. Als Kontrolle erfolgte die
Inokulierung mit einer steril filtrierten P.-infestans-Suspension (Sterilfiltrat) oder Wasser.
Durch die personliche Mitteilung von Christoph Béttcher, dass HCAAs auch auf der
Blattoberfliche von _A. thaliana zu finden sind, wurde nach 24 Stunden das Inokulum von
der Blattoberfliche wieder abgenommen und ein Metabolitenprofil des Inokulums erstellt.
Beim inokulierten Blattmaterial ging eine methanolische Extraktion voraus. Vom Inokulum
wurde direkt ein ungerichtetes Metabolitenprofil per UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS erstellt.
Auf die Darstellung der Ergebnisse nach der Behandlung mit allen Inokulierungssubstraten
(P. infestans, Sterilfiltrat und Wasser) wurde in den folgenden Abbildungen zur besseren

Ubsichtlichkeit verzichtet und nur der Vergleich zwischen P. infestans und Wasser gezeigt.
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Der vollstindige Vergleich zwischen den Pflanzenlinien und allen Inokulierungssubstraten

ist im Anhang ersichtlich (Abbildung 40, 7.6.2).

3.3.1. p-Cumaroylagmatingehalte in Blittern von A.—thaliana-knock-out-Linien
Die Methanolextrakte der inokulierten Blitter der act7-£nock-out-Linien zeigten im Vergleich
Wildtyppflanzen zwischen 29 und mehr als 100 signifikante Unterschiede im
Metabolitenprofil in den drei unabhingigen Experimenten. In jedem unabhingigem
Experiment war der Metabolit mit dem Masse-zu-Ladungsverhiltnis (72/3) von 277.1659
[M+H]*in den Blattextrakten von ac#7 durchschnittlich 35-fach niedriger als in den Wildtyp-
Blattextrakten einen Tag nach Inokulierung mit P. infestans, Abbildung 12). Uber Tandem-
Massenspektrometrie (siche 7.6.1.) und einem Datenbankabgleich der Fragmente mittels
MetFrag (siche 2.2.22., Abbildung 7) konnte diese Substanz als p-Cumaroylagamtin
identifiziert werden. p-Cumaroylagmatin  (www.genome.jp/dbget-bin/www_bgetrcpd:-
C04498, Exact mass 276.1586) gehort zu den HCAAs und wurde als Biosyntheseprodukt
der AtACT1 beschrieben (s. 1.5.1., S. 23). Uber die, zwischen den biologischen Proben,

vermessenen p-Cumaroylagmatinstandards in verschiedenen Konzentrationen bei jeder
Messtreihe, wurde p-Cumaroylagmatin tber eine Eichgerade (siche Abbildung 8) in den
Extrakten und im Inokulum quantifiziert. Die p-Cumaroylagmatingehalte in den Blittern
von A.-thaliana-Wildtyppflanzen waren 24 Stunden nach Inokulierung mit P.-znfestans-
Zoosporen im Vergleich zu p-Cumaroylagmatingehalten in den Blittern, welche mit Wasser
inokuliert wurden, um das Dreifache erhoht (Abbildung 12). Die p-Cumaroylagmatin-
Biosythesemutanten act! und act1 matel zeigten sehr geringe Mengen an p-Cumaroylagmatin
in den Blittern, unabhingig davon, ob mit P. infestans oder Wasser inokuliert wurde. Die
Mutante mate hingegen hatte nach Behandlung mit P. zufestans, p-Cumaroylagmatingehalte
die mit denen in Wildtyp-Blittern vergleichbar waren. Nach Inokulierung mit Wasser waren
die Mengen an p-Cumaroylagamtin in den Blattextrakten von mate signifikant 1,8-fach
niedriger als bei Wildtyp-Blattextrakten. Aus diesen Ergebnissen lie3 sich schlieen, dass die
p-Cumaroylagmatin-Akkumulation, auler in den Blittern der Biosynthesmutante ac#7, durch

P. infestans induziert wurde.
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Abbildung 12 p-Cumaroylagmatingehalte in .A.-thaliana-Blattextrakten 1 Tag nach Inokulierung mit P. infestans m oder Wasser = (3
Expetimente). Die methanolischen Blattextrakte wurden per UHPLC-ESI-QTOF-MS vermessen: /3 277.1659
[M+H]*; Fir die Kontrollen sind Wildtyplinien Col-0, g7 und segregierenden MATE-Wildtyp zusammengefasst (n
= 107 P. infestans, n = 49 Wasser); knock-out-Linien: act! (n = 22 P. infestans, n = 12 Wasser); matel (n = 48 P. infestans,
n = 30 Wasser); actlmatel (n =9 P. infestans, n = 14 Wasser); Statistik: SEM, Signifikanzen zu Wildtyp-Kontollen mit

gleicher Behandlungsart sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 2*¥10-¢ *** (Studentscher t-Test).

Ein chemischer Abwehrmechanismus in A. #haliana verlauft tber iber Indolderivate an der
Zellperipherie, durch die im Peroxysomen lokalisierte Myrosinase PEN2, die die Hydrolyse
von B-Thioglukosidesterbindungen von Glykosiden katalysiert (Bones und Rossiter, 2006;
Schlaeppi et al., 2010; Bednarek, 2012a; siche 1.3.1, S. 10) Zum Vergleich wurden die
Mutanten pen2, actl pen2 und matel pen2 ebenfalls auf ihre p-Cumaroylagmatingehalte nach
Inokulierung mit P. infestans untersucht (Abbildung 13). In den Blittern der pen2-Mutante
und matel-pen2-Doppelmutante fanden sich signifikant erhéhte p-Cumaroylagmatingehalte
(pen2: 5-fach; mate pen2: 3,5-fach) gegeniber A. thaliana-Wildtyp-Blittern (Abbildung 13).
Dies deutete auf eine Kompensation der fehlenden Myrosinaseaktivitit durch eine erh6hte
p-Cumaroylagmatin-Biosynthese in den pern2-Mutanten nach P. infestans-Inokulierung hin
oder Denkbar wire auch, dass die Penetration durch P. #nfestans zu verstirkten
Antwortreaktionen fiuhrte. War zusitzlich zum Fehlen der Myrosinaseaktivitit die
Biosynthese von p-Cumaroylagmatin ausgeschaltet (act! pen2), fand sich auch kein p-
Cumaroylagmatin mehr in den Blittern, unabhingig davon, ob mit P. infestans oder Wasser

inokuliert wurde (Abbildung 13).
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Abblldung 13 p-Cumaroylagmatingehalte von .A.-thaliana-Blattextrakten 1 Tag nach Inokulierung mit P. infestans m oder

Wasser = (3 Experimente). Die methanolischen Blattextrakte wurden per UHPLC-ESI-QTOF-MS vermessen, 7/3
2771659 [M+H]*; Kontrollen sind Waildtyplinien Col-0, g~7 wund ,segregierender MATE-Wildtyp
zusammengefasst (n = 107 P. infestans, n = 49 Wasser); knock-ont-Linien: pen2 (n = 24 P. infestans, n = 13 Wasser);
actl pen2 (n = 26 P. infestans, n = 13 Wasser); mate pen? (n = 6 P. infestans, n = 11 Wasser); Statistik: SEM;
Signifikanzen zu Wildtyp-Kontollen mit gleicher Behandlungsart sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-
Wert 0,01 - 0,001%*, P-Wert < 2¥10-4*** (Student’scher t-Test).

3.3.2. p-Cumaroylagmatingehalte in Tropfen von A.-thaliana-knock-out-Linien
p-Cumaroylagmatin sollte sich auf der Blattoberfliche von A. #haliana betinden, wenn P.
infestans dort prisent ist. Zur Uberpriifung dieser Hypothese sollten Metabolitenprofile im
Inokulum, das 24 Stunden nach Inokulierung wieder von der Blattoberfliche abgenommen
wurde, erstellt werden. Wie schon in den Blattextrakten waren auch die p-
Cumaroylagmatingehalte im Inokulum nach Inokulierung mit P. zufestans erhoht. In P.-
infestans-Tropfen fanden sich ca. 43-fach héhere p-Cumaroylagmatingehalte als in identisch
behandelten Wassertropfen (Abbildung 14). Das Inokulum der Biosynthesemutante act!
enthielt, im Vergleich zum Wildtyp nach P.-infestans —Behandlung nahezu kein p-
Cumaroylagmatin mehr (Abbildung 14). Das Ausschalten des Gens AMATE fihrte bei
matel-Ptlanzen zu einem Verlust der Fihigkeit, p-Cumaroylagmatin an die Blattoberfliche

zu transportieren (Abbildung 14), obwohl im Blattinneren p-Cumaroylagmatin nach P.
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infestans-Inokulierung akkumuliert wurde (Abbildung 12). Dieses sehr aufschlussreiche
Ergebnis fithrte zur Hypothese, dass AtMATE fir den p-Cumaroylagmatintransport
notwendig ist. In der Doppelmutante act? matel, die sowohl in der Biosynthese als auch
mutmalllich im Transport von p-Cumaroylagmatin defizient war, wurde ebenfalls im
Vergleich zum Wildtyp-Inokulum, 24 Stunden nach P.-infestans-Inokulierung, kaum p-

Cumaroylagmatin detektiert werden.
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Abbildung 14: p-Cumaroylagmatingehalte im Inokulum von A. #haliana 1 Tag nach Inokulierung mit P. infestans m oder Wasser
(3 Experimente). Das nach einem Tag von den Blittern abgenommene Inokulum wurde direkt per UHPLC-ESI-
QTOF-MS vermessen m/z 277.1659 [M+H]*; Kontrollen sind Wildtyplinien Col-0, g-7 und ,,segregierender
MATE-Wildtyp zusammengefasst (n = 109 P. infestans, n = 48 Wasser); knock ont-Linien: act! (n = 22 P. infestans, n =
13 Wasser); mate (n = 47 P. infestans, n = 26 Wasser); actlmate (n = 12 P. infestans, n = 16 Wasser); Statistik: SEM;
Signifikanzen zu Wildtyp-Kontrollen mit gleicher Behandlungsart sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 4*10-11 #¥*

(Studentscher t-Test).

Um zusitzliche Mutationen in anderen Genen der SALK-Linie wmate 062231 (matel)
schlieBen, die fir das Fehlen von p-Cumaroylagmatin im Inokulum hitten verantwortlich
sein konnen, wurden die LC-MS-Messungen bei einer weiteren _A.-thaliana mate-
Mutantenlinie mate 411D06 (mate2, Gabi-Kat. 411D06) durchgefithrt. Bei der Linie mate
062231 (matel) befindet sich die T-DNA-Insertion im Exon 6, bei mate 411D06 (mate2) im
Exon 5 (Abbildung 15 A). Die Arabidopsis-Doppelmutanten act! matel und matel pen2
wurden mit der SALK-Linie 062231 (matel) durch Kreuzung der Linien generiert (2.2.8.).

In den Blattextrakten von mate 411D06 (mate2) wurden signifikant 3-fach niedrigere p-
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Cumaroylagmatingehalte gefunden als in Wildtyp-Blattextrakten (Abbildung 15 B). Im
Gegensatz dazu  zeuigte die Biosynthesemutante a7, 14-fach niedrigere p-
Cumaroylagmatinlevel (Abbildung 12). Im Inokulum der mate-411D06-Mutante wurden
signifikant erniedrigte p-Cumaroylagmatingehalte nach Inokulierung mit P. infestans
tiert (Abbildung 15 C). Das sprach daftr, dass die stark reduzierten, extrazelluliren p-
Cumaroylagmatin-Mengen det mate-knock-ont-Linien im Vergleich zum Wildtyp, durch den
Verlust der A#3g23550-Genfunktion verursacht wurde und nicht durch zusitzliche

onen in anderen Genen.
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Abbildung 15: A) Schematische Darstellung des ANVLATE-Gens mit der Exon-Intron-Struktur und Positionen der T-DNA-
Insertionen der knock-out-Linien matel 062231 (SALK_062231) und mate2 411D06 (GK-411D06); graue Boxen =
Exons, schwarze Linien zwischen den Boxen = Introns.
B) p-Cumaroylagmatingehalte von A.-thaliana-Blittern 1 Tag nach Inokulierung mit P. infestans m oder Wasser = (3

Experimente). Die methanolischen Blattextrakte wurden per UHPLC-ESI-QTOF-MS vermessen; /3 277.1659
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[M+H]*; Kontrollen sind Wildtyplinien Col-0, g~7 und segregierender MATE-Wildtyp zusammengefasst (n = 107
P. infestans, n = 49 Wasser); knock out-Linien: matel (SALK_062231; n = 48 P. infestans, n = 30 Wasser); mare2 (GK-
411D06; n = 9 P. infestans, n = 11 Wasser); Die Daten der Wildtyplinien und matel wurden ibersichtshalber aus
Abbildung 12 hier noch einmal genutzt. Statistik: SEM; Signifikanzen zu Wildtyp-Kontollen mit gleicher
Behandlungsart sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert 0,01 - 0,001%*, P-Wert < 2%10-4 #¥*
(Student’scher t-Test).

C) p-Cumaroylagmatingehalte im Inokulum von A. #haliana 1 Tag nach Inokulierung mit P. /nfestans m oder Wasser
(3 Experimente). Das nach einem Tag von den Blittern abgenommene Inokulum wurde direkt per UHPLC-ESI-
QTOF-MS vermessen; 7/z 277.1659 [M+H]*; Kontrollen sind Wildtyplinien Col-0, g-7 und ,,segregierender
MATE-Wildtyp zusammengefasst (n = 109 P. infestans, n = 48 Wasser); gnock ont-Linien: matel (SALK_062231; n =
47 P. infestans, n = 326 Wasser); mate2 (GK_411D006; n = 9 P. infestans, n = 11 Wasser); Die Daten der Wildtyplinien
und atel wurden ibersichtshalber aus Abbildung 14 hier noch einmal genutzt. Statistik: SEM; Signifikanzen zu
Wildtyp-Signifikanzen zu Kontrollen mit gleicher Behandlungsart sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-

Wert 0,01 - 0,001%*, P-Wert < 2¥10-4*** (Student’scher t-Test).

Die erhohten Mengen an p-Cumaroylagmatin aus den penZ-Blattextrakten gegeniiber den
Wildtyp-Blattextrakten konnten auch im P.-infestans-Inokulum von pen2 beobachtet werden
(Abbildung 16). Der Anstieg der p-Cumaroxylagmatingehalte war ebenfalls durch P. znfestans
induziert. (Abbildung 16). In pen2-Tropfen fanden sich ca. 3-fach hohere p-
Cumaroylagmatingehalte als in Wildtyp-Tropfen. Die Gehalte der Doppelmutanten act7
pen2 und matel pen2 entsprachen denen der Einzelmutante ac7 und matel (Abbildung 14).
Eine Erhohung der p-Cumaroylagmatingehalte im Inokulum bei per2-Mutanten liegt
eventuell in einer Kompensation des Fehlens von Indolderivaten begriindet. Eventuell
induzierte die erhohte Penetrationrate eine verstirkte chemische Abwehrantwort. Diese
verstirkte Antwortreaktion war in den Doppelmutanten act? pen2 und matel pen2 durch das
Ausschalten der Gene A2ACTT und AMATE verloren gegangen, da die Biosynthese und

der mutmafBliche Transport von p-Cumaroylagmatin nicht stattfand.
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Abbildung 16: p-Cumaroylagmatingehalte im Inokulum von A. #haliana 1 Tag nach Inokulierung mit P. infestans m oder Wasser
(3 Experimente). Das nach einem Tag von den Blittern abgenommene Inokulum wurde direkt per UHPLC-ESI-
QTOF-MS vermessen. 7/% 277.1659 [M+H]*; Kontrollen sind Wildtyplinien Col-0, g~7 und ,,segreg. MATE-WT
zusammengefasst (n = 107 P. infestans, n = 49 Wasser); knock out-Linien: pen2 (n = 24 P. infestans, n = 13 Wasser);
actl pen2 (n = 26 P. infestans, n = 13 Wasser); mate pen? (n = 6 P. infestans, n = 11 Wasser); Statistik: SEM;
Signifikanzen zu Wildtyp-Kontollen mit gleicher Behandlungsart sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-

Wert 0,01 - 0,001%*, P-Wert <4*10-6 *** (Student’scher t-Test).

3.4. Die Rolle von p-Cumaroylagmatin in der Abwehr gegen P. znfestans

p-Cumaroylagmatin wurde bereits mehrfach als antimikrobielle Substanz beschrieben
(Stoessl, 1967; Muroi et al., 2009; Bassard e al., 2010; Muroi ef al., 2012). Um einen eventuel-
len Einfluss von p-Cumaroylagmatin auf das Wachstum bzw. auf die Zoosporenkeimung
von P. infestans zu untersuchen, wurden zz-vitro-Inhibierungstests zum einen auf das

Myzelwachstum und zum anderen auf die Sporenkeimung durchgefihrt.

3.4.1. In-vitro-Inhibierungstest von p-Cumaroylagmatin auf das Myzelwachstum von P.
infestans
Fir den Test, ob p-Cumaroylagmatin einen Einfluss auf das Myzelwachstum von P. znfestans
hat, wurde die fluoreszierende Eigenschaft des P.-infestans-Isolates genutzt, das stabil mit
GFP (green fluorescent protein) transformiert ist (Si-Ammour ez al., 2003). So wurde zu 24
Stunden alten P.-infestans —Sporangien p-Cumaroylagmatin zugegeben. AnschlieBend wurde
tber finf Tage die GFP-Fluoreszenz als Marker fiur das P.-infestans -Wachstum tber ein

Plattenlesegerit bestimmt (Abbildung 17). Als Negativkontrolle wurde die Fluoreszenz
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nach Zugabe von Wasser gemessen, als Positivkontrolle die nach Zugabe von Oxocrotonat
(Abbildung 17). Von Oxocrotonat ist bekannt, dass es einen inhibitorischen Effekt auf das
Myzelwachstum von P. znfestans hat (Eschen-Lippold ez al, 2009). Im Vergeich zu Wasser
fihrte die Zugabe von p-Cumaroylagmatin nach 24 Stunden zu einem zwar signifikanten,
aber nur 1,7-fach héheren Wachstum des P.-infestans—Myzels. Zu spiteren Zeitpunkten (Tag
2-5) wurden keine signifikanten Unterschiede im P.-znfestans —Myzelwachstum zwischen
Wasser und p-Cumaroylagmatin mehr festgestellt (Abbildung 17). p-Cumaroylagmatin hatte
demzufolge keinen inhibitorischenFinfluss auf das P.-infestans —Myzelwachstum. Das
Myzelwachstum war nach Behandlung mit Oxocrotonat ab dem Zeitpunkt zwei Tage

signifikant inhibiert.
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Abbildung 17: In-vitro-Inhibierungstest von p-Cumaroylagmatin auf das P.-infestans-Myzelwachstum. Zu 100 pl P.-infestans-
Sporangiensuspension (1X104 Sporangien/ml) wurde nach 24 h pro Well 20 ul 1 mM p-Cumaroylagmatin
zugegeben, 20 pl Wasser (Negativkontrolle) oder 20 ul 1 mM Oxocrotonat-C16-Lésung (Positivkontrolle). Die
emittierte Fluoreszenz des GFP-transformierten P. infestans wurde alle 24 h tber fiinf Tage mit einem
Plattenlesegerit (Cytofluorll) bestimmt. 3 Experimente: p-Cumaroylagmatin-Standard 1 mM (n = 18);
Positivkontrolle: Oxocrotonat ImM (n = 18), Wasser (n = 18). Statistik: SEM; Signifikanzen zu Wasser sind mit

Sternen dargestellt, P-Wert 0,01 - 0,001%*; P-Wert <0,001*** (Student’scher t-Test).

3.4.2. In-vitro-Inhibierungstest von p-Cumaroylagmatin auf die Zoosporenkeimung von

P. infestans

Nach der Beobachtung, dass p-Cumaroylagmatin keinen Einfluss auf das Myzelwachstum

von P. infestans hatte, wurde untersucht ob p-Cumaroylagmatin eine inhibitorische Wirkung
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auf die Zoosporenkeimung von P. infestans hat. Dafir wurde P.-infestans—
Zoosporensuspension — mit verschieden konzentrierten p-Cumaroylagmatin-Losungen
mischt und die Ansidtze fir 24 Stunden unter Keimungsbedingungen (siche 2.2.20)
biert. Unter dem Mikroskop wurden dann 14 Aufnahmen pro Ansatz gemacht und diese
wurden dann, durch das Auszihlen gekeimter und ungekeimter Sporen ausgewertet. Im
Gegensatz zum Myzelwachstum wurde die Zoosporenkeimung von P. znfestans durch die
Zugabe von p-Cumaroylagmatin konzentrationsabhingig gehemmt (Abbildung 18). Bei
ciner Endkonzentration von 1 mM p-Cumaroylagmatin war die Keimung der Zoosporen
fast vollstindig inhibiert und signifikant niedriger im Vergleich zur Keimung in reinem
Wasser. Eine p-Cumaroylagmatin-Konzentration von 0,1 mM im Sporenkeimungsmedium

reichte aus, um die Sporenkeimung um ca. 50% zu inhibieren (Abbildung 18).
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Abbildung 18: In-vitro-Inhibierungstest von p-Cumaroylagmatin auf P.-infestans—Zoosporenkeimung. 50 pl P.-infestans-Zoosporen-
suspension (3%105 Sporen/ml) und 50 ul p-Cumaroylagmatin (2 mM, 200 uM oder 20 uM) wurden gemischt. Die
Ansitze wurden fiir 24 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben unter dem Mikroskop und am PC
ausgewertet, indem gekeimte Zoosporen und nicht gekeimte Zoosporen gezihlt wurden. Als gekeimte Zoospore
galt, wenn der Keimschlauch gréf3er als der Durchmesser der Spore war. 3 Experimente: p-Cumaroylagmatin: n = 9.
Statistik: SEM, Signifikanzen zu 0 uM p-Cumaroylagmatin sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert
<0,001%%* (Student’scher t-Test).

3.4.3. In-vitro-Inhibierungstest von Inokulierungstropfen auf das Myzelwachstum von P.

infestans

Als nichstes sollte 7z vitro untersucht werden, ob steril filtriertes Inokulum, welches sich

vorher fur 24 Stunden auf A.-thaliana-Blittern befand, ebenfalls einen Einfluss auf die
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renkeimung von P. #nfestans hat. Neben Inokulum von Wildtyp-Arabidopsis-Pflanzen
den steril filtrierte Tropfen von A.-thaliana-Mutanten benutzt, deren Fihigkeit p-
Cumaraoylagmatin zu synthetisieren (acf7), es nach aullen zu transportieren (matel) oder
beides (act! matel), ausgeschaltet war, bzw. die erhdhten Mengen ins Inokulum
ten (penZ). Ein FEinfluss von steril filtriertem Inokulum der Anock-out-Linien auf das
wachstum von P. infestans, konnte im Vergleich zu Wildtyp-Inokulum nicht beobachtet
werden (Abbildung 19). Nach einem Tag gab es zwar signifikante, aber nur sehr geringe
Unterschiede im P.-znfestans—Myzelwachstum nach Behandlung mit Inokulum von acf7 (1,5-
tach) und act? matel (1,2-fach hoher) im Vergleich zur Zugabe von Inokulum der Wildtyp-
Arabidopsis-Pflanzen (Abbildung 19). Dabei zeigte das P.-infestans-Myzel mit Wasser ein
1,5-fach verringertes Wachstum im Vergleich zum Myzel welches mit Inokulum von
typ-Linien behandelt wurde. Zu den spiteren Zeitpunkten zwei, drei, vier und finf Tage
wurden keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp-Inokulum festgestellt (Abbildung
19). Das Inokulum, welches je nach A.-thaliana-Linie, p-Cumaroylagmatin beinhaltete oder

nicht, hatte keinen Einfluss auf das Myzelwachstum von P. infestans.

5000
4000
3000

2000

1000 *:*

P. infestans-Wachstum
GFP-Fluoreszenz [530 nm]

%
N
w
N
ul

Tage

WT —®—qct1 —®—matel —®actl_matel pen2 Wasser

Abbildung 19: In-vitro-Inhibierungstest von sterilfiltrierten Inokulum auf P.-infestans-Myzelwachstum. Das Inokulum befand sich
24 h auf A.-thaliana-Blittern, wurde anschlieBend steril filtriert. Zu 100 wl P.-infestans-Sporangiensuspension (1x104
Sporangien/ ml) wurde nach 24 h 20 ul steril filtriertes Inokulum oder Wasser zugegeben. Die emittierte Fluoreszenz
des GFP-transformierten P. infestans wurde alle 24 h tber finf Tage mit einem Plattenlesegerit (Cytofluorll)
stimmt. 3 Experimente: als Kontrolle diente steril filtriertes Inokulum der Wildtyplinien Col-0, g~7 und

renden® MATE-Wildtyp zusammengefasst (n = 54), act1 (n = 18), matel (n = 54), act! matel (n = 18), pen2 (n = 18),
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Wasser (n = 18). Statistik: SEM; Signifikanzen zu Wildtyp-Kontrollen sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *,
P-Wert 0,01 - 0,001**, P-Wert <0,001*** (Student’scher t-Test).

3.4.4. In-vitro-Inhibierungstest von Inokulierungstropfen auf die Zoosporenkeimung von
P. infestans
Es wurde gezeigt, dass p-Cumaroylagmatin (Abbildung 18) die Zoosporenkeimung zz vitro
inhibiert. Daher wurde untersucht, ob die Mengen an p-Cumaroylagmatin, die von A.
thaliana ins Inokulum sezerniert wurden, ebenfalls einen inhibitorischen Einfluss auf die
Sporenkeimung von P. infestans haben. Verglichen wurden die Inokulierungstropfen, die vor
dem Experiment 24 Stunden auf der Blattoberfliche der .A.-thaliana-Wildtyplinien Col-0
und den Aknock-ont-Linien actl und matel waren. Als Kontrolle wurde Wasser zur
Zoosporensuspension gegeben. Das A.-thaliana-Inokulum aller drei Linien (Col-0, ac#7 und
matel) inhibierte die Zoosporenkeimung signifikant um ca. 50% im Vergleich zu Wasser
(Abbildung 20). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp-Inokulum und
Inokulum der &nock-out-Linien act? und matel in der Keimungshemmung (Abbildung 20).
Das Ergebnis lisst darauf schlieBen, dass A. #haliana neben p-Cumaroylagmatin noch

weitere Zoosporenkeimung inhibierende Substanzen sekretiert.
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Abbildung 20: I-vitro-Inhibierungstest von Inokulum, welches 24 h auf der Blattoberfliche von A. thaliana war, auf die P.-infestans-
—Zoospotenkeimung. 50 ul P.-infestans-Zoosporensuspension (3xX105 Sporen/ml) und 50 pl steril filtriertes
lum, das 24 h auf A.-thaliana-Wildtypblittern (Col-0), Blittern von _A.-thaliana-knock ont —Linien (actl; matel)

liert worden war oder Wasser, wurden gemischt. Die Ansitze wurden fir 24 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend
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wurden die Proben unter dem Mikroskop und am PC ausgewertet, indem gekeimte Zoosporen und nicht gekeimte
Zoosporen gezihlt wurden. Als gekeimte Zoospore galt, wenn der Keimschlauch gréBer als der Durchmesser der
Spore war. 3 Experimente: n = 9. Statistik: SEM; Signifikanzen zwischen den einzelnen Behandlungsarten sind mit

Kleinbuchstaben dargestellt. P-Wert < 0,05 b, (one way ANOVA).

3.5. Vergleich p-Cumaroylagmatingehalte in S. tuberosure (Wildtyp) und A. thaliana (Wildtyp)

Nach Betrachtung der Rolle des p-Cumaroylagmatins in der fir P. infestans
Nichtwirtspflanze A. thaliana wurde ein Vergleich der p-Cumaroylagmatingehalte der
Wirtspflanze S. tuberosum L. cv. Désirée intrazellulir und im Apoplasten bestimmt. Dafiir
wurden A. thaliana- und S. tuberosum-Wildtyplinien mit P.-infestans-Z.oosporensuspensionen
inokuliert. Nach 24 Stunden wurde das Inokulum von der Blattoberfliche und Proben des
Blattmaterials, das vorher inokuliert war, abgenommen. Dieses Inokulum wurde direkt, das
Blattmaterial erst nach methanolischer Extraktion, uber QHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen. Die methanolischen Extrakte der S.-zuberosum-Blattscheiben hatten 3,5-fach
(30£18,7 nmol*g! FG) hoéhere Mengen an p-Cumaroylagmatin als die Extrakte der A.-
thaliana-Blitter (8,4113 nmolg FG, Abbildung 21 A). Im Inokulum wurden aber 7,5-fach
geringere p-Cumaroylagmatinkonzentrationen im Inokulum von . zuberosum gemessen (J.
tuberosumr: 0,1710,15 uM, A. thaliana: 1,3£1,2 uM, Abbildung 21 B). Dies ldsst darauf
schlieBen, dass der Export von p-Cumaroylagmatin in den Apoplasten in Kartoffel weniger

effizient ist als bei Arabidopsis.
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Abbildung 21: A, B) Vergleich der p-Cumaroylagmatingehalte von A. thaliana und S. tuberosum in Wildtyp-Blittern (A) sowie im
Inokulum von A. thaliana und S. tuberosum (B). Die Blitter von Arabidopsis- und Kartoffelpflanzen wurden mit
30%10 ul P—infestans-Zoospotrensuspension inokuliert (5X105 Zoosporen/ml (A. thaliana); 1¥105 Zoospoten /ml (S.

tuberosum)). Nach 24 h wurde das Inokulum und inokuliertes Blattmaterial geerntet. p-Cumaroylagmatin wurde im
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Inokulum direkt per UPLC-ESI-QTOF-MS bestimmt und im Blattmaterial nach methanolischet Extraktion. m/z
277.1659 [M+H]*; A. thaliana-Blitter: 6 Experimente, n = 107 (A); A. thaliana Inokulum: 8 Experimente, n =117
B); S.-tuberosum-Blitter: 5 Experimente, n = 56 (A); S. zuberosum Tropfen: 6 Experimente, n = 58 (B); Statistik: SEM;

Signifikanzen zu A. thaliana mit Sternen dargestellt, P-Wert < 1¥10-11 ##* (Studentscher t-Test) (A,B).

3.6. Transgene Expression von A£4CTT in Kartoffel

Die Expression des AtACT7-Gens in der anfilligen Kartoffelsorte S. suberosum L. cv.
Désirée sollte die Biosynthese von p-Cumaroylagmatin in Kartoffel erhéhen bzw.
verinderte Hydroxyzimtsdureamid-Muster genetrieren, um zu untersuchen, ob hierdurch
cine verstirkte Resistenz gegen P. znfestans in Kartoffel zu beobachten ist. Daftir wurde die
AtACTT-cDNA hinter einen 35S-Promotor in den bindren Vektor pGWB14 kloniert (s.
Vektorkarte, 7.2.). Uber A.-tumefaciens-vermittelte Blattscheibentransformation wurde das

AtACTT-Gen in Kartoffel stabil exprimiert.

3.6.1.  Uberpriifung auf T-DNA-Einbau von A£ACT7 exprimierenden transgenen
Kartoffellinien
Die generierten Pflanzen wurden tiber eine Southern-Hybridisierung auf den Einbau der T-
DNA in deren Genom uberprift. Dafir wurde genomische DNA aus Blattmaterial dieser
Pflanzen isoliert und anschlieBend mit den Restriktionsenzymen Xhol und HindIII in
einem Doppelverdau gespalten. Als radioaktiv markierte Sonde diente ein 1112 bpgrof3es
DNA-Fragment, das nach Doppelverdau der pGWB14-4£4CT7-Plasmid-DNA mit den
Restriktionsenzymen Xhol und HindIII entstanden war. Nach der Hybridisierung wurden
Banden mit der erwarteten GréBle bei den transgenen Linien B, H, M und Z sichtbar
(Abbildung 22). Das Ergebnis sprach dafiir, dass die Linien A24CT7 B, H, M und Z
transgen sind. Bei den Kontrolllinien Wildtyp und Leervektor wurden keine Banden

detektiert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Southernblot der transgenen Az4CT7-exprimierenden Kartoffellinien (1 Experiment, n = 2). Die Southern-
Hybridisierung wurde mit genomischer DNA aus Blattmaterial der Kartoffelpflanzen durchgefiihrt. Die genomische
DNA wurde mit Xhol und HindIII im Doppelverdau gespalten. Die Fragmente wurden nach der Auftrennung tiber
Gelelektrophorese auf eine Nylonmembran tibertragen und diese wurde mit einer radioaktiv markierten 32P-Sonde
fur A2ACT1-DNA hybridisiert. Sonde: A2ACT1-<DNA aus pPGWB14-A424CT1, mit Xhol/HindIII gespalten(1112
bp, siche 7.5.). WT = Wildtypkontrolle, EV = Leervektorkontrolle, B, H, M, Z = unabhingige transgene A2ACT1
exprimierende Kartoffellinien, APstl = DNA-GroBenmarker.

3.6.2. Nachweis der Expression von AzACT7-Transkript in transgenen Kartoffellinien
Aus Blittern regenerierter Pflanzen wurde RNA isoliert und in einer Northernblot-Analyse
die Menge von AzACT7-Transkript Gberprift. Als Sonde diente radioaktiv markierte
AtACTT-DNA (1659 bp, siche 7.5.), die durch Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen
BamHI und EcoRI aus pGWB14-A424CT7 erhalten wurde. Der Northernblot zeigte ein
Signal fir A2ACTT-Transkript bei den unabhingigen transgenen Linien B, H, M und Z. Bei
den Kontrolllinien Wildtyp und Leervektor konnten keine Signale auf dem Blot detektiert
werden (Abbildung 23).
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AtACT1 mRNA
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Abbildung 23: Northernblot der transgenen AzACT7-exprimierenden Kartoffellinien (Abbildung stellvertetend fiir 3
Experimente, n = 06). Northern-Hybridisierung wurde mit RNA aus Blattmaterial der Kartoffelpflanzen
durchgefiihrt. Die RNA wurden nach der Auftrennung iiber Gelelektrophorese auf eine Nylonmembran tibertragen
und diese wurde mit einer radioaktiv markierten 32P-Sonde fiir AzACT7-Transkript hybridisiert. Sonde: AzACT1-
DNA aus pGWB14-A£ACTT, restriktiert mit BamHI und EcoRI (1659 bp). WT = Wildtypkontrolle, EV =

Leervektorkontrolle, B, H, M, Z = unabhingige transgene A£ACTT exprimierende Linien

3.6.3. Nachweis von A24CTT in transgenen Kartoffellinien per qRT-PCR

Da in der Northernblot- und Southernblot-Analyse die Banden der transgenen A2ACT7
exprimierenden Linien M und Z sehr schwach waren (Abbildung 22 und Abbildung 23)
wurde die Expression des A24ACT7-Gens in den transgenen Linien per gqRT-PCR
Uberprift. Die relative Expression von AtACT7T wurde tGber qRT-PCR mit einer
genspezifischen Sonde gezeigt (Abbildung 24). Dabei wiesen alle transgenen Linien
AtACTT-Transkripte auf, wihrend die Kontrolllinien Wildtyp und Leervektor keine
Expression des A£ACT7-Gens zeigten.
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Abbildung 24: Relative Expression des Gens A£ACTT in transgenen AzACT7-exprimierenden Kartoffellinien durch gRT-PCR.
Die RNA wurde von unbehandelten Kartoffelpflanzen-Blattmaterial isoliert, mit Oligo-d(T)18-Primer revers
transkribiert und anschlieBend mit genspezifischen Primern und genspezifischer Sonde amplifiziert. 2 Experimente:
WT = Wildtypkontrolle (n = 7), EV = Leervektorkontrolle (n = 5), B, H, M, Z = unabhingige transgene AtACT1

exprimierende Linien (je Linie n = 3). N.d. — nicht detektierbar. Statistik: SEM

3.7. Verinderte HCAA-Gehalte in transgenen Az4CT7 exprimierenden Kartoffellinien

Um zu untersuchen, ob die Expression der AtACTT in Kartoffel zu verdinderten
Hydroxyzimtsiureamidmustern in den Blittern fihrte, wurde ein ungerichtetes
Metabolitenprofil der methanolische Extrakte von P.-znfestans-infizierten Blattscheiben der
transgenen Linien mittels UHPLC-ESI-QTOF-MS erstellt. Drei Wochen alte transgene
AtACTT exprimierenden Kartoffellinien sowie Leervektor- und Wildtyp-Kontrolllinien
wurden mit einer P.-iufestans —Zoosporensuspension inokuliert. Drei Tage nach
Inokulierung wurden mit einem Korkbohrer Blattscheibenproben der inokulierten Stellen
genommen. Mit den Blattscheiben erfolgten methanolische Extraktionen und anschlieSend
eine ungerichtete Metabolitenanalyse. In den methanolischen Blattextrakten wurde in allen
transgenen AzACTT exprimierenden Linien im Vergleich zu den Kontrolllinien signifikant
erh6hte Mengen des HCAAs p-Cumaroylputreszin gemessen (Abbildung 25). p-
Cumaroylputreszin wurde ebenfalls in der Literatur als Produkt der Az4CT7 beschrieben
(Muroi et al, 2009, 2012). In Blattextrakten von _A. thaliana (sieche 3.3) war p-
Cumaroylputreszin nicht messbar. In transgenen Kartoffellinien war es jedoch in allen drei

Experimenten signifikant erhéht gegeniiber den Kontrolllinien In Abbildung 25 ist
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stellvertretend das Ergebnis von Experiment 3 zu sehen. Die Ergebnisse von Experiment 1
und 2 befinden sich im Anhang (7.6.4; Abbildung 42, Abbildung 43). Da zwischen den
einzelnen Experimenten der Laufmittelgradient angepasst werden musste, um eine besssere
Basislinientrennung der ¢is- und #rans-Isomere der HCAAs zu erreichen, lieBen sich die
Daten nicht zusammenfassen. Die transgene Linie B zeigte in zwei von drei Experimenten
die hochsten  p-Cumaroylputreszin-Gehalte — aller  transgenen  Linien. Die p-
Cumaroylputreszingehalte der transgenen Linien waren bis zu 14-fach hoher als die Gehalte

in den Kontrolllinien (Abbildung 25).
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Abbildung 25: p-Cumaroylputreszin-Gehalte in Kartoffelblattscheiben drei Tage nach Inokulierung mit P. infestans (Experiment 3).
Die Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P. infestans —
Zoosporensuspension (Zoosporenkonzentration: 1X10%/ml) inokuliert mit 18X10 pl Suspension pro Pflanze,
verteilt auf 3 Bldtter der Blattetagen 3-4. Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die
Blattscheiben wurden einer methanolischen Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen. m/z 235.1441 [M+H]*; WT — Wildtypkontrolllinie (n = 8); EV — Leervektorkontrolllinie (n = 8);
AtACT1 B, H, M, Z — unabhingige transgene .424CT7-exprimierende Kartoffellinen, je Linie n = 8. Statistik: SEM;
Signifikanzen zu WT- und EV- Kontolllinien mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 0,001 ***

(Student’scher t-Test).

Eine ebenfalls signifikante, vierfache Erhohung gegeniiber den Kontrolllinien in den
genen AzACTT-exprimierenden Linien (Linie B) wurde bei p-Cumaroylagmatin in
lierten Kartoffelblattscheiben gemessen (Abbildung 26). Abbildung 26 zeigt stellvertretend
fir alle drei Experimente, da auch hier eine Zusammenfassung der Daten aus allen drei
perimenten durch das Modifizieren des Losungsmittelgradienten zwischen den

ten nicht moglich war. Die beiden anderen Experimente befinden sich im Anhang
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(Abbildung 44, Abbildung 45) und zeigten ebenfalls signifikant erhohte p-
Cumaroylagmatingehalte in den Blattextrakten der transgenen Linien gegeniber den
trolllinien. S. zuberosum zeigte auch ohne transgene AzACT7-Expression Gehalte des
boliten p-Cumaroylagmatin (Abbildung 26). Im Gegensatz dazu wiesen Wildtyp und
Leervektorkontrollen sehr geringe p-Cumaroylputreszingehalte auf (Abbildung 25).

In A. thaliana konnte p-Cumaroylputreszin im Metabolitenprofil nicht gefunden werden. In
Kartoffelblittern trat es als zweites Produkt der rekombinanten AtACT1 in Kartoffel auf.
Laut personlicher Mitteilung von Elke Blum (Mitarbeiterin der Kooperationsarbeitsgruppe
von Birgit Driger, MLU Halle-Wittenberg) kann die AtACT1 auch Putreszin als
Akzeptorsubstrat fir die Biosynthese von HCAAs nutzen. Zudem wurden in den
Blattextrakten der A2ACTT exprimierenden transgenen Kartoffellinien signifikant erhdhte
Mengen der HCAAs Caffeoylputreszin, p-Cumaroylspermidin und Feruloylspermidin
gemessen (Dobritzsch ef al., 2016). Da p-Cumaroylagmatin sowohl in A. thaliana und S.
tuberosum vorkommt, wurde sich in weiteren Untersuchungen vorwiegend auf das p-

Cumaroylagmatin fokussiert.
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Abbildung 26: p-Cumaroylagmatin-Gehalte in Kartoffelblattscheiben drei Tage nach Inokulierung mit P. infestans (Experiment 2).
Die Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P.-infestans —
Zoospotensuspension (Zoosporenkonzentration: 1x10%/ml) inokuliert mit 18X10 pl Suspension pro Pflanze,
teilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4. Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die
ben wurden einer methanolischen Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS
sen. m/z 277.1659 [M+H]*; WT — Wildtypkontrolllinie (n = 8); EV — Leervektorkontrolllinie (n = 8); AtACT1 B,
H, M, Z — unabhingige transgene Az4CT7 exprimierende Kartoffellinen, je Linie n = 4. Statistik: SEM;
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zen zu WT- und EV- Kontollinien mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 0,01 **, P-Wert < 0,001 ***

(Student’scher t-Test).

3.8. Gehalt an sezerniertem p-Cumaroylagmatin in transgenen A24CTT exprimierenden

Kartoffellinien

Nachdem gezeigt wurde, dass die transgenen A£4CT7-exprimierenden Linien hohe p-
Cumaroylagmtingehalte in den mit P. #nfestans infizierten Blattscheiben aufwiesen
(Abbildung 206), war von Interesse zu untersuchen, ob Kartoffel in der Lage ist das p-
Cumaroylagmatin ins Inokulum zu sezernieren. Dafir wurden Pflanzen mit P.-infestans-
Zoosporensuspension inokuliert, mit einem Sterilfiltrat der Zoosporensuspension oder mit
Wasser. Einen Tag spiter wurden die Inokulationstropfen vom Blatt wieder abgenommen
und die darunter liegenden Blattscheiben geerntet. Im Inokulum wurden die p-
Cumaroylagmatingehalte per UHPLC-ESI-QTOF-MS bestimmt und in den Blattscheiben

nach methanolischer Extraktion.

3.8.1. p-Cumaroylagmatin in Blittern von transgenen AtACT1-exprimierenden
Kartoftellinien
Zur besseren Ubersicht wurden hier die Kontrollen, Wildtyp- und Leervektorkontrolllinien,
sowie die vier unabhingigen transgenen A£ACT7-exprimierenden Linien B, H, M und Z
zusammengefasst (Abbildung 27). Die Blattscheiben der transgenen AzACTT-
exprimierenden Kartoffellinien wiesen im Vergleich zu den Kontrolllinien (46119 nmol*g!
FG) bereits einen Tag nach Inokulation signifikant erhohte p-Cumaroylagmatingehalte (105
+38 nmol*g! FG) auf (Abbildung 27), wie nach drei Tagen ebenfalls zu sehen war
(Abbildung 26). Allerdings waren die Unterschiede in den p-Cumaroylagmatingehalten in
Kartoffelblittern zwischen den verschiedenen Behandlungen, P. znfestans, Sterilfiltrat oder
Wasser, nicht signifikant. Im Gegensatz zu A. thaliana (Abbildung 12) war die p-

Cumaroylagamatin-Biosynthese in Kartoffelblittern durch P. znfestans nicht induziert.
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Abbildung 27: p-Cumaroylagmatin-Gehalte in Kartoffelblattscheiben einen Tag nach Inokulierung mit P.-infestans-Zoosporen
(1x105/ml) m, ciner steril filtrierten P.-infestans-Suspension m oder Wasser =. Die Kartoffellinien wutrden drei
Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P.-infestans-Zoosporensuspension
(Zoospotenkonzentration: 1x105/ml), einer steril filtrierten P.-infestans-Suspension oder Wasser inokuliert. Dabei
wurden 30%10 ul je Inokulierungssubstrat pro Pflanze, verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4 inokuliert. Die Ernte
der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach einem Tag, nachdem vorher das Inokulum abgenommen wurde. Die
Blattscheiben wurden einer methanolischen Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; 3 Experimente; Kontrollen sind Wildtyp- und Leervektorkontrolllinien
zusammengefasst (n = 20 je Behandlung); A£ACT7— unabhingige transgene AzACT7 exprimierende Kartoffellinen
B, H, M, Z zusammengefasst (n = 24 je Behandlung); quantifiziert wurde tiber eine p-Cumaroylagmatin-Eichgerade,
Statistik: SEM;  Signifikanzen zu Kontollen oder Behandlungsart sind mit Kleinbuchstaben dargestellt, P-Wert <
0,001 b (one way ANOVA)

3.8.2. p-Cumaroylagmatin in Tropfen auf transgenen AtACT1 exprimierenden
Kartoffellinien
Im Inokulum, das nach Entnahme von der Blattoberfliche direkt per UHPLC-ESI-QTOF-
MS vermessen wurde, waren einen Tag nach Inokulierung sehr geringe Mengen p-
Cumaroylagmatin enthalten (0,01£0,01 uM bis 0,21+0,14 pM, Abbildung 28) und dies trotz
erhéhter p-Cumaroylagmatingehalte in den Blattscheibenextrakten. In den Tropfen mit P.-
infestans-Zoosporen waren die p-Cumaroylagmatingehalte zwar signifikant hoher als in
rilfiltrat- oder Wassertropfen, jedoch gab es keinen Unterschied zwischen den
nien und den transgenen A£4CT7-exprimierenden Linien. Das Ergebnis wies, darauf hin,
dass in Kartoffelpflanzen nur sehr wenig p-Cumaroylagmatin in den Apoplasten
tiert wurde. Gleiche Ergebnisse lieferte der unter 3.5. beschriebene Vergleich der p-

Cumaroylagmatingehalte zwischen A. thaliana- und S. tuberosum-Wildtyppflanzen. Es ist also

73



Ergebnisse

davon auszugehen, dass der intrazellulire p-Cumaroylagmatingehalt anscheinend den

port des Metaboliten in den Apoplasten nicht limitiert.
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Abbildung 28: p-Cumaroylagmatin-Gehalte im Inokulum (P.—infestans-Zoosporen (1x105/ml) m, ciner steril filtrierten P.-infestans-
Suspension m oder Wasser =) welches einen Tag nach Inokulierung vom Kartoffelblatt abgenommen wurde. Die
Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P.-infestans-
Zoospotensuspension (Zoosporenkonzentration: 1X105/ml), einer steril filtrierten P. infestans-Suspension oder
Wasser inokuliert. Dabei wurden 30X10 ul je Inokulierungssubstrat pro Pflanze, verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen
3-4 inokuliert. Ernte des Inokulum erfolgte nach einem Tag. Nach Abzentrifugation wurde das Inokulum
anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; 3 Experimente: Kontrollen sind
Wildtyp- und Leervektorkontrolllinie zusammengefasst (n = 20 je Behandlung); AtACT1- unabhingige transgene
AtACTT-exprimierende Kartoffellinen B, H, M, Z zusammengefasst (n = 24 je Behandlung); quantifiziert wurde
tber eine p-Cumaroylagmatin-Fichgerade. Signifikanzen zu Kontollen oder Behandlungsart sind mit
Kleinbuchstaben dargestellt, P-Wert < 0,05 b,c; (one-way ANOVA)Transgene Expression von AMATE in
Kartoffel

In A. thaliana wurde gezeigt, dass in AMATE-knock-out-Linien (mate) die Fihigkeit, p-
Cumaroylagmatin in den Apoplasten zu exportieren, nicht mehr besallen (siche 3.3.2.). Das
lieB darauf schlieBen, dass das von diesem Gen kodierte Protein AtMATE fiur den
Transport von p-Cumaroylagmatin in den Apoplasten verantwortlich sein kénnte. Da
Kartoffel p-Cumaroylagmatin schlecht exportiert, bot sich das ,,Kartoffelsystem® fiir eine
funktionelle Analyse der Exportfunktion von AtMATE fiir p-Cumaroylagmatin an und das
Gen AMATE wurde hierfiir in Kartoffel exprimiert.

Fir eine Expression von AMATE in Kartoffel wurde AMATE-cDNA in den biniren
Vektor  (pGWB14) kloniert und anschlieBend  dber  A.-tumefaciens-vermittelte
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Blattscheibentransformation in der anfilligen Kartoffelsorte S. tuberosum L. cv. Désirée
transferiert. Die Transformation der E.-co/iZellen DH50 oder TOP10 mit der AIMMATE-
cDNA schien lethal zu sein. Erst die Verwendung von E.-w/i-Machl-Zellen fihrte zu
positiven Klonen, in denen die AZMATE-cDNA durch Restriktion von isolierter Plasmid-
DNA mit unterschiedlichen Enzymen (HindIII, Ndel, Sacl, Xhol + Stul) nachgewiesen
wurde.

Von zehn potentiell transgenen AMATE-cDNA exprimierende Pflanzenzeigten funf
Kandidatenlininen nach Northernhybridisierung Signale fir AMLATE-Transkript
(siehe7.6.6., Abbildung 48). In einer spiter durchgefiihrten Uberpriifung der Expression
durch gRT-PCR konnte keine Expression von AMATE-cDNA in den transgenen
Pflanzen mehr nachgewiesen werden. Die transgenen Pflanzen zeigten auch keine erhdhten
Mengen an p-Cumaroylagmatin im Inokulum 24 Stunden nach Inokulierung mit P. znfestans
(siche 7.6.7, Abbildung 49). Eine verinderte Anfilligkeit gegentiber P. infestans zeigten diese
Pflanzen ebenfalls nicht (siche 7.6.9, Abbildung 51).

Da alternatives Splicen bei der Expression von A#MATE eine Rolle spielen kénnte (Remy
et al., 2013), wurde die Transformation von Kartoffel mit der genomischen DNA von
AMATE mit allen sechs Introns wiederholt. Hierbei traten keine Probleme mit dem E.-
coli-Wachstum oder der Kallusbildung bei der A.-zumefaciens-vermittelten Transformation in
Kartoffelblattscheiben auf. Leider waren generierten Pflanzen zum Ende dieser Arbeit noch
nicht so weit entwickelt und vermehrt, als dass noch Experimente hitten durchgefiihrt

werden konnen.

3.9. Transgene Expression von ALACTT-AMATE in Kartoffel

Trotz erhohter p-Cumaroylagmatingehalte in den Blattscheiben der transgenen A2ACTT
exprimierenden Kartoffellinien konnte kein biochemischer Phinotyp bei den transgenen
AMATE-«DNA exprimierenden Kartoffellinien beobachtet werden. Die Ergebnisse der
Untersuchungen mit Arabidopsis-£nock-out-Linien lieBen aber dennoch eine Beteiligung von
AtMATE am Export von p-Cumaroylagmatin in den Apoplasten vermuten. Nunmehr
sollten beide Gene, A2ACTT und AMATE, zusammen in S. zuberosum exprimiert werden.
Als Methode zur Klonierung mehrerer Gene mit speziellen Promotoren und Resistenzen
wurde das Golden-Gate-Cloning-System verwendet (Engler ez al., 2009, Weber ¢t al., 2011).
Hierzu wurden zwei Konstrukte kloniert (Abbildung 29). Beide Konstrukte enthielten im

Zielvektor plL2-1 eine Kanamycin-Resistenz-Kassette hinter einem NOS-Promotor
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(Nopalinsynthase) zur Selektion transgener Pflanzen und die kodierende Sequenz des
AtACTT-Gens unter Kontrolle des 35S-Promotor (CaMV 35S-Promotor) (Abbildung 29).
Um erneute Probleme mit der Expression von AMATE-cDNA zu umgehen, wurde in
beiden Konstrukten das erste Intron der genomischen AWNVLATE-Sequenz mitkloniert. In
einem Vektor wurde das AAMNVLATE-Gen unter 355-Promotor exprimiert (Abbildung 29 A);
im Folgenden als p35S-ACT-p35S-MATE bezeichnet. Im zweiten Konstrukt wurde das
AMATE-Gen unter einem chloroplastidiren, blattspezifischen Promotor aus S. zuberosum
expremiert (Stockhaus ez a/., 1989; Abbildung 29 B), nachbezeichnet als p35S-ACT-pStLS1-
MATE.

A p35S-ACT-p35S-MATE

—{oes T kan ] ——{Aer T Hpses|— (AT e R RssST—

B p35S-ACT-pStLS1-MATE

TTUBNOS - kan AT - p3sS ——— MA — It - TE - psusl —

Abbildung 29: Schematische Darstellung der Genstruktur in den Vektoren p358-ACT-p358-MATE (A) und p355-ACT-

pSTLS1-MATE (B). Die Konstrukte A und B wurden nach dem Golden-Gate-Cloning-Protokollen nach (Engler ez al,
2009)) und (Weber e al, 2011) tber Level 0-, Level 1- und Level 2-Modulen in ,,Eintopf*-Reaktionen mit den
Restriktionsenzymen Typ 1IS (Bpil und Bsal) und Ligase assembliert. A) Gene A2ACT7 und AMATE werden unter
CaMV 35S-Promotor exprimiert. B) Gen AzACT7 wird unter CaMV 35S-Promotor exprimiert und AMATE unter
Kontrolle des blattspezifischer Promotor aus S. zuberosum StLS1. ACT — AtACT1-Gen; MATE — AMATE-Gen; Kan
— Kanamycin-Resitenzkassette; pNos — Nopalinsynthase-Promotor; p355 — CaMV 35S8-Promotor; StLS1 —

Blattspezifischer Promotor aus S. fuberosum (Stockhaus et al., 1989)

3.9.1. Expression von AzACTT-AMATE in transgenen Kartoffellinien
Die nach der A.-tumefaciens-vermittelten Transformation regenerierte Kartoffellinien wurden
auf AzACTT- und AMATE-Transkript tber Northernhybridisierung gepriift. Der
Northernblot (Abbildung 30) zeigte bei den unabhingigen Linien D, K, N, und X der
transgenen p35S-ALACTT-p35S-AMATE-exprimierenden Kartoffelpflanzen, AzACTT-
und AMATE-Transkripte in unterschiedlichen Bandenstirken. Die unabhingigen Linien
A, B, S und V, deren AMATE-Gen unter Kontrolle des StLS1-Promotor exprimiert
de, zeigten ebenfalls Signale, nach der Hybridisierung sowohl mit einer A24CT7-cDNA-
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Fragment-Sonde (siche 7.5.) als auch mit einer AN ATE-DNA-Fragment-Sonde (siche
7.5.). Die RNA der Kontrolllinien Wildtyp- (WT) und Leervektorpflanzen (EV) zeigte nach
der Hybridisierung mit den genspezifischen radioaktiven Sonden weder ein Signal fir

AtACT1-Transkript, noch fir ANATE-Transkript.

WTEV WTEV] D K N X |WTEVWTEVfA B S V
Kontrollen p35S-ACT- Kontrollen p35S-ACT-
p35S5-MATE pStLS1-MATE

Abbildung 30: Northernblot der transgenen AzACTT und AMATE exprimierenden Kartoffellinien (1 Experiment). Sonde fiir
AtACT1-Transkript: AzACT1-cDNA  (sieche 7.5., 1360 bp) aus pICH41308-A424CT7 (siche 7.2.) mit Bsal
herausgespalten, Sonde fiir AtMATE-Transkript: AtMATE-DNA mit ersten Intron (siche 7.5., 1736 bp) aus
pICH41308-A2MATE-Intron (siche 7.2.) mit Bsal herausgespalten.

Zur Bestitigung der Nothernblotdaten (Abbildung 30) und zur Quantifizierung der
Expression von AtACTT und AMATE in den transgenen AzACTT-AMATE-
exprimierenden Kartoffelpflanzen wurde die Expression per gqRT-PCR erneut bestimmt
(Abbildung 31). Die Bestimmung der relative Expression zeigte, dass nur die transgenen
Pflanzen AtACTT bzw. AIMATE exprimieren und in den Kontrollpflanzen Wildtyp und
Leervektor keine Expression nachweisbar war (Abbildung 31). Zwar schwankte die
AMATE-Expression bei den Linien N, X und S innerhalb der beiden Experimente stark,
im Vergleich zu den Kontrolllinien Wildtyp und Leervektor war jedoch immer deutlich eine

Expression mit der AMATE-genspezifischen Sonde erkennbar (Abbildung 31).

77



Ergebnisse

3,0 1
g 25 1
)
5§20
g
3 1,5 -
x
wl
g0
)
o 0,5 I
(] , .
(\b' (\'6‘ I T i = i_ -
0,0
WT‘EV‘D‘K‘N‘X‘A‘B‘S‘V
Kontrollen | p35S-ACT-p35S-MATE ‘p35S—ACT—pStL51—MATE ‘

Abblldung 31: Relative Expression der Gene AzACTT (m) und AMATE (m) in unbehandelten transgenen Az4ACT7- und

AMATE-exprimierenden Kartoffellinien bezogen auf das Gen EF7a. Die RNA wurde von unbehandeltem
Blattmaterial isoliert und mit Oligo-d(T)18-Primern revers transkribiert und anschlieBend mit genspezifischen Primern
und genspezifischen Sonden amplifiziert. 2 Experimente: Kontrollen sind Wildtyp- und Leervektorkontrolllinien (WT,
n=8 (AtACT1-Sonde) , n =7 (AMATE-Sonde) , EV, n = 6 (A24CT7-Sonde), n =5 (AMATE-Sonde); p355-ACT-
p35S-MATE — unabhingige transgene AzACTT und AMATE exprimierende Kartoffellinien unter 355-Promotor (n
= 3, je AtACT1-Sonde und ANLATE-Sonde); p355-ACT-pSTLS1-MATE - unabhingige transgene A£ACTT und
AMATE exprimierende Kartoffellinien unter 35S-Promotor (A£ACTT) und STLS1-Promotor (AMATE) (A, n = 3;
B,n=3;5,n=3;V,n =3, je A4ACT1-Sonde und AMATE-Sonde). Signifikanzen zu Kontrollen (WT, EV) sind mit

Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 0,01 ** (Student’scher t-Test).

3.10. Morphologischer Phinotyp der transgenen p35S-A2ACT7-p35S-AMATE

exprimierenden Kartoffellinien

Die transgenen Kartoffellinien, deren A£ACTT7- und AMATE-Gene unter Kontrolle eines
35S-Promotors exprimiert wurden, zeigten morphologische Verinderungen (Abbildung 32)
gegentiber Kontrollpflanzen. Die transgenen Linien waren kleiner als die Wildtyp- und
Leervektorlinien. Nur bei Linie D war die Standfestigkeit der Pflanzenstingel gegeben. Die

Blitter waren kleiner und hatten gréB3tenteils chlorotische und nekrotischen Flecken.
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Kontrollen p35S-ACT-p35S-MATE

Abbildung 32: Morphologischer Phinotyp von transgenen AzACT1-AtMATE-exprimierenden Kartoffellinien. Die Aufnahmen
wurden drei Wochen nach Austopfen von Medium in Erde gemacht. Kontrolllinien: WT = Wildtyp, EV =
Leervektorlinie, p35S8-ACT-p355-MATE D, K, N, X = transgene AtACTT1-AMNATE-exprimierende
Kartoffellinien mit beiden Genen unter Kontrolle eines 355-Promotor. Der verinderte morphologische Phinotyp

wurde in allen durchgefithrten Experimenten beobachtet (10 Experimente, n > 20 je Linie)

3.11. Gehalt an p-Cumaroylagmatin in transgenen AzACT7-AMMATE exprimierenden

Kartoffellinien

Nachdem in den transgenen Kartoffellinien die Expression beider Gene A2ACT7 und
AMATE nachgewiesen werden konnte, wurden die p-Cumaroylagmatingehalte in den
Blattscheiben und im Inokulum nach Infektion mit P. infestans bestimmt. Dafiir wurden die
Blitter der transgenen Linien mit P.-zufestans-Zoosporen inokuliert. Nach einem Tag wurden
p-Cumaroylagmatingehalte im Inokulum und in den dazugehdrigen Blattscheiben tiber
UHPLC-ESI-QTOF-MS bestimmt (vergl. Kap. 3.8.).

3.11.1. p-Cumaroylagmatin in Blattscheiben transgener AzACTT-AMATE-
exprimierenden Kartoffellinien
Zur Bestimmung der p-Cumaroylagmatingehalte in den Blattscheiben der transgenen
AtACTT- und AMATE-exprimierenden Linien wurde von inokulierten Blattscheiben
thanolische Extrakte hergestellt. Die per UHPLC-ESI-QTOF-MS vermessenen Extrakte

zeigten durchweg signifikant erhéhte Mengen an p-Cumaroylagmatin im Vergleich zu den
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Kontrollextrakten. Bei den Linien K, N und X, bei denen beide Gene konstitutiv unter
nem 35S-Promotor exprimiert wurden, waren die p-Cumaroylagamatingehalte um ein 12-
bis 16-faches erhoht (243195 nmol*g! FG; Abbildung 33). Bei Linie D und den transgenen
Linien, die den AMATE-Transporter unter Kontrolle des StL.S1-Promotors exprimieren,
waren die p-Cumaroylagmatingehalte finf- bis achtfach gegeniiber den Kontrollen erhéht
(120£49 nmol*g'FG). Es wurde auch hier gezeigt, dass die Expression von A£ACTT zu

stark erhohten Mengen an p-Cumaroylagmatin im Blatt fihrte.

350 k%
300
250
200

p-Cumaroylagmatine
[nmol*g FG1]

Kontrollen | p355-ACT-p35S-MATE |p35S-ACT-pStLS1-MATE
1 dpi

Abbildung 33: p-Cumaroylagmatin-Gehalte in den Kartoffelblattscheiben einen Tag nach Inokulierung mit P.-infestans-Zoosporen
(1x105/ml). Die Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit der P.
infestans —Zoosporensuspension inokuiert. Dabei wurden 30%10 ul P. znfestans —Zoosporensuspension pro Pflanze,
verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4, inokuliert. Die Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach einem
Tag, nachdem vorher das Inokulum abgenommen wurde. Die Blattscheiben wurden einer methanolischen
Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; 3
Experimente: Kontrollen sind Wildtyp- und Leervektorkontrolllinien (=) (WT, n = 30, EV, n = 30); p355-ACT-
p355-MATE (m) — unabhingige transgene Az4ACT7T und AMATE exprimierende Kartoffellinien unter 35S-
Promotor (D, n = 13; K, n = 8 N, n = 8; X, n = 14); p355-ACT-pStLS1-MATE (m) - unabhingige transgene
AtACTT und AMATE exprimierende Kartoffellinien unter 35S-Promotor (Az4ACTT) und StLS1-Promotor
(AtMATE) (A, n =7;B,n = 6; S, n = 7; V, n = 7). Statistik: SEM; Signifikanzen zu Kontollen mit Sternchen
dargestellt, P-Wert < 0,01 — 0,001 **, P-Wert < 0,0001%** (Student’scher t-Test).
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3.11.2. Extrazellulire p-Cumaroylagmatin transgener A2ACT1-AMATE exprimierenden

Kartoffellinien

Es wurden auch im Inokulum der transgenen AzACTT-AMATE Kartoffellinien die p-
Cumaroylgehalte per UPLC-ESI-QTOF-MS bestimmt. In Abbildung 34 ist zu schen, dass
das in den transgenen AtACTT-AMATE exprimierenden Kartoffellinien der Fall war,
wenn beide Gene unter einem 35S-Promotor exprimiert wurden. Die héchsten Mengen p-
Cumaroylagmatin sezernierten die Linien K mit 23 pM (+ 14,7 pM) und die Linie N mit 38
uM (£ 25,6 uM), was 121-fach bis 205-fach hoheren Mengen als im Inokulum von
Wildtypblittern entsprach. Die Blitter der Linien D und X transportierten weniger p-
Cumaroylagmatin nach aulen, die Werte waren aber dennoch 62 fach (Linie D) und 99-
fach (Linie X) erhoht im Vergleich zum Wildtyp. Von den transgenen Linien, deren
AMATE-Gen unter StLS1-Promotor exprimiert wurde, sezernierten nur zwei der vier
Linien signifikant hohere Mengen an p-Cumaroylagmatin ins Inokulum (Linie S: 16-fach;
2,5%1,8 uM und Linie V: 3-fach; 0,47£0,3 uM). Die Analyse ergab, dass die Expression von
AMATE zusitzlich zum A24ACT7-Gen zu einem Transport von p-Cumaroylagmatin aus
der Zelle ins Inokulum fithrte und lisst den Schluss zu, dass der AtMATE-Transporter fir

die Sekretion von p-Cumaroylagmatin verantwortlich ist.
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Abbildung 34: p-Cumaroylagmatin-Gehalte im Inokulum einen Tag nach Inokulierung von Kartoffelblittern mit P. infestans —
Zoosporen (1X105/ml). Die Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde
mit der P. infestans —Zoosporensuspension inokuiert. Dabei wurden 30 X 10 ul P. infestans —Zoosporensuspension

pro Pflanze, verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4, inokuliert. Ernte des Inokulum erfolgte nach einem Tag. Das
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Inokulum anschlieBend direkt per UHPLC-ESI-QTOF-MS vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; 3 Expetimente:
Kontrollen sind Wildtyp- und Leervektorkontrolllinien (=) (WT, n = 30, EV, n = 30); p355-ACT-p35S-MATE (m)
— unabhingige transgene A£ACTT und AMATE exprimierende Kartoffellinien unter 35S-Promotor (D, n = 13; K,
n =7 N,n =8 X, n= 13); p355-ACT-pStLS1-MATE (m) - unabhingige transgene ALACT7 und AMATE
primierende Kartoffellinien unter 355-Promotor (A£4CTT) und StLS1-Promotor (AAMATE) (A, n =7;B,n =7;8,
n=7;V,n = 7). Statistik: SEM; Signifikanzen zu Kontollen mit Sternchen dargestellt, P-Wert < 0,01 — 0,001 **, P-
Wert < 0,0001%** (Student’scher t-Test).

3.12. Relative Quantifizierung von P.-infestans-Biomasse in transgenen Kartoffelpflanzen

Da gezeigt werden konnte, dass p-Cumaroylagmatin die Sporenkeimung von P. infestans in
vitro inhibiert (Abbildung 17), sollte wuntersucht werden, ob die erhéhten p-
Cumaroylagmatingehalte der transgenen AzACTT und ALACTT-AMATE exprimierenden
Pflanzen auch z vivo einen Einfluss auf das Wachstum von P. #nfestans haben. Die Pflanzen
wurden mit P.—infestans-Zoosporen inokuliert. Nach drei Tagen wurde die P.-infestans-
Biomasse auf den inokulierten Blattscheiben iiber quantitative PCR-Analysen bestimmt.

In transgenen Kartoffelpflanzen, die nur AzACT7 exprimieren, konnte kein Unterschied
zwischen den transgenen Linien B, H, M und Z und Kontrollen in der Infektion mit P.
infestans bestimmt werden (Abbildung 35). Somit wurde durch die alleinige Expression von
AtACTT in Kartoffel trotz hoher p-Cumaroylagmatingehalte keine erhohte Resistenz

gegeniiber P. infestans erzielt.
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Abbildung 35: P.-infestans-Infektion von transgenen AzACTT1-AMATE-exprimierenden Kartoffellinien. Die Kartoffellinien
den drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit P.—infestans-Zoosporensuspension inokuiert
(18X10 pl P. infestans —Zoosporensuspension (1X105/ml) pro Pflanze, verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4),
okuliert. Die Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die P.-infestans-Biomasse wurde durch

qPCR, nach Isolierung der genomischen DNA aus den infizierten Blattscheiben, bestimmt. 3 Experimente:
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Kontrolllinien (WT — Wildtyp, n = 24 und EV — Leervektorlinie, n = 24). Az4ACT7 B, H, M, Z — unabhingige
transgene A2ACTT exprimierende Kartoffellinen, je Linie n = 12; Statistik: SEM, Signifikanzen zu WT- und EV-

Kontolllinien: keine (Student’scher t-Test).

Drei der vier unabhingigen transgenen Linien, die A24ACT7T und AMATE unter Kontrolle
des 35S-Promotors exprimierten, zeigten weniger P.-znfestans-Biomasse im Vergleich zu den
Kontrolllinien (Wildtyp und Leervektorkontrolllinie, Abbildung 36) drei Tage dach
Inokulierung,. Die Linie D und X zeigten eine vierfach hohere Resistenz gegen P. infestans
im Vergleich zu den Kontrollen und Linie K 1,5-fach geringeres Wachstum von P. znfestans.
Bei den transgenen Linien A, B, S, und V, die das AMATE-Gen unter Kontrolle des
StLS1-Promotors exprimierten, zeigte nur Linie A eine geringe, aber signifikante, 1,9-fache
Verringerung der P.-infestans-Biomasse gegentiber den Kontrollen. Kartoffelpflanzen, die

beide Gene exprimierten, zeigten einen Effekt auf die P.-infestans-Intektion.
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Abblldung 36: P.-infestans-Intektion von transgenen AzACT1-AMATE-exprimierenden Kartoffellinien. Die Kartoffellinien

wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit P.—infestans-Zoosporensuspension inokuiert (
18X10 wl P. infestans —Zoospotensuspension (1X105/ml) pro Pflanze, verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4),
liert. Die Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die P.-infestans-Biomasse wurde durch qPCR,
nach Isolierung der genomischen DNA aus den infizierten Blattscheiben, bestimmt. 3 Experimente: Kontrollen sind
Wildtyp- und Leervektorkontrolllinien (=) (WT, n = 32, EV, n = 39); p35S-ACT-p355-MATE (m) — unabhingige
transgene AzACTT- und ANLATE-exprimierende Kartoffellinien unter 35S-Promotor (D, n = 15; K, n = 13; N, n =
10; X, n = 16); p355-ACT-pStLS1-MATE (m) - unabhingige transgene AzACT7- und ANLATE-exprimierende
toffellinien unter 35S-Promotor (A£ACTT) und StLS1-Promotor (AtMATE) (A,n=9;B,n=9;S,n =10; V,n = 9).
Statistik: SEM, Signifikanzen zu Kontrollen mit Sternchen dargestellt, P-Wert < 0,05%, P-Wert < 1¥10-5 ***

dent’scher t-Test).
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3.13. In-vitro-Inhibierungstest von p-Cumaroylagmatin auf die Zoosporenkeimung von P.

infestans

Da p-Cumaroylagmatin einen Einfluss auf die Sporenkeimung von P. #nfestans hat (3.4.2,
Abbildung 18), sollte untersucht werden, ob erhéhte Mengen p-Cumaroylagmatin im
Inokulum ausreichend sind, um die P.-infestans-Zoosporenkeimung zu inhibieren. Dafiir
wurde von P.-infestans-inokulierten  Kontrolllinien, AzACTTund AzACTT-AMATE-
exprimierenden transgenen Kartoffellinien das Inokulum nach 24 Stunden vom Blatt
genommen, anschlieBend steril filtriert und zu einer neuen P.-infestans-Zoosporensuspension
gegeben. Nach weiteren 24 Stunden wurde die Sporenkeimungsrate unter dem Mikroskop
bestimmt. Das Inokulum aller vier unabhingigen transgenen AtACTT-AMATE-
exprimierenden Kartoffellinien zeigte eine signifikante Inhibierung der P.-infestans-
Zoosporenkeimung gegentiber der steril filtrierten Tropfen der Kontrolllinien (Wildtyp-
und Leervektorlinien) sowie transgenen Az4CT7-exprimierenden Kartoffelpflanzen.
Ingesamt waren die Sporen mit dem Inokulum der A£ACT7-AMATE-exprimierenden
Kartoffelpflanzen um 17,3% (£1,7%) weniger gekeimt als die Sporen mit Inokulum der
Kontrollen und 13% (+1,8%) geringer als die Sporen mit Inokulum von Pflanzen die
AtACTT allein  exprimieren. Die Sporenkeimungsrate mit Inokulum der AzACTT
exprimierenden Kartoffelpflanzen zeigte keine signifikanten Unterschiede zu der mit
Inokuli der Kontrollpflanzen. Der 7 vitro-Versuch korreliert, mit Ausnahme der Linie p35S-

ACT-p355-MATE N, mit den Ergebnissen der Resistenzuntersuchungen (3.12., Abbildung
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Abbildung 37: In-vitro-Inhibierungstest von Inokulum, welches 24 h auf der Blattoberfliche von Kartoffelpflanzen war, auf P.

infestans —Zoospotrenkeimung. 50 pl P. infestans-Zoosporensuspension (3X105 Sporen/ml) und 50 pl steril filtriertes
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Inokulum, das vorher 24 h auf Kontrollpflanzen (Wildtyp- und Leervektorkontrollblittern), Blittern von AzACT17-
oder AtACTT-AMATE (p355-ACT-p355-MATE) exprimierenden Kartoffelblittern war, wurden gemischt. Die
Ansitze wurden fiir 24 h bei 15°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben unter dem Mikroskop fotografiert
(10 Bilder pro Probe). Spiter wurden die Fotos am PC ausgewertet, indem gekeimte Zoosporen und nicht gekeimte
Zoosporen gezihlt wurden. Als gekeimte Zoospore galt, wenn der Keimschlauch linger als der Durchmesser der
Spore war. Kontrollen sind Wildtyp- und Leervektorkontrolllinien (=) (WT, n = 9, EV, n = 9); A24CT7(m) -
hingige transgene A£ACT7-exprimierende Kartoffellinien unter 35S-Promotor (B, n = 9; M, n = 9); p355-4CT-
p355-MATE (m) — unabhingige transgene AzACT7- und AMATE-exprimierende Kartoffellinien unter 35S-
Promotor (D, n = 9; K, n = 8; N, n = 9; X, n = 9). Statistik: SEM, Signifikanzen zu Kontollen sind mit Sternchen

dargestellt, P-Wert < 0,01 — 0,001 **, P-Wert < 0,0001%** (Student’scher t-Test).

Die Untersuchungen zeigten, dass AtMATE fir den Export von p-Cumaroylagamtin
verantwortlich ist und dass die Erhéhung der extrazelluliren HCAAs mit einer verstirkten

Inhibierung des P.-infestans-Wachtums korreliert.
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4. Diskussion

4.1. Expression von AtACTT und AIMATE in A. thaliana unter Stress

Die Gene AtACTT und AMATE sind laut Expressionsdatenbank Genvestigator
(genevestigator.com) nur nach sehr wenigen Behandlungen bzw. unter wenigen
Bedingungen aktiviert, hauptsichlich nach Pathogenbefall. Sechs Stunden nach P. infestans-
Inokulierung war die Aktivierung beider Gene am héchsten und nahm dann bis 24 h nach
Inokulierung wieder ab (3.1.; Abbildung 9B). Laut des Coexpressionsnetzwerks AttedIl
(www.atted.jp) waren AzACTT und AMATE stark coexprimierte Gene (3.1Abbildung
9A). So zeigten Rowe e al. (2010) eine 30-fach stirkere Expression von A£ACTT und
AMATE nach Infektion von A. thaliana mit dem nekrotrophen Pilz B. cnerea, im Vergleich
zum nicht aktivierten Zustand. Mit P. znfestans wurde eine 53-fache Induktion der
Expression von AzACTT gezeigt. Eine Inokulierung mit dem nekrotrophen Pilz Sclerotinia
sclerotiorum ergab die hochste Aktivierung (210-fach héher im Vergleich zur Expression des
Gens ohne Pathogenstress, genevestigator.com) (Zhu e# al., 2013). Silberionen, in Form von
AgNO;, riefen eine fast ebenso starke Aktivierung des Gens hervor wie P. znfestans (Zhu et
al., 2013). Eine schwache Aktivierung wurde auch bei der Behandlung mit verschiedenen
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) gezeigt. Sowohl pilzliche Pathogene als auch Metallionen
konnten zu ROS in der pflanzlichen Zelle und dem Apoplasten fithren (Sharma ez a/., 2012;
Lehmann ez al., 2014), was die dhnlichen Aktivierungsraten unter verschiedenen Stressarten
erkliren konnte.

Das Gen AIMATE (A. thaliana multidrug und toxic componnd extrusion) war unter fast allen
Behandlungen, die auch AzACTT aktivierten, hochreguliert (www.genevestigator.com).
S. sclerotiorum bewirkte auch bei AIMMATE die héchste Aktivierung, mit einer 120-fachen
Induktion der Genexpression. Allerdings war bei AMATE die Aktivierung des Gens
durch AgNOs doppelt so hoch (28-fach) wie durch P. infestans (14-fach). Nur ein sehr
ner Teil der annotierten MATEs in A. thaliana konnte bisher charakterisiert werden. Die
beiden bekanntesten sind ALF5 (aberrent lateral root formation 5) und EDS5 (enhanced disease
susceptibility 5). ALF5 vermittelte in A.-thaliana-Wurzeln Resistenz gegen Polyvinylpyrrolidon
(PVP) und Pyrrolidon. Wurde ALF5 in der Hefe Sacharomyces cervisiae exprimiert,
zierte es Tetramethylammoniumchlorid (TMACI) (Diener ¢z al, 2001). Welche Substanz

ALF5 transportiert, ist bis heute nicht bekannnt. EDS5 ist ein in die Immunantwort auf
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abiotischen und biotischen Stress involvierter MATE-Transporter (Nawrath ez al., 2002). So
vermittelte EDS5 den  Salicylsdureexport aus dem  Chloroplasten, dem o-
Hydroxybenzoesiure-Syntheseort, sowohl nach Pathogenbefall mit P. syringae als auch nach
UV-C-Behandlung (Nawrath ez al, 2002; Serrano et al, 2013; Yamasaki ¢t al, 2013).
falls zu den ersten entdeckten MATEs in Arabidopsis zihlte DTX1 (detoxcification 1). Anders
als bet vielen anderen pflanzlichen MATE-Transportern sind DTX1-Substrate bekannt. So
wurden antibiotisches Norfloxacin, Ethidiumbromid, das Alkaloid Berberin, Palmiat und
Cd?* iber die Plasmamembran nach auf3en transportiert, um Resistenz gegen die genannten
Agentien zu vermitteln (Li e a/., 2002; Remy und Duque, 2014).

Nach Sharma ¢z a/ (2012) und Lehmann e a/ (2014) wurde AtMATE am hochsten in
SchlieBzellen der Spaltéffnungen exprimiert. Bei AzACT7 war die Expression in den
Schlief3zellen ebenfalls hoch, allerdings auch in Trichomen und Blattstiel-Epidermis-Zellen.
Die hohe Expression beider Gene in den Schlie3zellen kénnte darin begriindet sein, dass
P.-infestans-Zoosporen die Pflanze Uber Stomata, Lentizellen oder Wunden besiedeln
(Judelson und Blanco, 2005).

Die MATE-Transporter-Familie ist eine von funf multidrug-Transporter-Proteinfamilien.
Endeckt wurde die Transporterfamilie durch die Identifizierung des bakteriellen MATE-
Transporters NotM (norflaxacin multidrug efflusc system) aus Vibrio parahaemolyticus und seinem
Homologen in E. cli, ydhE (multidrug efflux protein NotrA, Mortita et al, 1998), deren
Sequenzen zu keiner bekannten anderen vier multidrug-Transporterfamilie (ABC- (ATP-
binding cassette), MES- (major facilitator superfamily), SMR- (small multidrug resistance) und RND-
Transportter (resistance-nodulation cell division) passten , Paulsen, 2003). Mittlerweile ist bekannt,
dass MATE-Transporter ubiquitir in allen Lebewesen verbreitet sind (Omote ez al, 20006).
Generell besitzen Pflanzen neben ABC- auch eine grofle Anzahl an MATE-Transportern.
So waren beispielsweise im Arabidopsis-Genom ca. 130 ABC- und ca. 60 MATE-
Transporter-Gene annotiert (Omote e# al, 2006; Kang e al., 2011). Im Gegensatz zu den
ATP-getriebenen ABC-Transportern sind MATEs sekundire Transporter, die die
Substrattranslokation tber Membranen mittels elektrochemischen Gradienten von HT-
oder Na*-Tonen energetisierten (Krulwich e 4/, 2005; Omote ez al., 2006; Sun ez al., 2011;
Shoji, 2014), wobei man bei Pflanzen nur von H*-Ionen gekoppelten Gradienten ausgeht
(Remy und Duque, 2014). Gewohnlich bestehen MATE-Transporter aus zwolf
Transmembran-a-Helices mit einer hohen Sequenzihnlichkeit tiber diese Region, wobei
keine einzelnen Sequenzen und Motive in allen Mitgliedern der Proteinfamilie konserviert
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sind (Shoji, 2014). Viele MATE-Proteine wiesen eine Sequenzsimilaritit von 40% auf
(Diener et al., 2001; Omote et al, 2006; He et al, 2010). Pflanzliche MATEs sind laut
Annotationen in der Plasmamembran oder im Tonoplast lokalisiert und in der
Detoxifikation endogener chemischer Verbindungen wie Sekundirmetaboliten und

Xenobiotika involviert (Omote 7 al., 2006; Shoji, 2014).

4.2. Subzellulire Lokalisation von AtACT1 und AtMATE in Arabidepsis thaliana

Uber die Expression von pUBC-AtACT1-YFP in N.-benthamiana- (3.2.1.; Abbildung 10)
und A.-thaliana-Zellkulturprotoplasten (3.2.2, Abbildung 11) wurde gezeigt, dass die
Agmatin-Cumaroyl-CoA-Transferase AtACT1 im Zytoplasma lokalisiert ist. Die AtACT1
gehorte zu den BAHD-Enzymen. Diese sind nach D’Auria (2006) im Zytosol lokalisiert.
Obwohl N-terminale, Stamm-spezifische Proteinmotive bei den BAHD-Enzymen
gefunden wurden, wie bspw. ein LTFFD-Motiv bei AtACT1, konnte 7 silico keine
Verbindung zwischen diesem N-Terminus-nahen Motiv und vorhergesagter subzelluldrer
Lokalisierung hergestellt werden (Tuominen e al, 2011). Moglia ez al. (2014) fihrte
subzellulare Lokalisierungsstudien mit einer ebenfalls zu den BAHD-Enzymen geh6érenden
Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinat-Hydroxycinnamoyltransterase (SIHQT) aus S. Acopersicunm:
durch. In bomardierten Zwiebelepidermiszellen war mit EYFP fusionierte SIHQT (35S-
SIHQT-EYFP) im Zytoplasma lokalisiert. Im Gegensatz dazu zeigte mit mRFP fusioniertes
SIHQT (35S-S/HQOT-mRFP, mRFP ist bei saurem pH stabiler als EYFP) auch eine geringe
Expression von SIHQT in der Vakuole. Moglia e a/ (2014) vermuteten, dass
Chlorogensidure (CGA) im Zytoplasma synthetisiert und in die Vakuole zur Speicherung
transportiert wird. SIHQT wire dann sekundir in der Vakuole an der Biosynthese von
Dicaffeoyl-Chinat (diCQA) beteiligt. Generell jedoch scheinen Acyltransferasen, die
Hydroxycinnamoyl-CoA-Derivate tbertragen, vorwiegend im Zytosol lokalisiert zu sein,
unabhingig davon, welcher Enzymfamilie sie angehdren. So ist bspw. die zur GNAT-
Enzymfamilie gehorende Tyramin-N-Hydroxycinnamoyltransferase aus Paprika (Kang ez
al., 2000) ebenfalls im Zytosol lokalisiert (Facchini ez al., 2002; Lee et al., 2007).

Bei der Bestimmung der subzellulire Lokalisierung von AtMATE im Rahmen dieser Arbeit
war kein Signal des Fusionsproteins YFP zu beobachten. Eine Ursache dafiir konnte die
Verwendung der AMATE-cDNA zur Fusionierung von AMATE mit YFP in pUBC-
AMATE-YFP gewesen sein. Es gab Hinweise darauf, dass viele Transporter erst durch
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alternatives Spleien der pri-mRNA ihre spezifische Lokalisierung in der Zelle erhalten
(Remy ez al., 2013; Staiger und Brown, 2013). Remy ¢# a/,, (2013) beschrieben alternatives
Spleiflen, das zu zwei Isoformen fithrte, bei einen AtMFS-Transpotter (major facilitator
Sfamily), der wie AtMATE zu den Multidrug-Transportern gehérte (Omote e al., 2006) . Eine
Isoform ist im Tonoplast von Wurzelzellen lokalisiert und die andere Isoform in der
mamembran von Blatt-Stomata-SchlieBzellen. Beide Isoformen transportieren Auxin. Die
Volllingen-Isoform war fiir Auxin-vermittelte Prozesse verantwortlich, die kiirzere Isoform
vermittelte Trockenstresstoleranz. Es besteht somit die Moglichkeit, dass die ANMATE-
pri-mRNA in der Pflanzenzelle verschiedene Splei3-Varianten und damit auch
ne subzellulire Lokalisierungen hat. Pflanzliche MATE-Transporter scheinen entweder in
der Plasmamembran oder im Tonoplast lokalisiert zu sein, wofiir auch die postulierten

zwOlf Transmembranhelices sprechen (Omote e7 al., 20006).

4.3. Funktionelle Analyse von A2ACTT und AIMMATE in A. thaliana

Im Vorfeld der Arbeit konnte in der AG Rosahl in Kooperation mit der AG Driger (MLU
Halle) tber die Expression von A2ACTT in E. co/i und anschlieBenden Enzymassays mit
dem rekombinanten AtACT1-Protein, gezeigt werden, dass AtACT1 fir die Biosynthese
von p-Cumaroylagmatin und Feruloylagmatin mit p-Cumaroyl-CoA oder Feruloyl-CoA und
Agmatin als Ausgangssubstrate verantwortlich ist (Jakobitz, 2009). Im gleichen Jahr zeigten
Muroi et al. ebenfalls die AtACT1-vermittelte Synthese von p-Cumaroylagmatin und
Feruloylagmatin. Aulerdem beschrieben sie, dass nach Infektion mit A. brassicicola die
Akkumulation von p-Cumaroylagmatin, Feruloylagmatin, p-Cumaroylputreszin und
Feruloylputreszin in den Blittern der AzACT7-knock-out-Mutante nicht mehr stattfand.
Damit war die Annotierung von Nagata es a/ (2005), wonach A#g67160 fir eine
Anthocyanin-5-aromatische Acyltransferase (AAT) kodiere, widerlegt. Bereits 2007 stellten
Luo et al. in Frage, dass A#5¢67160 fir eine AAT kodiere, da A#5967760 unter Behandlung
mit erh6hten Saccharose-Konzentrationen, die zu einer ethdhten Anthocyaninbildung in A.
thaliana fihrt, nicht aktiviert wurde. Das Fehlen der Akkumulation von p-Cumaroylagmatin
nach P.-infestans-Inokulierung in den Blattscheiben der AzACT7-Mutante (actl), wurde in
dieser Arbeit gezeigt (Abbildung 12). Ebenso wie reduzierte Mengen an Feruloylagmatin
(Dobritzsch et al., 2016). Die erniedrigten p-Cumaroyl- und Feruloylputreszingehalte wie

bei Muroi et al. (2009) konnten in dieser Arbeit nach Inokulierung mit P. infestans allerdings
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nicht bestitigt werden. Das kann daran liegen, dass zum einen Muroi ¢ a/. (2009) mit A.
brassicicola, einem Wirtspathogen von A. thaliana, infizierten und hier mit P. infestans, einem
Nichtwirtspathogen von A. thaliana, gearbeitet wurde. Zum anderen haben Muroi ¢/ al. erst
nach 72 Stunden Blattmaterial geerntet, wihrend in dieser Arbeit das bereits nach 24
Stunden erfolgte. Vielleicht werden p-Cumaroylagmatin und Feruloylagmatin auch durch
andere Enzyme wihrend der lingeren Inkubation zu p-Cumaroylputreszin und
Feruloylputreszin umgewandelt. Eine solche Konvertierung von HCA-Agmatin zu HCA-
Putreszin ist in der Literatur bisher jedoch nicht beschrieben, wohl aber die enzymatische
Umwandlung von Agmatin zu Putreszin, z.B. durch die Putreszinsynthase in Keimlingen
der Saat-Platterbse (Lathyrus sativus) und Agmatinase in anderen Pflanzen wie S. tuberosum
(Srivenugopal und Adiga, 1981; Macoy e al., 2015). In ihren Enzymassays beschreiben
Muroi e al. (2009), dass die Anwesenheit von Agmatin neben Putreszin die Synthese von p-
Cumaroylputreszin hemmt. Dies kénnte der Grund sein fir die sehr viel niedrigeren
Gehalte an p-Cumaroylputreszin und Feruloylputreszin im Vergleich zu p-Cumaroylagmatin
und Feruloylagmatin. Es sei noch erwihnt, dass Muroi ez a/. (2009) keine Aussage dariiber
machten, mit welcher T-DNA-Insertionslinie gearbeitet wurde (Alonso ez al., 2003).

Die A#3g23550-Mutante smatel zeigte 24 Stunden nach Inokulierung mit P. znfestans
annihernd p-Cumaroylagamtin-Wildtypgehalt in Blittern (Abbildung 12), aber eine fast
vollstindige Reduktion von p-Cumaroylagmatin im Inokulum (Abbildung 14). Daraus wird
postuliert, dass der AMATE-Transporter fiir die Sekretion von p-Cumaroylagmatin in den
Apoplasten  zur Penetrationsstelle des Pathogens verantwortlich ist. Die p-
Cumaroylagmatingehalte in den Blittern von mate2 erreichten nicht das Wildtypniveau, was
an einer negativen Rickkopplungshemmung liegen kénnte. Dabei findet wahrscheinlich
cine p-Cumaroylagmatin-Akkumulation im Zytosol statt. Durch das Unvermdgen, p-
Cumaroylagmatin nach draullen zu transportieren, hemmt das Produkt die AtACT1 um so
eine Stérung von Homdéostasen anderer Metaboliten in der Zelle zu vermeiden. Solch eine
negative Produkthemmung wurde auch von Serrano e a/. (2013) beschrieben. Hierbei wird
die ICS1 (Isochorismatsynthasel) in der MATE-Transporter-Mutante eds5 (enbanced disease
susceptibility 5) durch die stressinduzierte Akkumulation von Salicylsdure gehemmt.

Die p-Cumaroylagmatingehalte der pen2—Mutante, die in der chemischen Abbwehr
iber die Indole eingeschrinkt ist, wurden in dieser Arbeit mitbestimmt, da Christoph

Bottcher (Julius-Kiithn-Institut, Berlin) mundlich mitteilte, dass er sehr hohe p-

Cumaroylagmatinlevel in pen2-Blittern nach Behandlung mit P. zufestans beobachtet
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hat (unveroffentlichte Daten). Dies wurde in dieser Arbeit bestitigt (Abbildung 13).
Die p-Cumaroylagmatingehalte der pen2-Mutanten waren drei- bis funffach erhéht in
Blittern und Inokulum im Vergleich zu Wildtyp-Arabidopsispflanzen. Die
Doppelmutanten act! pen? und matel pen2, die nach personlicher Mitteilung von
Andreas Matern (AG Rosahl, IPB Halle) eine erhohte Penetrationshiufigkeit durch
P. infestans aufweisen, zeigten die gleichen Gehalte an p-Cumaroylagmatin in Blittern
und Inokulum nach P.-znfestans-Behandlung wie die Einzelmutanten act7 und matel
(Abbildung 12 - Abbildung 16). Dies bestirkte die Annahme, dass AtMATE fuir den
Transport von p-Cumaraoylagmatin verantwortlich ist. Die erhohten p-Cumaroyl-
agmatingehalte der pen2- Mutanten (Abbildung 13, Abbildung 16) kénnten durch die
erhohte Penetration von P. infestans in den pen2-Mutanten und damit verbundener
verstirkter Abwehrantwort durch A2ACTT auftreten. Ebenfalls denkbar wire, dass
pen2-Pflanzen durch das Fehlen der Indolglucosinolathydrolyse-Aktivitit ihrer
defekten PEN2-Myrosinase, die postulierten Produkte Indol-3-ylmethylamin (I3A)
und Raphanusamsiure (RA) nicht mehr bilden kénnen (Bednarek ez 4/, 2009) und
nun iber erhéhte p-Cumaroylagmatinbiosynthese das Fehlen der Indole in der

chemischen Pathogenabwehr kompensieren.

4.4. Die Rolle von A£ACTT und AMATE in der Abwehr gegen P. infestans

HCAAs, wie p-Cumaroylagmatin werden antimikrobielle Eigenschaften zugesprochen
(Stoessl, 1967; Répenack et al., 1998; Muroi et al., 2009; Bassard et al., 2010; Muroi et al.,
2012). Gab man p-Cumaroylagmatin zum P.-infestans-Myzel, konnte kein Einfluss auf das
Wachstum von P. znfestans gemessen werden (Abbildung 17). Das steril filtrierte Inokulum,
welches nach 24 Stunden von A.-thaliana-Wildtyp-Blittern und Blittern der Mutanten act1,
matel, actl matel oder pen2 geerntet wurde, zeigte ebenfalls keinen inhibitorischen Effekt auf
das Myzelwachstum von P. znfestans (Abbildung 19). Eine Wirkung auf das Myzelwachstum
von P. infestans hatte nur das als Positivkontrolle eingesetzte Oxocrotonat (Abbildung 17).
Seine antimykotischen FEigenschaften beschrieben Eschen-Lippold ez a/ (2009). Dabei
wurde eine Inhibierung sowohl auf die Zoosporenkeimung als auch auf das
Myzelwachstum von P. infestans durch die aus dem Elfenbein-Schneckling (Hygrophorus
eburnens) isolierte Fettsdurederivat Oxocrotonat nachgewiesen. Schon die Zugabe von

geringen 3,7 uM reichte aus, um eine vollstindige Inhibierung der Zoosporenkeimung 7
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vitro zu erreichen. Fur eine signifikante Hemmung des Myzelwachstums musste aber eine
nicht physiologische, hohe Konzentration von 1 mM eingesetzt werden. Ebenfalls in
Kooperation mit der AG Rosahl zeigten Prost e a/ (2005), dass auch andere
Fettsdurederivate aus Pflanzen, die Oxylipine, inhibitorische Effekte auf Myzelwachstum
und Sporenkeimung eukaryotischer Mikroorganismen haben. Bei einer Konzentration von
100 uM hatten 22 von 43 Oxylipinderivate einen Effekt auf die Zoosporenkeimung von P.
infestans, acht davon zeigten eine fast vollstindige Hemmung der Zoosporenkeimung. Sechs
Oxylipinderivate inhibierten auch das Myzelwachstum 7 vitro, die 1Cso-Werte fur natiirlich
Oxylipine lagen bei tiber 150 uM, bei synthetischen Oxylipinen bei 100 uM. Die Autoren
zeigten auch, dass es eine Rolle spielt, wie chemisch stabil die jeweiligen Oxylipine unter
den Wachstumsbedingungen des jeweiligen Organismus sind. Einige Substanzen werden
durch Enzyme der Organismen abgebaut oder maskiert (Doehlemann und Hemetsberger,
2013). Dies koénnte auch in dieser Arbeit der Grund sein, warum kein Effekt durch p-
Cumaroylagmatin auf das Myzelwachstum 7z vitro von P. infestans zu sehen war (Abbildung
17). Da eine Extraktion der p-Cumaroylagamtinlésungen aus dem Roggenmedium duf3erst
schwierig wire, wurde diese Kontrolle, ob p-Cumaroylagmatin im  -vitro-
Myzelwachstumsassay durch P. znfestans abgebaut wird, nicht durchgefiihrt.

Andere HCAAs wie bspw. N-Feruloyltyramin fithren zu einer verstirkten Verzweigung
von Myzel, aber Hemmung des linearen Wachstums der vesikular-arbuskuliren Pilze
Glomus intraradix und Glonmus versiforme (Grandmaison ef al. (1993). Fattorusso ez al. (1999)
zeigten in vitro eine antifungale Aktivitit gegen das Myzelwachstum von Fusarium culmorum
durch N-Feruloyltyrosin (EDso = 20 pg/ml (56 uM)) und N-Feruloyltyramine (EDsp = 22
ug/ml (70 ub)).

Bei den #n-vitro-Untersuchungen des Einflusses von p-Cumaroylagmatin auf die
Zoosporenkeimungsrate konnte eine signifikante Inhibierung der Keimung nachgewiesen
werden. Bereits bei 0,01 mM p-Cumaroylagmatin sind ca. 50% weniger gekeimte Sporen zu
beobachten (Abbildung 18). FEine noch stitkere Inhibierung der P.—infestans-
Zoosporenkeimung wurde mit steril filtrierten Inokulum von sowohl _A.-thaliana-
Wildtyppflanzen als auch von Mutanten act! und matel erreicht. Und dies, obwohl diese
kein p-Cumaroylagmatin (act1, matel) bzw. maximal Gehalte von 0,0013 mM (Wildtyp)
aufwiesen (Abbildung 14). Zusitzlich wurden diese Konzentrationen dann durch Zugabe
der Sporensuspension nochmals 1:1 verdinnt (Abbildung 20). Ein Grund dafiir kann sein,
das steril filtrierte Inokulum noch sehr viele andere Abwehrmetalboliten (wie Indolderivate,
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Glucosinolate, etc.) und Effektorproteine aus A. thaliana enthilt. p-Cumaroylagmatin ist nur
cine Teilkomponente der chemischen Abwehr von A. #haliana im Apoplasten. 2009 zeigten
Muroi et al. eine 50%ige Inhibierung der Sporenkeimung und Hyphenlinge von A.
brassicicola nach Behandlung mit hohen p-Cumaroylagamtin-Konzentrationen von mehr als
1 mM. Muroi e al. (2012) beschrieben nach Zugabe von 180 uM und 1800 pM p-
Cumaroylagmatin einen geringen Effekt von 20-30% kirzeren Keimschlauchlingen bei der
Sporenkeimung von B. anerea.

Die ersten Untersuchungen mit dem Dimer von p-Cumaroylagmatin, Hordatin A, durch
Stoessl, (1967) zeigten eine 80%ige Inhibierung der Keimung von Monilinia fructicola bereits
bei 5 ppm, mit p-Cumaroylagmatin konnte jedoch kein inhibitorischer Effekt gezeigt
werden.

Im sn-vitro-Sporenkeimungsassay wurde in zwei Experimenten durch LC-MS-Messungen
gezeigt, dass p-Cumaroylagamtin durch P. znfestans wihrend der 24 Stunden P.-infestans-
Zoosporenkeimung nicht abgebaut wird (Daten nicht gezeigt). Die frithe Aktivierung der
Gene AtACTT und AMATE, wenige Stunden nach Behandlung von A. thaliana mit
P. infestans ( Abbildung 9B) korrelierte mit der Inhibierung der Zoosporenkeimung von

P. infestans, die auch wenige Stunden nach Inokulierung auf der Blattoberfliche beginnt.

4.5. Vergleich der p-Cumaroylagmatingehalte in S. #uberosun (Wildtyp) und A. thaliana
(Wildtyp)

Der Vergleich der p-Cumaroylagmatingehalte in A. #haliana- und Kartoftel-Wildtyp-
Pflanzen nach Inokulierung mit P. #nfestans zeigte deutliche Unterschiede. Kartoffel-
Blattscheiben akkumulierten 3,5-fach hohere Mengen p-Cumaroylagmatin als .A. thaliana-
Blitter, konnten aber 7,5- fach weniger ins Inokulum sezernieren(Abbildung 21). Daraus
lie sich schlieBen, dass Kartoffel zwar hohe Mengen p-Cumaroylagmatin in der Zelle
akkumuliert, aber keinen effektiven Transporter besitzt, der die Substanz in den Apoplasten
sezerniert.

Die p-Cumaroylagmatingehalte lagen im Kartoffelinokulum bei ca. 0,17 uM. P.-infestans-
Zoosporenkeimung 7z vitro werden aber erst bei ca. 10 pM um 15% (£7,6%) inhibiert
(Abbildung 18). Im A.-thaliana-Inokulum fand sich eine p-Cumaroylagmatinkonzentration
von 1,3 uM (Abbildung 21), das entsprach zwar auch nicht dem 7z vitro ermittelten Wert,

aber die Konzentration direkt an der Penetrationsstelle von P. infestans kénnte natirlich viel
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héher sein. Wie bereits in dieser Arbeit erldutert, handelt es sich bei p-Cumaroylagmatin um
eine Komponente unter vielen in der chemischen Abwehr von P. znfestans bei A. thaliana.
Die ersten Untersuchungen, welche Metaboliten ins Inokulum auf A. thaliana sezerniert
werden, fuhrten Bottcher e @/ (2009) durch. Die Autoren untersuchten Inokuli von A.
thaliana-Wildtyppflanzen und  Camalexin-Biosynthese-Mutanten  (PHYTOALEXIN
DEFICIENTS3, pad3), um die Rolle des Enzyms CYP71B15 in der chemischen Abwehr
aufzukliren. Dabei fanden sie tber ungerichtete Metabolitenanalysen in den Tropfen 65
features abwirts und 57 features aufwirts der Camalexinbiosynthese, welche mit den
ten Metaboliten im PAD3-Stoffwechselweg assoziiert sind. Es konnten acht Camalexin-
und Indolderivate im Inokulum mit P. infestans identifiziert werden. In der Literatur finden
sich nur sehr wenige Untersuchungen zu sekretierten Metaboliten auf dem Blatt. Schmidt ez
al. (1999) identifizierten fint HCAAs (Feruloyloctopamin, -3“-methoxyoctopamin, -tyramin
sowie p-Cumaroyltyramin und —octopamin) in Zellwinden und Medium von Zellkultur-
Kartoffelzellen nach P.-infestans-Elizitorbehandlung. Die meisten Forschungsansitze
zentrierten sich auf die Metabolitenanalyse von Wurzelexudaten. Vikram ez a/ (2004)
ten, dass nach Inokulierung der Friichte der Apfelsorte McIntosh mit den Pilzen B. cnerea,
Penicillium  excpansum, Mucor piriformis oder Monolinia sp. tber 498 verschiedene fliichtige
taboliten vom Apfel abgegeben werden, an denen man die Pathogene unterscheiden kann

oder ob der Apfel infiziert ist oder nicht.

4.6. Verinderte HCAA-Gehalte in transgenen A2ACT7 exprimierenden Kartoffellinien

Durch die Expression von A£ACTT in Kartoffel (Abbildung 23, Abbildung 24) konnten
verinderte HCAA-Gehalte und Muster im Metabolitenprofil beobachtet werden. Einen
visuellen Phinotyp zeigten die transgenen Pflanzen gegeniiber Wildtypkartoffellinien nicht.
Auffillig im Metabolitenprofil der Blattscheiben der vier ausgewihlten unabhingigen
genen AzACT7-exprimierenden Kartoffellinien war, dass neben p-Cumaroylagmatin
(Abbildung 206), p-Cumaroylspermidin und Feruloylspermidin (Dobritzsch ez al., 2016), auch
p-Cumaroylputreszin (Abbildung 25) signifikant erhoht war. Gegentiber A.-thaliana-
Blattextrakten, in denen kein p-Cumaroylputreszin detektiert wurde, fihrte die Expression
der A2ACTT in Kartoffel zu einem neuen HCAA-Muster. Es widersprach der Annahme
von Muroi e al. (2009), dass bei gleichzeitiger Anwesenheit von Agmatin und Putreszin die

Biosynthese von p-Cumaroylputreszin fast vollstindig gehemmt ist. Eine Erklirung fur
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sen Widerspruch wire, dass Agmatin und Putreszin in Kartoffelzellen nicht gleichzeitig
oder rdumlich getrennt vorliegen. Eine weitere These wire, dass der starke Abzug von
matin aus dem Zellstoffwechsel durch die konstitutive Expression von Az4ACT7 in den
transgenen Pflanzen zur vollstindigen Erschopfung der Agmatinvorrite in der Zelle fithrte
und dadurch keine Hemmung der Biosythese von p-Cumaroylputreszin mehr bestand. Dies
konnte tiber kinetische Metabolitenprofile geklirt werden. Muroi ez al. (2012) exprimierten
AtACTT in der Torenienart Torenia hybrida cv. Summerwave Blue (Balkon- und
pflanze). Sie stellten in drei von vier transgenen Linien stark erhohte p-
Cumaroylagmatingehalte (ca. 32 nmol*g! FG) und in der vierten Linie leicht erhéhte
halte (ca. 2,5 nmol*g! FG) fest. Das gleiche Ergebnis zeigten sie bei den
gehalten, mit dem hochten Gehalt von 6,8 nmol*g! FG bei einer Linie. Stark erhohte p-
Cumaroylputreszingehalte (8,3 nmol*g! FG) wurden jedoch nur bei einer Linie gemessen.
Zusitzlich beschrieben sie erhohte Feruloylputreszingehalte (0,1-0,2 nmol*g! FG) bei zwei
der vier transgenen Linien. Muroi ef al. (2012) trafen keinerlei Aussage tber die Art der
Quantifizierung der HCAA-Gehalte. Aullerdem unterschieden sie in ihren Darstellungen
der HCAA-Gehalte zwischen cs- und #rans-Isomer des jeweiligen HCAA. Sollte die
fizierung Giber Standard-Eichgeraden erfolgt sein, wiren die berechneten Werte der - und
trans-Isomere sehr anzuzweifeln, da bei den HCAA eine dis-#rans-Isomerisierung durch Licht
erfolgt und es sehr schwierig wire, den Standard und die zu untersuchenden Pflanzen tber
den gesamten Zeitraum eines Experimentes den gleichen Lichtbedingungen auszusetzen.
So sind HCAA-Gehalte der Pflanze nicht mit dem Standard vergleichbar. Die
rung ist nur méglich, wenn die Peaks der ¢s- und #rans-Isomere addiert werden. Campos ez
al. (2014) haben die fir die Biosynthese von HCAAs in S. Jeopersicum verantwortliche
roxyzimtsdure-CoA-Tyramin-N-Hydroxyzimtsiure-Transferase ~ (THT) in  Tomate
primiert. Dabei zeigte sich ebenfalls ein biochemischer Phinotyp. In den Bliten einer
transgenen Linie fanden sich erhohte Feruloyltyramingehalte, in einer anderen nur
sentlich ethéhte Mengen. In den Friichten waren wieder in nur einer transgenen Linie stark
erhéhte Feruloyltyramin- und p-Cumaroyltyramingehalte, in einer anderen transgenen Linie
leicht erhéhte p-Cumaroyltyramingehalte nachweisbar. Die Blitter der beiden transgenen
Linien zeigten nach Infektion mit Pseudomonas syringae pv. tomato erhohte Mengen
ramin und p-Cumaroyltyramin im Vergleich zu Wildtyplinien. Die Erhéhung war zwar
nifikant, aber iberstieg die doppelte Menge im Vergleich zum Wildtyp nicht. Die
se der Messung von Octopamin- und Noradrenalinderivaten (p-Cumaroyl- und Feruloyl-
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octopamingehalte sowie p-Cumaroyl- und Feruloylnoradrenalingehalte) in infizierten
tern waren im Vergleich zum Wildtyp mit Ausnahme von Feruloyloctopamin jeweils nur in
einer transgenen Linie signifikant erhéht. Insgesamt waren die Unterschiede im HCAA-
Muster und Gehalten in den transgenen S/I'HT-tberexprimierenden Tomatenpflanzen
nicht so stark wie in den transgenen A24CT7-exprimierenden Kartoffel-blittern in dieser
Arbeit. Durch Expression der Hydroxyzimtsiure-CoA-Serotonin-N-Hydroxyzimtsdure-
Transferase (SHT) aus C. annunm in O. sativa wurde ein neues HCAA-Muster generiert,
nachdem Amine oder phenolische Sduren gefiittert wurden (Jang e a/ 2004). Unter
be von 50 uM Tyramine im Medium konnte in den Blittern von sechs transgenen Linien
sehr stark erhohte Mengen von p-Cumaroylserotonin und Feruloylserotonin gemessen
den, die in Wildtypblittern kaum vorhanden waren. Drei Jahre spiter, hatte diese
gruppe dann die THT aus C. annuum in O. sativa exprimiert (Lee ef al., 2007). Der Anteil von
p-Cumaroyltyramin und Feruloyltyramin war in jungen Blittern sehr gering, unterschied
sich aber zwischen den transgenen Pflanzenlinien und Wildtyp. In seneszenten Blittern
wies die effektivste transgene Linie 32-fach hohere Mengen als der Wildtyp auf. Exogenes
Tyramin wurde auch hier wieder gefiittert. Damit ist gezeigt, dass die Biosynthese von p-
Cumaroyltyramin und Feruloyltyramin Gber die Anwesenheit von Tyramin als Substrat
guliert und an selbige gekoppelt ist. Zu Untersuchungen der THT lieBen sich in der
tur noch einige Beispiele finden. So exprimierten Hagel und Facchini, (2005) in Nicotiana
tabacum THT und die Tyrosindecarboxylase (TYDC) aus Papaver somnifernm konstitutiv und
kreuzten anschlieBend die T1-Linien um transgene Pflanzen mit erhéhter THT- und
TYDC-Aktivitit zu erhalten. Erhchte Expression von TYDC erhdhte die Tyramingehalte
in Blittern wihrend induzierte Expression von THT selbige verringerte, jeweils im
gleich zu Wildtypblittern. In verwundeten Blittern stiegen Feruloyltyramin- und p-
Cumaroyltyramingehalte nach zwolf Stunden signifikant an. In den transgenen Linien
TYDCXTHT sogar vierfach. In den transgenen Linien, deren THT und TYDC einzeln
Uberexprimiert wurde, sind die Feruloyl- und p-Cumaroyltyramingehalte ca. doppelt so
hoch wie in Wildtypblittern. Uberraschenderweise stiegen die HCAAs beim Wildtyp tiber
weitere Stunden konstant an, die der transgenen Linien THT und TYCD bleiben jedoch
auf dem Niveau von zwolf Stunden und die von TYDCXTHT sanken. So waren bei alle
Linien die HCAA-Gehalte nach 24 Stunden auf dem gleichen Niveau.

Aus den Untersuchungen der HCAA-Gehalte in den transgenen THT- oder AtACTT-
exprimierenden Pflanzen ldsst sich schlieBen, dass Tyramin wahrscheinlich fir die THT
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limitierend ist und Agmatin bzw. andere Aminsubstrate der AtACT1 nicht limitierend fuir

die Acyltransferase sind.

4.7. Sezernierte p-Cumaroylagmatin-Gehalte in transgenen .A£4ACT7 exprimierenden

Kartoffellinien

Erhohte p-Cumaroylagmatingehalte in den Blattscheiben der transgenen, konstitutiv
AtACTT-exprimierenden Kartoffellinien wurden sowohl einen Tag (Abbildung 27) nach
Inokulierung mit P. znfestans gemessen, als auch nach drei Tagen (Abbildung 25). Die
Gehalte in den Blattscheiben, die mit P. zufestans inokuliert wurden, waren etwas héher, als
die von Blittern welche mit Sterilfiltrat oder Wasser inokuliert wurden. Es waren aber keine
signifikanten Unterschiede in den p-Cumaroylagmatingehalten innerhalb der Kontrollen
oder der transgenen Linien messbar. Somit kann man daraus schlieBen, dass in Kartoffel
zwar p-Cumaroylagmatin synthetisiert wird, dies aber nicht, wie bei A. #haliana, durch P.
infestans induziert wird (Abbildung 12). In diesen Experimenten fanden sich in den
transgenen Linien p-Cumaroylagmatingehalte von ca. 100 nmol*g! FG. Das waren drei- bis
vierfach hohere Gehalte als Muroi e a/ (2012) in transgenen AzACTT exprimierenden
Torenia-Pflanzen erzielten. Die Begrindung dafir konnte darin liegen, dass
Wildtypkartoffelblitter schon ein Grundlevel von ca. 30 nmol*g! FG p-Cumaroylagmatin
haben, wihrend in Torenia-Wildtypblitter kein p-Cumaroylagmatin detektierbar war.

In dem nach 24 Stunden geernteten Inokulum der Kartoffelpflanzen fanden sich nur sehr
geringe Mengen p-Cumaroylagmatin (Abbildung 28). Anders als in den Blattscheiben
scheint der noch nicht geklirte Transport dieser geringen Mengen ins Inokulum, P.-znfestans-
induziert zu sein. Die p-Cumaroylagmatingehalte im Inokulum mit P. snfestans waren
signifikant hoher als in den Kontrollinokuli Sterilfiltrat und Wasser. Dabei gab es keinen
Unterschied zwischen den Kontrollpflanzen und den transgenen AzACT7 exprimierenden
Kartoffellinien. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass eine erhéhte Akkumulation von p-
Cumaroylagmatin in der Zelle nicht zu einem verstirkten Transport in den Apoplasten

tihrt, weil Kartoffel keinen effektiven p-Cumaroylagmatintransporter besitzt.
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4.8. Transgene Expression von AtMATE in Kartoffel

Wie bereits unter Abschnitt 4.2. etrliutert, konnten die vielen Probleme, die es bei der
Generierung der transgenen AMNVLATE-exprimierenden Kartoffelpflanzen gab, vermutlich
darin begriindet sein, dass zur Transformation die cDNA des ANMATE-Genes eingesetzt
wurde (Remy e al., 2013; Staiger und Brown, 2013). Andreas Matern (AG Rosahl) konnte
allerdings durch Sequenzierung von DNA aus P. infestans inokulierten A.-thaliana-Blittern
nachweisen (Daten nicht gezeigt), dass die AMATE-cDNA ohne Introns vorliegt. Die zur
Klonierung verwendete ~AMATE-cDNA  zeigte bei den Uberpriifungen mit
Restiktionsenzymen und Sequenzierungen keine Mutationen. Somit kénnen auch
Mutationen in der cDNA als Ursache der fehlenden Expression der AMATE-cDNA
ausgeschlossen werden.

Wenn die Experimente mit den transgenen AAMNVLATE-exprimierenden Kartoffellinien, die
mit der genomischen DNA von AMATE transformiert wurden, auch keinen Transport
von p-Cumaroylagmatin ins Inokulum zeigen, obwohl in den Zellen héhere p-
Cumaroylagmatingehalte vorliegen als in A. #haliana, konnte es sein, dass AtACT1 und
AtMATE fir einen funktionierenden Transport assoziiert sein missen. Ein Beispiel fr
eine solche notwendige Proteininteraktion zeigten Lok e @l (2012). Die gemeinsame
Expression des Saugetierproteins multidrug  resistance-associated - protein 1 (MRP1) und
Glutathion-S-Transferase P1-1 (GST P1-1) fuhrte zu signifikant hoherer Resistenz gegen
cytotoxische Effekte des S-Nirtoso-Glutathion (GSNO) im Vergleich zur einzelnen

Expression beider Proteine in der Zelle.

4.9. Morphologischer Phinotyp der transgenen ALACTT-AMATE exprimierenden

Kartoffellinien unter Kontrolle des 35S-Promotor

Im Vergleich zu den Wildtyp-Kartoffelpflanzen und den Leervektorkontrolllinien zeigten
die transgenen ALACTT-AtMATE-exprimierenden Kartoffellinien mit beiden Genen unter
Kontrolle eines 35S-Promoter, einen Zwergwuchs-Phinotyp (Abbildung 32) mit
wenigeren, unebenen und kleineren Blittern. Die Pflanzen mussten gréBtenteils schon sehr
zeitig nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde durch einen Holzstab gestiitzt
werden. Dieser Phinotyp ist vermutlich damit zu begriinden, dass den transgenen Pflanzen,
durch die konstitutive Biosynthese von p-Cumaroylagamatin und extrazelluliren Transport,
viele Ausgangssubstrate fur die Biosynthese anderer Metaboliten fehlten. Bspw. stellen

Tyrosin und Phenylalanin Ausgangssubstrate fir die Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL)
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(Hahlbrock und Scheel, 1989; Dixon ef al., 2002; Edahiro und Seki, 2006; Payyavula e# 4/,
2012; Zhang et al., 2013b) und somit Ausgangsverbindungen fiir p-Cumaroyl-CoA und alle
anderen Metabolite im Phenylpropanstoffwechsel dar. Zusitzlich ist Arginin die
Ausgangsverbindung fiir die Agmatinbiosynthese (Fuell ez 4/, 2010). Transgenen
Tabakpflanzen (IN. zabacum cv. Xanthi) bei denen eine PAL aus Bohnen exprimiert wurde,
zeigten einen dhnlichen Phenotyp (Elkind ez 2/ (1990). Einige Transformanten hatten einen
gedrungenen Phinotyp mit ebenfalls unebenen Blittern mit l16ffelartigem Erscheinungsbild
und einer rauhen Textur. Diese Blitter entwickelten lokale UV-fluoreszierende Liasionen,
die Winde der Stamm-Xylemzellen waren dinner und die Pflanzen blihten nicht. In diesen
transgenen Linien wurden mehrere Kopien des PAIL-Gens gefunden. Dies fithrte zu einer
verminderten PAL-Aktivitit und somit zu verringerten Gehalten an Phenylpropan-
stoffwechselprodukten. Es konnte demzufolge sein, dass durch den Abzug fast aller
Vorstufen des Phenylpropanstoffwechselweges in die p-Cumaroylagmatin-Biosynthese viele
andere Produkte dieses Pfades fehlten und es so zu den beschriebenen Symptome kam.
Insbesondere das Fehlen von Lignin, Lignan, Flavonoiden und anderen HCAAs, die die

Zellwand normalerweise stirken, konnte zur Instabilitit der Pflanzen fuhren.

4.10. p-Cumaroylagmatin-Gehalte in transgenen ALACTT-AMATE exprimierenden

Kartoffellinien

In den Blattscheiben aller transgenen ALACTT-AMATE exprimierenden Kartoffellinien
fanden sich signifikant erhohte p-Cumaroylagmatingehalte im Vergleich zu den Kontroll-
linien nach Inokulierung mit P. infestans (Abbildung 33), dhnlich den transgenen Linien, die
nur AzACTT allein  exprimierten (Abbildung 27). Die p-Cumaroylagmatingehalte
korrelierten zudem mit dem visuellen Phinotyp. Die Linien K, N und X mit den stirksten
Mangelsymptomen, hatten die héchsten p-Cumaroylagmatingehalte in den Blattextrakten.
Auffillig war, dass die p-Cumaroylagmatingehalte in den Blattscheiben der transgenen
Linien K, N und X, deren A2ACT7 und AMATE unter Kontrolle des 35S-Promoters
waren, 1,5- bis dreifach héher waren als die aller transgenen Linien deren AMATE- unter
StLS1-Promoter exprimiert wurden. Die p-Cumaroylagmatingehalte der Linie D waren auf
dem selben Niveau wie die der transgenen AzACT7T exprimierenden Linien und der Linien
p35S-AtACT1-pStLS1-AMATE A, B, S und V (Abbildung 33). Ein Grund dafir kénnte
sein, dass die Linien K, N, X und in geringerer Weise auch D p-Cumaroylagmatin ins

Inokulum sezernierten (Abbildung 34). Durch den Transport von p-Cumaroylagmatin tiber
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den konstitutiv exprimierten AtMATE-Transporter aus der Zelle ins Inokulum, kam es
wahrscheinlich nicht zu einer Endprodukthemmung der AtACT1. So enthielten die
Blattextrakte dieser transgenen Linien p-Cumaroylagmatin-Gehalte bis zu 330 nmol*g FG-!
(Abbildung 33).

Die p-Cumaroylagmatingehalte im Inokulum der transgenen A2ACT7-AtMATE-Linien
unter Kontrolle von 35S-Promotoren iiberstieg die von A.-thaliana-Wiltypen um das vier-
(Linie D) bis 40-fache (Line N). Dass die sezernierten p-Cumaroylagmatingehalte im
Inokulum der transgenen Linien A, B, S und V mit AWMATE unter Kontrolle des
chloroplastidiren StLS1-Promotors nur unwesentlich bis nicht signifikant erhéht waren,
unterstiizt die Annahme, dass AIMATE in A. thaliana epidermal in SchlieBzellen von
Spaltoéftnungen exprimiert wird. SchlieBzellen besitzen zwar Chloroplasten. Diese
unterschieden sich jedoch von denen in Mesophyllzellen. In SchlieBzellen haben
Chloroplasten eine lineare Elektronentransportkette und sind nicht fiir die Fixierung von
COz verantwortlich, sondern ausschlieSlich fiir die Bildung des Ionengradienten, um
Stomata zu 6ffnen oder zu schlieBen (Zeiger et al, 1981). Der StLS1-Promoter aus S.
tuberosum ist aber ein lichtinduzierbarer Promoter, der nur in photosynthetisch aktiven
Gewebe exprimiert wird (Stockhaus e al., 1987). Andere Epidermiszellen haben fast keine
Chloroplasten und somit ist die Expression von AtMATE unter Kontrolle des StL.S1-
Promoters nicht ausreichend, um hohe Mengen p-Cumaroylagmatin ins Inokulum zu
sezernieren. Durch die konstitutive Expression von AtMATE in Kartoffel tber den 35S-
Promotor konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass AtMATE der Transporter von p-
Cumaroylagmatin vom Zytosol in den Apoplasten ist. Neben den erhéhten p-
Cumaroylagmatinleveln in den Blattscheiben und Inokuli der transgenen Linien A2ACT7-
AMATE D, K, N, X wurden, wie bei den transgenen AzACT7 auch, erhéhte Gehalte
anderer HCAAs gemessen. In den Blattextrakten und in Iokuli waren die Agmatin- und
Putreszin-HCAAs Caffeoylagmatin, p-Cumaroyl-, Caffeoyl- und Feruloylputrezin sowie p-
Cumaroyl- und Feruloylspermidin signifikant erhéht (Dobritzsch e al, 2016). Im Inokulum
waren alle Agmatin- und Putreszin-HCAAs die in den Blattextrakten erhéht waren auch
signifikant erhéht. Im Inokulum nicht detektierbar waren die Spermidinderivate. p-
Cumaroyltyramin war im Inokulum der transgenen Linien tendenziell erniedrigt und im
Vergleich zum Inokulum der Kontrollen, war Feruloyltyramin signifikant in geringeren
Mengen zu finden (Dobritzsch ez al., 2016). Dies liel vermuten, dass AtMATE HCAAs
transportiert, die Agmatin oder Putreszin als Aminakzeptor besitzen. Dass der ebenfalls zu
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den Multidrug-Transportern gehdrende Transporter AtABCG29 fiir die Sekretion von p-
Cumaroylalkohol aus dem Zytosol in die Zellwand verantwortlich ist, wurde zum einen
tber die AtABCG29-Expression und Vesikelisolation in Hefe und zum anderen tber
geringere Ligninbestandteile in den Zellwinden von A. #haliana-knock-ont-Mutanten gezeigt
(. Untersuchungen zu Metaboliten, die an die Blattoberfliche transportiert werden, sind in
der Literatur nur wenig zu finden. Die meisten Arbeiten beschrinken sich auf Wachs- und
Metabolitenuntersuchungen der Kutikula. Yu und Luca (2013) beschrieben einen
Monoterpen-Indol-Alkaloid- (MIAs)-Transporter in der Immergrin-Art Catharanthus roseus.
In diesen Studien ist der ABC-Transporter CrTPT2 fiir die Sekretion von Catharantin tber
die Plasmamembran auf die Blattoberfliche verantwortlich. Die Autoren beschrieben zwar
ausfithrlich die Transporter-Analysen in Hefe und die Virus-induzierte Reduktion der
Genexpression, nicht aber, wie sie Blattoberfliche von Blattinneren separiert haben, um
tatsichlich nur die Catharantin-Gehalte auf der Blattoberfliche analysieren zu kénnen.
Landgraf ef al. (2014) fanden ebenfalls einen ABCG-Transporter, der fir den Transport von
Suberin-Vorstufen im Periderm der Kartoffelknolle verantwortlich ist. Die RNAi-Pflanzen
des ABCG-Transporters zeigten im Knollenperiderm —signifikant verdnderte w-
Hydroxyfettsduren, o,w-Dicarboxylsduren, Fettsduren, Fettsdurealkohole und signifikant
niedrigere Ferulasiurelevel. Das Metabolitenmuster der RNAi-Pflanzen lisst auf die
Beteiligung des Transporters an der Suberin-Biosynthese schlieBen, da z.B. Cutin keine
Ferulasdure enthilt und Ferulasiure in den RNAi-Periderm signifikant niedriger war, als im

Kontrollperiderm.

4.11. Untersuchungen zur Resistenz gegen P. znfestans der transgenen Kartoffelpflanzen

Die in ihren p-Cumaroylagmatin-Gehalten verinderten transgenen AzACTT und A2ACT7-
AMATE exprimierenden Kartoffelpflanzen zeigten nach Inokulierung mit P. infestans, dass
die alleinige Expression der AzACT7 in Kartoffel nicht ausreichte, um die Pflanzen
resistenter gegen den Oomyzeten werden zu lassen. Die relative Quantifizierung der P.-
infestans-Biomasse zeigte drei Tage nach Inokulierung keine Unterschiede zwischen den
Kontrollinien und den transgenen Linien (Abbildung 35). Wie in vorherigen Kapiteln
bereits diskutiert, waren die transgenen .A£4CT7-exprimierenden Pflanzen nicht in der
Lage, p-Cumaroylagmatin ins Inokulum sezernieren (4.7.). Die zn-vitro-Bioassays lassen den

Schluss zu, dass p-Cumaroylagmatin zwar die Zoosporenkeimung inhibiert, aber nicht das
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Myzelwachstum (Abbildung 17, Abbildung 18). Somit fithrt die verstirkte Akkumulation
von p-Cumaroylagmatin in Zellen der A£ACT7-exprimierenden Linien nicht zu einer
Erh6hung der Resistenz, da die Sporenkeimung zum Zeitpunkt, wenn P. infestans das
Zellinnere erreicht, bereits abgeschlossen ist. Auch das Inokulieren dieser Linien mit einer
niedrigeren Zoosporenkonzentration von 1X10%/ml (Daten nicht gezeigt) fithrte ebenfalls
zu keinen Unterschieden in der Infektion zwischen transgenen und Kontrolllinien. Muroi ez
al., (2012) zeigten, dass eine von vier transgenen AzACTT-exprimierenden T.-hybrida-
Pflanzenlinien geringere Lisionsgrof3en nach Infektion mit B. wrerea besal3 (nicht signifikant
fir die restlichen Linien). Die Expression von Stilben-Biosynthesegenen aus 17 vinifera in
N. tabacum SR1 fihrt ebenfalls zur Resistenz gegen B. cinerea (Hain et al., 1993). Campos et al.
(2014) berichteten ebenfalls bei zwei von vier transgenen THT-liberexprimiernden
Tomatenlinien von einem signifikant verringertem Wachstum von P. syringae auf den
Blattern.

Bei den transgenen AzACTT-AMATE-Kartroffelpflanzen, die Az4ACT7T unter der 35S-
Kontrolle und AMATE unter StLS1-Promoter exprimieren, ergab sich keine signifikant
erhéhte Resistenz gegen P. znfestans (Abbildung 306). Diese transgenen Linien sezernierten
auch nur geringe Mengen p-Cumaroylagmatin in das Inokulum (Abbildung 34). Was der
Grund fir die kaum verdnderte Resistenz gegen P. infestans der transgenen Linien A, B, S
und V gegeniiber den Kontrolllinien WT und EV sein kann. Drei der vier unabhingigen
transgenen Kartoffellinien mit beiden Gene unter 35S-Kontrolle zeigten eine um den
Faktor zwei (Linie K) oder 4 (Linien D und X)) veringerte P.-infestans-Biomasse (Abbildung
36). Bei den transgenen Linien D und X konnten die erhShten Mengen p-
Cumaroylagmatin, die ins Inokulum sezerniert wurden, in einem dhnlichen Malle wie 7#
vitro, zu einer Inhibierung der Zoosporenkeimung fithren (Abbildung 18). Die p-
Cumaroylagmatin-Konzentrationen waren 7z vitro (10 und 100 pM, Abbildung 18) und 7#
vivo (15 bis 50 uM, Abbildung 34) annihernd gleich. Die Linie N zeigte tendenziell eine
Verringerung der Anfilligkeit gegentiber P. zufestans im Vergleich zu den Kontrolllinien.
Durch grofie Schwankungen in der P. infestans-Biomasse bei Linie N, war die Erhéhung der
Resistenz aber nicht signifikant, obwohl das Inokulum dieser Linie sehr viel h6here Mengen
p-Cumaroylagmatin enthielt, als das der Linien D und X (Abbildung 34). Eine Erklirung
dafiir wire, dass eine noch stirkere konstitutive Biosynthese von p-Cumaroylagmatin und
dessen Transport ins Inokulum bei Linie D und X zu einem so grof3en Mangel an anderen
Metaboliten im Phenylpropanoidstoffwechselweg fiithrte, dass die Zellwidnde bei den
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transgenen Linien K und N nach Pathogenbefall weniger verstirkt wurden, da
Ausgangssubstanzen fir Flavonoide, Lignan, Lignin und HCAAs fehlten (Gunnaiah ez a/,
2012). Zudem waren die Ergebnisse der P. infestans-Biomasse-Bestimmung schwer zu
beurteilen, da bedacht werden muss, dass die erhohte Resistenz der Linien D, K, N und X
im Vergleich zu den Kontrolllinien auch durch den verdnderten morphologischen
Phinotyp verursacht sein konnte. Die transgenen Linien zeigten teilweise Nekrosen auf der
Blattoberfliche, wie unter 3.10. beschrieben. Diese Nekrosen kénnten dazu gefithrt haben,
dass der hemibiotrophe P. infestans die biotrophe Phase auf diesen Pflanzen nicht
abschlieen kann, wie es z.B. auch bei den S#ZSYR7-RNAi-Kartoffellinien von Eschen-
Lippold et al. (2012) beschrieben ist.

Die schon im vorherigen Kapitel diskutierte Publikation von Yu und Luca (2013) zu
Wachszusammensetzungen auf  C.-roseus-Blattoberflichen  und ABC-Transporter
katalysiertem Catharantin-Transport an die Blattoberfliche, zeigte eine interessante
Moglichkeit, wie durch Verinderung des Gleichgewichtes von Metaboliten in einem
Stoffwechselweg, Pflanzen industriell nutzbar gemacht werden kénnen. Die Autoren
erhielten nach Virus-induzierte Genrepression des Transporters doppelte Mengen der
Metabolite Vinblastin und Vindolin, die in der Anti-Krebs-Therapie eingesetzt werden.
Leider fehlt eine FEinschitzung, ob die geringeren Mengen des Monoterpenoid-Indol-
Alkaloid Catharantin auf der Blattoberfliche dieser Pflanzen zu einer verinderten
Anfilligkeit der Pflanzen gegentiber Pathogenen fiihrte.

Das Inokulum der transgenen AzACT7-exprimierenden Kartoffellinen B und M mit
nahezu keinem p-Cumaroylagmatin zeigte ebenso wie die Inokuli der Wildtyp- und
Leervektorkontrollpflanzen ohne p-Cumaroylagmatin  auch keine Inhibierung der
Sporenkeimung iz wvitro (Abbildung 37). Das Inokulum der AzACTT-AMATE-
exprimierenden Pflanzenlinien D, K, N und X hingegen inhibierte die Zoosporenkeimung
von P. infestans signifikant, um 10-20% (Abbildung 37). Dieses Ergebnis zeigte, dass die
Sekretion von p-Cumaroylagmatin und anderen Sekundirmetaboliten einen Einfluss auf die
frihe Pathogenentwicklung hat. Allerdings stellte sich hier die Frage, warum 10-100 pM
reines p-Cumaroylagmatin die P.-infestans-Zoosporenkeimung 7z vitro um ca. 50% hemmen
(Abbildung 18) und 15-50 uM p-Cumaroylagmatin im Inokulum der A2ACT7T-AMATE-
exprimierenden Linien nur um ca. 15 % (Abbildung 37)? Wahrscheinlich liegt ein Grund
darin, dass die zz-vitro-Sporenkeimungsassays mit reinem p-Cumaroyagmatin bei 4°C, wie
bei Eschen-Lippold ef al. (2009) beschrieben, die Assays mit Kartoffelinokulum aber bei
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physiologischen 15°C durchgefiihrt wurden. AuBlerdem ist reines p-Cumaroylagmatin in
Wasser gelést und die Inokuli enthielten Reste des Hafer-Bohne-Medium die die P.-znfestans-
Zoosporenkeimung férdern.

Letztendlich hatten aber alle vier transgenen p-Cumaroylagmatin sekretierenden
Kartoffellinien zz vitro einen inhibitorischen Effekt auf die P.-infestans-Zoosporenkeimung.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die Wichtigkeit von sezernierten Sekundirmetaboliten
der Pflanzen um Pathogeneintritte in die Pflanzenzelle zu kontrollieren und die frithe

Pathogenentwicklung zu inhibieren.
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5. Zusammenfassung

Phytophthora infestans ist der Erreger der Kraut- und Knollenfiule in Kartoffel (Solanum
tuberosum). Arabidopsis thaliana ist keine Wirts-Pflanze fir P. znfestans. Nach Kontakt mit
P. infestans sind in Arabidopsis dennoch mehr als 700 Gene aktiviert. Zwei dieser Gene sind
AtACTT und APMATE. Die koexprimierten Gene kodieren fir die BAHD-Acyltransferase
AtACT1 und den MATE-Transporter AtMATE. Die Agmatine N4-p-Cumaroyl-
Transferase und der multidrug-and-toxic-compounds-exctrusion-Transporter spielen eine Rolle in
der apoplastidiren Abwehr von A. thaliana gegen P. infestans. AtACT1 katalysiert die
Kondensation des biogenen Amin Agmatin mit dem Hydroxycinnamoyl-CoA-Ester p-
Cumaroyl-CoA  zu dem Hydroxyzimtsiureamid p-Cumaroylagmatin. AtMATE
bewerkstelligt den Transport von p-Cumaroylagmatin in den Apoplasten. I vitro inhibiert
p-Cumaroylagmatin die Zoosporenkeimung von P. znfestans. Auf das Myzelwachstum hat p-
Cumaroylagmatin keinen wachstumshemmenden Einfluss.

Die konstitutive Expression des Gens A£4ACTT in Kartoffel fihrt zu erh6hten Mengen p-
Cumaroylagmatin, p-Cumaroylputreszin und anderen HCAAs in der Zelle, nicht jedoch
extrazelluldr. Kartoffelpflanzen synthetisieren auch ohne die Expression von AzACTT p-
Cumaroylagmatin, hdhere Mengen an p-Cumaroylagmatin als A. #haliana, haben aber keinen
effektiven Transporter fiir die Sektretion von p-Cumaroylagmatin aus der Zelle in den
Apoplasten. Erst die Expression beider Gene, AzACTT und AMATE fihrt zu einem
Transport des durch AtACT1 synthetisierten p-Cumaroylagmatins nach aulen. Dies fithrt
zu einer gesteigerten Resistenz der transgenen AzACTT-AMATE-exprimierenden
Pflanzen gegeniiber Kontrollpflanzen und zu einem morphologischen Phinotyp. Die
Pflanzen sind kleiner als der Wildtyp und haben chlorotische, teilweise nekrotische Flecken

auf den Blattern.
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Abbildung 38: Modell der Funktionsweise von AtACT1 und AtMATE an der Zellpetriphetie neben der PEN2/PEN3
vermittelteten Abwehr in A. thaliana nach P. infestans-Kontakt. AtACT1 katalysiert die Biosynthese von p-
Cumaroylagmatin durch die Kondensation von Agmatin mit p-Cumaroyl-CoA im Zellinnneren. AnschlieBend wird
das p-Cumaroylagmatin durch AtMATE in den Apoplasten zur Penetrationsstelle von P. infestans transportiert.
PEN2 katalysiert die Spaltung von Indolglycosiden in Glucose und Indolderivate. Die Indoldervate werden PEN3-
vermittelt in den Apoplasten zur Penetrationsstelle von P. infestans transportiert. Ap — Appressorium. Abbildung ist
inspiriert durch Ellis (2006)
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7. Anhang

7.1. Gensequenzen

7.1.1. AtACT1 — At5g61160 cDNA

ATGGCGTTAAAGGTGATCAAGATCTCCCGAGTCAGCCCTGCAACCGCCTCCGTCGACCCG
CTCATTGTCCCACTCTCGTTCTTTGATTTACAGTGGCTTAAACTCAACCCTACCGAGCAA
GTCTTCTTTTACAAACTCACCGAATCATCATCATCTCGCGACGTTTTCTACTCCTCCATC
CTCCCCAAGCTCGAGCGATCTCTTTCACTCATCCTCACTCACTTTCGCCTATTCACGGGT
CACCTTAAGTGGGATTCACAAGATCCAAAGCCGCATTTAGTTGTTCTCTCAGGAGACACA
CTCTCTCTCACAGTGGCTGAGACTGATGCGGATTTCTCACGTATCTCTGGCAGAGGGCTT
CGTCCAGAGCTAGAGTTACGCCCTCTAATACCCGAGCTACCGATTTATTCTGACTCGGGG
GCTGTTGTATCTCTGCAAGTCACTTTGTTCCCGAAACAAGGCTTCTGCATTGGAACCACA
GCCCACCATGTCGTCTTGGACGGCAAAACGGCTGAAAAATTTAACAAAGCATGGGCTCAC
ACTTGTAAACATGGCACCATACCGAAAATTCTACCAACGGTTTTAGATCGTTCTGTCGTC
AATGTTCCAGCCGGACTTGAACAAAAGATGCTCGAACTTCTGCCGTATCTTACGGAGGAC
GACAAAGAGAACGGAAGAACCCTAAAGCTACCTCCAGTCAAAGAGATTAACGCTAAAGAC
AACGTCCTCCGAATCACCATCGAGATAAGTCCTGAAAACATTGAGAAACTCAAGGAGAGA
GCCAAGAAAGAGTCAACACGCGCTGAGCTTCACTTGTCAACGTTCGTAGTCACGTTCGCC
CATGTGTGGACATGCATGGTGAAGGCACGTAGTGGTGACCCAAACCGACCGGTTCGTTTC
ATGTACGCTGCTGATTTTAGGAACCGGTTAGAACCACCAGTCCCTGTGACATACTTCGGG
ACTTGTGTCTTAGCCATGGATTTCTATAAATACAAAGCTAAGGAGTTTATGGGAGAAGAT
GGATTTGTCAACACCGTCGAGATTCTCAGTGATTCGGTCAAACGTTTGGCTTCACAAGGG
GTAGAGTCAACTTGGAAAGTGTATGAGGAAGGAACAAAGACAATGAAATGGGGTACACAG
TTGTTGGTCGTAAACGGGTCGAACCAGATTGGGATGTACGAAACGGACTTCGGGTGGGGA
AGACCCATTCACACTGAGACAATGTCTATCTACAAGAACGATGAGTTCTCTATGTCCAAG
AGGAGAGATGGTATCGGTGGCGTCGAGATTGGCATCTCTTTGAAGAAACTTGAGATGGAT
ACTTTTCTGTCTTTATTTTACAAATGGATTGGAAACTGA

7.1.2. AtMATE — At3¢23550 cDNA

ATGGCTGATCCCACGTCCAAAGATGACCATGATGGTGAAGGAGGAAGAGACAAATCATCA
ACTTTTGTTCAAAAACTTATTGACGTTGAAGAAGCAAAGACTCAAATCATTTACTCTCTA
CCAATGATATTCACCAATCTTTTCTATTATTGTATCCCTTTAACCTCTGTGATGTTCGCT
TCTCAACTCGGCCAACTCGAGCTCGCCGGTGCTACCCTAGCCAATTCTTGGGCTACCGTC
ACCGGTTTTGCCTTCATGACAGGGTTAAGTGGAGCACTTGAGACATTGTGTGGACAAGGC
TTTGGTGCAAAAAGCTATAGAATGTTGGGGATTCATCTACAATCATCTTGCATTGTTTCA
TTAGTCTTCACCATTCTCATCACCATCTTATGGTTCTTCACGGAATCGGTTTTCTTACTT
CTTAGACAAGATCCTAGCATCTCAAAACAAGCTGCACTCTACATGAAGTACCTAGCTCCC
GGTTTACTCGCTTACGGGTTCTTACAAAACATTTTGAGATTTTGCCAAACACAATGCATC
GTTACTCCGCTAGTTTTATTCTCGTTTCTTCCCTTGGTGATTAATATCGGTACTACATAT
GCTCTGGTGCATTTAGCTGGGCTTGGATTCATCGGTGCTCCAATAGCTACATCTATTTCA
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TTGTGGATAGCTTTCGTTTCTCTCGGGTTTTATGTGATTTGTTCGGACAAGTTTAAGGAA
ACATGGACCGGATTTTCGATGGAATCATTTCATCATGTAGTACTAAACTTGACATTAAGC
ATCCCTTCTGCTGCTATGGTATGTTTGGAATATTGGGCGTTCGAGATTCTAGTGTTCTTA
GCAGGATTGATGCGAAATCCGGAAATCACCACTTCTTTGGTAGCTATATGCGTCAACACG
GAATCAATAAGTTACATGTTAACATGCGGACTTAGTGCAGCTACAAGTACGCGTGTGTCC
AACGAACTTGGAGCAGGAAATGTAAAAGGCGCAAAGAAGGCGACTTCGGTCTCCGTTAAG
TTGTCTTTAGTTCTAGCTCTCGGTGTAGTCATTGCTATACTTGTAGGTCATGATGCCTGG
GTTGGTTTATTCAGCAATAGCCATGTGATTAAAGAGGGATTTGCATCACTAAGGTTTTTC
CTTGCTGCATCTATAACACTTGATTCAATCCAAGGTGTTTTATCAGGAGTTGCGAGAGGA
TGCGGATGGCAGCGGTTAGCCACGGTTATAAATTTGGGAACATTCTACTTAATCGGAATG
CCTATTTCAGTCCTTTGTGGTTTCAAGTTGAAGCTTCATGCCAAGGGTTTATGGATCGGT
CTGATATGTGGGATGTTTTGCCAGTCCGCATCTCTTTTGCTTATGACAATTTTCCGGAAG
TGGACAAAGCTGACTGCTGCCACTGTCTGA

7.1.3. AtMATEgenomisch — At3g23550 genomische DNA

GTCTAGCTTCTCCTACTCTTCGCCAGATCCAAATTCCTTGAAGATACAATGGCTGATCCC
ACGTCCAAAGATGACCATGATGGTGAAGGAGGAAGAGACAAATCATCAACTTTTGTTCAA
AAACTTATTGACGTTGAAGAAGCAAAGACTCAAATCATTTACTCTCTACCAATGATATTC
ACCAATCTTTTCTATTATTGTATCCCTTTAACCTCTGTGATGTTCGCTTCTCAACTCGGC
CAACTCGAGCTCGCCGGTGCTACCCTAGCCAATTCTTGGGCTACCGTCACCGGTTTTGCC
TTCATGGTACTATTATCTCCTTATCCTCCAACCTTCATTTGCATCCAACATTTTCTTTTG
CTTACTACATGCATAAGTTACTAAAGATAGGCTAATATATTATATATATAAAAAGGTTAT
ACACTCAAATTTGGATTCAACTTTATCCATGCATTTCTCTAAATTTGGTTAATATTGTTT
CATTTTTGTTTTGCTATTTAAGGAGATCTAAAAGGGACAAGTGGATGGGCTTATGCGTTT
TGTCTAAATTGTTTTCCTTAACCAGAACGTTTCTATGCATTATATGGGTATTTGTTTCTA
TAAAGACATTTAATGTCTTGTTAATTTTCAGACAGGGTTAAGTGGAGCACTTGAGACATT
GTGTGGACAAGGCTTTGGTGCAAAAAGCTATAGAATGTTGGGGATTCATCTACAATCATC
TTGCATTGTTTCATTAGTCTTCACCATTCTCATCACCATCTTATGGTTCTTCACGGAATC
GGTTTTCTTACTTCTTAGACAAGATCCTAGCATCTCAAAACAAGCTGCACTCTACATGAA
GTACCTAGCTCCCGGTTTACTCGCTTACGGGTTCTTACAAAACATTTTGAGATTTTGCCA
AACACAATGCATCGTTACTCCGCTAGTTTTATTCTCGTTTCTTCCCTTGGTGATTAATAT
CGGTACTACATATGCTCTGGTGCATTTAGCTGGGCTTGGATTCATCGGTGCTCCAATAGC
TACATCTATTTCATTGTGGATAGCTTTCGTTTCTCTCGGGTTTTATGTGATTTGTTCGGA
CAAGTTTAAGGAAACATGGACCGGATTTTCGATGGAATCATTTCATCATGTAGTACTAAA
CTTGACATTAAGCATCCCTTCTGCTGCTATGGTATGGTAAGTCAGTTTCATAATACTTTA
TTGACCAAAATGTGTAGCTTAGTGGTTTGTGTTAGTGTCATCATTGTGTATTTGTGATAC
ACTCAACTCTATATGCTTATTGAAGTTTAAGAAACTATATTGTTGCAACAGTTTGGAATA
TTGGGCGTTCGAGATTCTAGTGTTCTTAGCAGGATTGATGCGAAATCCGGAAATCACCAC
TTCTTTGGTAGCTATATGGTAAGTTTTTTAATATCACTATTATAGTTAATTAATTTACAT
CAACAAAGTTGCTCATTGTGTGTAATGTTAAAATAATTCAGCGTCAACACGGAATCAATA
AGTTACATGTTAACATGCGGACTTAGTGCAGCTACAAGGTTAGCTAAACTCATCAATCTT
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TTCAAAATACTTTTGCATTCCTCTCATAATTGTGTATTAAAATTAAAAATCGAAAACTTT
GCAGTACGCGTGTGTCCAACGAACTTGGAGCAGGAAATGTAAAAGGCGCAAAGAAGGCGA
CTTCGGTCTCCGTTAAGTTGTCTTTAGTTCTAGCTCTCGGTGTAGTCATTGCTATACTTG
TAGGTCATGATGCCTGGGTTGGTTTATTCAGCAATAGCCATGTGATTAAAGAGGGATTTG
CATCACTAAGGTTTTTCCTTGCTGCATCTATAACACTTGATTCAATCCAAGGTGTTTTAT
CAGGTATAAAGATCCAAGAAAATCTTCTTCTTTCTTGAACTATCAAGCGCGAAGAAACTC
ATTTCTTTAATGTATTTTACAGGAGTTGCGAGAGGATGCGGATGGCAGCGGTTAGCCACG
GTTATAAATTTGGGAACATTCTACTTAATCGGAATGCCTATTTCAGTCCTTTGTGGTTTC
AAGTTGAAGCTTCATGCCAAGGTGAATGTTAGACTCTCTTATGAAACTTTTAAAAGATTT
TTGTTGTTGCTAAACTGTGTTTGATTCATTATTTTGATATTGTTTTTGATGAAAACAGGG
TTTATGGATCGGTCTGATATGTGGGATGTTTTGCCAGTCCGCATCTCTTTTGCTTATGAC
AATTTTCCGGAAGTGGACAAAGCTGACTGCTGCCACTGTCTGAAACCTATAGTTCAATTT
TCCGATTATTATAGGAAGAAGATTGTTGTTGTGGACGAGATCAATGTAAAGATTGTGTCC
AAGAAAAGACATTATTAAGTGAACTTTTAGGAATTATTGAAATCAACATATTTTTGTAAC
AAAGATGATAAAGAGCACTTGAACG

7.1.4. AtMATEintron — At3g23550 cDNA mit erstem Intron

ATGGCTGATCCCACGTCCAAAGATGACCATGATGGTGAAGGAGGAAGAGACAAATCATCA
ACTTTTGTTCAAAAACTTATTGACGTTGAAGAAGCAAAGACTCAAATCATTTACTCTCTA
CCAATGATATTCACCAATCTTTTCTATTATTGTATCCCTTTAACCTCTGTGATGTTCGCT
TCTCAACTCGGCCAACTCGAGCTCGCCGGTGCTACCCTAGCCAATTCTTGGGCTACCGTC
ACCGGTTTTGCCTTCATGGTACTATTATCTCCTTATCCTCCAACCTTCATTTGCATCCAA
CATTTTCTTTTGCTTACTACATGCATAAGTTACTAAAGATAGGCTAATATATTATATATA
TAAAAAGGTTATACACTCAAATTTGGATTCAACTTTATCCATGCATTTCTCTAAATTTGG
TTAATATTGTTTCATTTTTGTTTTGCTATTTAAGGAGATCTAAAAGGGACAAGTGGATGG
GCTTATGCGTTTTGTCTAAATTGTTTTCCTTAACCAGAACGTTTCTATGCATTATATGGG
TATTTGTTTCTATAAAGACATTTAATGTCTTGTTAATTTTCAGACAGGGTTAAGTGGAGC
ACTTGAGACATTGTGTGGACAAGGCTTTGGTGCAAAAAGCTATAGAATGTTGGGGATTCA
TCTACAATCATCTTGCATTGTTTCATTAGTATTCACCATTCTCATCACCATCTTATGGTT
CTTCACGGAATCGGTTTTCTTACTTCTTAGACAAGATCCTAGCATCTCAAAACAAGCTGC
ACTCTACATGAAGTACCTAGCTCCCGGTTTACTCGCTTACGGGTTCTTACAAAACATTTT
GAGATTTTGCCAAACACAATGCATCGTTACTCCGCTAGTTTTATTCTCGTTTCTTCCCTT
GGTGATTAATATCGGTACTACATATGCTCTGGTGCATTTAGCTGGGCTTGGATTCATCGG
TGCTCCAATAGCTACATCTATTTCATTGTGGATAGCTTTCGTTTCTCTCGGGTTTTATGT
GATTTGTTCGGACAAGTTTAAGGAAACATGGACCGGATTTTCGATGGAATCATTTCATCA
TGTAGTACTAAACTTGACATTAAGCATCCCTTCTGCTGCTATGGTATGGTAAGTCAGTTT
CATAATACTTTATTGACCAAAATGTGTAGCTTAGTGGTTTGTGTTAGTGTCATCATTGTG
TATTTGTGATACACTCAACTCTATATGCTTATTGAAGTTTAAGAAACTATATTGTTGCAA
CAGTTTGGAATATTGGGCGTTCGAGATTCTAGTGTTCTTAGCAGGATTGATGCGAAATCC
GGAAATCACCACTTCTTTGGTAGCTATATGGTAAGTTTTTTAATATCACTATTATAGTTA
ATTAATTTACATCAACAAAGTTGCTCATTGTGTGTAATGTTAAAATAATTCAGCGTCAAC
ACGGAATCAATAAGTTACATGTTAACATGCGGACTTAGTGCAGCTACAAGGTTAGCTAAA
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CTCATCAATCTTTTCAAAATACTTTTGCATTCCTCTCATAATTGTGTATTAAAATTAAAA
ATCGAAAACTTTGCAGTACGCGTGTGTCCAACGAACTTGGAGCAGGAAATGTAAAAGGCG
CAAAGAAGGCGACTTCGGTATCCGTTAAGTTGTCTTTAGTTCTAGCTCTCGGTGTAGTCA
TTGCTATACTTGTAGGTCATGATGCCTGGGTTGGTTTATTCAGCAATAGCCATGTGATTA
AAGAGGGATTTGCATCACTAAGGTTTTTCCTTGCTGCATCTATAACACTTGATTCAATCC
AAGGTGTTTTATCAGGTATAAAGATCCAAGAAAATCTTCTTCTTTCTTGAACTATCAAGC
GCGAAGAAACTCATTTCTTTAATGTATTTTACAGGAGTTGCGAGAGGATGCGGATGGCAG
CGGTTAGCCACGGTTATAAATTTGGGAACATTCTACTTAATCGGAATGCCTATTTCAGTC
CTTTGTGGTTTCAAGTTGAAGCTTCATGCCAAGGTGAATGTTAGACTCTCTTATGAAACT
TTTAAAAGATTTTTGTTGTTGCTAAACTGTGTTTGATTCATTATTTTGATATTGTTTTTG
ATGAAAACAGGGTTTATGGATCGGTCTGATATGTGGGATGTTTTGCCAGTCCGCATCTCT
TTTGCTTATGACAATTTTCCGGAAGTGGACAAAGCTGACTGCTGCCACTGTCTGA
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7.2. Vektorkarten
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7.3. Primer

Tabelle 8 Primer
Primer Oligonukleotidsequenz (5> 3°) Verwendung PCR-Produkt  Ta

(bp) °C)

At5g61160_5_bex = CACCATGGCGTTAAAGGTGATCAAG pENTR-Klonierung, 1375 bp 56
At5g61160_3 GATTGGAAACTGAAAACGTACGGTC (genom. u. CDS)
MATE_5 CACCATGGCTGATCCCACGTCC pENTR-Klonierung 2219 bp (genom.) 59
MATE_3 GCTGACTGCTGCCACTGTCTGA 1410 bp (CDS)
AtACT F1_5 TTTGAAGACAAAATGGCGTTAAAGGTGATCAA pICH41308-Golden 147 bp 58
AtACT F1_3 TTTGAAGACAAACTTGCTCGGTAGGGTTGAG Gate-Klonierung (genom. u. CDS)
AtACT F2 _5 TTTGAAGACAAAAGTATTCTTTTACAAACTCACC pICH41308-Golden 1103 bp 58
AtACT F2_3 TTTGAAGACAACTTCCCCACCCGAAGTCCGTTTCG Gate-Klonierung (genom. u. CDS)
AtACT F3_5 TTTGAAGACAAGAAGGCCCATTCACACTGAGACAATG pICH41308-Golden 187 bp 60
AtACT F3_3 TTTGAAGACAAAAGCTCAGTTTCCAATCCATTTG Gate-Klonierung (genom. u. CDS)
AtMATE F1_5 TTTGAAGACAAAATGGCTGATCCCACGTCCAA pICH41308-Golden 388 bp (CDS) 58
AtMATE F1_3 TTTGAAGACAAACTAATGAAACAATGCAAGATGA Gate-Klonierung 713 bp (genom.)
AtMATE F2_5 TTTGAAGACAATAGTATTCACCATTCTCATCACC pICH41308-Golden 669 bp (CDS) 60
AtMATE F2_3 TTTGAAGACAATACCGAAGTCGCCTTCTTTGC Gate-Klonierung 976 bp (genom.)
AtMATE F3_5 TTTGAAGACAAGGTATCCGTTAAGTTGTCTTTAG pICH41308-Golden 429 bp (CDS) 60
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AtMATE F3_3 TTTGAAGACAAAAGCTCAGACAGTGGCAGCAGTCA Gate-Klonierung 605 bp (genom.)
M13 uni (-21) TGTAAAACGACGGCCA Sequenzierung

M13 rev (-29) CGTCATAGCTGTTTCCTG pENTR

pICH41308_1F CAATACGCAAACCGCCTCTC Sequenzierung

pICH41308_690F CTTCACCATTCTCATCACC pICH41308-AtMATEgenomisch

pICH41308_1468F
pICH41308_1R

CGGACTTAGTGCAGCTACAAG
GGTTAATGTCATGATAATAATG

pICH41308_1F
pICH41308_1R

CAATACGCAAACCGCCTCTC
GGTTAATGTCATGATAATAATG

Sequenzierung
pICH41308-AtACT
pICH41308-AtMATEintron
pICH41308-AtMATEcDNA

pUNI51 F CTGTTGGTGTGTCTATTAAATCG Sequenzierung
PUNI51 R GTGCCTTCTAGTTGCCA Klon U18345 (tair-Stock: 3986240)
Vektor: pUNI51
PEN2B-F GCATCTCTCAATCACGCATT Genotypisierung pen? 1250 bp (genom.) 58
PEN2B-R TCCCTTTTGCCATCTGTTTT CAPS Marker, Nach Restriktion:

Verdau: Alwl WT: 500 bp, 300
bp, 250 bp
pen2: 800 bp, 250

bp
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LBb1.3_salk
LBb1_salk

ATTTTGCCGATTTCGGAAC
GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

Genotypisierung

linker T-DNA spez.
Border-Primer bei SALK-
Linien + Gen-

spezifischer Primer

WT: 900 bp;
Heterozygot: 900
bp + ca. 400 bp;

Homozygot: ca.

400 bp

Neu_RP_MATE GAAACCACAAAGGACTGAAATAGG Genotypisierung SALK-  (siche ~ T-DNA 54
062231 spezifische Border-
rechter Genspezifischer  Primer)

Primer fur AIMATE

Neu LP MATE TGTGGATAGCTTTCGTTTCTCTC Genotypisierung SALK-  (siche  T-DNA
062231 spezifische Border-
linker  Genspezifischer Primer)

Primer fur AIMATE

At5¢61160_5_bex CACCATGGCGTTAAAGGTGATCAAG Genotypisierung (sieche  T-DNA 56
SALK 097380 spezifische Border-
linker  Genspezifischer Primer)

Primer fur A2ACT1

At5¢61160_3 GATTGGAAACTGAAAACGTACGGTC

Genotypisierung
SALK 097380

rechter Genspezifischer

(siche  T-DNA
spezifische Border-

Primer)
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Primer fur A2ACT
GABI_T- ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT Genotypisierung BP+RP: WT: 49
DNA_PCR2 GK_411D06 spez. keine Bande;
Border-Primer bet GABI-  Mutante: ca. 700
KAT-Linien + Gen- bp
spezifischer Primer
GK_411D06LP AGATTTTGCCAAACACAATGC Genotypisierung LP+RP: 49
GK_411DO6RP AACATTCACCTTGGCATGAAG GK_411D06 linker und ~ WT: 1183 bp
rechter genspezifischer ~ Mutante: ca. 750
Primer AIMMATE bp
7.4. Sonden fur real time-PCR
Tabelle 9 Sonden
Sonde Nukleotidsequenz (52 3¢) Verwendung PCR-Produkt  Ta
(bp) °C)
AtACT1 #131_F  CGCTGCTGATTTTAGGAACC gRT-PCR zar - 62 59(
AtACT1 #131_ R CACAAGTCCCGAAGTATGTCAC Bestimmung von TM)

AtACT1-Transkript
ROCHE-Sonde
Library#131, cat.no. 0469
4155001
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AtMATE # 117_F
AtMATE #117_R

CTTCTCAACTCGGCCAACTC
TGCTCCACTTAACCCTGTCA

qRT-PCR zur 98 54
Bestimmung von

AMATE-Transkript

ROCHE-Sonde Library

#117, cat.no. 0469351500

1

PiO8-3-3 #4_F CGTACGGCCAATGTAGTTCC Relative Quantifizierung 64 60
PiO8-3-3 #4 R TTTGCACAGTATCACGCAAGT von P. infestans-Biomasse

(qPCR ) fir ROCHE-

Sonde Library-Nr. #4

cat. No. 04685016001
SINOX #73_F TCAATGCATAGGTATGAAGGAATC Relative Quantifizierung 86 60
SINOX#73_R TCTCTTCCTAGCTAGAGCATCAAAT von P. infestans-

Biomasse, interner

NOX-Standard (qPCR )
tur ROCHE-Sonde
Library-Nr.  #73  (cat.
No. 04688961001)
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7.5. Sonden fiir Northernblot- und Southernblot Analysen

Tabelle 10 Sonden fiir Northernblot- und Southernblot-Analysen

Sonde Nukleotidsequenz (52 3¢) Verwendung GroB3e (bp)
AtACT1-cDNA AGCTTGCATGCCTGCAGGTCCCCAGATTAGCCTTTTCAATTTCAGAAAGAATGC  Sonde 1112

. TAACCACAGATGGTTAGAGAGGCTTACGCAGCAGGTCTCATCAAGACGATCTAC
tir Southernblot Southernblotanalyse

CCGAGCAATAATCTCCAGGAAATCAAATACCTTCCCAAGAAGGTTAAAGATGCA
GTCAAAAGATTCAGGACTAACTGCATCAAGAACACAGAGAAAGATATATTTCTC
AAGATCAGAAGTACTATTCCAGTATGGACGATTCAAGGCTTGCTTCACAAACCA
AGGCAAGTAATAGAGATTGGAGTCTCTAAAAAGGTAGTTCCCACTGAATCAAAG
GCCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACCTAACAGAACTCGCCGTAAAGACT
GGCGAACAGTTCATACAGAGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTC
GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACA
GTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGA
AACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTG
GAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATC
GTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGG
AGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGA
TGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAA
GACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGAACACGGGGGACT
CTAGAGTTATCAACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCCTTC
ACCATGGCGTTAAAGGTGATCAAGATCTCCCGAGTCAGCCCTGCAACCGCCTCC
GTCGACCCGCTCATTGTCCCACTCTCGTTCTTTGATTTACAGTGGCTTAAACTC
AACCCTACCGAGCAAGTCTTCTTTTACAAACTCACCGAATCATCATCTCTCGCG
ACGTTTTCTACTCCTCCATCCTCCCCAAGC

nach Doppelverdau aus
pGWB14-A424CT17-
Plasmid-DNA

AtACTT-cDNA

GATCCTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTGCTCAGTGCAGCGCTTAGAGCT

Sonde fur 1659
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fur Northernblot

CGAATTTCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATC
CTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGC
ATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGA
TTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCG
CAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAAT
TAGCTTCATCAACGCAAGACATGCGCACGACCGTCTGACAGGAGAGGAATTTCC
GACGAGCACAGAAAGGACTTGCTCTTGGACGTAGGCCTATTTCTCAGGCACATG
TATCAAGTGTTCGGACGTGGGTTTTCGATGGTGTATCAGCCGCCGCCAACTGGG
AGATGAGGAGGCTTTCTTGGGGGGCAGTCAGCAGTTCATTTCACAAGACAGAGG
AACTTGTAAGGAGATGCACTGATTTATCTTGGCGCAAACCAGCAGGACGAATTA
GTGGGAATAGCCCGCGAATATCTAAGTTATGCCTGTCGGCATGAGCAGAAACTT
CCAATTCGAAACAGTTTGGAGAGGTTGTTTTTGGGCATACCTTTTGTTAGTCAG
CCTCTCGATTGCTCATCGTCATTACACAGTACCGAAGTTTGATCGATCTAGTAA
CATAGATGACACCGCGCGCGATAATTTATCCTAGTTTGCGCGCTATATTTTGTT
TTCTATCGCGTATTAAATGTATAATTGCGGGACTCTAATCATAAAAACCCATCT
CATAAATAACGTCATGCATTACATGTTAATTATTACATGCTTAACGTAATTCAA
CAGAAATTATATGATAATCATCGCAAGACCGGCAACAGGATTCAATCTTAAGAA
ACTTTATTGCCAAATGTTTGAACGATCTGCTTCGACGCACTCCTTCTTTACTCC
ACCATCTCGTCCTTATTGAAAACGTGGGTAGCACCAAAACGAATCAAGTCGCTG
GAACTGAAGTTACCAATCACGCTGGATGATTTGCCAGTTGGATTAATCTTGCCT
TTCCCCGCATGAATAATATTGATGAATGCATGCGTGAGGGGTATTTCGATTTTG
GCAATAGCTGCAATTGCCGCGACATCCTCCAACGAGCATAATTCTTCAGAAAAA
TAGCGATGTTCCATGTTGTCAGGGCATGCATGATGCACGTTATGAGGTGACGGT
GCTAGGCAGTATTCCCTCAAAGTTTCATAGTCAGTATCATATTCATCATTGCAT
TCCTGCAAGAGAGAATTGAGACGCAATCCACACGCTGCGGCAACCTTCCGGCGT
TCGTGGTCTATTTGCTCTTGGACGTTGCAAACGTAAGTGTTGGATCCCGGTCGG

Northernblotanalyse
nach Doppelverdau
pGWB14-A42ACT1-
Plasmid-DNA
BamHI/EcoRI

aus

mit
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CATCTACTCTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTGGGGCGTCGGTTTCCACTA
TCGGCGAGTACTTCTACACAGCCATCGGTCCAGACGGCCGCGCTTCTGCGGGCG
ATTTGTGTACGCCCGACAGTCCCGGCTCCGGATCGGACGATTGCGTCGCATCGA
CCCTGCGCCCAAGCTGCATCATCGAAATTGCCGTCAACCAAGCTCTGATAGAGT
TGGTCAAGACCAATGCGGAGCATATACGCCCGGAGCCGCGGCGATCCTGCAAGC
TCCGGATGCCTCCGCTCGAAGTAGCGCGTCTGCTGCTCCATACAAGCCAACCAC
GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGGCGACCTCGTATTGGGAATCCCCGAACATCGCC
TCGCTCCAGTCAATGACCGCTGTTATGCGGCCATTGTCCGTCAGGACATTGTTG
GAGCCGAAATCCGCGTGCACGAGGTGCCGGACTTCGGGGCAGTCCTCGGCCCAA
AGCATCAGCTCATCGAGAGCCTGCGCGACGGACGCACTGACGGTGTCGTCCATC
ACAGTTTGCCAGTGATACACATGGGGATCAGCAATCGCGCATATGAAATCACGC
CATGTAGTGTATTGACCGATTCCTTGCGGTCCGAATGGGCCGAACCCGCTCGTC
TGGCTAAGATCGGCCGCAGCGATCGCATCCATGGCCTCCGCGACCGGCTGCAGA
ACAGCGGGCAGTTCGGTTTCAGGCAGGTCTTGCAACGTGACACCCTGTGCACGG
CGGGAGATGCAATAGGTCAGGCTCTCGCTG

AMATE_F2

TTTGAAGACAAAATTCACCATTCTCATCACCATCTTATGGTTCTTCAC
GGAATCGGTTTTCTTACTTCTTAGACAAGATCCTAGCATCTCAAAACA
AGCTGCACTCTACATGAAGTACCTAGCTCCCGGTTTACTCGCTTACGG
GTTCTTACAAAACATTTTGAGATTTTGCCAAACACAATGCATCGTTAC
TCCGCTAGTTTTATTCTCGTTTCTTCCCTTGGTGATTAATATCGGTAC
TACATATGCTCTGGTGCATTTAGCTGGGCTTGGATTCATCGGTGCTCC
AATAGCTACATCTATTTCATTGTGGATAGCTTTCGTTTCTCTCGGGTT
TTATGTGATTTGTTCGGACAAGTTTAAGGAAACATGGACCGGATTTTC
GATGGAATCATTTCATCATGTAGTACTAAACTTGACATTAAGCATCCC
TTCTGCTGCTATGGTATGTTTGGAATATTGGGCGTTCGAGATTCTAGT

Northernblotanalyse
von AMATE-cDNA
exprimierenden

Pflanzen

669
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GTTCTTAGCAGGATTGATGCGAAATCCGGAAATCACCACTTCTTTGGT
AGCTATATGCGTCAACACGGAATCAATAAGTTACATGTTAACATGCGG
ACTTAGTGCAGCTACAAGTACGCGTGTGTCCAACGAACTTGGAGCAGG
AAATGTAAAAGGCGCAAAGAAGGCGACTTCGGTTTTGAAGACAAA

AtACTT-cDNA
fur Northernblot
von AtACTT-
AMATE-Pflanzen

AATGGCGTTAAAGGTGATCAAGATCTCCCGAGTCAGCCCTGCAACCGCCTCCG
TCGACCCGCTCATTGTCCCACTCTCGTTCTTTGATTTACAGTGGCTTAAACTC
AACCCTACCGAGCAAGTATTCTTTTACAAACTCACCGAATCATCATCATCTCG
CGACGTTTTCTACTCCTCCATCCTCCCCAAGCTCGAGCGATCTCTTTCACTCA
TCCTCACTCACTTTCGCCTATTCACGGGTCACCTTAAGTGGGATTCACAAGAT
CCAAAGCCGCATTTAGTTGTTCTCTCAGGAGACACACTCTCTCTCACAGTGGC
TGAGACTGATGCGGATTTCTCACGTATCTCTGGCAGAGGGCTTCGTCCAGAGC
TAGAGTTACGCCCTCTAATACCCGAGCTACCGATTTATTCTGACTCGGGGGCT
GTTGTATCTCTGCAAGTCACTTTGTTCCCGAAACAAGGCTTCTGCATTGGAAC
CACAGCCCACCATGTCGTCTTGGACGGCAAAACGGCTGAAAAATTTAACAAAG
CATGGGCTCACACTTGTAAACATGGCACCATACCGAAAATTCTACCAACGGTT
TTAGATCGTTCTGTCGTCAATGTTCCAGCCGGACTTGAACAAAAGATGCTCGA
ACTTCTGCCGTATCTTACGGAGGACGACAAAGAGAACGGAAGAACCCTAAAGC
TACCTCCAGTCAAAGAGATTAACGCTAAAGACAACGTCCTCCGAATCACCATC
GAGATAAGTCCTGAAAACATTGAGAAACTCAAGGAGAGAGCCAAGAAAGAGTC
AACACGCGCTGAGCTTCACTTGTCAACGTTCGTAGTCACGTTCGCCCATGTGT
GGACATGCATGGTGAAGGCACGTAGTGGTGACCCAAACCGACCGGTTCGTTTC
ATGTACGCTGCTGATTTTAGGAACCGGTTAGAACCACCAGTCCCTGTGACATA
CTTCGGGACTTGTGTCTTAGCCATGGATTTCTATAAATACAAAGCTAAGGAGT
TTATGGGAGAAGATGGATTTGTCAACACCGTCGAGATTCTCAGTGATTCGGTC
AAACGTTTGGCTTCACAAGGGGTAGAGTCAACTTGGAAAGTGTATGAGGAAGG

Sonde fur 1360
Northernblotanalyse

nach Verdau aus
pICH41308-A£ACT-1-
Plasmid-DNA mit Bsal
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AACAAAGACAATGAAATGGGGTACACAGTTGTTGGTCGTAAACGGGTCGAACC
AGATTGGGATGTACGAAACGGACTTCGGGTGGGGAAGGCCCATTCACACTGAG
ACAATGTCTATCTACAAGAACGATGAGTTCTCTATGTCCAAGAGGAGAGATGG
TATCGGTGGCGTCGAGATTGGCATCTCTTTGAAGAAACTTGAGATGGATACTT
TTCTGTCTTTATTTTACAAATGGATTGGAAACTGA

AMATE-DNA
mit ersten Intron
fur Northernblot
von AtACTT-
AMATE-Pflanzen

AATGGCTGATCCCACGTCCAAAGATGACCATGATGGTGAAGGAGGAAGAGACA
AATCATCAACTTTTGTTCAAAAACTTATTGACGTTGAAGAAGCAAAGACTCAA
ATCATTTACTCTCTACCAATGATATTCACCAATCTTTTCTATTATTGTATCCC
TTTAACCTCTGTGATGTTCGCTTCTCAACTCGGCCAACTCGAGCTCGCCGGTG
CTACCCTAGCCAATTCTTGGGCTACCGTCACCGGTTTTGCCTTCATGGTACTA
TTATCTCCTTATCCTCCAACCTTCATTTGCATCCAACATTTTCTTTTGCTTAC
TACATGCATAAGTTACTAAAGATAGGCTAATATATTATATATATAAAAAGGTT
ATACACTCAAATTTGGATTCAACTTTATCCATGCATTTCTCTAAATTTGGTTA
ATATTGTTTCATTTTTGTTTTGCTATTTAAGGAGATCTAAAAGGGACAAGTGG
ATGGGCTTATGCGTTTTGTCTAAATTGTTTTCCTTAACCAGAACGTTTCTATG
CATTATATGGGTATTTGTTTCTATAAAGACATTTAATGTCTTGTTAATTTTCA
GACAGGGTTAAGTGGAGCACTTGAGACATTGTGTGGACAAGGCTTTGGTGCAA
AAAGCTATAGAATGTTGGGGATTCATCTACAATCATCTTGCATTGTTTCATTA
GTATTCACCATTCTCATCACCATCTTATGGTTCTTCACGGAATCGGTTTTCTT
ACTTCTTAGACAAGATCCTAGCATCTCAAAACAAGCTGCACTCTACATGAAGT
ACCTAGCTCCCGGTTTACTCGCTTACGGGTTCTTACAAAACATTTTGAGATTT
TGCCAAACACAATGCATCGTTACTCCGCTAGTTTTATTCTCGTTTCTTCCCTT
GGTGATTAATATCGGTACTACATATGCTCTGGTGCATTTAGCTGGGCTTGGAT
TCATCGGTGCTCCAATAGCTACATCTATTTCATTGTGGATAGCTTTCGTTTCT
CTCGGGTTTTATGTGATTTGTTCGGACAAGTTTAAGGAAACATGGACCGGATT
TTCGATGGAATCATTTCATCATGTAGTACTAAACTTGACATTAAGCATCCCTT

Sonde fur 1736
Northernblotanalyse

nach Verdau aus
pICH41308-
AMATEintron-Plasmid-

DNA mit Bsal
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CTGCTGCTATGGTATGTTTGGAATATTGGGCGTTCGAGATTCTAGTGTTCTTA
GCAGGATTGATGCGAAATCCGGAAATCACCACTTCTTTGGTAGCTATATGCGT
CAACACGGAATCAATAAGTTACATGTTAACATGCGGACTTAGTGCAGCTACAA
GTACGCGTGTGTCCAACGAACTTGGAGCAGGAAATGTAAAAGGCGCAAAGAAG
GCGACTTCGGTATCCGTTAAGTTGTCTTTAGTTCTAGCTCTCGGTGTAGTCAT
TGCTATACTTGTAGGTCATGATGCCTGGGTTGGTTTATTCAGCAATAGCCATG
TGATTAAAGAGGGATTTGCATCACTAAGGTTTTTCCTTGCTGCATCTATAACA
CTTGATTCAATCCAAGGTGTTTTATCAGGAGTTGCGAGAGGATGCGGATGGCA
GCGGTTAGCCACGGTTATAAATTTGGGAACATTCTACTTAATCGGAATGCCTA
TTTCAGTCCTTTGTGGTTTCAAGTTGAAGCTTCATGCCAAGGGTTTATGGATC
GGTCTGATATGTGGGATGTTTTGCCAGTCCGCATCTCTTTTGCTTATGACAAT
TTTCCGGAAGTGGACAAAGCTGACTGCTGCCACTGTCTGA
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7.6. Ergebnisse

7.6.1. EIC und MS2-Spektrum von p-Cumaroylagmatin
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Abbildung 39: Extrahiertes lonen-Chromatrogramm (EIC) von p-Cumaroylagmatinstandard (5 uM) -, methanolischen Extrakten
von A. thaliana Wildtyp Col-O-Blittern - und methanolischen Extrakten von A. thaliana AtACTT knock ont-Blittern
-.m/z = 277.1600 £0,1; UPLC-ESI-QTOF-MS
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Abbildung 40: MS-MS-Spektrum von p-Cumaroylagmatin. Eltern-Ton /g = 277.1600 £0,1; UPLC-ESI-QTOF-MS
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7.6.2. p-Cumaroylagmatingehalte in Blattern von A. thaliana knock out-Linien

*
*
*

(= |

-‘3_50 x

8340— *

s

[T

2&030_

3 *

s 20 - *

T o * % % * * % % * % %

EE]_O— * % % * * * % % * % % x *

3 ¢ * % % * * % % % ¥ ox o ox x *

[ @ Jy ]

[} - = — —

a 0
!-I-Js_ HLU’“LV’HLWHLWHLV)HL |
glelggigigled g g elgls/slglgelgs|eg gdg g
Br_mcﬁmsﬁmsﬁmyﬁwgﬁwpﬁmcﬁw
BlEIS R |ESREISEEgEZBELETE I BES
\&':;&':;&‘:;&‘:;%'Cg-&":;H-'Cg\&':g
glgl g£lg |ge |gleg |[Eg |gg £l8 £ 3
Rz R Rz o | @ ol & RIEZ al® RIZ
‘ wrt ‘actl matel mate2 actl pen2 |¢ actl matel

062231 | 411D06 mate pen2 pen2

1 dpi

Abbildung 40: p-Cumaroylagmatingehalte von A. thaliana-Blattextrakten 1 Tag nach Inokulierung mit P. infestans m, Sterilfiltrat
moder Wasser (3 Experimente). Die methanolischen Blattextrakte wurden per UHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen: 7/3 277.1659 [M+H]*; Kontrollen sind Wildtyplinien Col-0, g-7 und segtegiecrenden MATE-Wildtyp
zusammengefasst (n = 107 P. infestans, n = 50 Sterilfiltrat; n = 49 Wasser); &nock ont-Linien: actl (n = 22 P. infestans, n
= 13 Sterilfiltrat; n = 12 Wasser); matel (n = 48 P. infestans, n = 28 Sterilfiltrat; n = 30 Wasser); mate2 (n = 9 P.
infestans, n = 11 Sterilfiltrat; n = 11 Wasser); actlmatel (n =9 P. infestans, n = 15 Sterilfiltrat; n = 14 Wasser); pen2 (n
= 24 P. infestans, n = 13 Sterilfiltrat; n = 13 Wasser); act? pen2 (n = 26 P. infestans, n = 13 Sterilfiltrat; n = 13 Wasser);
matel pen2 (n = 6 P. infestans, n = 11 Sterilfiltrat; n = 11 Wasser) Statistik: SEM; Signifikanzen zu Wildtyp-Kontollen
mit gleicher Behandlungsart sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 2*¥10-6 *** (Student’scher t-

Test).
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7.6.3. p-Cumaroylagmatingehalte in Tropfen von A. thaliana knock ont-Linien
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Abbildung 41: p-Cumaroylagmatingehalte im Inokulum von A. #haliana 1 Tag nach Inokulierung mit P. infestans m, Sterilfiltrat m
oder Wasser = (3 Experimente). Das nach einem Tag von den Blittern abgenommene Inokulum wurde direkt per
UHPLC-ESI-QTOF-MS vetmessen m/z 277.1659 [M+H]*; Kontrollen sind Wildtyplinien Col-0, g~/ und
segregierenden MATE-Wildtyp zusammengefasst (n = 109 P. infestans, n = 51 Sterilfiltrat; n = 48 Wasser); &nock ont-
Linien: act? (n = 22 P. infestans, n = 13 Sterilfiltrat; n = 13 Wasser); matel (n = 47 P. infestans, n = 29 Sterilfiltrat; n =
36 Wasser); mate2 (n = 9 P. infestans, n = 11 Sterilfiltrat; n = 11 Wasser); actimatel (n = 12 P. infestans, n = 15
Sterilfiltrat; n = 16 Wasser); pen2 (n = 24 P. infestans, n = 13 Sterilfiltrat; n = 13 Wasser); act pen2 (n = 27 P. infestans,
n = 13 Sterilfiltrat; n = 12 Wasser); matel pen2 (n = 6 P. infestans, n = 11 Sterilfiltrat; n = 11 Wasser) Statistik: SEM;
Signifikanzen zu Wildtyp-Kontollen mit gleicher Behandlungsart sind mit Sternen dargestellt, P-Wert < 4*10-11 #¥*

(Student’scher t-Test).
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7.6.4. p-Cumaroylputreszin-Gehalte 3 dpi P. infestans in AtACTT exprimierenden

Kartoffelpflanzen
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Abbildung 42: p-Cumaroylputreszin-Gehalte in Kartoffelblattscheiben drei Tage nach Inokulierung mit P. infestans (Experiment
1). Die Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P. infestans —
Zoospotensuspension (Zoospotrenkonzentration: 1¥105/ml) inokuliert mit 18 * 10 pl Suspension pro Pflanze,
verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4. Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die
Blattscheiben wurden einer methanolischen Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen. m/z 235.1441 [M+H]*; WT — Wildtypkontrolllinie (n = 8); EV — Leervektorkontrolllinie (n = 8);
AtACT1 B, H, M, Z — unabhingige transgene .424CT7 exprimierende Kartoffellinen, je Linie n = 8. Statistik: SEM;
Signifikanzen zu WT- und EV- Kontolllinien mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 0,001 ***

(Student’scher t-Test).
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Abbildung 43: p-Cumaroylputreszin-Gehalte in Kartoffelblattscheiben drei Tage nach Inokulierung mit P. infestans (Experiment
2). Die Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P. infestans —
Zoospotensuspension (Zoospotrenkonzentration: 1¥105/ml) inokuliert mit 18 * 10 pl Suspension pro Pflanze,
verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4. Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die
Blattscheiben wurden einer methanolischen Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen. m/z 235.1441 [M+H]*; WT — Wildtypkontrolllinie (n = 8); EV — Leervektorkontrolllinie (n = 8);
AtACT1 B, H, M, Z — unabhingige transgene .A424CT7 exprimierende Kartoffellinen, je Linie n = 8. Statistik: SEM;
Signifikanzen zu WT- und EV- Kontolllinien mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 0,001 ***
(Student’scher t-Test).p-Cumaroylagamtin-Gehalte 3 dpi P. infestans in AtACTT exprimierenden Kartoffelpflanzen
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Abbildung 44: p-Cumaroylagmatin-Gehalte in Kartoffelblattscheiben drei Tage nach Inokulierung mit P. infestans (Experiment 3).
Die Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P. infestans —

Zoosporensuspension (Zoospotrenkonzentration: 1¥105/ml) inokuliert mit 18 * 10 pl Suspension pro Pflanze,
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verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4. Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die
Blattscheiben wurden einer methanolischen Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; WT — Wildtypkontrolllinie (n = 8); EV — Leervektotkontrolllinie (n = 8);
AtACT1 B, H, M, Z — unabhingige transgene .A24CT7 exprimierende Kartoffellinen, je Linie n = 4. Statistik: SEM;
Signifikanzen zu WT- und EV- Kontollinien mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 0,01 **, P-Wert <
0,001 *** (Student’scher t-Test).
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Abbildung 45: p-Cumaroylagmatin-Gehalte in Kartoffelblattscheiben drei Tage nach Inokulierung mit P. infestans (Experiment 1).
Die Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P. infestans —
Zoosporensuspension (Zoospotrenkonzentration: 1¥105/ml) inokuliert mit 18 * 10 pl Suspension pro Pflanze,
verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4. Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die
Blattscheiben wurden einer methanolischen Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; WT — Wildtypkontrolllinie (n = 8); EV — Leervektorkontrolllinie (n = 8);
AtACT1 B, H, M, Z — unabhingige transgene .A24CT7 exprimierende Kartoffellinen, je Linie n = 4. Statistik: SEM;
Signifikanzen zu WT- und EV- Kontollinien mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 0,01 **, P-Wert <
0,001 *** (Student’scher t-Test).
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Abbildung 46:p-Cumaroylagmatin-Gehalte in Kartoffelblattscheiben einen Tag nach Inokulierung mit P. infestans —Zoosporen
(1*¥105/ml) m, ciner steril filtrierten P. infestans-Suspension m oder Wasser m. Die Kartoffellinien wurden drei
Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P. nfestans —Zoosporensuspension
(Zoospotenkonzentration: 1¥105/ml), eciner steril filtrierten P. infestans-Suspension oder Wasser inokuliert. Dabei
wurden 30 * 10 pl je Inokulierungssubstrat pro Pflanze, verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4 inokuliert. Ernte
der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach einem Tag, nachdem vorher das Inokulum abgenommen wurde. Die
Blattscheiben wurden einer methanolischen Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; 3 Experimente; Kontrollen sind Wildtyp- und Leervektotkontrolllinien (n = 20
je Behandlung); A24CT7— unabhingige transgene AzACT7T exprimierende Kartoffellinen B, H, M, Z (n = 24 je
Behandlung); quantifiziert wurde tber eine p-Cumaroylagmatin-Eichgerade, = Statistik: SEM; = Signifikanzen zu

Kontollen oder Behandlungsart sind mit Kleinbuchstaben dargestellt, P-Wert < 0,001 b (one way Anova)
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7.6.5. p-Cumaroylagmatin in Tropfen auf transgenen A2ACTT exprimierenden

Kartoffellinien
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Abbildung 47: p-Cumaroylagmatin-Gehalte im Inokulum (P. infestans —Zoospoten (1¥105/ml) m, einer stetil filtrierten P. infestans-
Suspension m oder Wasser =) welches einen Tag nach Inokulierung vom Kartoffelblatt abgenommen wurde. Die
Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P. infestans —
Zoospotensuspension (Zoosporenkonzentration: 1*¥105/ml), einer steril filtrierten P. infestans-Suspension oder
Wasser inokuliert. Dabei wurden 30 * 10 ul je Inokulierungssubstrat pro Pflanze, verteilt auf 3 Blitter der
Blattetagen 3-4 inokuliert. Ernte des Inokulum erfolgte nach einem Tag. Nach Abzentrifugation wurde das
Inokulum anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; 3 Experimente:
Kontrollen sind Wildtyp- und Leervektorkontrolllinie (n = 20 je Behandlung); AtACT1— unabhingige transgene
AtACTT exprimierende Kartoffellinen B, H, M, Z (n = 24 je Behandlung); quantifiziert wurde tber eine p-
Cumaroylagmatin-FEichgerade. ~ Signifikanzen zu Kontollen oder Behandlungsart sind mit Kleinbuchstaben

dargestellt, P-Wert < 0,05 b,c; (one way Anova)

7.6.6. Nachweis der Expression von A#MATE-Transkript in transgenen Kartoffellinien

e & AtMATE
A‘.
. -

rRNA
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Abbildung 48: Northernblot der transgenen AtMATE exprimierenden Kartoffellinien (3 Experimente, n = 06). Sonde fiir
AtMATE-Transkript: AAMATE-cDNA aus AIMATEcDNA_Fragment2 (669 bp). WT = Wildtypkontrolle, EV =
Leervektorkontrolle, A, I, U, V, Z = unabhingige transgene AtMATE exprimierende Linien
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7.6.7. p-Cumaroylagmatinin Tropfen auf transgenen ANATE exprimierenden

Kartoffellinien
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Abbildung 49: p-Cumaroylagmatin-Gehalte in Kartoffelblattscheiben einen Tag nach Inokulierung mit P. infestans. Die
Kartoffellinien wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P. infestans —
Zoospotensuspension (Zoospotrenkonzentration: 1¥105/ml) inokuliert mit 18 * 10 pl Suspension pro Pflanze,
verteilt auf 3 Blitter der Blattetagen 3-4. Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die
Blattscheiben wurden einer methanolischen Extraktion unterzogen und anschlieBend per UHPLC-ESI-QTOF-MS
vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; Kontrollen sind Wildtyp- und Leervektorkontrolllinien (WT, n = 36, EV, n =
35); AtMATE- unabhingige transgene AtMATE exprimierende Kartoffellinen (A, n =8;L,n = 16; U,n=12;V,n
= 8; X, n = 12). 3 Experimente, Statistik: SEM; Signifikanzen zu WT- und EV- Kontollinien mit Sternen
dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 0,01 **, P-Wert < 0,001 *** (Student’scher t-Test).
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7.6.8. p-Cumaroylagmatin in Blittern von transgenen AtMATE exprimierenden

Kartoffellinien
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Abbildung 50: p-Cumaroylagmatin-Gehalte im Inokulum einen Tag nach Inokulierung mit P. infestans. Die Kartoffellinien wurden
drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit einer P. infestans —Zoosporensuspension
(Zoospotenkonzentration: 1*¥105/ml) inokuliert mit 30 * 10 ul Suspension pro Pflanze, verteilt auf 3 Blitter der
Blattetagen 3-4. Ernte des Inokulum vom Blatt erfolgte nach einem Tag. Das Inokulum wurde nach
Abzentrifugation direkt pet UHPLC-ESI-QTOF-MS vermessen. m/z 277.1659 [M+H]*; Kontrollen sind Wildtyp-
und Leervektorkontrolllinien (WT, n = 36, EV, n = 35); AtMATE—- unabhingige transgene AtMATE
exprimierende Kartoffellinen (A, n = 8; I, n = 16; U, n = 12; V, n = §; X, n = 12). 3 Experimente, Statistik: SEM;
Signifikanzen zu WT- und EV- Kontollinien mit Sternen dargestellt, P-Wert < 0,05 *, P-Wert < 0,01 **, P-Wert <
0,001 *** (Student’scher t-Test).

7.06.9. P. infestans-Biomasse in transgenen AtMATE exprimierenden Kartoffelpflanzen
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Abbildung 51: P. infestans —Infektion von transgenen AzACTT1-AMATE exprimierenden Kartoffellinien. Die Kartoffellinien
wurden drei Wochen nach dem Austopfen aus der Sterilkultur in Erde mit der P. infestans —Zoosporensuspension
inokuiert. Dabei wutrden 18 * 10 pl P. infestans —Zoosporensuspension (1¥105/ml) pro Pflanze, verteilt auf 3 Blatter
der Blattetagen 3-4, inokuliert. Die Ernte der inokulierten Blattscheiben erfolgte nach drei Tagen. Die P. infestans-
Biomasse wurde durch qPCR, nach Isolierung der genomischen DNA aus den infizierten Blattscheiben, bestimmt. 3
Experimente: WT — Wildtypkontrolllinie (n = 16); EV — Leervektorkontrolllinie (n = 16); AtACT1 A, L, U, V, X —
unabhingige transgene AtACT1 exprimierende Kartoffellinen, A, n =12, L n =8, U,n =8, V,n =8 X, n=7;

Signifikanzen zu WT- und EV- Kontollinien: keine (Student’scher t-Test)
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