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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Die Pflanzliche Immunabwehr

Pflanzen missen in ihrer Umwelt nicht nur auf abiotische Faktoren reagieren. Sie sind auch
einer Vielzahl von biotischen Einflissen, wie der Konkurrenz durch andere Pflanzen und der
Bedrohung durch Frassfeinde, ausgesetzt. Eine besondere Gefahr fiir Pflanzen sind Krankheiten,
die von Pathogenen, wie Bakterien, Pilzen, Protisten und Viren, ausgel6st werden.

Allerdings verfuigen Pflanzen weder Uber bewegliche Abwehrzellen, noch ber eine adaptive
Immunantwort. Sie miissen sich stattdessen auf die angeborene Immunantwort und systemische
erworbene Resistenz (SAR) verlassen (Ausubel, 2005; Chisholm et al., 2006; Dangl und Jones,
2001). Daher ist es fur Pflanzen essentiell zwischen ,,Selbst“ und ,Nicht-Selbst“ zu
unterscheiden. Dies geschieht in der angeborenen Immunitat Uber die Erkennung von
molekularen Mustern, die im eigenen Organismus nicht vorkommen. Diese Strukturen werden
als Mikroben- bzw. Pathogen-assoziierte molekulare Muster (MAMPs bzw. PAMPS)
bezeichnet. MAMPs erfiillen esentielle Funktionen in den Ursprungsorganismen und sind
darum stark konserviert. Daher kdnnen diese nicht ohne weiteres mutiert oder vor Erkennung
maskiert werden (Janeway, 1989b; Janeway und Medzhitov, 2002). Pflanzen erkennen eine
Vielzahl von MAMPs bzw. PAMPs, die meist spezifisch fir eine Klasse von Mikrorganismen
sind und somit eine breite Erkennung von verschiedenen Schadlingen ermdglichen. Zum
Beispiel werden Chitin, Glykopeptide und Ergosterole erkannt, die in der Zellwand von vielen
phytopathogenenen Pilzen vorkommen (Boller, 1995; Ito et al., 1997). Die Anwesenheit von
Bakterien auf der Pflanzenoberfache kann, z. B. durch die Erkennung von Lipopolysacchariden
oder Peptidfragmenten von Flagellin, sensiert werden (Dow et al., 2000; Felix et al., 1999; He,
1996). Phytopathogene Oomyceten, wie Phytophthora oder Pythium, werden anhand von
Heptaglukanstruktren, Elicitinen und anderen Zellwandproteinen erkannt (Mithéfer et al., 2000;
Nirnberger et al., 1997; Umemoto et al., 1997; Veit et al., 2001).

Neben MAMPs werden auch noch sogenannte Schaden-assoziierte molekulare Muster
(DAMPs) registriert. Dabei handelt es sich zwar um Muster aus dem eigenen Organismus,
jedoch in einer Form, die nur durch Pathogenbefall auftreten kann (Janeway, 1989a; Rubartelli
und Lotze, 2007). So werden beispielsweise beim Abbau der pflanzlichen Zellwand durch
Endopolygalacturonasen, u.a. von nekrotrophen Pathogenen, Oligogalacturonide (OG)
freigesetzt. Diese OGs ldsen in vielen Pflanzen Abwehrreaktionen aus, da sie der Pflanze
zeigen, dass sie angegriffen wird (De Lorenzo et al., 2001).

Pflanzliche Genome kodieren flr eine Vielzahl von Oberflachenrezeptoren, die als
RECEPTOR LIKE KINASES (RLK) bezeichnet werden. Einige dieser Rezeptoren nehmen
Signale von Nachbarzellen, z.B. Stress durch Insektenfrall wahr, andere hingegen erkennen die
Anwesnheit von Pathogenen in der Zellperipherie (Shiu und Bleecker, 2001).
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Einleitung

Alle RLKs haben eine extrazelluldre Ligandenbinde-Domadne, eine membranspannende
Region, eine Juxtamembran-Doméne und eine Serin/Threonin-Kinase-Domane (Greeff et al.,
2012). RLKs fur die spezifische Erkennung von molekularen Mustern (MAMPs und DAMPS)
werden Mustererkennungsrezeptoren (PATTERN RECOGNITION RECEPTORS; PRRS)
genannt und ihre Aktivierung fuhrt zur Induktion von Abwehrreaktionen. Diese Erkennung ist
notwendig fur Etablierung der PAMP-induzierten Immunitat (PTI) und damit auch essentiell ftr
angeborene Immunitdt von Pflanzen. Mutationen in PRRs machen Pflanzen deutlich
suszeptibler gegenuber Pathogenen (Zipfel, 2008). Erfolgreiche Pathogene haben Effektoren
entwickelt, die ihnen bei der Kolonisation der Pflanze einen Vorteil verschaffen, z.B. durch die
Unterdruckung der PTI. Dadurch kommt es in Pflanzen zur sogenannten Effektor-induzierten
Suszeptibilitat (ETS). Werden diese Effektoren oder deren Wirken von der Pflanze sensiert,
wird eine viel starkere Immunantwort ausgeldst. Diese Effektor-induzierte Immunitét (ETI) ist
exponentiell starker als die PTI und ist oft mit einer hypersensitiven Zelltod-Reaktion (HR)
verbunden. Im evolutiondren Wettriisten kdnnen Pathogene verdnderte oder zusatzliche
Effektoren produzieren und die Pflanze muss darauf reagieren, so dass sich ETS und ETI
beliebig oft wiederholen kdnnen, wie es im Zick-Zack-Modell von Jones und Dangl (2006)
schematisch dargestellt ist.

PTI ETS ETI ETS ETI

°, o°
Pathogen ° ® o
effectors .
Pathogen
effectors | Avr-R

Abbildung 1: Zick-Zack-Modell nach Jones und Dangl (2006)

PAMPs: Pathogen-assoziierte molekulare Muster; PTI: PAMP-getriggerte Immunitét; ETS:
Effektor-getriggerte Suszeptibilitdt; ETI: Effektor-getriggerte Immunitét; Avr: Avirulenzprotein;
HR: hypersensitive Reaktion.
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1.1.1 PAMP-induzierte Immunitat (PAMP-triggered immunity, PTI)

Die PTI I6st eine Vielzahl von Reaktionen aus. So kommt es innerhalb von Minuten zu einer
Depolarisierung der Plasmamembran. Grund dafir ist ein massiver Influx von Ca?" und H* und
infolge dessen zu einem Efflux von K*, CI- und Nitrat (Boller, 1995; Mithofer et al., 2005;
Wendehenne et al., 2002). Das Ca?* aktiviert calciumabhéngige Kinasen (Blume et al., 2000;
Lecourieux et al., 2002). Des Weiteren kommt es zu einer Produktion von NO. Neben seiner
geringen cytotoxischen Aktivitét ist es hauptsdchlich als Signalmolekil wichtig, da es leicht
durch Membranen diffundieren kann (Wilson et al., 2008). Die Pflanzen akkumulieren sehr
schnell reaktive Sauerstoffspezies (ROS), da diese fiir einige Pathogene toxisch sind.

Des Weiteren werden dadurch zusatzliche Quervernetzungen in die Zellwand eingefligt (Apel
und Hirt, 2004). Nach kurzer Zeit kommt es auRerdem zu Anderungen im
Phosphorylierungsstatus vieler Proteine (de la Fuente van Bentem und Hirt, 2007; Peck et al.,
2001).

10 Minuten nach der Perzeption eines PAMPs kommt es zur Aktivierung von MAP-Kinasen
(MPK)-Phosphorylierungskaskaden und infolge dessen zu einer Aktivierung von
stressassoziierten Transkriptionsfaktoren (Asai et al., 2002; Nihse et al., 2000). Diese
Transkriptionsfaktoren regulieren die Expression von Genen, die direkt oder indirekt an der
Immunabwehr beteiligt sind. So werden zum Beispiel Callose-Synthesegene hochreguliert. Die
Callose wird in die Zellwand eingebaut, um sie zu verstirken (Gomez-Gomez et al., 1999; Veit
et al., 2001). Zur direkten Pathogenabwehr wird die Expression von PR- (pathogenesis related)
Genen induziert. PR-Gene kodieren u.a. fur Glukanasen, Chitinasen und Proteasen, die
Pathogene wahrend der Infektion beeintrachtigen kénnen (Uknes et al., 1992). Des Weiteren
kommt es zur Anderung des Spiegels vieler Phytohormone und zur Produktion von
Phytoalexinen. Phytoalexine, wie Camalexin, sind kleine antimikrobielle Sekundarmetabolite,
die durch Stress induziert werden (Hammerschmidt, 1999; Pedras et al., 2011).

1.1.2 Effektor-induzierte Suszeptibilitat (effector-triggered susceptibility, ETS)

Pflanzliche Pathogene haben eine Vielzahl von Effektoren entwickelt, die ihnen bei der
Infektion oder Kolonisation einen Vorteil verschaffen. Man bezeichnet sie daher auch als
Virulenzfaktoren. Sie sind wichtig fiir die Bildung von Infektionsstrukturen oder fur die
Né&hrstoffaufnahme aus dem Wirt (Doehlemann et al., 2014). Eine weitere wichtige Funktion ist
die Effektor-vermittelte Suszeptibilitdt durch die Unterdriickung der PTI (Block et al., 2008;
Hann et al., 2010; Jones und Dangl, 2006). Sie verhindern z. B. die Erkennung durch das
Immunsystem oder die Aktivierung bzw. Weiterleitung der Immun-Signalkaskaden (mehr
Details zu Effektoren s. Kapitel 1.4.). Wird mithilfe von Effektoren die PTI unterdriickt und es
kommt weiterhin zur Ausbildung von Krankheitssymptomen, spricht man von Effektor-
vermittelter Suszeptibilitat (Jones und Dangl, 2006).
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1.1.3 Effektor-induzierte Immunitéat (effector-triggered immunity, ETI)

Um der Bedrohung durch Effektoren und Effektoren-vermittelter Unterdriickung der PTI zu
entgehen, haben Pflanzen Mechanismen entwickelt, die Effektoren direkt oder indirekt zu
sensieren. Wird ein Effektor oder seine Wirkung auf die Pflanze durch diese erkannt, wird er als
Avirulenzfaktor (Avr) bezeichnet, weil sich seine Wirkung als Virulenzfaktor ins Gegenteil
verkehrt hat. Die Erkennung von Avrs geschieht meist intrazelluldr durch die Genprodukte der
pflanzlichen Resistenz, sogenannte (R)-Gene (Jones und Dangl, 2006). Die meisten R-Proteine
haben sowohl eine nukleotid-bindende als auch LRR-Domanen (Martin et al., 2003; Meyers et
al., 2003) und werden daher als NB-LRR-Proteine bezeichnet. Die Erkennung von Effektoren
durch R-Proteine fuhrt zu einer verstarkten und systemischen Reaktion, der sogenannten
Effektor-induzierten Immunitat (ETI). Eine direkte Erkennung eines Effektors durch ein R-
Protein ist selten. So wird z. B. der Effektor PopP2 aus Ralstonia solanacearum durch direkte
physische Interaktion mit dem A. thaliana R-Protein RRS1-R erkannt (Deslandes et al., 2003).

Es wurden nur rund 150 NB-LRR Rezeptoren in Arabidopsis identifiziert. Da diese R-
Proteine einer sehr groRen und standig anwachsenden Vielfalt identifizierter Effektoren aus den
verschieden-sten Pathogenen gegeniiberstehen, wurde die Guard-Theorie (Dangl und Jones,
2001; Van der Biezen und Jones, 1998) entwickelt. Dabei findet die Erkennung der Effektoren
indirekt durch Uberwachung des Soll-Zustandes mdglicher Effektor-Zielproteine durch NB-
LRR-Proteine statt. Ein gutes Beispiel fir die Guard-Theorie ist RPM1-INTERACTING 4
(RIN4). RIN4, aus Arabidopsis, ist ein negativer Regulator der PTI (Kim et al., 2005). In diesem
Kontext ist es nicht Uberraschend, dass RIN4 Ziel von mehreren P. syringae Effektoren, wie
zum Beispiel AvrB, AvrRpm1 und AvrRpt2, ist (Axtell et al., 2003; Coaker et al., 2005; Luo et
al., 2009; Mackey et al., 2002). RIN4 wird von zwei NB-LRR-Rezeptoren tberwacht. RPM1
tiberwacht den Phosphorylierungszustand von RIN4 und 16st bei AvrB- oder AvrRpml-
induzierter Phosphorylierung von RIN4 eine RPM1-induzierte ETI aus (Grant et al., 1995; Liu
et al., 2011). Der NB-LRR RPS2 (berwacht, ob die Protease AvrRpt2 RIN4 abbaut und
induziert daraufhin eine sofortige ETI (Axtell et al., 2003; Axtell und Staskawicz, 2003; Bent et
al., 1994; Coaker et al., 2005; Mackey et al., 2002).

Viele Reaktionen der PTI sind auch typisch fir die ETI. Es kommt zur Aktivierung der
MPK-Kaskaden sowie zur Akkumulation von Salecylsdure (SA), Jasmonsédure (JA), Ethylen
(ET), Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und reaktiven Stickstoff-Intermediaten (NOI).
Weiterhin  kommt es zur Anderung des intrazellularen Calciumpegels, zu einer
transkriptionellen Umprogrammierung und zur Synthese von antmikrobiellen Verbindungen.
PTI und ETI verwenden die gleichen Signalmolekiile, jedoch sind die Reaktionen der ETI nicht
transient, wie bei der PTI, sondern deutlich verlangert (Tsuda und Katagiri, 2010).

Die ETI ist im Vergleich zur PTI eine beschleunigte und verstirkte Reaktion auf einen
Pathogenbefall. Durch diese verstarkte Reaktion kommt es bei der ETI oft zur Ausbildung einer
Hypersensitiven Reaktion (HR). Dabei handelt es sich um einen schnellen Zelltod um die
Infektionsstelle herum, der das Wachstum und die Ausbreitung der Pathogene begrenzen soll
(Jones und Dangl, 2006). Die HR ist eine eigene Unterform des Zelltodes.
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Typisch fur die HR ist das Schrumpfen des Cytoplasmas, die Chromatinkondensation, das
Anschwellen der Mitochondrien, die Vakuolisierung und in den letzten Stadien der
Zusammenbruch der Chloroplasten (Mur et al., 2008). Die Chloroplasten spielen eine wichtige
Rolle bei der HR, denn sie sind eine Quelle fur Abwehr-Signalmolekiile, wie Reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), reaktive Stickstoff-Intermediate (NOI) und die Abwehrhormone
Salicylsdure (SA) und Jasmonsdure (JA). Dariiber hinaus spielt Licht bei der Induktion einer
HR oft eine wichtige Rolle (Mur et al., 2008).

Der genaue Weg der Zelltod-Induktion als Folge der Effektorperzeption durch NB-LRRs ist
noch nicht vollstdndig erforscht. Es gibt zwei Signalmodule, durch die NB-LRRs reguliert
werden. Zum einen regelt NON-RACE-SPECIFIC DISEASE RESISTANT 1 (NDR1) die meisten
Immunreaktionen, die durch Coiled-Coiled (CC)-NB-LRRs vermittelt werden. Zum anderen
reguliert ein Signalkomplex aus ENHANCED DISEASE SUSCEPTEBILITY 1 (EDS1)/
PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 (PAD4) und SENESCENCE ASSOCIATED GENE 101
(SAG101) die TIR-NB-LRR-Signale (Aarts et al., 1998). Diese beiden Signalmodule
integrieren die Redoxsignale unterhalb der NADPH-Oxidase (Torres, 2010), was wiederum zu
einer Akkumulation von SA fihrt (Shapiro und Zhang, 2001; Wiermer et al., 2005). ROS und
SA agieren synergistisch, um die HR zu lenken (Shirasu et al., 1997). Die Induktion der HR
kann unterschiedlich vonstatten gehen. Die RPS4-induzierte HR durch den P. syringae Effektor
AvrRps4 ist von Autophagie-Komponenten abhangig, die HR-Induktion durch RPT2 jedoch
nicht (Hofius et al., 2009).

Der Zelltod der HR zielt vorangig gegen biotrophe Pathogene. Durch das Absterben der
Zellen um die Infektionsstelle herum, soll dem Pathogen die Nahrungsquelle entzogen werden
(Glazebrook, 2005). Allerdings muss die HR streng reguliert werden, da unkontrollierter Zelltod
und sich ausbreitende Nekrose fur einige Pathogene, insbesondere solche mit nekrotrophem
Lebenszyklus vorteilhaft, ware.

1.1.4 Hormone in der Immunitat

Viele Pflanzenhormone spielen eine bedeutende Rolle fir die pflanzliche Immunantwort
(Bari und Jones, 2009; Howe und Jander, 2008; Katagiri und Tsuda, 2010; Pieterse et al.,
2009). Die wichtigsten Hormone in der Immunabwehr sind Salicylsdure (SA) und Jasmonséure
(JA) (Browse, 2009; Vlot et al., 2009). Des Weiteren sind auch viele andere Hormone, wie
Ethylen (van Loon et al., 2006a), Abscisinsaure (Ton et al., 2009), Gibberelline (Navarro et al.,
2008), Auxin (Kazan und Manners, 2009), Cytokine (Walters und McRoberts, 2006),
Brassinosteroide (Nakashita et al., 2003) und Stickstoffmonooxid (Moreau et al., 2010) an der
Modulation des pflanzlichen Immunsignal-Netzwerkes beteiligt. Um Reaktionen spezifisch an
das angreifende Pathogen anzupassen und nur die absolut notwendigen Ressourcen zu
verbrauchen, kénnen die verschiedenen Hormon-Signalwege antagonistisch oder synergistisch
interagieren. Dies wird als Hormon-Crosstalk bezeichnet (Jaillais und Chory, 2010; Mundy et
al., 2006).
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Da Pflanzen haufig vielen Pathogenangriffen, zum Teil sogar gleichzeitig, ausgesetzt sind,
benoétigen sie eine spezifische Regulation, um die Priorisierung der Abwehrreaktionen zu
definieren. Im Weiteren werden die wichtigsten Hormone in der Immunabwehr und einige der
bekannten Regulationen des Crosstalks der verschiedenen Hormonwege erlautert.

SA-Antworten sind meistens (aber nicht immer) effektiv gegen mikrobielle, biotrophe
Pathogene (Glazebrook, 2005). SA und/oder seine Derivate werden gewohnlich fir die PTI, die
ETI (Dodds und Rathjen, 2010), lokale Abwehrreaktionen, wie die Expression von PR Genen
und die Aktivierung vom programmierten Zelltod, sowie fir die systemische Resistenz (SAR)
bendtigt. Die SAR vermittelt Resistenz gegen ein breites Spektrum biotropher Pathogene in
sowohl im umgebenden Gewebe als auch in entfernten Pflanzenteilen (Gaffney et al., 1993;
Ryals et al., 1994). Die SA-Biosynthese wird in der PTI und in der ETI als Folge der PAMP-
bzw. Effektor-Wahrnehmung induziert (Mishina und Zeier, 2007). Viele SA-Reaktionen
werden von NON-EXPRESSOR OF PR GENES 1 (NPR1) reguliert. NPR1 fungiert als
Regulator fiir die Expression zahlreicher Abwehrgene, wie zum Beispiel der PHATOGENESIS
RELATED (PR) Gene (Dong, 2004; Moore et al., 2011). Die PR-Gene bilden verschiedene
Familien und viele kodieren fiir Proteine mit antimikrobieller Wirkung (van Loon et al., 2006b).
PR-1, eines der beststudierten Abwehrgene, gilt als robuster Marker fur eine SA-abhangige
Genexpression. Wurde der SA-Signalweg an der Infektionsstelle induziert, wird das Signal
meist in die benachbarten Zellen und Gewebe bertragen, um das gesunde Gewebe vor einer
Ausbreitung des Pathogens zu schiitzen. Dadurch kann eine lang-andauernde Resistenz gegen
ein breites Spektrum von Pathogenen etabliert werden, die als SYSTEMIC ACQUIRED
RESISTENCE (SAR) bezeichnet wird (Vlot et al., 2009).

Jasmonsdure (JA) und seine Derivate gehdren zu den Lipidderivaten und werden sehr schnell
nach einem Pathogen- oder Insektenbefall gebildet (Gfeller et al., 2010). In Arabidopsis hat der
JA-Signalweg zwei groRe regulatorische Verzweigungen, die MYC-Transkriptionsfaktoren
(TFs) und die APETALA2/ETHYLEN RESPONSE FAKTOREN (AP2/ERF) -TFs (Dombrecht
et al., 2007; Lorenzo et al., 2003; McGrath et al., 2005; Pré et al., 2008). Wahrend der
AP2/ERF-Zweig des JA-Signalweges meist mit einer erhdhten Resistenz gegeniber
nekrotrophen Pathogenen assoziiert ist (Berrocal-Lobo et al., 2002; Lorenzo et al., 2003), sind
JA-regulierte MYC-TFs fiir Wundantworten und die Resistenz gegentber herbivoren Insekten
verantwortlich (Kazan und Manners, 2012; Lorenzo et al., 2004). ERF1 integriert die Signale
des JA-und ET-Signalweges. Eine gleichzeitige Behandlung mit JA und ET hat einen
synergistischen Effekt auf die ERF1-Expression und infolge dessen auf die Expression von JA-
und ET-induzierbaren Abwehrgenen wie PLANT DEFENSIN 1.2 (PDF1.2) (Lorenzo et al.,
2003). Fur die Aktivierung des ERF-Zweiges im JA-Signalweg wird JA und Ethylen benétigt.
MYC TFs (hergeleitet von Myelozytomastose) haben ein basische Helix-Loop-Helix-Motiv
(bHLH Motiv). Sie fungieren als positive Regulatoren der Vewundungsresistenzgene und
negative Regulatoren wéhrend der Expression von Pathogen-Abwehrgenen (Lorenzo et al.,
2004; van Verk et al., 2009).
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Nach einem Pathogen- oder Insektenbefall wird bioaktives JA (JA-lleu; JA konjugiert mit
Isoleucin) gebildet. In Anwesenheit von JA-lleu wird das JASMONATE-ZIM-DOMAIN (JAZ)
Protein und seine Bindungspartner von MY C entkoppelt und JAZ wird durch das 26s Proteasom
abgebaut (Cheng et al., 2011; Chini et al., 2009; Chini et al., 2007; Lorenzo et al., 2004;
Memelink, 2009; Yan et al., 2013). Die Aktiverung von MYC fiihrt auch zu einer Expression
von weiteren Transkriptonsfaktoren wie MYBs (Myoblastosis related Proteins) und WRKY
(Aminosduresstruktur WRKYGQK) die fur die Stressabwehr wichtig sind. Der JA-Signalweg
ist in der Lage benachbarte Zellen tber Verwundungen oder Herbivorenbefall zu ,,informieren‘
und so die Bildung von Repellentien und toxischen Verbindungen als Fraschutz zu induzieren
(Howe und Jander, 2008).

SA- und JA-Sinalwege galten lange als antagonistisch. Aufgrund lhrer wechselseitig
inhibitorischen Wirkung geht man davon aus, dass sich die Pflanze je nach Art des
Pathogenbefalls fur den einen oder den anderen Signalweg entscheidet (Glazebrook, 2005). Es
gibt jedoch auch mehrer Studien die sehr starke JA-Akkumulationen wahrend der ETI gezeigt
haben (Kenton et al., 1999; Spoel et al., 2007). Des Weiteren beeinflusst der JA-Signalweg die
ETI positiv (Liu et al., 2016; Tsuda et al., 2009). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
wahrend der Effektor-Induzierten Immunitit beide Hormonwege gleichzeitig aktiviert werden.
Diese Beobachtungen scheinen kontrdr zum bisherigen Model der antagonistischen
Wechselwirkung der beiden Signalwege. Es wurden verschiedene Hypothesen wie zum Beispiel
ein einzigartiges Zusammenspiel von JA und SA welches nur wahrend der ETI stattfindet. Die
Studie von (Betsuyaku et al., 2018) zeigt eine vollig neue Erklarung auf. Sie konnten mit
intravitaler Zeitraffer-Mikroskopie zeigen, dass in den Zellen rund um die Infektionsstelle der
SA-Signalweg aktiviert war und in den direkten Zellen darum der JA-Signalweg.

Das gasférmige Hormon Ethylen (ET) ist ein bedeutender Modulator der pflanzlichen
Immunantwort (Broekaert et al., 2006; van Loon et al., 2006b; von Dahl und Baldwin, 2007).
Bei der Regulation der Immunantwort kommt es zu einem intensiven Crosstalk zwischen dem
ET-Signalweg mit den JA- und SA-Signalwegen (Glazebrook et al., 2003; Sato et al., 2010). ET
kann sowohl postiv als auch negativ in die Regulation der Immunitat eingreifen. In
Arabidodpsis wird durch ET die Expression des SA-responsiven Gens PR-1 verstarkt (De Vos
et al., 2006; Lawton et al., 1994) und in Tabak wird ET flr die Induktion der SAR bendtigt
(Verberne et al., 2003). ET-gesteuerte TFs reprimieren PAMP-induzierte Gene sowie SA-
Biosynthesegene und verringern so die SA-Akkumulation (Chen et al., 2009). ET hat auch
einen grof3en Einfluss auf die JA-Antwort. Bei einem Angriff durch ein nekrotrophes Pathogen
werden ET und JA gleichzeitig induziert. Sie regulieren synergistisch die Induktion des ERF-
Zweiges des JA-Weges und reprimieren zeitgleich den MYC-Zweig. Dadurch wird die JA- und
ET-regulierte Abwehr gegen Nekrotrophe zur Prioritat der Immunantwort gemacht (Anderson
et al., 2004; Lorenzo et al., 2004; Lorenzo et al., 2003; Pré et al., 2008).
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Neue Studien liefern Hinweise, dass das Gleichgewicht zwischen dem MYC und dem ERF
Zweig des JA-Weges durch die Interaktion von JA/ABA aktiviertem MYC2/3/4 und dem ET
stabilisierten ETHYLENE-INSENSITIVE3 (EIN3) und ETHYLENE INSENSITIVE3-LIKE1
(EIL1) moduliert werden. Zhang et al. (2014) zeigten, dass MYC2 EIN3 reprimiert indem es die
Expression des EIN3-Repressors ETHYLENE INSENSITIVE3 BINDING F-BOX
PROTEINZLinduziert und durch die physische Interaktion mit EIN3 direkt um dessen DNA
Bindeaktivitat zu inhibieren. Des Weiteren konnten Song et al. (2014) zeigen, dass auch EIL1
an diesem antagonistischen Effekt von MYC2 auf EIN3 beteiligt ist und somit die Resistenz
gegenlber B. cineria verringert.

Abscisinsdure (ABA) ist ein wichtiges Hormon fir die Anpassung an abiotischen Stress,
insbesondere bei Trockenheit und Salzstress. Zusétzlich ist ABA ein Regulator in der
pflanzlichen Immunitéat (Asselbergh et al., 2008; Cao et al., 2011; Ton et al., 2009). ABA
supprimiert die SA-regulierte Immunantwort (Cao et al., 2011; De Torres Zabala et al., 2009;
Jiang et al., 2010; Yasuda et al., 2008). Um eine Balance zwischen ABA-regulierter abiotischer
Stresstoleranz und SA-regulierter Resistenz gegeniber Biotrophen zu ermdglichen, beeinflussen
sich ABA- und SA-Antworten gegenseitig auf vielen Ebenen, von der Biosynthese bis hin zu
Signaltransduktionskomponenten  (Yasuda et al., 2008). Bei Verwundungen und
Herbivorenangriff agieren ABA und JA gemeinsam, um den MY C-Zweig zu aktivieren und den
ERF-Zweig zu unterdriicken (Abe et al., 2003; Anderson et al., 2004). ABA fungiert weiterhin
als wichtiger Regulator der Spaltdéffnungen. Dies ist wichtig um bei Trockenheit die
Spalt6ffnungen zu schliessen. Des Weiteren ist die ABA vermittelte Schliessung von
Spaltéffnungen auch ein bekannter Abwehrmechnismus bei PAMP- und Pathogenkontakt um
das Eindringen von Pathogenen in das Pflanzengewebe zu verhindern (Melotto et al., 2006;
Zeng und He, 2010; Zhang et al., 2008). Daher verwundert es nicht, dass einige Effektoren in
die Regulation der ABA Synthese und des ABA-Signalweges eingreifen. Die Produktion des
Phytotoxins Coronatin (COR) durch Pst DC3000 fuihrt zu einer verstarkten ABA Synthese;
gefolgt von einer Reduktion der SA Synthese durch die Inhibiton der Expression der
ISOCHORISMATE SYNTHASE 1 (ICS1). Dadurch kommt es zu einer weiteren Offnung der
Stomata wodurch der Eintritt von Pathogenen vereinfacht wird.

Auxin kann das SA-Niveau und den SA-Signalweg reprimieren (Robert-Seilaniantz et al.,
2011b). Wird der SA-Signalweg jedoch aktiviert, unterdriickt er viele Auxin-regulierten Gene
(Wang et al., 2007) und verhindert so wirksam eine Beeinflussung der Immunantwort durch
Auxin-produzierende Pathogene (Navarro et al., 2006; Robert-Seilaniantz et al., 2011b).

Gibberelline (GAs) unterdriicken die JA-Antwort und fordern dadurch indirekt die SA-
regulierte Abwehr. Daher verstdrken GAs die Suszeptibilitdt gegeniiber Nekrotrophen und
erhéhen die Resistenz gegeniiber Biotrophen (Navarro et al., 2008).

Cytokine konnen, je nach iher Konzentration an der Infektionsstelle, als positive oder
negative Regulatoren der Immunitdt gegenuber biotropher Pathogene fungieren. Hohe
Konzentrtionen von CK fihrt zu einer Veringerung des Pathogenwachstums und einer
Aktivierung von Abwehrreaktionen.
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Niedrige Konzentrationen wvon CK fiihren hingegen zu einem vermehrten
Pathogenwachstum. Cytokine erhdhen beispielsweise die Resistenz gegentiiber biotrophen
Pathogenen, da sie synergistisch mit SA einen SA-responsiven TF regulieren und die PR-1-
Expression induzieren (Choi et al., 2011; Robert-Seilaniantz et al.,, 2011a; Walters und
McRoberts, 2006).

Da Hormone so eine wichtige Rolle in der Immunitéat spielen, versuchen viele Pathogene die
Hormonsignalwege ihres Wirtes zu ihren Gunsten zu manipulieren, indem sie entweder
pflanzliche Hormone bzw. Hormonimitationen produzieren oder Effektoren entwickeln, die
pflanzliche Hormonwege beeinflussen (Robert-Seilaniantz et al., 2011a). Zum Beispiel
versuchen biotrophe Pathogene durch Induktion des Auxin-Signalweges die SA-Antwort zu
unterdriicken und so ihre Wirtspflanzen suszeptibler zu machen (Chen et al., 2007).

Neueste Untersuchungen zeigen, dass auch fur Brassinosteroide (BRs) eine Rolle in der
pflanzlichen Immunitat spielen.

1.1.5 Brassinosteroid in der pflanzlichen Immunitat

Eine bekannte Familie von Pflanzenwachstums- und Entwicklungshormonen sind die
Brassinosteroide (BRs). Dabei handelt es sich um Steroid-Derivate mit Ahnlichkeit zu den
Sexualhormonen von Séugetieren und den Ecdysteroidhormonen von Insekten (Grove et al.,
1979). Bei der BR-Biosynthese wird Campesterol durch mehrerer Cytochrom P450
Monoxygenasen in BRs und am Ende in Brassinolid (BL), das biologisch aktivste BR,
umgewandelt (Bishop, 2007; Fujioka und Yokota, 2003).

BRs sind wachstumssteigernde Hormone, die eine Vielzahl von Genen und zahlreiche
Entwicklungsprozesse steuern (Clouse, 2002; Kim et al., 2009; Kim und Wang, 2010; Vert et
al., 2005). Physiologische Studien haben gezeigt, dass BRs nicht nur die Zellelongation
unterstiitzen. Sie erhdhen auch die Toleranz gegen Umweltbelastungen und die Resistenz gegen
Pathogen-Infektionen, wodurch sie den landwirtschaftlichen Ertrag steigern (Divi und Krishna,
2009).

Ein besonderes Interesse gilt aktuell dem Einfluss von Brassinosteroiden auf die Stress- und
Pathogenantwort. Es konnte gezeigt werden, dass BRs die Reaktionen auf biotischen und
abiotischen Stress in Pflanzen regulieren (Cui et al., 2011; Divi und Krishna, 2009; Divi et al.,
2010; Miller et al., 2010; Wang, 2012; Xia et al., 2009; Xia et al., 2011; Zhang et al., 2010).
Daher wurden in den letzten Jahren vermehrt BRs in der Agrarindustrie eingesetzt, um den
Ertrag zu intensivieren und die Stresstoleranz der Pflanzen zu erhéhen (Divi und Krishna, 2009;
Divi et al., 2010; Vriet et al., 2012; Xia et al., 2009; Xia et al., 2011). Exogene Behandlungen
mit BRs, in der richtigen Dosis und im richtigen Entwicklungsstadium, wirken effizient an einer
positiven Modulation der pflanzlichen Immunitat (Khripach et al., 2000). So reduziert eine
Feld-Behandlungen mit Brassinolid (BL) auf Bohnenpflanzen signifikant die Ausdehnung von
Blattkrankheiten, die durch verschiedene Pilze verursacht wurden und erhoht gleichzeitig den
Ertrag (Pshenichnaya et al., 1997). Eine zweifache BL-Behandlung von Gurkenpflanzen
reduziert signifikant den Mehltau-Befall (Churikova et al., 1999).
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Besonders interessant ist allerdings, dass BR-Behandlungen von Kartoffelpflanzen die
Befallsrate mit P. infestans signifikant reduzieren konnen (Khripach et al., 1996). In neueren
Versuchen konnten P.infestans Infektionen mit BL-Behandlung um bis zu 40% reduziert
werden (Savel'eva et al., 1999). In einigen Fallen war der Schutzeffekt durch BL sogar starker
als eine Fungizidbehandlung. So ist eine Behandlung mit Homobrassinolid doppelt so effektiv
wie eine Fungizidbehandlung mit Arcerid und erzielt gleichzeig einen héheren Ertrag (Khripach
et al., 1996).

In Tabak erhoht eine exogene BR-Behandlung die Resistenz gegeniiber dem viralen Tabak-
Mosaik-Virus, dem bakteriellen Pathogen P. syringae pv. tabaci und dem obligat biotrophen
Pilz Oidium sp.. In Reis bewirkt die BR-Behandlung eine erhéhte Resistenz gegentiber dem
Reisbrand-auslosenden, hemibiotrophen Pilz Maganporthe grisae und der bakteriellen
Streifenkrankheit Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Nakashita et al., 2003). Uber den
Wirkmechanismus der BR-induzierten Krankheitsresistenz ist bisher wenig bekannt. De
Vleesschauwer et al. (2014) konnten zeigen, dass eine exogene BR-Behandlung von
Reispflanzen zu einer erhéhten Empfindlichkeit gegeniiber dem nekrotrophen Pathogen
Pythium graminicola fiihrt. Diese Wirkung ist GA-abhdngig. Durch die exogene BR-
Behandlung wird das DELLA Protein SLENDER RICE 1 (SLR 1) stabilisiert. In Folge dessen
wird der GA-Signalweg und somit die GA-vermittelte Abwehr blockiert. Dadurch wird die
Empfindlichkeit gegenuber P. graminicola erhéht. In Kartoffelknollen ist die BR-induzierte
Resistenz gegen verschiedene Krankheiten mit einem Antstieg der ABA- und Ethylenlevel
sowie einer Bildung von phenolischen und terpenoiden Substanzen verbunden (Korableva et al.,
1999). In Tabak konnte gezeigt werden, dass die BR-induzierte Resistenz unabhéngig von einer
SA-Akkumulation sowie von einer Induktion der Abwehrgene PR-1, PR-2 und PR-5 ist. Das
kdnnte bedeuten, dass der Mechanismus unabhéngig von systemischer Resistenz und
Verwundungs-induzierter Resistenz funktioniert (Nakashita et al., 2003). In Gurken wurden
nach BL-Behandlung eine erhohte Aktivitit von Peroxidasen und Polyphenoloxidasen
gemessen und daher vermutet, dass die Bildung von Polyphenolen eine Rolle bei der BR-
induzierten Resistenz spielt (Churikova et al., 1999). Ding et al. (2009) zeigten, dass eine BL-
Behandlung von Gurken die Symptome durch den Gurkenwelke-verursachenden Pilz Fusarium
oxysporum deutlich milderten, den Pathogen-induzierten oxydativen Stress, die Flavonoide und
die phenolischen Substanzen verringerten und einen leichten Anstieg von Wasserstoffperoxid
induzierten. Wasserstoffperoxid spielt auch in der BR-vermittelten Stressresistenz eine wichtige
Rolle. Xia et al. (2009) zeigten, dass die BR-induzierte Toleranz gegen verschiedene Stressarten
von der Wasserstoffperoxid-Synthese durch eine NADPH-Oxidase abhdngt und dass durch eine
lokale BL-Behandlung eine systemische, H,O,-abhangige Stresstoleranz induziert werden kann
(Xia et al., 2011).
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1.2  Der Brassinosteroid-Signalweg

Durch seine bedeutende Rolle in Pflanzenwachstum und -entwicklung konnten viele
Regulatoren des BR-Signalweges mittels Knockdown- und Knockout-Mutanten intensiv
studiert werden. Brassinosteroid-defiziente oder -insensitive Mutanten zeigen multiple Defekte
tber ihren gesamten Lebenszyklus, inklusive reduzierter Keimungsrate der Samen,
Photomorphogenese im Dunkeln, Zwergenwuchs und mannlicher Sterilitdt (Clouse, 2002).
Umgekehrt flihrt eine OberméaRige Akkumulation von BRs bzw. eine Hyperresponsivitat zu
einem verstarkten Streckungswachstum der Pflanzen (Mora-Garcia et al., 2004; Poppenberger
et al., 2011; Wang et al., 2001). Brassinosteroide werden an der Oberflache der Pflanzenzelle
von der Rezeptor-dhnlichen Kinase BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 (BRI1)
wahrgenommen. Die  Weiterleitung des Signales fiihrt zur  Aktivierung  der
Transkriptionsfaktoren BRASSINAZOLE-RESISTANT 1 (BZR1) und BZR2, die daraufhin die
Brassinosteroid-responsiven Gene regulieren (Gendron und Wang, 2007; Kim et al., 2009; Sun
et al., 2010; Tang et al., 2010).

BRI1 ist eine LEUCIN-RICH REPEAT RECEPTOR-LIKE KINASE (LRR-RLK), die mit
ihrer extrazellularen Domédne das BR-Signal wahrnimmt und es mit seiner intrazellularen
Kinasedomane weiterleitet (Kinoshita et al., 2005; Li und Chory, 1997; Wang et al., 2001).
Wird kein BR sensiert bleibt die BRI1-Kinasedomane inaktiv, wéhrend die cytosolische Kinase
BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2 (BIN2) aktiv ist und die Transkriptionsfaktoren
BRASSINAZOL-RESISTANT 1 (BZR1) und BZR2 phosphoryliert und dadurch inaktiviert
(Gampala et al., 2007; He et al., 2002; Vert und Chory, 2006; Wang et al., 2002; Yin et al.,
2002). BZR1 und BZR2 sind positive Regulatoren des BR-Signalweges (He et al., 2002; Wang
et al., 2002; Yin et al., 2002; Zhao et al., 2002). BZR2, friher bekannt als bri-EMS-
SUPPRESSORL1 (BES1), zeigt 88 % Sequenzidenditat mit BZR1 (Yin et al., 2002).

Die Phosphorylierung von BZR1 und BZR2 durch BIN2 bei einem geringen BR-Gehalt
inhibiert die Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren auf vielfaltige Weise (Gendron und Wang,
2007). Sie beschleunigt den Abbau der Transkriptionsfaktoren durch das Proteasom (He et al.,
2002). Des Weiteren fordert die Phosphorylierung den Export von BZR1 und BZR2 aus dem
Zellkern und deren Zurtickhalten im Cytoplasma duch 14-3-3 Proteine (Gampala et al., 2007;
Ryu et al, 2007). Es kommt zu einer Hemmung der DNA-Bindung, wodurch die
transkriptionelle Aktivitdt von BZR1 und BZR2 sinkt (Gampala et al., 2007; Gendron und
Wang, 2007; Vert und Chory, 2006)

Die extrazellulare LRR-Doméne des BR1 Rezeptors und Proteine der SOMATIC
EMBRYOGENIC KINASE 1 (SERK1) Familie, inklusive der BRASSINOSTEROID-
ASSOZIIERTEN KINASE 1 (BAK1) verdrehen (verdrillen) sich sehr stark und formen eine
integrale BR-binde Tasche. Wird dort BR sensiert, kommt es zu einer Konformationsénderung
der cytoplasmatischen Doméne von BRI1 und den SERKSs (Li und Chory, 1997; Nam und Li,
2002; Santiago et al., 2013; Sun et al., 2013; Wang et al., 2001; Yin et al., 2002).
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Abbildung 2: Der Brassinosteroid-Signalweg

Pflanzliche Zellen sensieren Brassinosteroid (BR) extrazelluldr mit der membrandurchspannenden
Rezeptor-dhnlichen Kinase BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 (BRI1). Ohne die Perzeption von BR
(Abb. links) verhindert der BRI1 Kinase Inhibitor 1 (BKI1) die Bindung von BRI1 an seinen Corezeptor
BRASSINOSTEROID-ASSOZIIERTE KINASE 1 (BAK1). Dadurch bleibt die cytosolische Kinase
BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2 (BIN2) aktiv und phophoriliert die Transkriptionsfaktoren
BRASSINAZOLE-RESISTANT 1 (BZR1) und BZR2. Diese werden dadurch von 14-3-3 Proteinen im Cytosol
festgehalten und dem proteasomalen Abbau zugefiihrt. Bindet BR an BR1 (Abb. rechts) wird BKI1
phosphoryliert und dissoziiert von BRI1. Danach kommt es zur Assoziation und Transphosphorylierung von
BRI und BAK1. Dieser Signalkomplex aktiviert die Kinasen BR-SIGNALLING KINASE 1 (BSK1) und
CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTH 1 (CDG1), die wiederum die Kelch-Phosphatase BRI1
SUPPRESSOR 1 (BSU1) aktivieren. BSU1 dephosphoryliert BIN2, wodurch BIN2 deaktiviert wird. Die
Transkriptionsfaktoren BZR1 und BZR2 werden aktiviert und regulieren im Zellkern die BR-regulierte
Genexpression.
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Die dadurch ausgeldste Transphosphorylierung von BRI1 verstirkt deren Kinaseaktivitét,
was wiederum zur Ablésung vom inhibitorischen Protein BRI1 KINASE INHIBITOR 1 (BKI1)
fuhrt (Wang und Chory, 2006; Wang et al., 2005). Dazu wird BKI1 von der BRI1-
Kinasedomane phosphoryliert und in das Cytosol entlassen (Jaillais et al., 2011). BAK1 ist
ebenfalls eine LRR-RLK und fungiert im BR-Signalweg als Co-Rezeptor fiir BRI1 (Li et al.,
2002; Nam und Li, 2002; Wang und Chory, 2006; Wang et al., 2008).

Neben BRI1 ist BAK1 auch Co-Rezeptor fur viele andere LRR-RLKs wie dem Flagelin-
Rezeptor FLAGELLIN SENSING2 (FLS2) (Chinchilla et al., 2007), endogenes AtPEP Peptid
RECEPTOR1 und 2 (PEPR1/PEPR2) (Postel et al., 2010; Tang et al., 2015), ELONGATION
FACTOR TU RECEPTOR (EFR) (Roux et al., 2011), PHYTOSULFOKINE RECEPTOR1
(PSKR1) (Ladwig et al., 2015; Wang et al., 2015) und ERECTA (Meng et al., 2015).

Ist der BRI1-BAK1-Signalkomplex vollstandig aktiviert, phosphoryliert BRI1 die BR-
SIGNALLING KINASE 1 (BSK1) (Tang et al., 2008) sowie die Kinase CONSTITUTIVE
DIFFERENTIAL GROWTH 1 (CDG1) und sein Homolog CDG1-LIKE 1 (CDL1) (Kim et al.,
2011; Muto et al., 2004). Die somit aktivierten Kinasen BSK1 und CDG1 phosphorylieren
wiederum die Kelch-Phosphatase BRI1 SUPPRESSOR 1 (BSU1) (Kim et al., 2011).

BSU1 ist eine Serin/Threonin-Phosphatase aus der Familie der Phospho-Protein-
Phosphatasen (PPPs). Im Genom von Arabidopsis gibt es drei Homologe von BSU1: BSU1-
LIKE 1 (BSL1), BSL2 und BSL3 (Mora-Garcia et al., 2004). In A. thaliana sind BSU1 und
BSL1 positive Regulatoren des Brassinosteroid-Signalweges (Mora-Garcia et al., 2004). Die
beiden anderen Mitglieder der BSUl-Familie, BSL2 und BSL3, wurden nicht genauer
untersucht, sind jedoch vermutlich redundant in ihrer Wirkung zu BSU1 und BSL1 (Kim et al.,
2011; Kim et al., 2009; Kim et al., 2012).

Das durch BSK1 bzw. CDG1 aktivierte BSU1 dephosphoryliert und deaktiviert das
konstitutiv aktive BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2 (BIN2) (Tang et al., 2010). In
Anwesenheit von BR wird BIN2 dephosphoryliert und somit inaktiviert. Nachfolgend wird
BIN2 durch die F-Box E3 Ubiquitin Ligase KINK SUPPRESSED in BZR1-1D (KIB1)
zurlickgehalten. Somit wird die Bindung von BIN2 an BZR1 und BZR2 verhindert und seine
Ubiquitinierung und Degradation vermittelt (Zhu et al., 2017). Inzwischen kommt es zu einer
sofortigen Dephosphorylierung von BZR1 und BZR2 (He et al., 2002) durch die heterotrimere
Ser/Thr Phosphatase PP2A (Tang et al. (2011). PP2A wirkt im Cytoplasma als Antagonist von
BINZ2 und dephosphoryliert BIN2-phophoriliertes BZR1 (Tang et al., 2011). Dephosphoryliertes
BZR1 und BZR2 translokiert aus dem Cytoplasma in den Zellkern, um dort die Genexpression
zu beeinflussen (He et al., 2005; Yin et al., 2005).

In verschiedenen Microarray-Experimenten wurden im Laufe der Jahre viele BR-regulierte
Gene identifiziert (Goda et al., 2008; Goda et al., 2004; Goda et al., 2002; Mouchel et al.,
2006; Mussig et al., 2002; Nemhauser und Chory, 2004; Nemhauser et al., 2006; Sun et al.,
2010; Vert et al., 2005). Allerdings Uberlappen sich die Ergebnisse dieser Experimente nur
teilweise, was durch unterschiedliche experimentelle Bedingungen sowie gewebespezifische
Wirkungen von BR erklart werden konnte. Zusammen konnten in allen Studien 4265 BR-
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regulierte Gene identifiziert werden, davon waren 1977 BR-aktivierte Gene und 2169 BR-
repremierte Gene (Sun et al., 2010).

Die bHLH Transkriptionsfaktoren BZR1 und BZR2 gehdren zu einer Klasse Pflanzen-
spezifischer Transkriptionsfaktoren mit insgesamt 6 Mitgliedern. Sie binden an die DNA mit
einer konservierten, n-terninalen DNA-Bindedomane (He et al., 2005; Yin et al., 2005). Dabei
wurde lange davon ausgegangen, dass BZR1 als transkriptioneller Reppressor und BZR2 als
Transkriptions-Aktivator agiert. So wurde nachgewiesen, dass BZR1 an BR-RESPONSIVE
ELEMENTS (BRRE/ CGTGT/CG) von BR-reprimierten Genen bindet (He et al., 2005),
wohingegen BZR2 mit dem bHLH Transkriptionsfaktor BES1-INTERACTING MYC-LIKE 1
(BIM1) interagiert und an E-Box Elemente (CANNTG) von BR-induzierten Genen bindet (Yin
et al., 2005). Neuere Untersuchungen von Sun et al. (2010) und Yu et al. (2011) konnten zeigen,
dass BZR1 und BZR2 &hnliche DNA-binde Spezifitidten und Transkriptionssktivitaten haben.

Neue Untersuchungen zeigen, dass BZR1 fast 1000 Gene reguliert (Sun et al., 2010).
Interressanterweise waren gleich viele BR-reprimierte wie BR-induzierte Gene darunter. Das
deutet darauf hin, dass BZR1 als transkriptioneller Aktivator und Repressor von verschiedenen
Promotoren tétig ist. So zeigten Sun et al. (2010), dass BZR1 sowie BZR2 an das BR-
reprimierte BR-Synthesegen DWF4 und an das BR-induzierte SMALL AUXIN UPREGULATED
(SAUR)-AC1 binden. Kompetitive DNA-Bindungsassays zeigten, dass BZR1 und BZR2
&hnliche Bindesequenz-Spezifitdten haben. So wiesen beide eine hohe Affinitdt zu BRRES und
eine geringere Affinitat fir die E-Box-Doméne von SAUR-ACL1 auf (Sun et al., 2010). Die
Ergebnisse von Sun et al. (2010) lassen darauf schlieen, dass BZR1 und BZR2 sehr dhnliche
biochemische Funktionen ausfiihren, aber dabei teilweise gleiche Gene auf unterschiedliche
Weise regulieren, vielleicht aufgrund Uberlappender Gewebespezifitdten oder verschiedener
Cofaktoren.

Es kommt des Weiteren auch zu einem BZR1- und BZR2-vermitteleter Crosstalk mit
anderen hormonellen Signalwegen wie zum Beispiel Gibberelin, Auxin, Abscisinséure, Ethylen
und Strigolacton. Die neuesten Erkenntnisse wurden zusammengefasst von Li et al. (2018). Auf
einige erforschte Beispiele wird in der Diskussion (s. Kapitel 4.5) ndher eingegangen.

1.3 P.infestans, der Ausléser der Kraut- und Knollenfaule

Phytophthora infestans Mont. De Bary ist ein Oomycet, also ein ,,Eipilz* aus der Familie der
Peronosporaceae. Allerdings handelt es sich nicht um einen echten Pilz. Oomyceten gehtren zur
Ordung der Peronosporales im Stamm der Stramenopila, die auch als Heterokontophyta
bezeichnet werden. Damit sind sie in direkter Verwandschaft zu Braunalgen, Goldalgen und
Kieselalgen (Birch und Whisson, 2001; Kamoun, 2003). Der Begriff Heterokonta bedeutet
verschieden begeielt und bezieht sich auf die zwei GeifReln der beweglichen Zellen, meist eine
bewimperte FlimmergeiBel vorne und eine glatte Schleppgeiflel hinten. Die Familie der
Pereonosporaceae ist in der Landwirtschaft als falscher Mehltau bekannt. Dieser bildet im
Gegensatz zu echtem Mehltau auf der Blattunterseite einen grau-blauen, schimmelartigen
Belag, der nicht abwischbar ist.
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P. infestans ist der Ausltser der Kraut- und Knollenfaule auf Solanaceaen (Nachtschatten-
gewéchsen), wie Kartoffel und Tomate, einer der verheerensten Pflanzenkrankheiten auf
zweikeimblattrigen Pflanzen weltweit (Kamoun, 2003). Die Kraut- und Knollenfaulebefall tritt
akut und abhéngig vom Klima sporadisch auf, dann aber mit verheerender Wirkung (Savary et
al., 2011). Nur in einigen klimatischen Regionen, wie im Hochland von Zentralmexiko, ist die
Kraut-und Knollenféule eine chronische Erkrankung mit jahrlichen Verlusten der suszeptiblen
Sorten (Griinwald und Flier, 2005). Die Krankheit breitet sich besonders unter kalten, feuchten
Bedingungen rasch aus. Dabei werden die Sporangien, die auf den infizierten Blattern gebildet
werden, durch Wind auf die Nachbarpflanze herlibergeweht oder von Regentropfen
hertibergespritzt (Erwin und Ribeiro, 1996). Jéhrlich liegen die Kosten durch Verluste in der
Kartoffelernte und Einsatz von Fungiziden bei rund drei Milliarden US-Dollar weltweit
(Duncan, 1999). P. infestans ist heterothallisch, das heifst er bendtigt zwei verschiedene
Kreuzungstypen (Al und A2) fur eine sexuelle Reproduktion. Die weltweite P. infestans
Population vermehrt sich allerdings klonal. Nur im Hochland von Zentralmexiko und in einigen
isolierten Regionen Europas konnte sexuelle Reproduktion nachgewiesen werden (Fry, 2008;
Fry et al., 2009).

Die Kraut- und Knollenfaule ist fir mehere schwere Hungerkatastrophen in der
Vergangenheit verantwortlich, die schwerste davon war im Jahr 1845-46 in Europa. Allein in
Irland starben damals eine Millionen Menschen, eine weitere Millionen Iren flichtete,
groRtenteils nach Nordamerika. Auch heute kommt es immer wieder zu P. infestans Epidemien.
Diese Epidemien fielen ab den 1990er Jahren immer haufiger mit der Verbreitung aggressiver
und fungizidresistenter Stdimme des Kreuzungstypes A2 in Europa und Nordamerika zusammen
(vorher war der Kreuzungstyp Al vorherrschend) (Fry und Goodwin, 1997a; Fry und Goodwin,
1997b; Garelik, 2002; Schiermeier, 2001; Shattock, 2002; Smart und Fry, 2001). Seit 2005
verbreitet sich in Europa der aggressive Genotyp Bluel3 A2 (Fry et al., 2009). Er verursachte
bereits zwei Jahre spater in Grof3britannien den groRten Phytophthora-Ausbruch der letzten 50
Jahre. Bluel3_A2 sporuliert bereits bei niedrigeren Temperaturen und durchlauft alle 4,5 Tage
einen Infektionszyklus, wahrend die meisten anderen Stdmme 7-8 Tage bendtigen.
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Die genetische Flexibilitit von Phytophthora und die Coevolution der P. infestans
Populationen mit den Solanum Arten in Zentral- und Sidamerika resultierte in einer
aullergewohnlichen genetischen Diversitdt der P. infestans Arten mit der alarmierenden
Fahigkeit sich extrem schnell an den Selektionsdruck in unserer modernen Landwirtschaft
anzupassen (Fry, 2008). Trotz intensiver Bemihungen um die Ziichtung resistenter Sorten ist
der Erfolg daher nur maRig (Hein et al., 2009).

1.4  Effektoren von pflanzlichen Pathogenen

1.4.1 Allgemeines

Effektoren sind meist Kkleine, sekretierte Proteine, die im Apoplasten, auflen an der
Zelloberflache oder in der Zelle wirken. Effektoren mit intrazelluklarer Wirkweise werden von
verschiedenen Pathogenen mit speziellen Strukturen in die Zielzelle eingebracht. Bakterien
nutzen ein Typ-I11-Sekretionssystem, um ihre Effektoren direkt in die Zellen zu injizieren,
&hnlich wie Nematoden mit ihrem Stilett (Block et al., 2008; Davis et al., 2008; Mansfield,
2009). Pilze, Oomyceten und parasitare Pflanzen penetrieren die Zellwand der Wirtszelle mit
einem Haustorium (Gao et al., 2003; Schornack et al., 2009; Westwood et al., 2010). Dabei
trennt jedoch eine Membran der Wirtszelle das Haustorium vom Cytoplasma der Zielzelle und
regelt den Nahrstoffaustausch (lvanov et al., 2010).

Effektoren manipulieren VVorgénge in oder an der Wirtszelle zum Vorteil des Pathogens. Bei
phytopathogenen Bakterien scheinen einige ,,Kerneffektoren™ essentiell fir die Virulenz des
Pathogens zu sein; viele andere Effektoren sind jedoch austauschbar (Lindeberg et al., 2012).
Der genaue Wirkmechanismus bzw. das genaue Zielprotein im Wirt ist in vielen Fallen immer
noch unbekannt, wobei das meiste Wissen Uber bakterielle Effektoren existiert (Boller und He,
2009; Gohre und Robatzek, 2008; Lindeberg et al., 2012). Effektoren habe vielfaltige
Aufgaben: Sie unterstlitzen Pathogene beim Eindringen in das Wirtsgewebe, helfen beim
Uberdauern im Wirt, unterdriicken Immunantworten (PTI und ETI) und unterstiitzen bei
Néahrstoffgewinnung, Zellteilung und Wachstum. Dabei greift die Vielzahl von Effektoren oft
auf vielen Ebenen der pflanzlichen Abwehr gleichzeitig ein. AvrPto und AvrPtoB storen gezielt
die Aktivierung des FLAGELLIN-SENSITIVEN Rezeptors 2 (FLS2) und der
BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 assoziierten Kinase 1 (BAK1) (Shan et al., 2008; Xiang
et al., 2008). Mit Effektoren, wie HopF2 und HopAl1, blockiert Pseudomonas die Aktivierung
verschiedener MAP-Kinasen, die an der Weiterleitung der PAMP-Perzeptionssignale beteiligt
sind (Wang et al., 2010; Zhang et al., 2007). Da die Induktion der PTI immer auch viele
transkriptionelle Verénderungen nach sich zieht, um Immunreaktionen gerichtet zu steuern,
zielen viele Effektoren auch direkt auf die Transkription. HopU1 von P. syringae modifiziert
z.B. RNA-bindende Proteine wie das GLYZINREICHE-RNA-bindende Protein 7 (GRP7) und
schwécht dadurch die angeborene Immunantwort der Pflanze (Fu et al., 2007; Jeong et al.,
2011). Zusétzlich werden Cystein-und Serin-Proteasen, wie HopAR1 und AvrRpt2 aus P.
syringae, als Effektoren eingesetzt, um Wirtsproteine abzubauen (Gurlebeck et al., 2006).

26



Einleitung

Ein weiterer angeborener Abwehrmechanismus von Pflanzen ist die proteasomale
Degradation. P. syringae nutzt diesen Wirtsprozess fur seine eigenen Zwecke. Der Effektor
AvrPtoB hat eine E3 Ligase Aktivitat und ubiquitiniert die cytosolische Tomaten-Kinase Fen
sowie die LRR-RLKs FLS2 und BAK1, wodurch diese fur die Degradation markiert werden
(Gohre et al., 2008; Rosebrock et al., 2007).

Uber die Wirkung von Oomyceten-Effektoren ist bisher recht wenig bekannt, allerdings
werden in letzter Zeit immer mehr Interaktionspartner und Wirkungsmechansismen aufgedeckt.

1.4.2 Effektoren von Oomyceten

Bei der Sequenzierung der ersten Oomycetengenome, von Phytophthora infestans, P. sojae
und P. ramnorum, Phytium ultimum und Hyaloperonospora arabidopsidis wurden viele Gene
identifiziert, die sekretierte Proteine kodieren (Baxter et al., 2010; Haas et al., 2009; Lévesque
et al., 2010; Tyler et al., 2006). Oomyceten produzieren sowohl apoplastische als auch
cytosolische Effektoren. Sie alle haben ein Signalpeptid fur die Sekretion aus dem Haustorium
in die extrahaustorielle Matrix.

1421 Apoplastische Oomyceten-Effektoren

Es gibt drei Klassen apoplastischer Oomyceten-Effektoren: Inhibitoren von Wirtsproteinen,
RGD- (Arginin-Glycin-Aspartat) Proteine und Toxine, die einen Zelltod des Wirtsgewebes
auslosen koénnen. Enzyminhibitoren wirken hydrolytischen Wirtsenzymen, wie Chitinasen,
Glukanasen und Proteasen, entgegen. So sekretiert Phytophthora Kazal-like- und Cystatin-
Protease-Inibitoren um Serin- und Cysteinproteasen zu inhibieren. Die Sekretion wvon
Glukanase-Inhibitoren von Phytophthora verhindert eine Freisetzung von Glukan-Fragmenten
als Elizitoren der PTI (Kaschani et al., 2010; Rose et al., 2002; Song et al., 2009a; Tian et al.,
2004; Tian et al., 2007).

RGD-Proteine, wie IPI-O von P. infestans, l6sen im Wirtsgewebe die Adhdsion zwischen
Zellwand und Zellmembran und stéren dabei wahrscheinlich auch Zellwand-assoziierte
Abwehrreaktionen, wie die Einlagerung von Callose in die Zellwand (Bouwmeester et al., 2011;
Senchou et al., 2004).

Die dritte Klasse apoplastischer Effektoren bilden Toxine, die von nekrotrophen Oomyceten
(wie einigen Phytium-Arten) und hemibiotrophen Oomyceten (fast alle Phytophthora-Arten)
sekretiert werden. Man unterscheidet zwei Gruppen von Toxinen: PcF/SCR-Proteine, Kleine,
sekretierte Hydroxyprolin-enthaltendende Toxine (Bos et al., 2003; Liu et al., 2005; Orsomando
et al., 2001; Tyler et al., 2006) und NEP1-LIKE PROTEINS (NLPs). NLPs lésen in
Dikotelydonen einen Zelltod aus, indem sie sich vermutlich als Pore in die Plasmamembran des
Wirtes einfugen (Kanneganti et al., 2006; Qutob et al., 2006).
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1.4.2.2 Cytosolische Oomyceten-Effektoren
Effektoren, deren Wirkungsbereich im Cytosol des Wirtes liegt, bendtigen ein
Translokationssignal, um die Membran der Wirtspflanze zu iberwinden.

Drei Klassen von cytoplasmatischen Effektoren konnten anhand ihrer N-terminalen Motive
nach dem Signalpeptid zuverlassig vorhergesagt werden: die Crinkler- (CRN), die CHXC- und
die RXLR-Effektoren (Dou et al., 2008b; Haas et al., 2009; Kemen et al., 2011; Rehmany et
al., 2005; Schornack et al., 2010; Whisson et al., 2007).

Am N-Terminus von CRN-Effektoren findet sich typischerweise das LXLFLAK Motiv.
Dieses Motiv fungiert in CRNs als Translokationssignal (Schornack et al., 2010). Das
LXLFLAK-Motiv wurde im Sekretom aller bisher sequenzierter phytopathogener Oomyceten,
wie Aphanomyces euteiches, Pythium ultimum, Albugo candida und in den Phytophthora
Spezies, gefunden (Cheung et al., 2008; Gaulin et al., 2008; Haas et al., 2009; Lévesque et al.,
2010; Schornack et al., 2010). Daher sind CRNs wahrscheinlich ubigiutédr in allen
phytopathogenen Oomyceten verbreitet und sind evolutiondr sehr frih, noch vor der
Entwicklung der Haustorien, entstanden. Der C-Terminus der verschiedenen CRNs ist sehr
variabel und 16st zum Teil einen Zelltod im Wirtsgewebe aus (Schornack et al., 2010).

CHXC-Effektoren wurden bisher vorrangig im Genom des obligat biotrophen Oomyceten
Albugo laibachii gefunden. Ihr N-Terminus transloziert Effektoren in Pflanzenzellen und sie
erhéhen die Virulenz von phytopathogenen Bakterien (Kemen et al., 2011).

RXLR-Effektoren sind nach ihrem Arginin-X-Leucin-Arginin-Motiv benannt (Rehmany et
al., 2005). Der N-Terminus von RXLR-Effektoren besteht aus einem Signalpeptid (fir die
Sekretion in die extrahaustorielle Matrix), dem RXLR-Motiv und manchmal noch aus einem
dEER-Motiv (Aspartat-2xGlutamat-Arginin).

In den Genomen von P. infestans, P. sojae, P. ramorum und H. arabidopsidis wurden
putative RXLR-Effektoren in grofler Zahl und Diversitdt gefunden (von rund 150 in H.
arabidopsidis bis >500 in P. infestans) (Haas et al., 2009; Jiang et al., 2008; Win et al., 2007).
In den Genomen entfernter verwandten Oomycetenarten, wie Aphanomyces euteiches und
Pythium ultimum, konnten mittels in silico-Analysen keine RXLR-Effektoren gefunden werden
(Cheung et al., 2008; Gaulin et al., 2008; Lévesque et al., 2010). Das RXLR-Motiv scheint also
groRtenteils auf die Klasse der Peronosporalaceae begrenzt zu sein.

Das RXLR-Motiv ist wichtig fiir die Translokation von Effektoren in den Wirt (Dou et al.,
2008b; Whisson et al., 2007). Es &hnelt in Sequenz, Position und Funktion dem PEXEL/HT-
Motiv aus Plasmodium falciparum (Bhattacharjee et al., 2006; Birch et al., 2006). Dieses
PEXEL-Motiv hat die Sequenz RXLX(E/Q) und ist essentiell fur die Translokation von
Malaria-Proteinen in die Erythrocyten des Wirtes (Hiller et al., 2004; Marti et al., 2004). Einen
ersten Erklarungsversuch des genauen Aufnahmemechanismus von RXLR-Effektoren lieferte
Kale et al. (2010). Seiner bisher sehr kontrovers diskutierten Theorie zufolge bindet das RXLR-
Motiv an das Phospholipid Phospho-Inositol-3-Phosphat (PI3P) auen an der Wirtsmembran
und ermdglicht so eine Pathogen-unabhangige Effektoraufnahme in die Pflanzenzelle.
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Mehrere Publikationen neueren Datums (Gan et al., 2010; Yaeno et al., 2011)
wiedersprechen jedoch dieser These, da sie die Ergebnisse von Kale et al. (2010) nicht
reprodzieren kénnen (Gan et al., 2010) bzw. ihre Ergebnisse im Wiederspruch zu seiner These
stehen (Yaeno et al., 2011). Eine aktuelle Untersuchung am Phytophthora infestans Effektor
AVR3a konnte zeigen, dass bei AVR3a das RXLR-Motiv vor der Sekretion in den
extrahaustoriellen Raum abgespalten wird. Desweiteren legt die Untersuchung von Wawra et al.
(2017) nahe, dass der N-Terminus des reifen AVR3a wahrscheinlich acetyliert ist. Diese
Ergbnisse implizieren, dass das RXLR-Motiv von AVR3a fur die Sekretion aus dem Pathogen
und nicht fur die Aufnahme in die Wirtszelle bendtigt wird.

So ist zum heutigen Zeitpunkt weder der genaue Translokationsmechanismus von RXLR-
Effektoren bekannt, noch existiert eine einheitliche Translokationssequenz. Inzwischen sind
verschiedene Variationen dieses RXLR-Motivs bekannt. ATR5, ein Effektor aus
Hyaloperonospora arabidopsidis, der in Arabidopsis-Okotypen mit dem R-Protein RPP5
Avirulenz vermittelt, hat ein RVRN-Motiv statt eines RXLR-Motivs wie in verwandten
Effektoren (Bailey et al., 2011). Im Genom von Pseudoperonospora cubensis wurden
sekretierte Proteine mit Sequenzhomologien zu ATR1 aus Hyaloperonospora arabidopsidis und
Avr3a aus P. infestans gefunden, allerdings haben diese ein QXLR-Motiv (Tian et al., 2011).

Auch flr die Translokation von P. falciparum Effektoren mit PEXEL/HT Motiv wurden
verschiedene Mechanismen postuliert. Klar ist, dass ein GrofRteil des PEXEL-Motives
spezifisch im Endoplasmatischen Reticulum (ER) des Parasiten durch die Aspartatprotease
Plasmepsin V abgespalten wird (Boddey et al., 2010; Russo et al., 2010) und die Effektoren
danach eine schrittweise N-Acetylierung durchlaufen, bevor sie Uber das PTEX-Translocon
(Plasmodium Translocon of EXported proteins) unter ATP-Verbrauch aus der parasitéren
Vakuole in den Erythrocyten sekretiert werden (de Koning-Ward et al., 2009). Neueste
Erkenntnisse zeigen, dass das PEXEL-Motiv eine Bindung der Effektoren an PI3P im ER des
Parasiten vermittelt und so eine Sortierung der Proteine, die in die Wirtszelle transportiert
werden sollen, ermdglicht (Bhattacharjee et al., 2012).

Der Oomycet Saprolegnia parasitica ist ein gefahrlicher Fischpathogen. Fur den Effektor S.
parasitica host-targeting protein 3 (SpHtp3) konnte vor Kurzem eine Pathogen-unabhéngige
Aufnahme in die Fischzelle gezeigt werden. Die Aufnahme wird durch einen gp96-artigen
Rezeptor vermittelt. Trusch et al. (2018) zeigten des Weiteren, dass der C-terminale Teil mit
dem YKARK Motiv und nicht das N-terminale RXLR-Motiv fiir die Aufnahme wichtig ist.
Homologe des gp96 Rezeptors gibt es in verschiedenen Pflanzen. Dieser
Aufnahmemechanismus konnte also auch bei anderen Wirt-Pathogen Interaktionen eine Rolle
spielen.

Werden Effektoren vom wirtseigenen Immunsystem, z.B. durch (NB-LRR-) R-Proteinen,
erkannt, nennt man sie auch Avirulenz- (AVR) Proteine.
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In den letzten Jahren wurden viele AVRs aus Oomyceten charakterisiert, darunter Avrlb
(Shan et al., 2004) aus P. sojae; ATR1 (Allen et al., 2004) und ATR13 (Rehmany et al., 2005)
aus H. arabidopsidis; AVR3a (Armstrong et al., 2005); AVR4 (van Poppel et al., 2008); AVR-
blbl (Vleeshouwers et al., 2008) und AVR-blb2 (Bozkurt et al., 2011) aus P. infestans. Sie alle
bringen den Oomyceten einen Vorteil fur die Kolonisierung ihres Wirtes. Sie supprimieren z. B.
die PAMP-getriggerte Immunitdt (PTI) oder den programmierten Zelltod (PCD). Die
Uberexpression von Avrlb erhoht die Virulenz von P.sojae auf kompatiblen Sojapflanzen und
supprimiert den BAX-Zelltod (Dou et al., 2008a). ATR13 supprimiert die Callose-
Ablagerungen induziert durch Pst DC300 ACEL (Sohn et al., 2007). AVR3a aus P. infestans
bindet und stabilisiert die E3-Ubiquitinligase CMPG1 und verhindert die Induktion des
INFESTIN 1 (INF1)-abhéngigen Zelltodes in Tabak (Bos et al., 2006). Infestin ist ein PAMP-
artiger Elicitor von P. infestans, der neben vielen Abwehrreaktionen auch einen Zelltod
auslosen kann (Hann und Rathjen, 2007; Heese et al., 2007; Kawamura et al., 2009;
Vleeshouwers et al., 2006). Der CMPG1-abhéngige Zelltod tritt in Folge der Erkennung einiger
Elicitoren aufRen oder innen an der Wirts-Zellmembran auf. Daher wird vermutet, dass Avr3a
CMPG1 beeinflusst, um die ersten Schritte der Pathogen-Perzeption und Signaltransduktion an
der Wirtsmembran zu supprimieren (Gilroy et al., 2011b).

Tomczynska et al. (2018) zeigten, dass RXLR24 mit verschiedenen RABA GTPasen aus
Arabidopsis und Kartoffel interagiert. Da die RABA GTPasen wichtig sind fiir die
Vesikelsekretion, wurde dieser Effekt untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
PATHOGENESIS RELATED PROTEIN 1 (PR-1) and DEFENSIN (PDF1.2) in Anwesenheit
von RXLR24 im Endoplasmatischen Retikulum verbleiben, statt exportiert zu werden. Somit
fungiert RXLR24 wahrscheinlich als Virulenzfaktor durch die Inhibition der vesikuldren
Exkretion von antimikrobiellen PDF1.2, PR-1 und méglicherweiser weiterer Abwehr-relevanter
Verbindungen.

Um der Erkennung duch R Proteine zu entgehen, missen RXLR-Effektoren modifiziert oder
angepasst werden. So entkommt P. infestans durch den Austausch von nur zwei Aminosauren
im Effektor AVR3a (K®]1% zu E®M%) der Erkennung durch das R-Protein R3. AVRL1, jedoch
nicht sein Homolog A-L wird von R1 erkannt. AVR1 und A-L sind sich strukturell sehr &hnlich
jedoch fehlt A-L die 38 Aminoséure-lange T-Region am carboxyterminalen Ende. Du et al.
(2018) konnten zeigen, dass A-L die Erkennung durch R1 durch die fehlende T-Region und
Sequenzunterschiede am konservierten carboxyterminalen Effektormotiv umgeht.

1.4.2.3 Der P. infestans RXLR-Effektor PIAVR2

PiAVR2 von P. infestans ist mit einer Lange von 116 Aminosduren ein kleiner RXLR-
Effektor. Davon umfasst das Signalpeptid 20 Aminoséduren. Das RXLR-Motiv ist von AS 49 bis
52 und von AS 62 bis 65 ist das EER-Motiv. Damit besteht die Effektordoméne vermutlich aus
etwa 50 Aminoséuren (s. Abbildung 3).
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PiAVR2 wurde anhand seiner Avirulenzfunktion in einigen Kartoffelsorten identifiziert. Das
Resistenzprotein R2 aus der wilden Kartoffelsorte Solanum demissum erkennt PiAVR2
spezifisch und es kommt zur HR (Gilroy et al., 2011a). PiIAVR2 gehért im P. infestans Stamm
T30-4 zu einer Familie von 18 Genen, welche flr 13 verschiedenen Sequenzen kodieren. Alle
diese Proteine sind zwischen 94 und 118 Aminosdauren lang und haben einen &hnlichen C-
Terminus (Champouret, 2010; Haas et al., 2009; Vleeshouwers et al., 2011). Im Isolat
06_3928A, welches zum aggressiven Bluel3_A2 gehort, wurde eine signifikant divergente
Form des Gens gefunden und PiAVR2-like genannt (Gilroy et al., 2011a). PIAVR2-like hat 25
Einzel-Nukleotid-Austausche (SNPs) im Vergleich zu PiAVR2 (s. Abbildung 3). Diese
resultieren in 13 Aminosdure-Polymorphismen, wovon acht in der C-terminalen
Effektordomane liegen (Gilroy et al., 2011a). PIAVR2-like wird nicht von R2 erkannt und das
virulente Isolat 06_3928A entkommt damit einer HR in R2-exprimierenden Pflanzen. Gilroy et
al. (2011a) konnten weiterhin zeigen, dass in allen getesteten, avirulenten P. infestans Isolaten
PiAVR2 vorhanden ist, wohingegen in allen virulenten Isolaten PiAVR2-like existiert. Einige
Isolate besitzen zwar beide Formen des Gens, allerdings scheint in virulenten Isolaten PIAVR2
nicht transkribiert zu werden, um so eine Erkennung durch R2 zu vermeiden (Gilroy et al.,
2011a). R2 gehort zu einer sehr vielfaltigen Genfamilie, die auf dem Hauptlokus der Kraut-
Knollenfdaule-Resitenz im Chromosom IV von Kartoffel (Solanum tuberosum) lokalisiert ist
(Lokossou et al., 2009; Vleeshouwers et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass auch
verschiedene Allele und Orthologe von R2 (u.a. Rpi-blbl, Rpi-blb3 und Rpi-abpt aus S.
bulbocastanum, sowie R2-like) aus sechs verschiedenen Solanum-Arten PiIAVR2 erkennen und

so eine Resistenz gegen P. infestans ermdglichen (wenn dieser Stamm PiAVR2 exprimiert)
(Champouret, 2010; Lokossou et al., 2009).
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Abbildung 3: Proteinsequenzvergleich von PiIAVR2 und PiAVR2-like

Sequenzvergleich der Proteinsequenzen von PiAVR2 (PITG_22870 aus Stamm T30-4) und PiAVR2-
like (= A2l; divergentes PiAVR2-Gen aus Stamm 06 _3928A). Die Sequenzen wurden mittels eines
ClustalVV-Algorithmus mit MegAlign (DNAStar Version 10.0.1) ausgerichtet. Das schwarze Késtchen
markiert das Signalpeptid (Sekretionssignal). Die grauen Késtchen zeigen das RXLR- und das EER-
Motiv. Die 25 Einzel-Nukleotid-Austausche (SNPs) in der Gensequenz von PiAVR2-like resultieren in
13 Aminosdure-Polymorphismen, wovon acht in der c-terminalen Effektordomaéne liegen.
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1.5 Ziel der Arbeit

RXLR-Effektoren sind wichtig fir die Kolonisierung des Wirtes. Sie supprimieren das
Immunsystem der Wirtspflanze, stéren die Ausbildung von Verteidigungsmechanismen, wie die
Calloseeinlagerung in die Zellwand, oder verhindern Zelltod-Reaktionen des Wirtes.

Ziel dieser Arbeit war die Erfoschung der Funktion des Phytophthora infestans RXLR-
Effektors PiIAVR2. Durch die frihzeitige Identifizierung der Interaktionspartner BSL1, BSL2
und BSL3, welche als positive Regulatoren der Brassinosteroid-Signalweges gelten, wurde der
Einfluss von PiAVR2 auf den BR-Signalweg und typische BR-Entwicklungsphanotypen
erforscht. In der weiteren Arbeit wurde untersucht, ob die Interaktion mit BSLs und der
vemutliche Einfluss auf BR-Signalwege letzendlich auf eine PTI-Suppression abzielt. Die in
dieser Arbeit gezeigten Experimente wurden im Modellorganismus A. thaliana durchgefihrt.
Arabidopsis ist zwar keine Wirtspflanze von P. infestans, jedoch wurde von der Prémisse
ausgegangen, dass einige Effektoren auf universelle pflanzliche Faktoren zielen. In Arabidopsis
stehen viel mehr molekularbiologische und genetische Ressourcen zur Verfiigung, so dass die
hier erzielten Ergebnisse neue Wege fiir die Forschung in den Wirtspflanzen aufzeigen konnten.

Zeitgleich wurde im Labor von Paul Birch (SCRI, Dundee, Schottland) an derselben
Fragestellung allerdings in den Wirtspflanzen von Phytophthora infestans, N. benthamiana,
Kartoffel und Tomate geforscht (Doktorarbeit Susan Breen & Dione Thurnbull).
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2 Material und Methoden

2.1  Material

2.1.1 Chemikalien und molekularbiologische Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders im Text angegeben, von
Amersham Biosciences (Freiburg), Biorad (Minchen), Fluka (Buchs, CH), Merck (Darmstadt),
Carl Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Duchefa (Haarlem, NL), Qiagen (Hilden),
Invitrogen (Carlsbad, USA), Molecular Probes Inc. (Eugene, USA) und von der Firma Sigma
(Steinheim) bezogen. Restriktionsenzyme, Ligasen, Polymerasen und DNA-modifizierende
Enzyme wurden von Fermentas (St. Leon-Rot) geliefert. Die verwendeten Primer wurden von
Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert. Die Antikorper fur die Immundetektionen
wurden von Sigma-Aldrich (Taufkirchen), New England Biolabs (Beverly, USA) and Acris
Antibodies GmbH (Herford) geliefert. Synthetisch hergestelltes flg22-Peptid wurde
freundlicherweise von Georg Felix (ZMBP, Tlbingen) zur Verfligung gestellt. Fir Medien
wurde Aqua dest. Wasser verwendet. Chemikalien und Antibiotika wurden in Wasser geldst,
das durch eine MILLI-Q-Apparatur (Direct-Q™ Tap-Fed Water Systems, Millipore,
Schwalbach) filtriert wurde.

2.1.2 Nahrmedien

In Tabelle 1 sind die verwendeten Nahrmedien aufgefihrt. Nach Abkuhlen auf 60°C wurde
den Medien, gemdR Tabelle 2, die fur die Selektion erforderlichen Antibiotika in der
entsprechenden Konzentration zugegeben. Es wurden entweder flliissige Nahrmedien eingesetzt
oder zu den Bakterienmedien 15 g/l Agar (Roth) und zu ¥2 MS — Medium 8 g/l Agar-Select
(Sigma) hinzugefugt.

Tabelle 1: Verwendete Nahrmedien

|Medium |Inhaltsstoffe
LB 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 5 g/l NaCl
2,2 g/l MS-Salz (Invitrogen); 10 g/l Saccharose; pH 5,6-5,7, bei Bedarf 0,8%
5 MS
Agar (Roth)
YEBS 1 g/l Hefeextrakt, 5 g/l Fleischextrakt, 5 g/l Glucose, 5 g/l Bacto-Pepton,

0,5 g/l Magnesiumsulfat; pH 7

4,3 g/l MS-Salz (Invitrogen); 1 mg/l Nikotinsdure; 1 mg/l Pyridoxin-HCI; 1 mg/I
MSCol Thiamin-HCI; 100 mg/l myo-Inositol; 30 g/l Saccharose; pH 5,8; nach dem
Autoklavieren Zugabe von 1 mg/l 2,4-D (1 mg vorgeldst in 1 ml Ethanol)
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Tabelle 2: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Arbeitskonzentration Lésungsmittel
Ampicillin 50 pg/ml 50% Ethanol
Kanamycin 50 pg/ml Wasser
Chloramphenicol 25 pg/mi Ethanol
Gentamycin 25 pg/mi Wasser
Rifampicin 50 pg/ml DMSO
Spektinomycin 100 oder 200 pg/mi Wasser
Tetracyclin 12,5 pg/ml 50% Ethanol

2.1.3 Verwendete Bakterien- und Pilzstamme

Die verwendeten Bakterienstdamme sind mit ihren Genotypen in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Bakterienstamme.

Spezies Stamm ‘ Genotyp
F-(p80dlacZA M15) A(lacZY A-argF)U169 endAl recAl
DH5a hsdR17(r«- mk+ ) deoR, thi-1phoA supE44 ginV44 A -

gyrA96 relAl F-

F-mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZAM15 AlacX74
Escherichiacoli  ccdB Survival™-T1R recAl araA139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR )
endAl nupG tonA::Ptrc -ccdA (Invitrogen)

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG A- (Invitrogen)

One Shot® TOP10

Agrobacterium GV3101::pMP90 T-DNA"vir* Rif" pMP90 Gent" (Koncz und Schell, 1986)

tumefaciens C58C1[pGV2260] C58C1 pTiB6s3AT Rif' Carb’ (Deblaere et al, 1985)
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2.1.4 Verwendete Plasmide

Alle fir diese Arbeit bendtigten Plasmide sind in Tabelle 4 charakterisiert.

Tabelle 4: Verwendete Plasmide

Vektor Charakteristika ‘ Verwendung

ori puC rrmB T2 rrB

228x22201/221 T1 attP1 und attP2 ccdB Ekn\?i?rrggsg/r?)ktoren fiir Gateway®-Klonierung
Y Cm' Kan'/ Gent' g
pCR4.1 Topo pUC ori Plac lacZ-ccdB  Eingangsvektor fir TOPO-Klonierung
Gateway Kanr Ampr (Invitrogen)
p2GW?7 (VIB) p35S t35S attR1 und Gateway®-Expressionsvektor ohne Fusion
Gateway attR2 ccdB Cm" Amp"™  (http://www.vib.be)
P2GWF7 (VIB) p3SS 135S eGFP att!? ! Vektor fiir carboxyterminale GFP-Fusion
und attR2 ccdB Cm ) .
Gateway Amp' (http://www.vib.be)
p2FWG7 (VIB) Eﬁgi{f:zs chdEPCar:VR 1 Gateway®-Expressionsvektor flr
Gateway Amp' aminoterminale GFP-Fusion (http://www.vib.be)
Gateway®-Expressionsvektor flr
gzaivv\\fam (VIB) g?tSR%tfffBrfé)rﬁf tl:#} urnd carboxyterminale RFP-Fusion
y P (http://www.vib.be)
p2RWG7 (VIB) p35S t35S rfp attR1 und Gateway®-Expressionsvektor flr
Gateway attR2 ccdB Cm" Amp’  aminoterminale RFP-Fusion (http://www.vib.be)
p2KozHAGW?7 P35S 1355 3xHA attR1 p2GW?7 (VIB) modifiziert fir aminoterminale
und attR2 ccdB Cmr . X
Gateway HA-Fusionsproteine
Ampr
p2KozMycGW?7 P35S 1355 3xmyc attR1 p2GW?7 (VIB) modifiziert fir aminoterminale
und attR2 ccdB Cmr . .
Gateway Ampr myc-Fusionsproteine

pSaOri LB nos-bar lacZ Binarer Vektor fiir Uberexpression in Pflanzen

pGreent10229 RB ColEl ori BASTA"  http://www.pgreen.ac.uk/JIT/pG0229.htm

ColEl ori, oriV, RepA,

pSOUP {rfA, MCS, Tet Helferplasmid (Hellens et al., 2000)
pK7FWG2 (VIB) 5;:’3861?;28 :(ggpcargﬁ 1 Binarer Vektor flr carboxyterminale eGFP-
Gateway Kan' Sm/Sp' Fusion (http://www.vib.be)
p35S GAL4 VP16 GR _— . .
TATOGZ  noskt oxGALe Uas [T VEKT I Exreson bt ndcion
p35S MCS  \A0Y '
G10-90 XVE hpt lexA
pABind_FRET GFP-mCherry T3A bindrer FRET-Vektor; Expression induziert
Gateway attR1 und attR2 ccdB durch Estradiol; (Bleckmann et al., 2010)
Cm' Sp'

G10-90 XVE hpt lexA
mCherry T3A attR1 und
attR2 ccdB Cm" Sp'

pABind_mCherry
Gateway

bindrer FRET-Vektor; Expression induziert
durch Estradiol; (Bleckmann et al., 2010)
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2.1.5 Verwendetes Pflanzenmaterial

In den durchgefiihrten Analysen wurden Arabidopsis thaliana Wildtyppflanzen des Okotyps
Columbia 0 (Col-0) verwendet.

2.2  Anzuchtsbedingungen

Zur Anzucht von Flissigkulturen wurden Innova®44 Schiittler der Firma New Brunswick
Scientific (NuUrtingen) eingesetzt.

2.2.1 Anzucht von E.coli

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle E.coli Stdmme entweder auf LB-Agar im
Inkubator bei 37°C oder in LB-Medium bei 37°C mit 220 Upm fur 18 h kultiviert. Je nach
Bakterienstamm und transformiertem Plasmid wurden zur Selektion die entsprechenden
Antibiotika in den benétigten Konzentrationen (s. Tabelle 2) zugegeben.

2.2.2 Anzucht von Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens der Stimme GV3101 und C58C1lwurden auf YEBS-Agar oder in
YEBS-Medium mit den benétigten Antibiotika angezogen. Die Inkubation der Agarplatten
erfolgte bei 28°C und die Flussigkulturen wurden bei 28°C mit 220 Upm kultiviert.

2.2.3 Anzucht von A. thaliana Zellkulturen

Die Zellkulturen wurden im Dunkeln bei 26°C und 120 Upm in MSCol-Medium angezogen
und einmal wochentlich in frisches Medium Uberimpft. Die Kultivierung erfolgte durch die
zentrale Einrichtung fiir Pflanzentransformation des ZMBP der Universitat Tbingen.

2.2.4 Anzucht der Versuchspflanzen

Die Samen der Versuchspflanzen wurden auf dampfsterilisierter, vermikulit angereicherter
GS90-Erde (Gebriider Patzer, Sinntal) oder nach mindestens 3-stiindiger Oberflachen-
Sterilisation mit Chlorgas auf %2 MS ausgesét. Nach Stratifikation iber Nacht bei 4°C erfolgte
die Anzucht in Pflanzenkammern. Je nach Versuchsbedingungen wurden die Pflanzen entweder
unter Kurztag- (8 h Licht mit 150 umol/m?s / 16 h Dunkel), Langtag- (16 h Licht und 8 h
Dunkelheit) oder Dauerlichtbedingungen angezogen. Die Temperatur betrug in allen Fallen
22°C und die Luftfeuchtigkeit lag bei 40-60%.
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2.3  Transformationen

2.3.1 Transformation von E.coli

Zur Transformation wurden bei -80°C aufbewahrte Aliquots chemisch kompetenter DH5a-
Zellen, OneShot®-Top10™ Zellen (Invitrogen) oder ccdB Survival™-T1R (Invitrogen) auf Eis
aufgetaut. Nach Zugabe der zu transformierenden Vektor-DNA und kurzem Mischen wurde der
Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. Anschlielend wurde die Probe 45 Sek. im 42°C warmen
Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt und nach Zugabe von 250 pul LB-Medium fir eine
Stunde bei 37°C mit 220 Upm inkubiert. Diese Bakteriensuspension wurde dann kurz
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet im Ricklauf resuspendiert. Die Halfte
dieser konzentrierten Bakterienlosung wurde auf die entsprechenden selektiven LB-Agar-
Platten ausgestrichen und diese dann (iber Nacht bei 37°C kultiviert.

2.3.2 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Agrobakterien der Stamme GV3101 oder C58C1 wurden in 1 ml Ubernachtkultur in LB-
Medium bei 28°C mit 180 Upm angezogen. Mit dieser Vorkultur wurden 200 ml LB-Medium
angeimpft. Diese Kultur wurde bei 28°C mit 180 Upm bis zu einer ODspo Von 0,5 bis 0,8
kultiviert und dann bei 2650 x g fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit TE-Puffer (10
mM Tris/HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) gewaschen, in 20 ml LB resuspendiert und in 250 pl
Aliquots aufgeteilt und diese dann nach Schockgefrieren in flussigem Stickstoff bei -80°C
gelagert. Nach Auftauen auf Eis, wurde Zu den
250 ul Aliquots die zu transformierende Plasmid-DNA gegeben und die Agrobakterien bei 1800
V elektroporiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium erfolgte eine zweistlindige Inkubation
unter Schiitteln (180 Upm) bei 28°C. Die Agrobakterien wurde dann 5 min bei 4500 x g und
4°C pelletiert und zu einem Endvolumen von 450 pl in LB-Medium wieder resuspendiert. Es
wurden dann je 50 pl und 400 pl auf den entsprechenden selektiven LB-Agar Platten
ausplattiert und diese fiir 48 h bei 28°C inkubiert.

2.3.3 Transformation von A. thaliana Zellkultur-Protoplasten

Die Protoplasten einer drei Tage alten Vorkultur (10 ml) wurden bei 400 x g fir 5 min
geerntet und zweimal mit Zellwandverdauungspuffer ohne Enzyme (8 mM CaCly; 0,4 M
Mannitol; pH 5,5) gewaschen. AnschlieBend wurden die Pellets in 7 ml
Zellwandverdauungspuffer (1 % (w/v) Zellulase; 0,25 % (w/v) Mazerozym; 8 mM CaCly; 0,4 M
Mannitol; pH 5,5) aufgenommen und in eine Petrischale gegeben. Nach sechsstiindiger
Inkubation bei 26°C mit 50 Upm wurden die Protoplasten geerntet und nochmals mit
Zellwandverdauungspuffer ohne Enzyme gewaschen (100 x g, 5 min). Das Zellpellet wurde
nach Entfernen des Uberstands in der verbleibenden Lésung vorsichtig resuspendiert und
langsam unter Zugabe von 10 ml W5-Ldsung (154 mM NaCl; 125 mM CaCl,; 5 mM KCI; 5
mM a-D-Glucose; pH 5,8-6,0) dquilibriert.
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Nach erneuter Zentrifugation bei 100 x g fir 5 min und Aufnahme in 10 ml W5-Ldsung
wurde ein Aliquot abgenommen und 20 min bei 4°C im Dunkeln gelagert, um darin die Zellzahl
zu bestimmen. Nach Zentrifugation (100 x g, 5 min) der restlichen Lésung wurde das Pellet zu
einer Zelldichte von 2 x 10° Protoplasten/ml in MMM-L6sung (15 mM MgCly; 0,1 % MES
(w/v); 0,5 M Mannitol; pH 5,8) aufgenommen und in 250 pl Proben aliquotiert. Zu einem
Aligout wurden 20-25 pg Plasmid-DNA gegeben, langsam 250 pl PEG-L6sung (40 % (w/v)
PEG 4000; 0,4 M Mannitol; 0,1 M Ca(NOs).; pH 8,0-9,0) zupipettiert und 15-20 min inkubiert.
Sukzessive wurden 10 ml W5-Ldsung zugegeben, anschlieRend zentrifugiert und die Zellen in 2
ml K3-Ldsung (1,5 g/l NaH.POs* H;0; 9 g/l CaCly; 25 g/l KNOs; 2,5 g/l NHsNOs; 1,34 g/l
(NH4)2S0s4; 2,5 g/l MgSQO4 * 7H,0) bei 26°C etwa 18 h im Dunkeln inkubiert.

2.3.4 Transformation von A. thaliana Mesophyll-Protoplasten

Mesophyll-Protoplasten wurden nach Yoo et al. (2007) aus 4,5 Wochen alten A. thaliana
Col-0 Pflanzen isoliert, auf eine Konzentration von 2x10° Pp/ ml verdiinnt und transformiert.
Fur den Luciferase-Assay wurden die Protoplasten 6-24h bei 20°C im Dunkeln inkubiert, bevor
durch Zugabe von Luciferin der Assay gestartet wurde. Fur Lokalisationsstudien betrug die
Expressionszeit der Protoplasten 18 h und fiir Immundetektionen 24 h. Die Anzahl der lebenden
Protoplasten wurde, wie in Bush et al. (1986) beschrieben, durch Doppelfarbung mit 50 mg/mi
Fluorescein-Diazetat und 10 mg/ml Propidiumjodid 24 h nach der Transformation
mikroskopisch bestimmt (s. Kapitel 2.6.9).

2.3.5 Transformation von A. thaliana mittels Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation von A. thaliana Col-0 Pflanzen mit A. tumefaciens wurde nach dem
Protokoll von Davis et al. (2009) durchgefiihrt. Die Agrobakterien wurden dazu in einer 50 ml
Vorkultur in YEBS bis zur Séttigung der Zelldichte angezogen, diese dann zu 450 ml YEBS
hinzugefligt und weitere 8h kultiviert. Nach Zugabe von 150 ul Silwet L-77, wurden junge
Blutenstande von Arabidopsis 3 Sek. in der Bakterienlosung geschwenkt und dann fur 24 h mit
einer Plastiktute abgedeckt. Danach wurden die Pflanzen zum Abreifen im Langtag kultiviert.

2.3.6 Transformation von Nicotiana benthamiana mittels A. tumefaciens

Die Agrobakterien (s. Kapitel 2.3.2) wurden in 10 ml Kulturen Gber Nacht bei 28°C mit 180
Upm angezogen. Die Zellen wurden pelletiert (4500 x g, 4 °C, 5 min) und die Pellets mit 10
mM MgCl, gewaschen und anschliessend zu einer ODgoo von 1 in einer Losung aus 10 mM
MgCl, und 150 pM Acetosyringon aufgenommen. AnschlieBend wurden diese Agrobakterien
zu gleichen Teilen mit p19-tragenden Agrobakterien gemischt. P19 ist ein Silencing-inhibitor
aus tomato bushy stunt virus (Hearne et al., 1990), so dass die Expressionsrate der zu
transformierenden Proteine erhdht werden kann (Voinnet et al., 2003). Die Suspension wurde 2
h bei RT inkubiert und danach mit einer nadellosen Spritze in die Blattunterseite von ca. 5
Wochen alten Tabakpflanzen infiltriert.
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Die Blatter wurden nach zwei bis drei Tagen geerntet und in flissigem Stickstoff gemorsert.
AnschlieBend erfolgte eine Proteinextraktion fir Co-Immunoprézipitations-Experimente (s.
Kapitel 2.6.3 und 2.6.4).

2.4  DNA-Analytik

2.4.1 Isolierung genomischer DNA aus Arabidopsis-Pflanzen

Ein Blattstlick der betreffenden Arabidopsis-Pflanzen wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefal
mit einem Plastikpistill unter Zugabe von 200 ul Edwardspuffer (200 mM Tris/HCI, pH 7.5;
250 mM NaCl; 25 mM EDTA pH 8; 0,5% SDS (w/v)) gemdrsert. Danach wurden alle festen
Bestandteile bei 18506 x g und 4°C 5 min pelletiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal tberfiihrt. Durch Zugabe von 200 pl Isopropanol wurde die DNA ausgeféallt und
anschlieRfend bei 18506 x g und 4°C in 10 min herunterzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 200
pl eiskaltem 70 %-igem (v/v) Ethanol gewaschen, zentrifugiert (18506 x g, 4°C, 5 min),
getrocknet und in 50 pl 10 mM Tris/HCI pH 8,0 (iber Nacht bei 4°C resuspendiert.

2.4.2 Plasmid-Praparation aus E.coli DH5a

24.2.1 Plasmid-Minipriparation aus DH5a-Zellen mittels alkalischer Lyse

Fur Anwendungen, die nicht allzu hohe Reinheit der Probe erforderten, wurde Plasmid-DNA
mittels alkalischer Lyse extrahiert. Dazu wurden 2 ml Ubernachtkulturen der entsprechenden
Bakterien in LB-Medium mit selektiven Antibiotika bei 37°C mit 220 Upm angezogen. Nach
Zentrifugation wurde das Pellet in 200 pl Puffer 1 (25 mM Tris/HCI pH 8; 10 mM EDTA,;
50mM Glucose; 0,1 g/l RNase) resuspendiert. Durch Zugabe von 400 pl Puffer 2 (200 mM
NaOH; 1 % (w/v) SDS) wurden die Bakterien lysiert. Nach Zugabe von 300 pl Puffer 3 (3 M
Kaliumacetat pH 5,5 und 11,5% (w/v) Essigsaure) wurde der Ansatz fiir 3 min auf Eis inkubiert
und anschlieBend 10 min bei 18506 x g und 4°C zentrifugiert. Damit wurden sowohl
Zelltrimmer als auch Proteine ausgefallt. Aus dem wissrigen Uberstand wurde die DNA mit
700 pl Isopropanol ausgefallt und anschlieRend abzentrifugiert (18506 x g, 4°C, 20 min). Das
Pellet wurde nach dem Waschen mit eiskaltem 70 %-igen (v/v) Ethanol und der vollstandigen
Trocknung in 40 pl H2044 aufgenommen und bei -20°C gelagert.

24.2.1 Plasmid-Minipraparation mittels QlAprep spin Miniprep kit
(QIAGEN)

Fur Anwendungen, die eine hohe Reinheit der Probe erforderten, wurde Plasmid-DNA mit
dem QIAprep spin Miniprep kit der Firma QIAGEN nach den Angaben des Herstellers isoliert.

2.4.2.2 Plasmid-Midipraparation mittels Promega Midiprep kit

Fur die Transformation von Protoplasten, die eine hohe Reinheit und grol’e Mengen von
Plasmid-DNA erforderte, wurde die DNA aus 150 ml Ubernachtkulturen des entsprechenden
Bakterienstammes mittels des Promega Midiprep kits nach Angaben des Herstellers isoliert.
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2.4.3 Plasmid-Minipraparation aus Agrobacterium tumefaciens

Zur Plasmid-Minipraparation aus den entsprechenden Agrobakterien wurden 3 ml einer
Ubernachtkultur bei 13000 x g und RT 3 min pelletiert. Nachdem das Pellet in 100 pl Losung |
(450 g/l Glucose; 200 g/l Lysozym; 0,25 M EDTA; 0,5 M Tris/HCI pH 7,5) resuspendiert und
diese Suspension 30 min bei RT inkubiert worden war, wurden 200 pl alkalische SDS-L6sung
(200 UM NaOH; 1 % (w/v) SDS) zugegeben und vorsichtig durch Invertieren gemischt. Nach
30 min Inkubation bei RT wurden 30 pl alkalisches Phenol (1 ml Phenol; 60 pul 1 M NaOH)
zugegeben, schnell gemischt und sofort 150 ul Kaliumacetatpuffer (60 % (viv) 5 M
Kaliumacetat; 11,5 % (v/v) Essigsaure) hinzugeftigt. Nach Abzentrifugation der Zelltrimmer
und ausgefallten Proteine bei 18506 x g und RT fiir 10 min wurde der Uberstand in ein neues 2
ml ReaktionsgefaR berfihrt und mit 1 Vol. PCl (Phenol:Chloroform:lsoamylalkohl im
Verhaltnis 25:24:1) gemischt und abzentrifugiert (18506 x g; RT; 5 min). Die wassrige Phase
wurde wiederum in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal Uberfiihrt, mit 1 VVol. Chloroform gemischt
und zentrifugiert (18506 x g; RT; 10 min). Aus der so gewonnenen wéssrigen Phase wurde dann
mit 500 pl Isopropanol die Plasmid-DNA 5 min bei RT gefallt. Nach Zentrifugation (20800 x g;
4°C; 15 min) wurde das resultierende Pellet mit 500 pl eiskaltem 70 %-igem Ethanol
gewaschen und nach Trocknung in 40 pl H204q9 gelost.

2.4.4 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration in Losung

Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration und Reinheit wurde mit einem NanoDrop
2000 Spektrophotometer (Thermo Scientific, Willmington, USA) nach Herstellerangaben
durchgefihrt.

2.4.5 Restriktionsverdau

Es wurden 2 pl Plasmid-DNA, 2 pl 10 x Reaktionspuffer und 0,2 pl Restriktionsenzym mit
H20qq auf 19,75 ul aufgefillt. Dieser Ansatz wurde bei 37°C flir 2 h bis 16 h inkubiert und dann
mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

2.4.6 Klonierung

Die Klonierung von PCR-Produkten in den pCR4-TOPO erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Fir Gateway®-Klonierungen wurden die Anleitung des Herstellers fur eine
zweistufige PCR verwendet, in der eine PCR mit genspezifischen Primern als Inokulum fur eine
PCR mit Adapter-Primern (attB1 und attB2; s. Tabelle 12) diente. Die so hergestellten
Eingangsvektoren mit spezifischen Genen wurden nun fur LR-Rekombinationen in die
verschiedenen Gateway®-Zielvektoren (s. Tabelle 4) verwendet. Fir Rekombinationen in
carboxyterminale Fusions-Vektoren wurde, wie im Gateway® Protokoll beschrieben, das
STOP-Kodon am Ende des Genes in der genspezifischen PCR entfernt. Von diesem LR-Ansatz
wurden 2 pl in E.coli DH5a-Zellen transformiert. Die Selektion erfolgte auf LB-Agar mit dem
flr den Expressionsvektor spezifischen Antibiotikum.
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Zur stabilen Transformation von A. thaliana Pflanzen wurden zwei verschiedene Vektoren
benutzt. Zum Generieren von Uberexpressionslinien wurde pGreenll0229 verwendet,
wohingegen fur Pflanzen mit induzierbarer Expression des PiAVR2-Proteins der Vektor
pTA7002 eingesetzt wurde.

PiAVR2 wurde mittels Gateway®-Technologie in p2GW7, p2FGW7 und p2KozHAGW7
inseriert. Der Vektor pGreenl10229 hat keinen Promoter fiir die Expression in Pflanzen. Daher
wurde
mittels  Restiktionsverdau  (Xhol und Spel) die gesamte Expressions-Kassette
p35S::GFP/3xHA::PiAVR2::t35S aus den Vektoren p2FGW7_PiAVR2 oder p2KozHA
GW7_PiAVR2 entnommen und in pGreen ligiert. Die Selektion erfolgte in E. coli und in A.
tumefaciens C58CL1 jeweils mit Kanamycin sowie in Pflanzen mit Glufosinat (BASTA).

Fur die Klonierung der induzierbaren Pflanzen-Vektoren wurde PiAVR2 mit der kodierenden
Sequenz des EGFP aus p2FGW7 mittles PCR amplifiziert. Durch die verwendeten Primer
(ptaGFPfor und ptaAVR2rev) wurden die Amplikons um Xhol und Spel Schnittstellen erweitert
und konnten dariiber in pTA7002 ligiert werden. Die Selektion in E. coli und A. tumefaciens
GV3101 erfolgte jeweils mit Kanamycin sowie in Pflanzen mit Hygromycin.

Fur die transiente Expression in Tabak wurde BSU1, BSL1, BSL2 und BSL3 jeweils mittels
Gateway®-Technologie in PUGT2 kloniert. Dadurch entstanden aminoterminale GFP-
Fusionsproteine, deren Expression unter der Kontrolle eines Ubiquitin-Promotors ist. Die
transiente Expression von PiIAVR2-RFP in Tabak erfolgte mit dem Konstrukt fur die FRET-
Messung (s. Kapitel 2.6.11) Die entstandenen Konstrukte sind in Abbildung 4 schematisch
dargestellt.
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Abbildung 4: Verwendete Expressionssysteme.

Schematische Darstellung von Ausschnitten aus den in dieser Arbeit fur die Pflanzentransformation
verwendeten Vektoren. p35S = CaMV 35S Promotor; t35S = CaMV 35S Terminator; Gal4 = AS 1-47 der
Gal4 Bindedoméne von Saccharomyces cerevisiae; VP16 = Transkriptions-Aktivierungsdomane VP16 aus
Herpes simplex; rGR = Ligandenbindedoméne des Glucocorticoid-Rezeptors aus Ratte; Gal4-UAS = Gal4-
Upstream Activation Signal; Hygromycin-Resistenzgen unter der Kontrolle des Nopalin-Synthase
Promotors; LexA = AS 1-87 des E. coli lexA Repressors; hER = Ligandenbindedomane des menschlichen
Ostrogenrezeptors; LexA-Op = LexA-Operator; G10-90 = synthetischer Promotor (8x stérker als p35S); -64
= p35S Minimalpromotor; eGFP = verstéktes (enhanced) griinfluoreszierendes Protein; mCherry =
rotfluoreszierendes Protein; MCS = Multiple Cloning Site; GW = Gateway Kassette; pUBQ10 = Ubiquitin
10 Promotor; rbs 3° = Terminator; schwarzer Pfeil nach unten = Poly(A)-Signal

XVE- und GVG-Expressionssystem: Abbildung modifiziert aus Moore et al. (2006)

2.4.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Das Gemisch fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR-Reaktionen bestand, sofern nicht
anders angegeben, aus 0,5 pM 5°- und 3"-Primern (MWG), 0,125 mM dNTP Gemisch
(Biomaster), 1x Tag-Polymerase Puffer (Fermentas), 1 ul genomischer DNA oder cDNA
aufgefiillt mit HoOgq zu 19 pl und 0,05 U/l Tag-Polymerase (freundlicherweise zu Verfligung
gestellt von Nina Jaspert). Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte im Allgemeinen mit
folgendem Programm: 94°C fiir 2 min, 22-40x: 94°C fur 15 Sek., Tannea fur 30 Sek., 72°C fiir 1
min pro kb und dann 72°C fur 10 min und 20°C fir immer. Die Reaktionen wurden mit dem
Gerdt PTC-200 der Firma MJ Research (Waltham, USA) durchgefihrt. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Primer sind in Tabelle 12 aufgelistet.
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2.4.8 Transkriptanalyse durch quantitative real time PCR (qPCR)

gPCR Amplifikationen und Messungen wurden mit einem iQ5 Multicolour Real Time PCR
Detektionssystem (Bio-Rad) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Amplifikation
wurde mit dem Maxima® SYBR Green/Fluorescein gPCR Master Mix (Fermentas) detektiert.
Die relative Quantifizierung der Genexpression erfolgte unter Beriicksichtigung der PCR-
Effizienz mittels der gPCR Amplifikation einer cDNA-Verdiinnungsreihe mit dem Faktor funf
(1:1, 1:5, 1:25 und 1:125). Die Expressionsniveaus wurden mit Hilfe der C; Werte des Aktin
Gens normalisiert. Das Vorhandensein eines einzelnen, spezifischen PCR-Produktes wurde
durch Schmelzpunktanalyse und Agarosegelelektrophorese (s. Kapitel 2.4.9) tberprift. Die
Quantifizierung wurde aus drei biologischen, mit je zwei technischen Replikaten bestimmt.
Dabei wurde die relative Expression durch die iQ5 Software unter Einbeziehung der PCR
Effiziens bestimmt. Die Standardabweichung wurde aus den biologischen Replikaten errechnet.

2.4.9 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Es wurden 0,8 — 2% ige Agarosegele in 1 X TAE-Puffer [aus 50 X TAE-Puffer (2 M
Tris/Acetat pH 8,0; 100 mM EDTA pH 8,0) hergestellt] bei einer angelegten Spannung von 5
V/cm Elektrodenabstand verwendet. Die zu analysierenden Proben wurden vor dem Auftragen
auf das Gel mit 1 x Ladepuffer (5 x Gelladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 5 x TAE; 30
% (v/v) Glycerol) versetzt. In allen Experimenten wurde GeneRuler™ 1 kb DNA ladder
(Fermentas) als GroRenstandard eingesetzt. Die Zugabe von Ethidiumbromid zu einer
Endkonzentration von 0,01 pg/ml Agarosegel ermdglichte die Visualisierung der DNA im Gel
mittels eines UV-Transilluminators.

2.4.10 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die mit Ethidiumbromid angefarbten, zu reinigenden DNA-Banden wurden unter UV-Licht
aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die DNA wurde danach mit dem QIAEX Il Agarose gel
extraction kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert.

2.4.11 Sequenzierung von DNA

Fir die Sequenzierung der Vektoren wurde jeweils 30 pl 150 ng/ul DNA aus einer Plasmid-
Miniprdparation (s. Kapitel 2.4.2.1) mit den entsprechenden Primern an GATC (Konstanz)
gesandt.

2.4.12 Computergestitzte Sequenzdatenverarbeitung

Die Daten, die nach Sequenzierung erhalten wurden, wurden mittels der Lasergene
DNA*STAR Software ausgewertet. Auflerdem wurde zu weiteren Sequenzanalysen das
Offentlich zugéngliche Software Clustalw/ (www.ebi.ac.uk/clustalw) und CLC-Workbench

(Aarhus, Danemark) genutzt.
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25 RNA-Analytik

2.5.1 Isolierung von RNA aus Blattmaterial

Es wurden pro Probe 2-16 Blatter geerntet und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und
mit einem vorgekihlten Pistill gemérsert. Nach Zugabe von 1 ml Trizol (Invitrogen) zu 100 mg
Blattpulver wurde das Gemisch unter Vortexen aufgetaut und 10 min bei RT belassen.
AnschlieBend wurden 200 pl Chloroform zugegeben, etwa 15 sek gemischt und 10 min bei RT
inkubiert. Nach Zentrifugation bei 18506 x g und 4°C fir 15 min wurde die obere wassrige
Phase in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal uberfiihrt und die Nukleinsauren durch Zugabe von 1
Vol. Isopropanol und zehnminttiger Inkubation bei RT geféllt. Das nach Zentrifugation (18506
X g, 4°C, 10 min) erhaltene Pellet wurde mit 70 %igem (v/v) Ethanol (in DEPC-behandeltem
H>0) gewaschen, getrocknet und in 20 pl nukleinsdurefreiem H,O (Fermentas) wieder geldst.
Die RNA-Konzentration wurde spektrophotometrisch bestimmt (s. Kapitel 2.4.4)

2.5.2 DNase-Verdau isolierter RNA und Reverse Transkription

Die Trizol-isolierte  RNA wurde mit nukleinsdurefreiem H,O (Fermentas) auf eine
Konzentration von 0,2upg/ul verdunnt. 9 pl davon wurden mit 1 ul rDNase (Machery-Nagel,
1:10 verdlnnt in rDNAse Reaktionspuffer) nach Angaben des Herstellers 20 min verdaut und
danach die Reaktion mit 1 ul DNase-Stop-Puffer (25 mM EDTA) und zehnminitiger
Inkubation bei 65°C beendet. Mit diesen 11ul DNA-freier RNA wurde nun die cDNA-Synthese
mithilfe der MMuLV (Moloney-Murine-Leukemia-Virus) Reversen Transkriptase (Fermentas)
in einem Gesamtvolumen von 20ul nach Herstellerangaben durchgefihrt.

2.5.3 Mikroarrayanalysen

RNA wurde aus je 9 A. thaliana Pflanzen isoliert (s. Kapitel 2.5.1). Es wurden drei
unabhéngige Experimente als Replikate angefertigt. Die Microarrayanalysen wurden vom
Nottingham Arabidopsis Stock Centre (Loughborough, UK) durchgefuihrt. Es wurden Aragen st
1.0 gene chips von Affimetrix entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Die
Sondensignale wurden Uber alle Arrays normalisiert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der
Software GeneSpring GX 7.3.1 von Agilent. Um die Expressionsniveaus zu errechnen, wurden
die normalisierten Sondensignale dem robust multi-array average (RMA) Algorithmus (Irizarry
et al., 2003) unterzogen. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der ImFit Funktion aus dem
Softwarepaket ,,Linear Models for Microarray Data* (limma) analysiert (Smyth, 2004). Die
eBayes Funktion der Software limma wurde verwendet, um p-Werte, die g-value Funktion und
Storey g-Werte (Storey, 2003) zu errechnen.
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2.6 Protein-Analytik

2.6.1 Verwendete Losungen

Tabelle 5: Verwendete Losungen fiir die Proteinanalytik

| Lésung | Inhaltsstoffe |
50 mM Tris/HCI pH6,8; 2 % (w/v) SDS; 5 % (v/v) -Mercaptoethanol; 10

SDS-Probenpuffer % (viv) Glycerol;po,l % (w/v)( Bro)mphenolbla(u; 1)00 mM D'?’T

50 mM HEPES pH 7,4; 150mM NaCl; 1mM EDTA; 1mM DTT; 0,1%

IP-Extraktpuffer Triton X-100; 1x Protease Inhibitor Cocktail [Roche], 1x Phosphatase

Inhibitor Cocktail [Roche]

50 mM HEPES pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,2% Triton X-100; 1x Protease

Inhibitor Cocktail [Roche], 1x Phosphatase Inhibitor Cocktail [Roche]

25 mM Tris; 0,25 M Glycin pH 8,3; 0,2 % (w/v) SDS

Waschpuffer

Elektrophorese-

Puffer
Blockingldsung 5 % (w/v) Milchpulver in TBST
TBST 20 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,1 % (v/v) Tween 20
15mM Tris/HCI pH 9,5; 0,5mM MgCI2; 10mM NaCl; 250 ng/ml BCIP;
AP-Puffer
250 ng NBT

2.6.2 Zellaufschluss von A. thaliana Mesophyll-Protoplasten

Fur die Expressionskontrolle von A. thaliana Protoplasten (s. Kapitel 2.3.4) wurden 20-24 h
nach der Transformation 100 ul bei 18506 x g fur 5 Sek. zentrifugiert. Das Pellet wurde in 40 pl
1 x SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95°C inkubiert. 20 ul davon wurden per
SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert (s. Kapitel 2.6.7).

2.6.3 Zellaufschluss von Blattmaterial

Fur die Expressionskontrolle von A. thaliana und Nicotiana benthamiana wurde je eine
Blattscheibe mit 5 mm Durchmesseser aus einem Blatt ausgestochen und sofort in flissigem
Stickstoff eingefroren. Mit einem gekihltem Pistill wurde die Blattscheibe gemdérsert und nach
Zugabe von 20 ul IP-Extraktionspuffer solange auf dem Vortex gemischt, bis die Probe
aufgetaut war. Nach fiinfmindtiger Inkubation auf Eis wurden fiir 20 min bei 4° C und 18506 x
g die extrahierten Proteine von den Zelltriimmern getrennt. 20-22 ul vom Uberstand wurden
nun mit 10 ul 3x-SDS-Probenpuffer vermischt und nach flnfminatiger Inkubation bei 95° C
vollstandig fur SDS-PAGE mit anschlieRender Western-Blot-Analyse benutzt.

2.6.4 Immunoprazipitation von Fusionsproteinen

Far Immunoprazipitationen von HA-PiAVR2-Fusionsproteinen aus Mesophyll-Protoplasten
wurden 1 bzw. 5 ml Protoplasten pelletiert und kurz in flissigem Stickstoff eingefroren. Nach
Zugabe von 1 ml IP-Extraktpuffer wurden die Protoplasten mittels Vortexen geldst und durch
viermaliges zehnsekiindiges Sonifizieren (jeweils mit 30 Sek. Pause) vollstandig aufgebrochen.
Die immer noch auf Eis gekiihlte Probe wurde nun 10 min 18506 x g bei 4°C zentrifugiert, um
die verbleibenden Zelltrummer zu entfernen.
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Far die Immunoprazipitationen von GFP-PiAVR2-Fusionsproteinen aus
Uberexpressionspflanzen wurden jeweils acht Pflanzen (2 bzw. 4 Wochen alt) geerntet. In
flissigem Stickstoff wurde das Blattmaterial gemoérsert und in 1 ml [IP-Extraktpuffer
aufgeschlossen (s. Kapitel 2.6.1). Die Konzentration des Proteinextrakts wurde mittels
Bradford-Reagenz (s. Kapitel 2.6.5) bestimmt und durch Zugabe von zusétzlischem IP-
Extraktionspuffer auf 0,8 mg/ml eingestelit.

Die affinitatschromatographische Aufreinigung der Fusionsproteine erfolgte Uber HA-
Epitop-Sepharose (Roche) bzw. tber anti-GFP-Antikdrper und Protein-A-Agarose (Roche). Die
GFP-PiAVR2-Fusionsproteinextrakte wurden durch Zugabe von 10 pl gewaschener Protein-A-
Agarose 30 min bei 4° C nach Angaben des Herstellers geklart. Zum Proteinextrakt wurde 1
ug/ml anti-GFP-1gG (TP401, Acris Antibodies GmbH, Herford) zugegeben und 1 h bei 4° C auf
dem Rotationsmischer inkubiert. Durch Zugabe von 30 ul vorgewaschener Protein-A-Agarose
konnten nun innerhalb einer weiteren Stunde die GFP-PiAVR2-Fusionsproteine an die Agarose
binden. Die Aufreinigung der HA-PiAVR2-Fusionsproteine erfolgte mit 20-30 ul Agarose fiir
1h oder uber Nacht bei 4°C unter stdndigem Invertieren. Nach dreimaligem Waschen mit 1 ml
Waschpuffer wurden die Fusionsproteine mit 20 ul SDS-Probenpuffer ohne DTT bei 95°C 5
min von der Agarose gekocht oder mit 50 ul Elutionspuffer (0.5 mg/ml HA-Epitope [Roche] in
IP-Extraktionspuffer) 1h bei 4°C eluiert.

2.6.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Zur Bestimmung des Proteingehaltes einer Losung nach Bradford (Bradford, 1976) wurde
der Bio-Rad Proteinassay (BioRad) genutzt. Die Anwendung erfolgte nach Herstellerangaben.
BSA (Rinderserumalbumin, Fraktion V, Serva) in den Konzentrationen 0,01; 0,02; 0,04; 0,08
mg/ml wurde zur Erstellung einer Eichkurve verwendet. Die Absorptionsmessungen erfolgten
mit einem Sirus HAT injector (MWG) gemaR Herstellerangaben bei einer Wellenldnge von 595
nm.

2.6.6 Natriumdodezylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde nach dem Protokoll von Laemmli (Laemmli, 1970) als
diskontinuierliche Elektrophorese nach den Angaben von Sambrook und Russell (Sambrook,
2001) durchgefiihrt. Dabei werden Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt.
Als Acrylamid-Bisacrylamid-Gemisch (37,5:1) wurde eine Rotiphorese Gel30-Ldsung von der
Firma Roth (Karlsruhe) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte mit 8, 11 oder 13,5 %igen
Trenngelen und 5 %igen Sammelgelen in Minigelelektrophoresekammern der Firma BioRad in
1 x Elektrophorese-Puffer bei 25 mA/Gel und maximaler Spannung. Die zu analysierenden
Proben wurden in 1 x SDS Probenpuffer 5 min bei 95°C denaturiert und nach Zentrifugation
(20800 x g, RT, 1 min) der Uberstand auf das Gel aufgetragen. Die Gele wurden anschlieRend
fur Western-Blot-Analysen (s. Kapitel 2.6.7) genutzt. Als Grélienstandard wurde PageRuler™
Prestained Protein Ladder (Fermentas) verwendet.
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2.6.7 Western-Blot

Zum Nachweis bestimmter Proteine wurden Westernblots mit spezifischen Antikdrpern
durchgefuhrt. Die zu analysierenden Proben wurden jeweils mittels SDS-PAGE (s. Kapitel
2.6.6) aufgetrennt und mittels einer Apparatur von BioRad nach Herstellerangaben
elektrophoretisch auf eine Hybond ECL-Membran (GE Healthcare) ubertragen. Es erfolgte im
Anschluss eine Inkubation fir 1 h bis Ober Nacht bei 4°C in Blockingldsung. Der jeweilige
Antikdrper wurde in der entsprechenden Konzentration (s. Tabelle 6) in Blockinglosung
verdiinnt und die Membran darin 1 h bei RT bis Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem
Waschen der Membran mit TBST wurde eine Inkubation mit einer Zweit-Antikorperldsung 1 h
bei RT vorgenommen. Nachdem die Membran dreimal 10 min mit TBST bei RT gewaschen
worden war, erfolgte die Detektion der gekoppelten Meerrettich-Peroxidase (HRP) mittels dem
ECL Western Blotting Detection Kit (Amersham Biosciences) nach Herstellerangaben. Die
Chemolumineszenz wurde durch Auflegen eines Hyperfilm ECL Rontgenfilmes (Amersham )
und anschlieBende Entwicklung nachgewiesen. Die Detektion der gekoppelten Alkalischen
Phosphatase fand in AP-Puffer statt.

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Antikdrper und entsprechende Verdinnungen

‘ Antikérper ’ Detektion von Verdiinnung | hergestellt in
a- GFP (Acris Antibodies GmbH) GFP-tag 1:5000 Kaninchen
a- GFP (Acris Antibodies GmbH) GFP-tag 1:5000 Ziege
a- myc (Santa Cruz Biotechnoloy) myc-tag 1:5000 Maus
a- HA (Roche) HA-tag 1:2000 Ratte
a- p44/p42 MAPK (Cell Signalling)  phosphorylierte MAPK 3,6 und 4 1:2000 Kaninchen
a- rabbit-AP (Sigma) Kaninchen-AK 1:3000 Ziege
a- rabbit-HRP (Sigma) Kaninchen-AK 1:37500 Ziege
a- mouse-AP (Sigma) Maus- und Ratten-AK 1:3000 Ziege
a- mouse-HRP (Sigma) Maus- und Ratten-AK 1:10000 Hase
a- goat-AP (Sigma) Ziege 1:3000 Kaninchen
a- goat-HRP (Sigma) Ziege 1:8000 Kaninchen

2.6.8 Massenspektrometrieanalyse

Immunoprazipitiertes Material wurden von Mirita Franz-Wachtel (Proteomzentrum,
Tubingen) mittels Flussigkeitschromatographie (LC)-MS-MS analysiert. Dazu wurden die
Proben auf ein 12-prozentiges NUPAGE Bis-Tris Gel (Invitrogen) geladen, um die Probe zu
reinigen. Nach einer Laufstrecke von 0,5-1 cm wurden die Proben aus dem Gel geschnitten, die
Proteine mittels Trypsin (Promega) nach Angaben des Herstellers verdaut und aus dem Gel
eluiert. Die LC-MS-MS Analyse wurde mit einer EasyLC Nano-HPLC (Proxeon Biosystems)
und einem LTQ Orbitrap XL Massspektrometer (Thermo Scientific) durchgefiihrt, wie in (Koch
et al., 2011) beschrieben. Die MS-Daten wurden mit der MaxQuant Software (v1.0.14.3, (Cox
und Mann, 2008)). Die Peptidfragmente wurden mit der Mascot Database Suchmachine
(Matrix, Science, UK, Version 2.2.0) mit der IPI-A. thaliana-Proteom-Datenbank (Version
3.82) abgeglichen.
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Die ungefilterten Ergebnisse wurden mit einer FDR (false discovery rate) von 0,01
prozessiert. Diese Falschpositivrate gibt dabei den Schatzwert fur den vorliegenden Datensatz
an, wie viele falschpositive Identifikationen in der Liste der "positiven" Identifikationen
enthalten sind. In grofRen Datensatzen galt ein Protein als sicher identifiziert, wenn es einen
PEP-Wert kleiner oder gleich 0,01 und eine hohe Intensitét < 20.000 hatte. Ein PEP kleiner 0,01
bedeutet, dass das Peptid mit einer Gber 99-prozentigen Wahrscheinlichkeit identifiziert wurde
(Kall et al., 2008).

War der Datensatz nicht grol? genug, z. B. durch eine zu geringe Proteinmenge, konnte keine
statistische Filterung vorgenommen werden. Diese Spektren wurden mit MaxQuant prozessiert
und nach dem Mascot lonen Werten (mascot ion score) der identifizierten Peptide gefiltert. In
diesem kleinen Datensatz, bei der Identifizierung von Interaktionspartnern von GFP-AVR2 aus
Uberexpressionspflanzen, wurden alle identifizierten Peptide in drei Kategorien geteilt. Gruppe
A enthdlt Proteine, deren Mascot Werte p < 0,01 sind, die also mit einer tber 99-prozentigen
Wahrscheinlichkeit identifiziert wurden. In Gruppe B waren Proteine mit Mascot Werten 0,05 >
p > 0,01 und in Gruppe C war 0,1 > p > 0,05. Bei dieser Verrechnungsmethode muf} der Mascot
Wert aller Peptide einer Proteingruppe Uber der Summe der Mascot Werte von B+C liegen,
damit das Protein als sicher identifiziert gilt.

2.6.9 Fluoreszenzmikroskopie

Die Kontrolle der Transformations-Effizienz von Mesophyll-Protoplasten fiir den Luciferase
Assay und der Screen nach GFP-PiAVR2-Uberexpressionspflanzen wurde mit einem Nikon
Eclipse 80i durchgefiihrt. Die Anregung von GFP erfolgte bei 465-495 nm, die Detektion bei
500 nm.

2.6.10 Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Zur Analyse der zellularen Lokalisation von PiIAVR2 und den Proteinen der BSU1-Familie
in vivo, wurden die entsprechenden kodierenden Sequenzen mittels Gateway®-Rekombination
(s. Kapitel 2.4.6) in die Vektoren pABind_mCherry bzw. pUGT2 kloniert (s. Abbildung 4) und
in Nicotiana bethamina (s. Kapitel 2.3.6.) exprimiert. 36-48 h nach Transformation wurde die
Lokalisation der  exprimierten GFP- und mCherry-Fusionsproteine  mit  dem
Laserkonfokalmikroskop TCS SP2 von Leica (Heidelberg) analysiert und mit der Leica
Confocal Software, Version 2.5, visualisiert. Die eGFP-Fluoreszenz wurde dabei mit einem
Argon-Krypton-Laser mit einer Wellenldnge von 488 nm angeregt und das emittierte Licht bei
496-552 nm detektiert. Die Extinktion flr die mCherry-Fluoreszenz lag bei 526 nm und die
Emission der Photonen wurde zwischen 570-620 nm gemessen. Die Autofluoreszenz der
Chloroplasten wurde bei 660-726 nm detektiert. Alle Aufnahmen wurden mit einem
HCxPLApo_63x1,2 Objektiv gemacht.
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2.6.11 FRET-Messungen

In-vivo Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Messungen wurden in Arabidopsis
thaliana Columbia 0 (Col-0) Zellkultur-Protoplasten (s. Kapitel 2.3.3) durchgefuhrt. FRET
bezeichnet den strahlungslosen Energietransfer eines angeregten Donorfluorophors auf einen
Akzeptorfluorophor, welcher die erhaltene Energie in Form von Fluoreszenz abgibt. FRET kann
entstehen, wenn die verwendeten Fluorophore eine geringe Distanz besitzen und das
Emissionsspektrum des Donors mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors Uberlappt. Als
Donorfluorophor wurde eGFP verwendet. Das Akzeptorfluorophor fir den Energietransfer war
mCherry. Es wurde die Abnahme der Fluoreszenz-Lebenszeit des eGFP gemessen.

Aminoterminale GFP-Fusionen der Proteine der BSU1l-Familie wurden durch Gateway-
Rekombination der cDNA-Sequenzen der entsprechenden Gene in p2FGW?7 hergestellt. Die
carboxy-terminale Fusion von PIAVR2 mit RFP erfolgte durch Rekombination von PiAVR2 in
pABind_mCherry. Als Positivkontrolle diente der Vektor pABind_FRET PiAVR2. Alle
Vektoren und Konstrukte sind in Tabelle 4 und in Abbildung 4 gezeigt.

Durch diese Vektoren wurden die entsprechenden GFP- bzw. RFP-Fusionsproteine in den
Protoplasten 20-24 h nach Induktion mit 1 pM Estradiol exprimiert. Zur Uberprifung der
Transformationseffizienz wurden zusatzlich Protoplasten mit dem Vektor p2FGW7
transformiert. Die Herstellung und die Transformation der Protoplasten wurden von Catarina
Brancato aus einer zentralen Einrichtung fiir Pflanzentransformation des ZMBP der Universitat
Tubingen durchgefuhrt.

Die Protoplasten wurden 24 h nach der Transformation wie in Wanke et al. (2011)
beschrieben analysiert. Als Anregungs-Laserquelle wurde eine 473-nm Pulslaser-Diode mit
einer Wiederholungsrate von 20 MHz verwendet (LDH-P-C-470,Picoquant GmbH, Berlin,
Germany). Ein 500 nm dichroitischer Spiegel (FF500-Di01-25636, Semrock) wurde verwendet
um Anregungslicht und die GFP-Fluoreszenz zu trennen. Zurlickgestreutes Licht wurde mit
einem steilen Kantenfilter (LP02-473RU-25 Semrock) gefiltert. Die GFP Fluoreszenz wurde
mit einem 633 nm Kurzpass-Filter (SP01-633RU-25, Semrock) und einem 500 nm Bandpass-
Filter von der Autofluoreszenz getrennt.

2.7  Reportergen-Assays

Um zu Testen, ob PiIAVR2 odere andere P. infestans RXLR-Effektoren die frihen Antworten
der PAMP-induzierten Immunitat supprimieren, wurde ein Luciferase-Assay durchgefihrt,
welcher mittels einem GUS-Assays normalisiert wurde. Dazu wurden Arabidopsis thaliana
Mesohyll-Protoplasten (s. Kap 2.3.4) jeweils gleichzeitig mit drei Konstrukten transformiert.
Fur das erste Konstrukt wurde die cDNA-Sequenz des Effektors in p2GW7 oder p2FGW?7
mittels Gateway®-Technologie rekombiniert (s. Kapitel 2.4.6). Alternativ wurde der leere
p2FGW7-Vektor (exprimiert freies GFP) oder p2GW7-AvrPto transformiert. Der Effektor
AvrPto aus Pseudomonas syringae pv. tomato dient in diesem Test als Positivkontrolle fir die
Suppression, wohingegen p2FGW?7 (GFP) als Negativkontrolle fungiert.
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Das zweite Konstrukt pFRK1-Luc-nos (He et al., 2006) kodiert fir die Luziferase, deren
Expression unter Kontrolle des PAMP-induzierbaren FRK1-Genpromoters ist. Zum
Normalisieren der Transformationseffizienz und als Kontrolle fur Zelltod wurde als drittes
Konstrukt pUbil0-GUS-nos (Norris et al., 1993) genutzt, um anschlieRend einen GUS-Assay (s.
Kapitel 2.7.2) zu machen. Diese drei Plasmide wurden in einem Verhéltnis 4,5:4,5:1 gemischt
und davon 10 pg/100ul Protoplasten transformiert (s.Kapitel 2.3.4). Die Protoplasten wurden
danach im Dunkeln bei 22° C fur 16 h vor der Messung inkubiert.

2.7.1 Luciferase-Assay

Zu 100 pl Protoplasten (2 x 10° Pp/ ml) wurde mit 1 pl Luciferin (20 mM Leuchtkéafer-D-
Luciferin, synthetisch, PJK, Kleinblittersdorf) vorsichtig vermischt und nach 40 min 1ul flg22
(50mM, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Georg Felix) oder Wasser dazugegeben.
Die Lumineszenz wurde alle 2 h, ber einen Zeitraum von 8 h, mit dem Luminometer Mithras
LB940 (Berthold) gemessen und mit der Software Microwin 2000, Version 1.2, dargestellt. Die
produzierte Lichtmenge (Relative Lichteinheiten = RLE) wurde lber die Zeit aufgetragen. Von
jeder Probe wurden Triplikate gemessen und jedes Experiment mindestens dreimal wiederholt.

2.7.2 GUS-Assay

Fir den GUS-Assay wurden 100 ul Protoplasten, wie oben beschrieben, mit dem
Reporterkonstrukt pUbi1l0-GUS-nos (Norris et al., 1993) transformiert. Nach 16 h bei 22°C
wurde die Hélfte der Protoplasten mit flg22 (500 nM Endkonzentration) elizitiert, die andere
Hélfte wurde unbehandelt als Kontrolle mitgefiihrt. Sechs Stunden spater wurden die
Protoplasten 5 sek bei maximaler Beschleunigung abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet sofort in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Pellets wurden mit 100
ul 1 x CCLR (Zell-Lyse-Puffer aus Promega Luciferase Kit) gemischt und 5 min auf Eis
inkubiert. Triplikate & 10 ul wurden mit 90 ul MUG (1 mM MUG; 100 mM Tris-HCI pH 8; 2
mM MgCl,) gemischt. Nach 30 min Inkubation bei 37° C wurde eine weitere Umsetzung des
Substrates durch Zugabe von 900 pl 0,2 M Na,COs gestoppt. Im MWGt Sirius HT Injector
wurde die entstandene Fluoreszenz gemessen (Aex = 360 nm, Aem = 460 Nnm). Das Verhaltnis von
GUS-AKktivitat im Pellet zur GUS-Aktivitat im Uberstand wurde mit Microsoft Excel gaphisch
dargestellt und diente als Kontrolle fiir Zelltod.

2.7.3 Auswertung LUC-/GUS-Rate

Zur Auswertung der Induktion der FRK1-Luciferase Expression wurden die RLE-Werte der
Luciferase-Messung zum Zeitpunkt 6 h (nach der Elizitierung) mit den GUS-Werten nach der
folgenden Formel in Microsoft Excel verechnet und visualisiert:

LUC(+Flg22/-Flg22)
GUS(+Flg22/-Fig22)
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2.8 Phéanotypische Pflanzenversuche

2.8.1 Infektionsstudien mit verschiedenen Pathogenen

Es wurden mit Dexamethason-induzierbaren GFP-PiAVR2-Linien und GFP-PiAVR2-
Uberexpressionslinien Infektionsstudien mit dem hemi-biotrophen Oomyceten Phytophthora
parasitica und dem obligat biotrophen Oomyceten Hyaloperonospora arabidopsidis
durchgefuhrt.

2.8.1.1 Infektion mit Phytophthora parasitica

Diese Infektionsstudien wurden freundlicherweise von Agnés Attard (INRA, Sophia-
Antipolis, France) durchgefiihrt. Die Wurzelinfektionen der A. thaliana-Linien mit Zoosporen
von Phytophthora parasitica (Stamm 310) wurden, wie in Attard et al. (2010) beschrieben,
durchgefuhrt und mit dem dort definiertem Befallsindex ausgewertet.

2.8.1.2 Infektion mit Hyaloperonospora arabidopsidis Noco2

Diese Infektionsstudien wurden freundlicherweise von Harrald Keller (INRA, Sophia-
Antipolis, Frankreich) durchgefihrt. Dafuir wurden sieben Tage alte A. thaliana Col0 Pflanzen
und verschiedene Uberexpressionslinien mit einer einer frischen Sporenlésung (40 Sporen/ pl)
bespriht. Die Pflanzen wurden fur 24 h bei hoher Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach 5 Tagen
wurden die Pflanzen mit destilliertem Wasser erneut befeuchtet und weitere 24-48 h bei hoher
Luftfeuchtigkeit gehalten. Danach wurden die Blatter geerntet und die Sporenmenge pro mg
Frischgewicht gezahlt.

2.8.2 Hypokotyllangen-Messungen

Die relative Hypokotyllange der Keimlinge von A. thaliana Col-0, zwei pGreen0229-
Kontroll-Linien und drei unabhdngigen 35S::GFP-PiAVR2-Linien wurde nach sieben Tagen
vertikalem Wachstum in vollstdndiger Dunkelheit auf % MS (1% Saccharose = 1 uM
Brassinazol, Sigma) mit ImageJ (1.45; Windows) gemessen. Die Werte wurden in Microsoft
Excel exportiert und es wurde der Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils mindestens
25 Werte berechnet. Es wurden drei biologische Replikate angefertigt.

2.8.3 Wurzellangen-Messungen

Fir die Bestimmung der Wurzellangen wurden Keimlinge von Col-0, zwei pGreen_0229-
Kontrolllinien und drei unabhéngigen 35S::GFP-PiAVR2-Linien nach sechs Tagen vertikalem
Wachstum in Dauerlicht von % MS (1% Saccharose) auf %2 MS (1% Saccharose +2 nM
Epibrassinolid, Sigma) umgesetzt und nach sechs bis zehn Tagen ausgewertet (s. Kapitel 2.8.2).
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2.9  Hormon- und Sterolmessungen

2.9.1 Bestimmung der Hormonlevel in Pflanzen

Fur die Hormonmessungen in den Keimlingen wurden zwei 35S::GFP-PiAVR2-Linien und
zwei pGreen_0229 Kontrolllinien 14 Tage bei kontinuierlichem Licht angezogen. Die
erwachsenen Pflanzen der gleichen Linien wuchsen funf Wochen bei 8 h Licht tdglich. Die
Aufarbeitung der Proben wund die Analyse mittels Gaschromatographie (GC)-
Massenspektrometrie (MS) wurde freundlicher-weise von Karl Wurster (ZMBP) durchgefihrt,
wie in Lenz et al. (2011) beschrieben.

2.9.2 Bestimmung des Sterolgehaltes von Pflanzen

Die Messungen des Sterolgehalt in den Uberexpressionslinien und den Kontrollpflanzen
wurden freundlicherweise von Vera Wewer (IMBIO, Bonn) durchgefiihrt. Die Quantifizierung
der freien Sterole wurde, wie in Wewer et al. (2011) beschrieben, mittels GC-MS durchgefiihrt
und ein Aliquot der Lipidextraktion wurde mit Q-TOF weiter analysiert, um die konjugierten
Sterole zu detektieren.

2.10 Datenbankanalysen

Die Sequenzen der Gene der BSU1-Familie wurden TAIR — The Arabidopsis Information
Resource (http://www.arabidopsis.org/index.jsp) entnommen. Die Transkriptlevel der BSU1-

Genfamilie wurden mit dem eFP Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp) visualisiert.
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Allgemeines

RXLR-Proteine sind als eine groRe Familie der Effektoren von Oomyceten bekannt. Eine
Vielzahl von ihnen wird von Resistenzproteinen des pflanzlichen Immunsystems erkannt und
l6st damit eine Effektor-vermittelte-Immunitat (ETI). PIAVR2 ist ein RXLR-Effektor von P.
infestans, der vom Solanum demissum Resistenzprotein R2 erkannt wird. In Zusammenarbeit
mit Paul Birch (SCRI, Dundee) sollte PIAVR2 naher charakterisiert werden. Wahrend die
Gruppe um Paul Birch die Wirkungsweise von PiAVR2 in den Wirtspflanzen Kartoffel und N.
benthamiana untersuchte, wurde fur die hier vorgelegte Arbeit die Modellpflanze Arabidopsis
thaliana verwendet.

3.2 PiIAVR2 interagiert mit BSL1, BSL2 und BSL3

Fur die Analyse von PiAVR2 wurde das korrespondierende Gen (PITG_22870) aus dem
Phytophthora infestans Isolat T30-4 amplifiziert (ohne die Sequenz fir das Signalpeptid) und in
pDONR221 Kloniert (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von E. Gilroy) und danach
mittels Gateway®-Technologie in verschiedene Zielvektoren kloniert.

Um maogliche pflanzliche Interaktionspartner von PiAVR2 zu identifizieren, wurde HA-
PiIAVR2 in Arabidopsis-Protoplasten exprimiert und anschlieBend eine Immunoprazipitation
(IP) durchgefiihrt. Vorarbeiten haben gezeigt, dass die herkdmmlichen Expressionsvektoren nur
sehr geringe Mengen an Protein liefern (s. Abbildung 5). Dementsprechend wurde der
Expressionvektor durch Einbau einer Kozak-Sequenz modifiziert, um die fir die IP
erforderliche erhdhte Expression zu ermdglichen. Die Kozak-Sequenz dient fir das Ribosom als
Startsignal flr die Translation von eukaryotischer mRNA. Das resultierende 35S::Koz-HA-
PiAVR2-Konstrukt wurde erneut in Protoplasten transformiert und damit konnte eine sechsmal
starkere Expression von HA-PiAVR?2 erzielt werden (s. Abbildung 5).

HA-PiAVR2 Abbildung 5: Optimierung der HA-
GFP “Koz TKoz PiAVR2-Expression
1 1 3 1 3 A. thaliana Mesophyll-Protoplasten wurden

mit p2FGW?7 (GFP-Expressionskontrolle)
— bzw. 35S:: HA-PiAVR2 (mit oder ohne Kozak
* % Sequenz) in p2GW7 Plasmidkonstrukten
transformiert. Nach 24 h wurde der
Proteinextrakt aus (1) 10.000 bzw. (3) 30.000
Protoplasten mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und durch Immunoblot mit HA-Antikdrpern
analysiert. *HA-PiAVR2-Bande = 10 kDa
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Mit diesem Konstrukt wurde HA-PiAVR?2 in A. thaliana Mesophyll-Protoplasten exprimiert.
24 h nach der Transformation wurden die Protoplasten aufgeschlossen und eine
Immunoprazipitation an HA-Agarose durchgefihrt. Das Ergebnis der Immunoprazipitation von
HA-PiAVR?2 ist in Abbildung 6 dargestellt.

Abbildung 6: Immunopréazipitation von
HA-PiAVR2

> HA-PIAVR2 wurde transient in A. thaliana
§ Mesophyll-Protoplasten exprimiert. Das
& Immunoprézipitat wurde mit anti-HA-
éfr" Agarose gewonnen. Die Immunodetektion
Q erfolgte mittels HA-Antikorper. IP:
~ Immunoprézipitat; Post-I1P: Durchlauf; *HA-

b -‘ 5 PiAVR2-Bande

Nach der erfolgreichen Immunoprézipitation von HA-PIAVR2 wurde eine
tandem-massenspektrometrische Analyse der PiAVR2-Interaktoren durchgefihrt. Das Prinzip
dieser Methode beruht auf einer massenspektrometrischen Analyse zuvor chromatographisch
aufgetrennter Peptide nach tryptischen Verdau eines Proteingemisches. Dabei werden
ausgewdhlte Peptide durch lonisierung weiter aufgespalten und die Fragmente erneut
massenspektrometrisch analysiert und mit einer Datenbank verglichen, um sie den
entsprechenden Proteinen zuzuordnen (Link et al., 1999). In Kooperation mit Mirita Franz
(Proteomzentrum, Tibingen) wurden zwei unabhdngige Experimente durchgefiihrt. Die
Ergebnisse beider Analysen sind in Tabelle 7 bzw. und Tabelle 8 aufgelistet. Als Kontrolle
wurde in beiden IP-Tandem-MS-Analysen das HA-AvrPto des Bakteriums Pseudomonas
syringae verwendet. Proteine, die sowohl fir HA-PiAVR2 als auch HA-AvrPto identifiziert
wurden, wurden aus Tabelle 7 und Tabelle 8 entfernt, so dass nur die spezifischen Interaktoren
aufgelistet wurden. HSP 70 wird in vielen MS-Analysen gefunden (persénliche Kommunikation
Mirita Franz) und wird deshalb als falsch positiv gewertet. Aus beiden Experimenten geht
hervor, dass PIAVR2 mit BSU1-LIKE 1 (BSL1), BSL2 und BSL3, drei Serin-Threonin-
Phosphatasen der BSU1-Familie interagiert. BRI1 SUPPRESSOR 1 (BSU1) und BSL1, eines
seiner drei Homologe sind positive Regulatoren im BR-Signalweg (s. Einleitung).
Interessanterweise konnte in keiner der beiden Analysen BSUL als Interaktionspartner von
PiAVR?2 identifiziert werden.
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Tabelle 7: Ergebnisse der Tandem MS Analyse der ersten Immunoprézipitation von HA-PiAVR2

Es wurden nur die Proteine aufgelistet, die ausschlieRlich nach der IP mit HA-PiAVR2 und nicht mit HA-
AvrPto identifiziert wurden. Ein Protein galt als sicher identifiziert, wenn der PEP-Wert < 1*10- war, pro
Protein mindestens zwei Peptide gefunden wurden und die Intensitat mindestens 20000 erreichte. PEP:
Posterrior error probability= Wahrscheinlichkeit fir eine falsche Identifikation eines Proteins. Die
Proteinsequenz von BSL2 und BSL3 ist zu ahnlich, um die identifizierten Peptide eindeutig einer von
beiden Phosphatasen zuordnen zu kénnen.

Name Funktion Uniprot Peptide |PEP Intensitat
. . Q42445;
HSP70 Hitzeschockprotein QOLHAS; Q97555 12 4,73E-87 215.690
BSL1 serin/Threonin-pProtein o) 7y 15  3,01E-68 3.164.900
Phosphatase
Calcineurin-ahnl.
At1g07010 Phosphoesterase Q8L774 2 4,62E-14 261.980
Protein
Serin/Threonin-Protein  Q9SJFO; Q9SHS7-
BSL2; BSL 1,70E-1 4.
SL2; BSL3 Phosphatase 1; Q9SHS7-2 > ,70E-13304.500
APS1 chloropl. Proteinder oo, 2 1,60E-11 140.820
Starkesynthese
. Q39000;
ATASE2 ﬁ?;‘:feﬁzgsphorybosy" Q5MATS; 2 3,06E-10 206.250
Q9STGY
Post-illumination
Chlorophyll
PIFI . Q9FPH6; Q9LVZ5 3 2,92E-07 519.670
Fluorescence increase
protein

Tabelle 8: Ergebnisse der Tandem MS Analyse der zweiten Immunoprazipitation von HA-PiAVR2

Es wurden nur die Proteine aufgelistet, die ausschlieRlich nach der IP mit HA-PiAVR2 und nicht mit HA-
AvrPto identifiziert wurden. Ein Protein galt als sicher identifiziert, wenn der PEP-Wert < 1*10° war, pro
Protein mindestens zwei Peptide gefunden wurden und die Intensitidt mindestens 10000 erreichte. PEP:
Posterrior error probability= Wahrscheinlichkeit fir eine falsche Identifikation eines Proteins. Die
Proteinsequenz von BSL2 und BSL3 ist zu dhnlich, um die identifizierten Peptide eindeutig einer von
beiden Phosphatasen zuordnen zu kénnen.

Name Funktion Uniprot Peptide |PEP Intensitat
. . Q42445; Q9LHAS;
HSP70 Hitzeschockprotein Q97555 11 2,78E-86 68.494
BSL1 serin/Threonin-Protein - g, 75 19 3,45E-55 1.878.100
Phosphatase
) Serin/Threonin-Protein Q9SJFO; Q9SHS7-1;
BSL2; BSL3 i QOSHS7-2 14 2,60E-52 822.360
ATP-Synthase, y-Kette, Q01908; B9DI66;
F-ATP 3 9,87E-19 101.810
ase chloropl. Q9suI9 !
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3.3 In-vivo Interaktionsstudien zwischen PiIAVR2 und den
Kelchphosphatasen der BSU1-Familie

Die vier Proteine der BSU1l Familie bilden die Klasse der Kelchphosphatasen. Die
Proteinsequenz von BSU1 zeigt in Arabidopsis eine 53 prozentige Ahnlichkeit mit BSL1 und
eine 43-prozentige Ahnlichkeit mit BSL2 und BSL3. Hingegen weist BSL1 eine Ahnlichkeit
von (ber 60 % mit BSL2 und BSL3 auf und BSL2 und BSL3 haben untereinander sogar eine
Ahnlichkeit von 98 %. An ihrem N-Terminus haben die Phosphatasen der BSU1-Familie einen
B-Kelch-Propeller (Farkas et al., 2007), der sich aus sechs B-Faltblattern zusammensetzt, wobei
der n-terminale Verschluss des Propellers aus dem ersten n-terminalen und den letzten drei c-
terminalen B-Strangen geformt ist (Farkas et al., 2007; Mora-Garcia et al., 2004). In
Abbildung 7 ist ein Sequenzvergleich der Proteine der BSU1 Familie gezeigt. Die n-terminale
Region bildet die Kelchdomane (blau) und ist (ber eine Linker-Region (grin) mit der
katalytischen Untereinheit (rot) verbunden. Die Sterne makieren die fir Kelchdoménen
typischen Glycin-Paare. Sie formen in der dreidimensionalen Propeller-Struktur jeweils die
schmalste Stelle eines jeden p-Faltblatt-,Rotorblattes. Aufgrund von biochemischen
Untersuchungen geht man davon aus, dass Proteine mit Kelchdoménen wahrscheinlich mit den
verschiedenen Interaktionsstellen an ihren B-Propeller-Doménen in Multi-Protein-Komplexen
agieren (Farkas et al., 2007). Daher wurde im Folgenden untersucht, ob die Interaktion der
Kelchphosphatasen mit PIAVR2 mittels Uberexpression bestatigt werden kann.
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Abbildung 7: Sequenzvergleich der BSU1 Familie

Proteinsequenzalignment von AtBSU1 (AT1G03445.1), AtBSL1(AT4G03080.1), AtBSL2
(AT1G08420.1) und AtBSL3 (AT2G27210.1) Die Sequenzen wurden mittels der ClustalW-Methode mit
»MegAlign 5.0“ von DNAStar ausgerichtet. Es sind die Kelch-Doméne (blau), die Linker-Region (griin)
und die Phosphatase-Doméane (rot) markiert. Die Sterne markieren die fir Kelch-Doménen
charakteristischen Glycin-Paare, welche in unregelmafigen Abstanden von einer hydrophoben
Aminosaure (turkis) und einem Tryptophan (violett) gefolgt werden.
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Eine Co-IP-Analyse sollte einen direkten immunologischen Nachweis fir die in vivo
Interaktion von PiAVR2 mit den BSLs liefern und die Spezifitdt der Interaktion bestimmen.
Dafiir wurden die kodierenden Sequenzen aller Mitglieder der BSU1-Familie aus A. thaliana
cDNA amplifiziert und in einen Gateway Vektor flr einen N-terminalen Myc-Tag kloniert. Die
Myc-BSL-Konstrukte wurden mit HA-PiAVR2-Konstrukten in  Mesophyll-Protoplasten
kotransformiert. Das anti-HA-Agarose-Immunopézipitat wurde mittels SDS-PAGE und
anschlieBender Immundetektion mit myc-bzw. HA-Antikorpern analysiert. Es war eine
deutliche Interaktion von HA-PiAVR2 mit myc-BSL3 zu erkennen (s. Abbildung 8). Aufgrund
der stdrkeren Expression von myc-BSL2 wurde absolut die gleiche Menge HA-PIAVR2
immunoprazipitiert wie mit dem deutlich geringer exprimierten myc-BSL3. Jedoch ist die
Interaktion von HA-PiAVR2 mit myc-BSL1 und mit myc-BSL2 etwas schwécher ausgepragt
als mit myc-BSL3. Es konnte keine Interaktion von myc-BSU1 mit HA-PIAVR2 detektiert
werden. Dadurch bestatigt sich das Ergebnis der MS-basierten IP-Analyse.

Myc-BSUL1 (rund 90 kDa) weist bei jeder Expression eine Doppelbande in der Western-Blot
Analyse auf. Es handelt sich bei der kleineren Bande entweder um ein Abbauprodukt von myc-
BSUL oder um die dephosphorylierte Form der Phosphatase. Doppelbanden wurden auch fur
myc-BSL2 und selten fur myc-BSL3 beobachtet. Da fir die SDS-PAGE-Gelelektrophorese
jedoch die Proteine denaturiert werden, konnte nicht festgestellt werden, ob HA-PiIAVR2 nur
mit einer spezifischen Bande der BSLs interagiert.

HA-PiAVR2 leerer HA-Vektor

* - = o + = o = myc-BSU1
“ % = - - + o - myc-BSL1
- - + - - - + - myc-BSL2
- - - + - - - +  myc-BSL3
| IP: HA
IB: myc

input
IB: myc

input
IB: HA

Abbildung 8: In vivo Co-Immunoprazipitationen von PiIAVR2 mit BSU1, BSL1, BSL2 und
BSL3

HA-PIAVR2 wurde zusammen mit myc-BSLs transient in A. thaliana Mesophyll-Protoplasten
exprimiert. Die Immunoprazipitate wurden mit anti-HA-Agarose gewonnen. Die Immunondtektion
wurden mit myc- bzw. HA-Antikorpern analysiert. 1B: Immunoblot (HA-PIAVR2 = 10 kDa; myc-
BSU1 =90 kDa; myc-BSL1 = 90 kDa; myc-BSL2 = 110 kDa; myc-BSL3 = 109 kDa
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Das P. infestans Isolat 06_3982A besitzt statt PiIAVR2 eine divergente Form dieses
Effektors, PIAVR2-like genannt.

Diese hat im Vergleich zu PiIAVR2 13 Aminosaure-Polymorphismen, acht davon in der C-
terminalen Effektordoméne (Gilroy et al., 2011a). PiIAVR2-like wird nicht vom Solanaceaen-
Resistenzprotein R2 erkannt und somit entkommt dieses virulente P. infestans Isolat einer R2-
induzierten Hypersensiblen Reaktion (Gilroy et al., 2011a). Eine weitere Co-IP-Analyse sollte
klaren, ob auch PiAVR2-like mit den Kelchphosphatasen interagiert. Wie in Abbildung 9
gezeigt ist, interagiert PiAVR2-like auch mit BSL1, BSL2 und BSL3. Wie in der
vorrangegangenen Co-IP-Analyse, konnte auch hier keine Interaktion mit myc-BSU1
nachgewiesen werden. Es kann also geschlossen werden, dass die 13 Aminosaure-Austausche in
PiAVR2-like keinen Einfluss auf die Bindung der BSLs haben. Mdgliche Erklarungsansétze
hierfir sind: Es wird nicht die Bindung von PiAVR2 an die BSLs von R2 erkannt, sonden der
ausgeloste Effekt. Oder bei der Bindung von PiAVR2-like an die BSLs kommt es zu einer
veranderten Konformation im Vergleich zum PiAVR2-BSL-Komplex und dadurch wird der
Proteinkomplex nicht von R2 erkannt.

HA-PiAVR2-like leerer HA-Vektor

+ = a - + = - = myc-BSU1

- + - - - + - - myc-BSL1

- - + - - - + - myc-BSL2

- - - + - - - + myc-BSL3
T e ' IP: HA

IB: myc

input

IB: myc

input

: IB: HA

Abbildung 9: In vivo Co-Immunoprazipitationen von PiAVR2-like mit BSU1, BSL1, BSL2
und BSL3

HA-PiAVR2-like wurde zusammen mit myc-BSLs transient in A. thaliana Mesophyll-Protoplasten
exprimiert. Die Immunoprazipitate (IP) wurden mit anti-HA-Agarose gewonnen. Die
Immunondtektion wurden mit myc- bzw. HA-Antikoérpern analysiert. 1B: Immunoblot

3.4 Invivo Interaktionsstudien mittels FRET-FLIM

Um die zuvor postulierten Interaktionen zwischen PiIAVR2 und BSL1-3 in vivo weiter zu
untersuchen und zu validieren, wurde ein Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) mit
einer  Zwei-Chromophor-Fluoreszenz-Lebenszeit-lmage  Mikroskopie  (FLIM)-Analyse
gekoppelt. Die Mitglieder der BSL-Familie wurden mit einem aminoterminalen GFP-tag unter
der Kontrolle eines Ubiquitin-Promotors exprimiert (Abbildung 4 in Material und Methoden:
Plasmid PUGT2).
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PiAVR2 wurde mit einem carboxyterminalen mCherry unter der Kontrolle eines Estradiol-
induzierbaren Promotors exprimiert (Abbildung 4 in Material und Methoden: XVE-System).

Das aminoterminal an die BSLs fusionierte GFP diente als Anregungs-Energie-Donor.
PIAVR2-RFP diente als Akzeptor fur den Energietransfer. PIAVR2-GFP-RFP wurde als
Positivkontrolle  fir  eines  optimalen  Energietransfers  verwendet. Die  GFP-
Fluoreszenzlebenszeit von freiem GFP in Kombination mit PiAVR2-RFP fungierte als
Negativkontrolle. Die Transformation der Zellkultur-Protoplasten wurde freundlicherweise von
Catarina Brancato (zentrale Einrichtung, ZMBP) durchgefuhrt.

Die Messungen mit GFP-BSL1, GFP-BSL2 und GFP-BSL3 jeweils zusammen mit PiIAVR2-
RFP weisen signifikante Reduktionen (p < 0,05) der GFP-Fluoreszenzlebenszeit im Vergleich
zur Negativkontrolle auf (s. Abbildung 10A). PIAVR2 befindet sich also in ausreichender
raumlicher Néhe zu BSL1-3, um einen Energietransfer zu ermdglichen. Obwohl die
Reduktionen der Fluoreszenslebenszeit verhaltnismaRig gering sind, unterstiitzt dieses Ergebnis
klar eine in vivo Interaktion von PiIAVR2-RFP mit GFP-BSL1, GFP-BSL2 bzw. GFP-BSL3.
Die Flureszenzlebenszeit von GFP-BSU1 war verglichen mit der Negativkontrolle nicht
verringert, wenn es mit PIAVR2-RFP koexprimiert wurde. Das heif3t, dass sich PIAVR2-RFP
nicht nah genug an GFP-BSUL befindet, um eine Interaktion dieser zwei Proteine zu
ermoglichen.

PiAVR2-GFP-RFP

PiIAVR2-RFP
GFP-BSL3

PiAVR2-RFP
GFP-BSL2

PiAVR2-RFP
GFP-BSL1

PiAVR2-RFP
GFP-BSU1

PIAVR2-RFP
GFP

1,9 2,4
GFP-Fluoreszens-Lebenszeit [ns]

Abbildung 10: In vivo Interaktionsstudien mittels FRET-Messungen

In vivo GFP-Fluoreszens-Lebenszeit-Messungen mit den angegebenen Proteinkombinationen
wurden 24 h nach der Transformation von Zellkultur-Protoplasten durchgefihrt. Die Induktion
der Expression erfolgte 8 h nach der Transformation durch Estradiolzugabe.

PiAVR2-GFP-RFP = Positivkontrolle; PIAVR2-RFP + freies GFP = Negativkontrolle
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3.5 Ko-Lokalisationstudien zwischen PIAVR2 und den Proteinen der
BSU1-Familie

Unter der Kontrolle eines 35S-Promotors lokalisiert BSU1-YFP vorrangig im Zellkern und
schwach im Cytoplasma (Kim et al., 2009). BSL1-YFP hingegen konnte nur im Cytoplasma
und in der Plasmamembran visualisiert werden (Kim et al., 2009).

Um festzustellen, ob PiAVR2 mit den BSLs kolokalisiert, und um herauszufinden, ob
PiAVR2 die Lokalisierung der BSLs verdndert, wurden Lokalisierungsstudien in Mesophyll-
Protoplasten mittels konfokaler Lasermikroskopie durchgefuhrt. Dafiir wurden die gleichen
Fusionskonstrukte wie in den FRET-FLIM Analysen verwendet. Abbildung 11 zeigt die
Lokalisierung von PiIAVR2-RFP und GFP-BSLs in Arabidopsis-Protoplasten. Alle GFP-BSLs
konnten im Cytoplasma, insbesondere in der Zellperipherie, beobachtet werden. Jedoch
lokalisierten nur GFP-BSU1, GFP-BSL2 und GFP-BSL3 auch im Zellkern. PiIAVR2-RFP
wurde im Cytoplasma der Zellperipherie und im Zellkern visualisiert.

Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, kolokalisieren GFP-BSU1, GFP-BSL2 und GFP-BSL3 im
Cytoplasma und im Zellkern mit PiAVR2-RFP. Die Koexpression von GFP-BSL1 mit
PIAVR2-RFP fihrte zu einer Verlagerung von PiIAVR2. Genau wie GFP-BSL1 allein konnte
PiAVR2-RFP in Kombination mit GFP-BSL1 nur noch in der Zellperipherie, jedoch nicht mehr
im Zellkern visualisiert werden.
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Uberlagerung RFP Chloroplasten

GFP

GFP-BSU1

GFP-BSL1

GFP-BSL2

GFP-BSL3

PiAVR2-RFP

Abbildung 11: Lokalisation der GFP-BSLs und PiAVR2-RFP in Protoplasten

A. thaliana Protoplasten wurden mit den angegebenen Plasmidkombinationen transformiert und 16 h
mittels konfokaler Lasermikroskopie untersucht. In der farbigen Abbildung ist GFP in grin, RFP in rot
und Chloroplasten in blau gezeigt. Der GroRenbalken entspricht 10 um.
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Uberlagerung Chloroplasten

GFP
AVR2-RFP

GFP-BSU1
AVR2-RFP

GFP-BSL1
RFP-AVR2

GFP-BSL2
RFP-AVR2

GFP-BSL3
RFP-AVR2

Abbildung 12: Kolokalisationsanalyse der GFP-BSLs und PiAVR2-RFP in Protoplasten

A. thaliana Protoplasten wurden mit den angegebenen Plasmidkombinationen kotransformiert und 16
h mittels konfokaler Lasermikroskopie untersucht. In der farbigen Abbildung ist GFP in griin, RFP in rot
und Chloroplasten in blau gezeigt. Uberlagerungen von GFP und RFP werden in gelb dargestellt. Der
GrolRenbalken entspricht 10 um.

Mittels Agrobakterien-vermittelter Transformation wurden die gleichen Proteine transient in
Nicotiana benthamiana exprimiert (s. Kapitel 2.3.6), um die Lokalisation der Proteine in planta
zu bestatigen. Nach 48 h wurde die Lokalisation der Kelchphosphatasen und von PiAVR2
mittels konfokaler Lasermikroskopie untersucht. GFP-BSUL lokalisierte wie erwartet stark im
Zellkern und schwach im Cytoplasma (s. Abbildung 13 A). Der dunkle Fleck auf dem Zellkern
ist das Zentralkérperchen, in dem kein GFP-BSU1 visualisiert werden konnte. Obwohl BSU1
die grofite Homologie mit BSL1 aufweist, lokalisiert GFP-BSL1 als einzige Kelchphosphatase
ausschlieBlich im Cytoplasma (s. Abbildung 13 B). GFP-BSL2 und GFP-BSL3 sind wie GFP-
BSU1 vorrangig im Zellkern, ebenfalls nicht im Zentralkdrperchen und nur minimal im
Cytoplasma, vertreten (s. Abbildung 13 C und D). PiIAVR2-RFP lokalisiert in Tabak in den
gleichen Kompartimenten wie GFP-BSU1, GFP-BSL2 und GFP-BSL3. Das RFP-Signal konnte
in der Zellperipherie, sowie im Cytoplasma und im Zellkern, jedoch nicht im Zentralkdrperchen
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visualisiert werden (s. Abbildung 13 E). Diese Ergebnisse bestatigen die Lokalisationen der
Proteine in Protoplasten.

<
ot & a®
2 R%%¥ Y
SRS,

Ponceau$

Abbildung 13: Lokalisation von PiAVR2 und den Kelchphosphatasen in Tabak

Die transiente Expression von (A) GFP-BSU1, (B) GFP-BSL1, (C) GFP-BSL2, (D) GFP-BSL3 und (E)
PiIAVR2-RFP in N. benthamiana wurde nach 48 h mittels konfokaler Lasermikroskopie analysiert. grun:
GFP; rot: RFP; blau: Chloroplasten; GroRenbalken: 20 um (F) Immundetektionen der Expressionen in
Tabak: Die Expressionskontrollen wurden 96 h nach Agrobakterien-Infiltration in Tabak geerntet. Die
Proteinextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit GFP bzw. RFP Antikdrpern analysiert.
Als Ladekontrolle ist jeweils die Ponceau-Farbung der Membranen nach dem Blot gezeigt. * zu
erwartende Banden der Fusionsproteine; ** Degradationsbanden
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Die vollstandige Expression der Fusionsproteine in Tabak wurde mittels Immundetektion mit
GFP- bzw. RFP-Antikorpern wberprift (s. Abbildung 13 F). Die Fusionsproteine der
Kelchphosphatasen laufen alle ein wenig langsamer als entsprechend ihrer theoretischen GroRe
zu erwarten waére. Dies lasst vermuten, dass sie glykosiliert oder phosphoryliert vorliegen.
Sowohl die GFP-Fusionsproteine als auch das PIAVR2-RFP zeigen Degradationsbanden. Der
Grol3teil der Proteine ist allerdings intakt.

3.6  Untersuchung des Einflusses von PiAVR2 auf den Brassinosteroid-
Signalweg

Die Kelchphosphatasen BSU1 und BSL1 sind positive Regulatoren im Brassinosteroid (BR)-
Signalweg (Mora-Garcia et al., 2004). Bindet Epibrassinolid (BL) an den Rezeptor BRI1, so
wird der BR-Signalweg induziert und im Zuge dessen BSU1l und BSL1 aktiviert. BSUL
dephosphoryliert die GSK3-Kinase BIN2. Dadurch kann BIN2 nicht mehr die
Transkriptionsfaktoren BZR1 und BZR2 (fruher BES1: BRI1-INSENSITIVE-EMS-Mutante)
phosphorylieren und inaktivieren. De-Phosphorylierte BZR1 und BZR2 kdnnen so im Zellkern
die Regulation von BR-regulierten Genen steuern. Der Transkriptionsfaktor BZR2 und
verschiedene BR-regulierte Gene wurden als Marker benutzt, um den Einfluss von PiIAVR2 auf
den BR-Signalweg zu bestimmen.

3.6.1 Einfluss von PiAVRZ2 auf die BR-abhingige Aktivierung von BZR2

Eine Immundetektion von endogenem BZR2 kann nur mit BZR2-spezifischen Antikdrpern
erfolgen (freundlicherweise zur Verfigung gestelllt von Yanhai Yin, Ames, IA, USA).
Allerdings konnte mit BZR2-Antikdrpern kein endogenes BZR2 in Mesophyll-Protoplasten
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Der Grund hierfur liegt moglicherweise am geringen
Expressionsniveau von BZR2 in erwachsenen Pflanzen oder die, aus den Protoplasten
extrahierte, Proteinmenge ist nicht ausreichend flir eine Immundetektion von endogenem BZR2.

Um diese Problematik zu umgehen, wurde ein BZR2-GFP Konstrukt (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Sacco de Vries, Wageningen, NL) unter der Kontrolle eines 35S-
Promotors in Mesophyll-Protoplasten transformiert. In der GFP-Kontrolle in Abwesenheit von
BL zeigt die Immundetektion dieser BZR2-GFP Fusionsproteine mit GFP-Antikorpern zwei
deutliche Banden (s. Abbildung 14 A). Die Bande bei 70 kDa ist unphosphoryliertes BZR2. Die
obere Bande (bei rund 85 kDa) enstspricht der phosphorylierten Form von BZR2 (pBZR2).

Bereits nach einer Stunde Behandlung mit 1 uM Epibrassinolid (BL) akkumuliert
unphosphoryliertes BZR2-GFP. Das Protoplastensystem zeigt also dieselbe Reaktion auf BL
wie 35S::BZR2-GFP Keimlinge (Yin et al., 2002) und scheint bestens geeignet fur die
Untersuchung eines Effektes von PiAVR2 auf die Aktivierung von BZR2. Die Koexpression
von BZR2-GFP mit GFP-PiAVR2 fiihrt zur Detektion von BZR2-GFP nur in seiner aktiven
(dephosphorylierten) Form, unabhangig von der Behandlung mit BL (s. Abbildung 14 B). Diese
scheinbare Aktivierung des Transktionsfaktor BZR2-GFP in Présenz GFP-PiAVR2 impliziert,
dass PiAVR2 ein positiver Regulator der BSLs ist.
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Daher misste sich eine GFP-PIAVR2-Expression positiv auf die Aktivierung der
Brassinosteroid-Signalkaskade auswirken. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde die
Expression von Brassinosteroid-regulierten Genen Uberprift.

A BZR2-GFP B BZR2-GFP
GFP GFP-PiAVR2
-BL +BL -BL +BL
0 1 3 0 1 3 [h] 0 1 3 0 1 3 [h]
3 - F pBZR2 pBZR2
— —— — o - o— BZR2 u“-h‘dBZRz

e e W e e al + D - - - -

PiAVR2-GFP

i
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G T T ——— GFP N ™
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Abbildung 14: Einfluss von PiAVR2 auf die Aktivierung von BZR2-GFP

A. thaliana Mesophyll-Protoplasten wurden mit GFP-BZR2 und GFP bzw. GFP-PIAVR2
kotransformiert und 16 h spéter 0-3 h mit 1 um Epibrassinolid (BL) respektive Wasser behandelt. Die
Proteinextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Immunoblot mit GFP-Antikdrpern
analysiert.

* Unspezifische Bande = Rubisco, dient als Ladekontrolle; ** Abbbaubanden von PiAVR2-GFP;
pBZR2 = phosphoryliertes, inaktives BZR2

3.6.2 Einfluss der PiIAVR2-Expression auf die Expression von Brassinosteroid-
regulierten Genen

Der BR-Signalweg kontrolliert eine groRe Vielfalt von Genen, wobei das Ausmaf der
Variation der Expression bei den meisten Genen jedoch sehr klein ist, im Durchschnitt nur
zwei- bis maximal dreifach reguliert (Goda et al., 2002). Es ist ausfiihrlich dokumentiert, dass
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors BZR2 (in der Mutante bes1-D) zur Induktion von
liber 1800 Genen fuhrt (Yu et al., 2011). Dabei reguliert aktiviertes BZR2 nicht nur BR-
responsive Gene, sondern koreguliert auch zusammen mit Auxin die Expression vieler weiterer
Gene, darunter die Induktion der Gene SMALL AUXIN-UPREGULATED (SAUR). Zu den
frihesten BR-regulierten Genen gehért SAUR-AC1 (Goda et al., 2002). Durch die Behandlung
mit exogenem Epibrassinolid (BL) wird SAUR-AC1 bereits nach 30 min hochreguliert und die
Expression hat ihr Maximum 12 h nach BL-Behandlung (Goda et al., 2002). Wohingegen eine
Behandlung mit dem BR-Biosynthese-Hemmer Brassinazol (BRZ) die Expression von SAUR-
AC1 und seine Homologen SAUR-65 und SAUR-68 reprimiert (Li et al., 2009).

Brassinazol (BRZ) wird in Experimenten oft als Gegenspieler von Brassinolid eingesetzt.
BRZ ist eine kiinstliche Triazolverbindung, welche die BR-Biosynthese spezifisch blockiert.
BRZ inhibiert die Cytochrom P450-Steroid C22-Hydroxylase, die durch das Gen DWARF 4
(DWF4) kodiert wird (Asami et al., 2001).
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Dadurch verursacht BRZ bei Pflanzen De-Etiolierungen im Dunkeln und Zwergenwuchs,
wie bei BR-defizienten Mutanten (Asami et al., 2000; Wang et al., 2002).

Im Folgenden wurde untersucht, ob PiAVR2 die Expression der SAUR-Gene induziert. Daftr
wurde in GFP- und GFP-PiAVR2-exprimierenden Protoplasten die Expression der Gene SAUR-
AC1 und SAUR-65 nach Zugabe von jeweils BL oder BRZ mittels gRT-PCR bestimmt. Die
Behandlung mit BL fuhrte wie erwartet in GFP-exprimierenden Protoplasten zu einer Induktion
der SAUR-Genexpression. Nach Zugabe von BRZ wurde das Transkriptlevel von SAUR-AC1
und SAUR-65 um das 8- bzw. 4-fache reduziert. GFP-PiIAVR2-exprimierende Protoplasten
zeigten ein gleichbleibend niedriges Expressionslevel von SAUR-AC1 und SAUR-65 (s.
Abbildung 15). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass PIAVR2 eher als negativer Regulator
des Brassinosteroid-Signalweges wirkt. Dieses Ergebnis konnte wegen technischer Probleme
nur bedingt reproduziert werden. Des Weiteren steht es in Diskrepanz mit dem eher positiven
Effekt von PiIAVR2 auf BZR2 mit der Stabilisierung der dephosphorylierten Form (s. Kapitel
3.6.1).
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Abbildung 15: Der Einfluss von PiAVR2 auf die Genexpression der SAUR-Gene

16 h nach der Transformation wurden GFP- und GFP-PiAVR2-exprimierende Protoplasten mit 1 uM
Epibrassinolid (BL), 1uM Brassinazol (BRZ) oder Wasser (H20) behandelt. Die Genexpression wurde
nach 0 und 3 Stunden mit RT-qPCR-spezifischen Primern fur die entsprechenden Gene untersucht. Dabei
diente Aktin Transkript zur Normalisierung. Die jeweiligen 0 h Werte wurden dabei jeweils auf eins
gesetzt. Die Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen von 3 Replikaten. SAUR-AC =
At4g38850 SAUR-65 = At1g29460

Mithilfe des Protoplasten-Systems konnten oben genannte Erkenntnisse Uber die
Interaktionen und molekularen Effekte von PIAVR2 gewonnen werden. Jedoch zeigte dieses
System auch seine Grenzen, da z.B. die BZR2-Aktivierung nicht mit endogenem BZR2
nachgewiesen werden konnte, sondern nur mit artifiziell Uberexprimiertem GFP-BZR2. Das
konnte erklaren, warum PiAVR2 einen positiven Effekt auf die Aktivierung von BZR2, jedoch
einen negativen Effekt auf die Genexpression der SAUR-Gene zeigt. Daher wurde der Einfluss
von PiAVR2 auf den Brassinosteroid-Signalweg im Folgenden in GFP-PiAVR2-Pflanzen
untersucht.
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3.7  Funktionelle Charakterisierung von PiAVR2 in planta

3.7.1 Generierung von konstitutiven und induzierbaren GFP-PiAVR2- und A.
thaliana-Linien

Die teilweise widerspriichlichen Ergebnisse mit Protoplasten zeigen die Notwendigkeit, die
Funktion von PiAVR2 in planta zu untersuchen. Dafir wurde eine 35S::eGFP-PiAVR2-
Kassette stabil in Arabidopsis thaliana transformiert. Die Expression des GFP-PiAVR?2 erfolgt
konstitutiv. Die Pflanzen wurden mit mikroskopischen Analysen und Western Blot-Analysen
auf die Expression von GFP-PiAVR2 untersucht. Je starker die Expression von GFP-PIAVR2
war, desto extremer waren die morphologischen Veranderungen der Pflanzen (s. Abbildung 16
und Kapitel 3.7.3).

Die T1-Pflanzen mit einer mittleren bis starken Expression des Fusionsproteins wurden
selektiert und in jeder weiteren Generation auf das Vorhandensein der Fusionskassettte
Uberpruft. Bis zur T4-Generation kam es zum Teil zu starker Inaktivierung der Genexpression
von GFP-PiAVR2. Bei einigen Pflanzen wiesen nur noch einige Zellen ein GFP-Signal in der
mikroskopischen Analyse auf. Oft kam es jedoch zu einer Unterdriickung der GFP-PiAVR2-
Expression in der ganzen Pflanze (Silencing Effekt) und GFP-PiAVR2 konnte nicht mittels
Immunoblot detektiert werden. Mit den Linien GFP-PiAVR2 #1 und #2 wurden alle weiteren
Experimente durchgefihrt.

GFP-PiAVR2 pGreen_0229
#1 #2 #1 #2

GFP-PiAVR2 pGreen_0229
#1 #2 #1 #2

£
. f .--x-—..«’...,,. - —

Abbildung 16: Das Expressionslevel von GFP-PiAVR2 beeinflusst den Phanotyp

Das Expressionslevel von GFP-PiAVR2-Pflanzen mit verschieden stark ausgepréagtem Phanotyp (A) wurde
mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Immunblot mit GFP Antikérpern analysiert (B). pGreen_0229 =
mit leerem Vektor transformierte Kontrollpflanze; Pfeil = GFP-PIAVR2; * unspezifische Bande als
Ladekontrolle
Des Weiteren wurden pDex::GFP-PiAVR2-Linien generiert (s. GVG-System Abbildung 4
und Kapitel 2.4.6). Die Expression des GFP-PiAVR2-Fusionsproteins konnte in diesen Pflanzen
durch Zugabe von Dexamethason transient induziert werden (s. Abbildung 17). Diese Pflanzen

zeigten sowohl im Wachstum als auch in der Entwicklung einen WT-Phanotyp.

68



Ergebnisse

pDex::GFP-PiAVR2

#11 #12 pTA7002 Abbildung 17:

: Induzierbare GFP-
PiAVR2-Linien zeigen
einen WT-Phénotyp

Zwei pDex::GFP-PiAVR2-
Linien und eine pTA7002-
Kontrolllinie wurden vier
Wochen im Kurztag
kultiviert. Die Pflanzen
wurden  mit 20 uM

pDex::GFP-PiAVR2 Dexamethason oder \Wasser
#11 #12 pTA7002 bespriiht und 24 h spéter je

eine Blattscheibe geerntet.
- + - + - 4+ Dex Die daraus erhaltenen
Proteinextrakte wurden
v —— * mittels SDS-PAGE aufge-
— pr— | trennt und mit Anti-GFP-
Antikdrpern analysiert. Pfeil
@GFP = GFP-PIAVR2,;
*unspezifische Bande dient
als Ladekontrolle

3.7.2 GFP-PiAVR2 lokalisiert in A. thaliana im Cytoplasma und im Zellkern

Nach transienter Expression von PiAVR2-RFP in Mesophyll-Protoplasten konnte das
Fusions-protein hauptsachlich im Cytoplasma visualisiert werden (s. Kapitel 3.5 Abbildung 11
Abbildung 12). Eine transiente Expression von PiIAVR2-RFP in der Wirtspflanze Tabak zeigte
eine deutliche Lokalisation von PiIAVR2-RFP in der Zellperipherie sowie im Cytoplasma und
im Zellkern (Abbildung 13 E). Diese Lokalisation sollte nun mit mikroskopischen Analysen von
35S::GFP-PiAVR2-Linien und pDex::GFP-PiAVR2-Linien bestatigt werden. Abbildung 18
zeigt, dass GFP-PiAVR?2 in stabilen und induzierbaren Arabidopsis-Linien im Cytoplasma und
im Zellkern lokalisiert. Das GFP-Signal ist in Membrannéhe sehr stark, jedoch sind auch
deutlich Cytoplasmastrénge, z. B. zum Zellkern (s. Abbildung 18 B), sichtbar. Eine zusatzliche
Lokalisierung in der Zellmembran kann nicht ausgeschlossen werden. Zum Teil waren auch in
den Arabidopsis-Linien Vesikel mit GFP-PiAVR2-Akkumulationen sichtbar. Es kann also
geschlossen werden, dass GFP-PiAVR2 vorrangig in der Zellperipherie, im Cytoplasma und im
Zellkern lokalisiert.
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Abbildung 18: Lokalisation von GFP-PiAVR2 in Arabidopsis thaliana

Konfokale Lasermikroskopie von (A) 35S::GFP-PiAVR2-und (B) pDex::GFP-PiAVR2-Pflanzen (24 h
nach Dexamethason-Behandlung). Grin: GFP; Blau: Chloroplasten; Pfeil: Zellkern; * Stomata;
GroRenbalken= 20 um

3.7.3 MS-basierte IP Analyse von GFP-PiAVR2-Linien

Im Folgendenden sollte getestet werden, ob in GFP-PiAVR2-Linien auch eine Interaktion
von GFP-PiIAVR2 mit BSL1, BSL2 und BSL3 nachgewiesen werden kann, wie bei der
transienten  Expression von GFP-PIAVR2 in Protoplasten. Dafir wurden diese
Uberexpressionslinien zwei und vier Wochen bei kontinuierlichem Licht angezogen. Die
Proteinextrakte der Keimlinge bzw. Pflanzen wurden mittels Immunoprézipitation an Protein A
Agarose, an der kovalent GFP-Antikdrper gebunden waren, aufkonzentriert. Diese Proben
wurden von Mirita Franz mit LC-Tandem-Massenspektroskopie auf die Anwesenheit der
Kelchphosphatasen untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt. Die Interaktion von
GFP-PIAVR2 mit BSL1, BSL2 und BSL3 wurde sicher nachgewiesen. Auch in dieser dritten
MS-basierten ColP-Analyse konnte keine Interaktion mit BSU1 nachgewiesen werden.

Tabelle 9 Ergebnisse der Tandem MS Analyse der Immunopréazipitation von GFP-PiAVR2-
Pflanzen

Proteine gelten als sicher identifiziert, wenn die Summe der MASCOT-Werte aller Peptide dieses
Proteins > 47 war. Rate fur Falschpositive: MASCOT > 32; p < 0,01. MASCOT > 25; p < 0,05.

Peptide identifiziert in

Name Funktion Uniprot 14 d alten 28 d alten
Pflanzen Pflanzen
BSL1 Ser/Thr-Protein Phosphatase Q8L7U5 7 2
Q9SJFO; Q9SHS7-

BSL2; BSL3 Ser/Thr-Protein Phosphatase 12 8

1,Q9SHS7-2
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3.7.4 Wachstums- und Entwicklungsphanotyp der GFP-PiAVR2-Uber-
expressionslinien

Wie Abbildung 16 zeigt, sind GFP-PiAVR2-Pflanzen deutlich kleiner als der Wildtyp. Die
Blatter der Uberexpressionslinien sind epinastisch (nach unten gewodlbt) und weisen eine
proximodistale Verkiirzung auf. Die GFP-PiAVR2-Linien zeigen des Weiteren eine
Auswartskrimmung der Rosettenblatter. Der Wachstums- und Entwicklungsphénotyp der
Pflanzen variiert mit der Tageslichtlange wahrend der Anzucht. Je langer die tégliche
Beleuchtung ist, desto ausgepragter wird der Phénotyp und desto kleiner werden die Pflanzen (s.
Anhang: Abbildung 48, Abbildung 49 und Abbildung 50). Erfolgt eine Anzucht mit mindestens
16 h Licht am Tag, sind die GFP-PiAVR2-Linien zwergenwichsig. Nach vier Wochen im
Langtag erreichen die Pflanzen je nach GFP-PiAVR2-Expressionslevel nur 25-60 % der
durchschnittlichen WildtypgroRe. Im Dauerlicht wird dieser Defekt des Streckungswachstums
noch deutlicher. Die Uberexpressionslinien erreichen nach vier Wochen nur 6-50 % der GroRe
des Wildtypes. Je starker die GFP-PiIAVR2-Expression in den einzelnen Pflanzen ist, desto
mehr &hnelt ihr Phénotyp den Brassionosteroid Mutanten. Jedoch ist der Phanotyp nicht
eindeutig den Brassinosteroid-insensitiven, oder BR-defizienten oder BR-lberaktiven
Mutantanen zuzuordnen.

Die Pflanzen sind extrem Kklein und kompakt wie der Kohlkopf-Phanotyp der
Brassionosteroid-insensitiven Mutante bril-1 (Clouse et al., 1996).

Die GFP-PiAVR2-Linien zeigen des Weiteren eine Auswartskrimmung der Rosettenblatter,
wie sie fur BR-iberaktive Mutanten wie 35S::BRI-GFP (Wang et al., 2001), 35S::DWF4 (Choe
et al., 2001) und die ces-D Mutante (Poppenberger et al., 2011) typisch ist. Besonders deutlich
wird dies bei Anzucht im Kurztag. Allerdings weisen Pflanzen, die eine verstérkte BR-Antwort
zeigen, weil sie mehr BRI1-Rezeptoren oder eine erhohte Biosynthese von BR haben, auch eine
Verlangerung der Blattstiele auf. Die GFP-PiAVR2-Linien haben jedoch im Gegensatz zu
diesen Mutanten kiirzere Petiolen als der WT (s. Abbildung 19). Dies ist ein typischer Phanotyp
flr BR-defiziente oder —insensitive Mutanten.

Abbildung 19: Blattstiellange

T 30 verschiedener GFP-PiAVR2-Linien
£ 2] I I Bestimmung der Blattstiellinge von
o 20 ! zwei GFP-PiAVR2-Linien und zwei

oy pGreen_0229-Kontrolllinien.
w15 Pflanzen wurden 5,5 Wochen im
2 10 I Kurztag kultiviert und die
H I Petioluslange des flnften Blattes
® 5 vermessen. Gezeigt sind Mittelwerte
m und  Standardabweichungen  von
0 355:GFP-PIAVR2 pGret;n_OZZQ jeweil§ zwolf  Pflanzen aus drei
unabhéangigen, biologischen

# #2 #1 #2 Replikaten.
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Die Schoten der GFP-PiAVR2-Linien sind kleiner und dicker als die Schoten des Wildtyps
(s. Abbildung 20). Bei Anzucht im Dauerlicht erreichten die kleinsten Schoten nur eine Lange
von 2 mm und enthielten keine keimfahigen Samen mehr. Daher wurden die Pflanzen zur
Samengewinnung im Kurztag kultiviert.

GFP-PiAVR2 #2

Abbildung 20: Schotenbildung GFP-PiAVR2-Linien

Pflanzen wurden acht Wochen im Dauerlicht kultiviert. Detailaufnahme rechts oben: Schoten dieser
Pflanzen im Vergleich. GroRenbalken = 1cm

3.7.5 Untersuchung des PiAVR2-Effektes auf BR-regulierte Antworten

3.75.1 Die Uberexpression von GFP-PiAVR2 beeinflusst die BR-regulierte
Stomata Bildung und Dichte

Die Expression von GFP-PiAVR2 wurde mikroskopisch Uberpriift. Dabei fiel eine
morphologische Besonderheit der Uberexpressionslinien auf. Es kam zu einer Akkumulation
von Spaltéffnungen. Im Wildtyp ist immer mindestens eine Epithelzelle zwischen zwei
Stomata. In den Uberexpressionslinien hingegen finden sich Dopppel-, Dreier- oder
Kettenstomata, zum Teil sogar ganze ,,Stomata-Felder mit bis zu 32 Spaltéffnungen direkt
aneinander (s. Abbildung 21). Damit kommt es in den Uberexpressionspflanzen zum Bruch der
sogenannten ,,Eine-Zelle-Abstands-Regel* (Sachs, 1991).
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Bereits seit 1996 ist eine BR-defiziente Mutante bekannt, die Stomata Uberproduziert
(Szekeres et al., 1996). Eine Deletion des Gens CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS
AND DWARFISM (CPD) in der Mutante cpdl induziert doppelte Stomata in der adaxialen
Blattepidermis. CPD kodiert fur Cytochrom P450 (CYP) 90Al ein Enzym der
Brassinosteroidsynthese. Kim et al. (2012) zeigten, dass noch weitere BR-defiziente und BR-
insensitive Mutanten Spaltoffnungen akkumulieren. Die bril-Nullallelmutante bril-116 (Stop-
Codon in der extrazellularen Domane) (Li und Chory, 1997) und BR-Biosynthesemutante det2-
1 zeigen nur einen milden Stomata-Akkumulations-Phénotyp. Die dominante
Funktionsgewinnmutation bin2-1 (Vert und Chory, 2006) sowie auch eine Uberexpression
dieses negativen Regulators des BR-Signalweges induzieren eine starkere Anh&ufung von
Stomata. Besonders schwerwiegend sind die Verénderungen der Stomatogenese in der bsu-g
Mutante, in der die Expression aller BSLs fehlt bzw. herunterreguliert ist (amiRNA-BSL2,3 bsul
bsl1). Es kommt zu Stomata-Gruppierungen am Hypokotyl und die Epidermis der Kotelydonen
besteht fast ausschlieRlich aus Stomata. Die Uberexpression von GFP-PiAVR2 fiihrt ebenso zu
einer exzessiven Anhdufung von Stomata am Hypokotyl (Daten nicht gezeigt) und in der
abaxialen Epidermis von Kotelydonen und Rosettenbléttern wie es auch fir die bsu-q Mutante
beobachtet wird (Kim et al., 2012).

Kim et al. (2012) postulieren eine negative Korrelation von Stomatogenese und BR-
Signalweg. Der Stomata-Phanotyp in PiAVR2-Uberexpressionslinien lasst also auf eine
verringerte Aktivitdt von BSUL1 (und damit eventuell auch der anderen BSLs) durch die
Interaktion mit PIAVR2 schlie3en.

GFP-PiAVR2-Linien unter der Kontrolle eines Dexamethason-induzierbaren Promotors
zeigen WT-Phénotyp. Keimen die pDex::GFP-PiAVR2-Linien aber direkt auf MS-Medium mit
Dexamethason aus, so finden sich in der Epidermis der Kotelydonen und des Hypokotyls
ebenso exzessive Anhaufungen von Spaltéffnungen, wie in den 35S-Uberexpressionslinien (s.
Abbildung 22)
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Abbildung 21: Stomata-Phé&notyp in 35S::GFP-PiAVR2-Linien

(A) Differenz-Inteferrenz-Kontrast (DIC) Analyse von 14 Tage alten pGreen_0229 (A) und 35S::GFP-
PiAVR2-(B) A. thaliana-Linien. GroRenbalken 20 um

Abbildung 22: Stomata-
Phénotyp in pDex::GFP-
PiAVR2-Linien

Differenz-Inteferenz-Kontrast
(DIC) Analyse von 6 Tage alten
pDex::GFP-PiAVR2-A. thaliana-
Kotelydonen ohne (A) bzw. mit 1
pM (B) Dexamethason auf 0,5 x
MS angezogen. GroRenbalken: 20
um

Kim et al. (2012) zeigten des Weiteren, dass eine Aktivierung des BR-Signalweges den
Stomata-Phénotyp der BR-Mutanten zum Teil revertieren kann. Dies wurde durch exogene BL-
Zugabe oder mittels Bikinin erreicht. Bikinin ist ein spezifischer Inhibitor der GSK3-dhnlichen
Kinasen und hemmt daher BIN2, den negativen Regulator des BR-Signalweges.

Im Folgenden wurde untersucht, ob der Stomata-Phanotyp der stabilen GFP-PiAVR2-Linien
ebenso durch Zugabe von exogenem BL revertierbar ist. Wie in Abbildung 23 gezeigt, hat BL-
haltiges Medium keinen Einfluss auf die Stomatogenese der Kontrollpflanzen. Keimen jedoch
GFP-PiAVR2-Linien auf MS-Medium mit BL, so verringert sich die Anzahl der Stomata pro
Akkumulation von durchschnittlich 15-17 Stomata (ohne BL) auf 5-8 Stomata (mit BL).
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Der Stomata-Phanotyp der GFP-PiAVR2-Linien ist also durch Zugabe von exogenem BL
teilweise revertierbar. Diese Experimente zeigen, dass GFP-PiAVR2 wahrscheinlich eine
negative regulatorische Funktion auf die BR-regulierte Bildung und Dichte von Stomata hat.

GFP-PiAVR2 pGreen0229

Abbildung 23: Der Stomataphénotyp in 35S::GFP-PiAVR2-Pflanzen ist teilweise revertierbar

Differenz-Inteferenz-Kontrastmikroskopie (DIC) Analyse von 8 Tage alten 35S::GFP-PiAVR2-Kotelydonen
ohne (-BL) oder mit (+BL) 2 nM Epibrassinolid auf 0,5 x MS Agar angezogen. GroRenbalken: 50 um

3.75.2 Die Uberexpression von GFP-PiAVR2 beeinflusst nicht das BR-
regulierte Wurzelwachstum

Brassinosteroide (BR) spielen in Pflanzen, neben der Regulation der Stomata Bildung, eine
weitere essentielle Rolle, da sie ein breites Spektrum an Entwicklungs-und
Wachstumsprozessen steuern (Clouse und Sasse, 1998; Kim et al., 2009; Vert et al., 2005).
Brassinosteroid-defiziente oder -insensitive Mutanten zeigen viele Defekte, wie z. B.
verminderte Samenkeimung, Photomorphogenese im Dunkeln, Zwergenwuchs und méannliche
Sterilitat (Clouse und Sasse, 1998). Sie zeigen auch oft eine verringerte Wurzellédnge, wie bril
(Clouse et al., 1996) det2 und cpdl. Mutationen, welche die Weiterleitung des BR-Signals
verstérken, wie in den Funktions-gewinnmutanten bes1-1D (Yin et al., 2002), bzr1-1D (Wang et
al., 2002) und bsul-1D (Mora-Garcia et al., 2004), normalisieren das Wurzelwachstum.
Andererseits ist die Hemmung des primédren Wurzelwachstums durch exogene Zugabe von
Brassinosteroiden in Wildtyp A. thaliana gut dokumentiert (Roddick und Guan, 1991).
Untersuchungen haben ergeben, dass es sich dabei um eine negative Feedback-Regulation
mittels des Transkriptionsregulators brevis radix (BRX) handelt. (Mouchel et al., 2006).
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Wie in Abbildung 24 gezeigt wird, haben GFP-PiAVR2-Linien langere Wurzeln als die
Kontroll-pflanzen (Col-0 und pGreen0229), aber die Behandlung mit exogenem Epibrassinolid
(BL) reprimiert gleichermaBRen das primédre Wurzelwachstum. Nur die Mutante bzrl-1D zeigt
wie erwartet eine verringerte Hemmung des priméren Wurzelwachstums durch exogenes BL.
Daraus kann geschlossen werden, dass das BR-regulierte Wurzelwachstum von GFP-PiAVR2
nicht beeinflusst wird. Allerdings weisen die langeren Wurzeln der Uberexpressionsmutanten
auf eine mogliche hormonelle Missregulation hin.
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Abbildung 24: 35S::GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien
haben langere Wurzeln als der WT und reagieren
sensitiv auf Epibrassinolid (BL)

Waurzelphénotypen von 16 Tage alten Keimlingen (von links
nach rechts: bzrl-1D, Col0, pGreen #1 und 2, 35S::GFP-
PIAVR2 #1 und #2) mit (A) oder ohne (B) 2 nM BL
kultiviert.

(C) Die Wurzellangen der Linien beim Wachstum auf 2 nM
BL relativ zu den gleichen Keimlingen auf 0,5 x MS.
Mittelwerte und Standardabweichungen eines
reprasentativen  Experiments (n=3) mit jeweils 25
Keimlingen. * signifikant unterschiedlich zu den Keimlingen
der gleichen Linien auf MS (p<0,01)

3.7.5.3 Die Uberexpression von PiAVR2 beeinflusst nicht das BR-regulierte
Hypokotylwachstum

Beim Auskeimen in Dunkelheit bildet Wildtyp Arabidopsis etiolierte Keimlinge. Bei diesem
als Skotomorphogenese genannten Prozess bilden Keimlinge lange, diinne Hypokotyle; die
Kotelydonen bleiben als Apikalhaken zusammen und es wird kein Chlorophyll gebildet.
Brassinosteroid-defiziente Mutanten zeigen typische Symptome einer Photomorphogenese im
Dunkeln, wie kurze verdickte Hypokotyle und getéffnete Kotelydonen (Chory und Susek, 1994).
Brassinazol (BRZ) hemmt die Brassinosteroidsynthese durch die Inhibition der Cytochrom
P450-Steroid -C22-Hydroxylase, welche durch DWF4 kodiert wird (Asami et al., 2001). Es
bewirkt dadurch bei dunkelkeimenden Wildtyp-Pflanzen eine De-Etiolierung, wie sie fur
Brassinosteroid-defiziente Mutanten typisch ist (Asami et al., 2000). Mutationen, welche die
Weiterleitung des BR-Signals verstdrken, wie bzrl-1D (Wang et al., 2002), sind dagegen
weniger empfindlich auf BRZ und haben einen etiolierten Phanotyp.
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Das Verhalten der GFP-PiAVR2-Uberexpressionlinien wurde bei Dunkelkeimung
untersucht. Es wurden WT, zwei pGreen-Kontrolllinien und zwei GFP-PiAVR2-Linien und
BRASSINAZOLE-INSENSITIVEL bzrl-1D (Wang et al., 2002) sieben Tage kontinuierlich im
Dunkeln angezogen. Die GFP-PiAVR2-Keimlinge zeigten eine leichte De-Etiolierung (s.
Abbildung 25). Die Hypokotyle der Uberexpressionslinien waren signifikant kiirzer als der WT.
In Anwesenheit von BRZ wurde der Effekt noch deutlicher. Wahrend die Mutante bzr1-1D wie
erwartet kaum auf BRZ reagierte, zeigten die Kontrollpflanzen (Col-0 und pGreen) eine
vierfache Verkirzung der Hypokotyle und die GFP-PiAVR2-Linien sogar eine siebenfache
Verkirzung. Die Expression von GFP-PiAVR2 loste also in dunkelgekeimten Pflanzen einen
milden brassinosteroid-defizienten Phénotyp aus, der durch Zugabe von BRZ noch verstarkt
werden konnte. Dies spricht fiir einen negativen regulatorischen Effekt von PiAVR2 auf den

BR-Signalweg.
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Abbildung 25: GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien
haben kirzere Hypokotyle und reagieren sensitiv auf
Brassinazol (BRZ)

Hypokotylphanotypen von 7 Tage alten im Dunkeln
angezogenen Keimlingen (von links nach rechts: bzrlD,
35S::GFP-PIAVR2 #1 und #2, pGreen 0229 #1 und #2,
Col-0) ohne (A) oder mit (B) 1 mM BRZ.(C) Mittelwerte
und  Standardabweichungen eines reprdsentativen
Experiments (n=3) mit jeweils 30 Keimlingen.

* signifikant unterschiedlich zum WT auf dem gleichen
Medium (p<0,01)
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3.7.6 Untersuchung des PiAVR2-Effektes auf BR-regulierte molekulare
Antworten

3.7.6.1 Die Uberexpression von GFP-PiAVR2 hat keinen Einfluss auf die BR-
regulierte Aktivierung von BZR2

Eine Expression von GFP-PIAVR2 fiihrte in Protoplasten zu einer Aktivierung
(Dephosphorylierung) von GFP-BZR2, unabhangig von der Prasenz von BR (s. Kapitel 3.6.1).
In GFP-PiAVR2-Linien sollten diese Ergebnisse bestéatigt werden. Fir die Detektion von
endogenem BZR2 wurde von Yanhai Yin freundlicherweise BZR2-Antikorper zur Verfugung
gestellt. In vier Wochen alten Rossettenblattern konnte kein endogenes BZR2 mittels
Immunoblot detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Daher wurden zwei Wochen alte
Keimlinge von zwei GFP-PiAVR2-Linien und einer WT-Kontrolle 2 h mit Epibrassinolid (BL)
oder Wasser behandelt. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine wurde der
Phosphorylierungsstatus von BZR2 mittels Immundetektion analysiert. Wie in Abbildung 26 zu
sehen, hatte GFP-PiIAVR2 entgegen der Erwartung in Pflanzen jedoch keinerlei Einfluss auf die
Phosphorylierung von BZR2. In den mit Wasser behandelten PiAVR2-Uberexpressionslinien
und Col-0 lag ein Grofteil der BZR2-Transkriptionsfaktoren in phosphorylierter Form vor.
Durch die Behandlung mit BL konnte in allen getesten Linien fast das gesamte phosphorylierte
BZR2 dephosphoryliert werden.
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Abbildung 26: Effekt von PiIAVR2 auf die Phosphorylierung von BZR2

Ab@GFP Ab@BZR2

14 Tage alte Keimlinge von zwei verschiedenen 35S::GFP-PiAVR2-Linien und Col-0 wurden in 0,5x
MS mit 1% Saccharose Uber Nacht &quilibriert, danach mit 10 uM Epibrassinolid (BL) oder Wasser
versetzt und nach 2 Stunden geerntet. Es wurden Proteinextrakte aus jeweils 10 mg Blattpulver mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und mit BZR2 Antikérpern, welche speziell BZR2 Protein detektieren,
analysiert (Mitte). Die Expression von GFP-PiIAVR2 wurde mit GFP-Antikdrpern nachgewiesen
(unten). Als Ladekontrolle ist die Ponceau-Féarbung der Membran nach dem Blot gezeigt.

78



Ergebnisse

3.7.6.2 Die Uberexpression von GFP-PiAVR2 beeinflusst nicht die BR-
regulierte Genexpression

Die Transkriptlevel von SAUR-AC1 und SAUR-65 sind in GFP-PiAVR2-Linien um das 1,8-
bzw. das 1,5-fache reduziert (s. Abbildung 27). Obwohl die Reduktion nicht zweifach ist, so
wurde sie jedoch wiederholt in unabhéngigen Experimenten mit verschiedenen Linien (auch mit
Dexamethason-induzierbaren Linien-Daten nicht gezeigt) gesehen. Eine Behandlung mit Epi-
Brassinolid fiir 2 Stunden fiihrte gleichermaBen bei den GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien
wie beim Wildtyp zu einer sehr schwachen Induktion der SAUR-AC1- und SAUR-65-Expression
(Daten nicht gezeigt). Damit zeigt sich in zwei Wochen alten Keimlingen der PiAVR2-
Uberexpressionslinien kein Einfluss von PiAVR2 auf die BR-regulierte Geneexpression.
Aufgrund der schwachen Auspragung der Suppression der SAUR-Gene kénnen drei mogliche
Schlusse gezogen werden: Es handelt es sich um einen zuféalligen Effekt oder die Suppression
ist so schwach, weil es sich um den Nebeneffekt der Beeinflussung eines anderen Signalweges
handelt, oder PiIAVR2 reguliert BSL1, BSL2 und BSL3 negativ, jedoch wird BSU1 nicht
beeinflusst und daher wird der Effekt fast vollstandig ausgeglichen.
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Neben den SAUR-Genen, deren Transkrition durch BR induziert wird, gibt es auch noch die
BR-Synthesegene, deren Expression mittels negativer Feedback-Regulation reprimiert wird.
Diese Repression ist die Folge der Bindung von aktivem, dephosphoryliertem BZR1 an die
Promotoren von CPD, DWF4, ROT3 und BR60OX (Goda et al., 2002; He et al., 2005). Die
Bestimmung der Transkriptmenge von BR-Synthesegenen sollte hier einen Hinweis liefern, ob
GFP-PiIAVR2 womdglich die BZR1-regulierte Genexpression beeinflusst. Daher wurde das
Transkriptlevel von CPD und DWF4 in GFP-PiAVR2 und WT-Keimlingen mit und ohne BL-
Behandlung bestimmt. Abbildung 28 zeigt, dass im Vergleich mit Col-0 Keimlingen die
Expression von GFP-PiAVR2 keinen Effekt auf das CDP- und DWF4-Transkript hatte. Die
Behandlung mit BL fiihrte bei allen Keimlingen gleichermalien zu einer schwachen Abnahme
der Expression der BR-Synthesegene. Da die negative Riickkopplungsregulation der BR-
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Synthesegene immer noch funktional ist, kann daraus abgeleitet werden, dass die Expression
von GFP-PiAVR2 wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Aktivierung von BZR1 hat.
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Abbildung 28: Transkriptlevel der BR-Synthesegene CPD1 und DWF4

Die Genexpression wurde in 14 Tage alten A. thaliana Keimlingen (Dauerlicht) mit RT-qPCR-spezifischen
Primern fir die entsprechenden BR-Synthesegene untersucht. Dabei diente Aktin Transkript zur
Normalisierung, CPD1- und DWF4-Genexpression des WT (MS) wurden jeweils auf eins gesetzt. Die
Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen von 10 bis 15 Keimlingen. A: CPD1 = At5g05690 B:
DWF4 = At3g50660

Zusammenfassend konnte auf molekularer Ebene kein erkennbarer Einfluss von PIAVR2 auf
die BR-abhangige Aktivierung von BZR2 (und wahrscheinlich BZR1) gezeigt werden. Es stellt
sich die Frage, ob die Interaktion von PiIAVR2 mit den BSLs den bisher bekannten, klassichen
BR-Signalweg beeinflusst. Da durch die Uberexpression von GFP-PiAVR2 die Expression der
SAUR-Gene reprimiert wird, konnte auch ein anderer Signalweg, wie z.B. der Auxin-
Signalweg, beinflusst werden.

3.8  Untersuchung des PiIAVR2 Effektes auf Pflanzenhormone

3.8.1 GFP-PiAVR2-Linien zeigen keinen verdnderten Sterolgehalt

Es sollte geklart werden, ob die Expression von PiAVR2 die Hormonbalance beeinflusst. Der
Steroidbiosiosyntheseweg flhrt zur Bildung von Brassinosteroid, aber auch von Sterolen. Die
Gattung Phytophthora zeichnet sich innerhalb der Oomyceten durch eine Sterolauxotrophie aus.
Das hei3t, Phytophthora benétigt aus einer exogene Quelle B-Hydroxy-Sterole fir die
Sporulation (Erwin und Ribeiro, 1996). Daher sollte untersucht werden, ob der Effektor
PiIAVR2 die Sterolsynthese und/oder die Akkumulation der Sterole beeinflusst, um die
Sterolgewinnung aus seinem Wirt zu optimieren. In Zusammenarbeit mit Vera Wewer (IMBIO,
Bonn) wurden Messungen des Sterolgehalts in Keimlingen der GFP-PiAVR2-
Uberexpressionslinien und der pGreen 0229 Kontrollpflanzen durch-gefiihrt. Abbildung 29
zeigt, dass alle Linien einen &hnlichen Gehalt der freien Sterole und der Sterolester haben.
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Die Menge von Campesterol, dem Vorl&ufer der Brassinosteroide (Fujioka et al., 2002), und
andere héufig in Pflanzen vorkommende Sterole, wie Sigmasterol, Sitosterol und Cholesterol,
unterschieden sich nicht in PIAVR2 von Kontrollpflanzen. Aufgrund der gemessenen Werte
kann kein Einfluss von PIAVR2 auf die BR-Biosynthese sowie auf die Sterol-Biosynthese und
-Akkumulation in Arabidopsis-Keimlingen festgestellt werden.
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Abbildung 29: Die Uberexpression von GFP-PiAVR2 beeinflusst nicht den Sterolgehalt

Sterolkomposition aus 14 Tage alten Arabidopsis thaliana Keimlingen. In zwei GFP-PiAVR2-Linien und
zwei pGreen0229-Kontrolllinien wurde der (A) gesamte Sterolgehalt sowie die Sterolkompositionen von den
(B) freien Sterolen und den (C) Sterolestern bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standartabweichungen
von drei unabhangigen Replikaten.

3.8.2 In GFP-PiAVR2-Linien haben Abwehrhormone ein erhohtes Basal-niveau

PiAVR2 hat keinen Einfluss auf den Sterolgehalt. Daher sollte im Weiteren geklart werden,
ob der Gehalt anderer Pflanzenhormone, wie Salecylsdure (SA), Jasmonsdure (JA), Indol-3-
Essigsdure (IAA) oder Abszisinsaure (ABA), durch PiIAVR2 beeinflusst wird. Dazu wurden je
zwei GFP-PiAVR2-Linien und zwei Kontrolllinien nach zwei und fiinf Wochen geerntet und
mittels GC-MS die Menge an freien und hydrolisierten Hormonen analysiert. Abbildung 30
zeigt fir die 14 Tage alten GFP-PiAVR2-Pflanzen ein 16-fach erhohtes Level an Salizylsdure.
In den fiinf Wochen alten Pflanzen liegt der Salizylsiduregehalt konstant bei rund 15 ng/g
Frischgewicht und wird von der GFP-PiAVR2-Expression nicht beeinflusst. Ahnliche Effekte
konnten auch auf den Jasmonsduregehalt und auf den Indol-3-Essigsiduregehalt beobachtet
werden. Der Indol-3-Essigsdure-Gehalt war in GFP-PiAVR2-Keimlingen zweifach erhéht im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen (s. Abbildung 38 B). In erwachsenen Pflanzen war dieser
Effekt nicht mehr sichtbar, dort war der IAA-Gehalt konstant bei rund 12 ng/g Frischgewicht.
Ein besonders starker Effekt konnte auf den Jasmonséuregehalt beobachtet werden.

81



Ergebnisse

In GFP-PiAVR2-Pflanzen war der Jasmonsauregehalt im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
1,7-fach und in Keimlingen sogar neunfach erhéht (s. Abbildung 38 A). Der
Abszisinsduregehalt war in GFP-PiAVR2-Pflanzen und Kontrolllinien vergleichbar in beiden
getesten Entwickungsstadien.

A 500 B 100
) . | g 1
2 400 g 80
et =
E" S}
= 300 g 60
g 5
3 ‘2
i o
£ 200 @ 40
[*] wi
E )
& 100 T g 20 -
£
0 0

#2 #1 #1 #2 #2 #1 #1 #2
GFP-PiAVR2 pGreen_0229 GFP-PiAVR2 pGreen_0229
c 20 D 1400
1200 B 2 wochen alt _
9 16 - I
o v T M 5 Wochen alt _
B 5 1000
.
£ 12 o
g £ 800 1
3 g
:a =1 -
£ 8 :m 600
s} =
_.E @ 400
< 4 =
200 7
0 0
#2 #1 #1 #2 #2 #1 #1 #2
GFP-PiAVR2 pGreen_0229 GFP-PiAVR2 pGreen_0229

Abbildung 30: Hormonlevel in GFP-PiAVR2-Linien und Kontrollpflanzen
Bestimmung verschiedener Hormongehalte (freie Analyte) mittels GC-MS. Die Daten zeigen Mittelwerte
und Standardfehler von je drei unabhéngigen Replikaten mit jeweis 5 bis 10 Pflanzen. FG = Frischgewicht

3.9 Einfluss von PIAVR2 auf PAMP-induzierte Immunantworten

Die haufigste Funktion von Effektoren, insbesondere von bakteriellen Effektoren, ist die
Unterdriickung der PAMP-getriggerten Immunitat (PTI). Brassinosteroid ist seit einiger Zeit als
positiver Regulator der pflanzlichen Immunitat, unter anderem auch gegen P. infestans,
bekannt. Da PiAVR2 mit den positiven Regulatoren des BR-Signalweges BSL1, BSL2 und
BSL3 interagiert und diese moglicherweise negativ beeinflusst, sollte im Folgenden untersucht
werden, ob PiIAVR2 die Weiterleitung von PAMP-induzierten Signalwegen unterdriicken kann.

Neueste Untersuchungen von Wan et al. (2019) zeigten eine unerwartet unterschiedliche
Regulierung zweier Pattern Recognition Rezeptor (PRR) Familien. Beim Vergleich von
Leucine-Rich Repeat Rezeptor Kinasen (LRR-RKSs) und die LRR Rezeptor Proteine (LRR-RPs)
wurden quantitative Unterschiede der frihen Immunantworten in Zeit und Amplitude
festgestellt. Dabei waren die Reaktionen der RP-vermittelten Antworten zumeist langsamer und
langanhaltender als die RK-vermittelten Antworten.
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Zum Zeitpunkt der Laborarbeiten war dies noch nicht bekannt. Zu dieser Zeit war die
anerkannnte Lehrmeinung, dass die Signalwege der PAMP-getriggerten Immunitat (PTI) frih
konvergieren und die PTI-Antworten stark konserviert sind (Asai et al., 2002), wodurch die
meisten Pathogen-assoziierten molekularen Muster (PAMPs) dieselben Reaktionen ausldsen.
Daher wurden die folgenden Untersuchungen mit dem flg22-Peptid des bakteriellen PAMPs
Flagellin durchgefihrt.

3.9.1 PiIAVR2 hat keinen Einfluss auf die PAMP-induzierte MAP-Kinase
Aktivierung

Die Erkennung des Pathogen-assoziiertem molekularen Muster (PAMP) flg22 durch den
Flaggelin-Rezeptor 2 (FLS2) induziert eine PAMP-getriggerte Signalkaskade. Dabei werden die
kanonischen Mitogen-aktivierten Kinasen (MPKs) sequentiell aktiviert. Dies flhrt zur
Aktivierung von Transkritionsfaktoren aus der WRKY -Familie, wodurch die Expression von
zeitigen PAMP-induzierten Genen initiiert wird.

Um den Einfluss von PiAVR2 auf die PTI zu untersuchen, wurde zuerst untersucht, ob
PiIAVR2 die Aktivierung der MPK3, MPK6 und MPK4 inhibiert. Dazu wurden Protoplasten mit
PiAVR2 oder GFP-PiAVR2 transformiert und sechs Stunden spater mit flg22 elizitiert. Die
posttranslationale Aktivierung der MPK3, MPK6 und MPK4 wurde mittels Immundetektion mit
Antikdrpern untersucht, welche spezifisch die aktivierte Form dieser MPKs detektieren. Nur der
bakterielle Effektor AvrPto, der hier zur Kontrolle in Protoplasten transformiert wurde, inhibiert
die posttranslationale Aktivierung der MPKs nach flg22-Behandlung (s. Abbildung 31). Die
Expression von PiAVR2 hingegen zeigte in Propoplasten keinen Einfluss auf die Aktivierung
der MPKs.

GFP- Abbildung 31: Die Expression von
GFP PiAVR2 PiAVR2 AvrPto PiIAVR2 hat keinen EII_’]f_lUSS auf die
posttranslationale  Aktivierung  der

+ - + flg22 MPKs
15 30 15 30 15 30 15 30 15 30 wmin Mesophyll-Protoplasten wurden 6 h nach
i s G G WS WM el Ponceaus  der Transformation mit 0,5 pM flg22 oder
— < MPK3 Wasser versetzt und je Zeitpunkt 100 pl
S, oy i <« MPK6 Protoplasten geerntet. Proteinextrakte aus
- e - ~ MPK4 je 10000 Protoplasten wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Immunoblot

mit phospho-p44/p42 Antikérpern, welche
spezifisch flr die aktivierte MPK3, 6 und 4
sind, detektiert. Die Farbung der Membran
mit Ponceaus S ist als Ladekontrolle
gezeigt.

Der Einfluss von PiAVR2 auf die MAP-Kinasen Aktivierung wude in vivo mit den
konstitutiv exprimierenden und den Dexamethason-induzierbaren GFP-PiAVR2-Linien
untersucht. Keimlige von GFP-PiAVR2-Linien und pGreen-Kontrolllinien wurden in
Flussigkultur mit flg22-Peptid oder mit Wasser behandelt. Das bakterielle PAMP flg22 I6ste in
allen Keimlingen eine schnelle und transiente Aktivierung der MPK3, MPK6 und MPK4 aus (.
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Abbildung 32). Die Expression von GFP-PIAVR2 hatte also in Keimlingen keinen Einfuss diese
zeitige PAMP-getriggerte Immunitat (PTI) Antwort.
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Abbildung 32: GFP-PiAVR2-Linien zeigen keine veranderte posttranslationale Aktivierung der
MPKs

(A) Drei bis vier Keimlinge (14 d alt) der jeweiligen Uberexpressions-Linien wurden in 0,5 x MS mit
1,5% Saccharose (B24 h dquilibriert und dann mit 10 uM flg22 oder Wasser induziert. (B) Vier Wochen
alte Dex-induzierbare Pflanzen wurden mit 20 uM Dexamethason oder Wasser gespriiht und 24 h spater
mit 1 uM flg22 oder Wasser infiltriert. Je Zeitpunkt wurden drei Replikate geerntet und das Experiment
dreimal unabhéngig wiederholt. Es wurden 15 pg Blattprotein mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die
Immundetektion wurde mit Phospho-p44/p42-MPK Antikdrpern, welche speziell die aktivierten MPKs
erkennt, nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.9.2 PIAVR2 hat keinen Einfluss auf friih induzierte PAMP-Markergene

Des Weiteren wurde untersucht, ob PiIAVR-Expression einen Einfluss auf die Induktion der
Genexpression der Flagellin-Responsive Kinase 1 (FRK1) hat. Die Aktivierung des FRK1
Promotors wurde mit einem pFRK1::Luciferase Assay untersucht. Dabei wird neben dem zu
untersuchenden Effektor ein pFRK1::Luciferase und ein pUbi::GUS Konstrukt in Mesophyll-
Protoplasten  transformiert. ~ Durch  die  Elizitierung  mit  flg22  wird ein
Fremderkennungssignalkaskade aktiviert, die final den pFRK1 Promotor aktiviert. Durch die
Aktivitat des Reporterproteins Luciferase kann die Induktion des pFRK1 Promotors in vivo
gemessen werden. Mittels Messung der GUS-Expression wurde die Uberlebensrate der
Protoplasten nach 6 h (mit und ohne flg22) bestimmt und mit der Luciferase-Aktivitat
verrechnet (s. Kapitel 2.7.3). In Abbildung 33: Die Expression von PiAVR2 in Protoplasten hat
keinen Einfluss auf die Induktion des FRKZ1-Promoters nach flg22-Behandlung ist die
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normalisierte Aktivitdt von pFRK1 6 h nach flg22-Behandlung dargestellt. Die Expression von
PIAVR2 supprimiert nicht die Induktion des pFRK1-Promotors.

Abbildung 33: Die
= 8- Expression von PiAVR2 in
= Protoplasten hat keinen
- 77 Einfluss auf die Induktion
S 6- des FRKZ1-Promoters nach
£ flg22-Behandlung
< 57 Die pFRK1::Luciferase Akti-
§ 4 - vitdt 6 h nach Induktion mit
s flg22 bzw. Wasser wurde mit
= 37 der GUS-Aktivitat
3 5. normalisiert (s. Kapitel 2.7.3).
;' Negativ-kontrolle = GFP;
E 14 Positiv-kontrollle = AvrPto;
o - RLE: relative Lichteinheiten.

0 - T T J T Grafik zeigt
C‘;‘Q Qn.° QQS’ qQ:" 6‘3 Standardabweichungen  und
3 \a s 3 Mittelwerte aus drei
P & D « wert _
6{2 Q-\?- unabhéngigen Experimenten.

Es wurde weiterhin untersucht, ob GFP-PiAVR2-Linien eine verdanderte Induktion der friilhen
PAMP-induzierten Gene zeigen.

Zur Analyse wurden die frihen PAMP-regulierten Gene FLG22-INDUCED-RECEPTOR-
LIKE-KINASE 1 (FRK1) und WRKZ17 ausgesucht. Die Infiltration von flg22 in A. thaliana
Rosettenblatter fuhrt nach 4 h zu einer Erhéhung des FRK1-Transkripts um fast das
Hundertfache (AtGenExpress). Damit ist FRK1 eines der am starksten induzierten frihen
PAMP-regulierten Gene. Die Expression des Transkriptionsfaktors WRKY17 ist laut
AtGenExpress 1 h nach flg22-Infiltration bereits siebenfach hochreguliert.

Das MS-Medium von 14 Tage alten Keimlingen wurden mit flg22 versetzt und Keimlinge
nach 0,1 und 3 h geerntet. Es wurde das Transkriptlevel der beiden Gene mittels qRT-PCR
bestimmt. Abbildung 34 zeigt, dass die flg22-Behandlung zu ber hundertfacher Induktion des
FRK1-Transkriptes nach 3 h fiihrt. Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den
verschiedenen getesteten Linien zu sehen. Die Induktion von WRKY17 ist nach 1 h flg22-
Behandlung bereits 6-8 fach in den verschiedenen Linien. Auch hier ist kein Unterschied
zwischen den GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien und den Kontrollen sichtbar. Diese
Ergebnisse bestétigen die Ergebnisse aus Protoplasten (s. Abbildung 31). Auch dort hatte die
Expression von PiAVR2 oder GFP-PiAVR2 keinen Einfluss auf die frihen Antworten der PTI.

Es kann also geschlossen werden, dass der RXLR-Effektor PIAVR2 keine der untersuchten
frihen PTI-Antworten unterdriickt.

85



Ergebnisse

A m#l ) B m#l | )
250 7 @ #2 |GFP-PJAVR2 @#2 GFP-PiAVR2
o#l |pGreen 21 g:; pGreen
200 - O#2 c 8 -
c =]
: B I
35
S 150 _LI 5 6 1
= £
S .4 S
S af R
e x
w 3 o 3
o =
S 2 v 2 -
] =
L i [¥] 1 d
ul SEE & T
0 - T 0 - T

Wasser flg22 I Wasser flg22
Abbildung 34: Die Induktion der zeitigen PAMP-regulierten Gene ist in GFP-PiAVR2-Linien nicht
beeinflusst

Die FRK1(A) und WRKY17-Genexpression (B) wurde in 14 Tage alten A. thaliana Keimlingen
(Langtag) 3 h (A) bzw. 1 h (B) nach Behandlung mit 10 um flg22 mit RT-gPCR spezifischen Primern
untersucht. Dabei diente Aktin Transkript zur Normalisierung. Die entsprechenden Wasserkontrollen
wurden auf eins gesetzt. Die Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei unabhéngigen
Parallelen mit 5 bis 8 Keimlingen. FRK1: AT2G19190; WRKY17: AT2G24570

3.9.3 PiAVR2 hat keinen Einfluss auf PAMP-induzierte Callose-Bildung

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob GFP-PIAVR2 die PTI zu einem spdteren
Zeitpunkt (weiter downstream in der Signalkaskade) hemmt. Die Erkennung von Mikroben-
assoziierten molekularen Mustern (MAMPs) und PAMPs flihrt zur Einlagerung von Callose in
den Zellwénden, um diese zu verstarken (Gomez-Gomez et al., 1999; Veit et al., 2001). Die
zwei Wochen alten Keimlinge der verschiedenen Linien wurden 24 h nach flg22-Zugabe ins
Medium mit Anillinblau geférbt und unter UV-Licht die Calloseeinlagerungen analysiert. Die
Behandlung mit flg22-induzierte in allen getesteten Linien nach 24 h eine Einlagerung von
Callose (s. Abbildung 35). GFP-PIAVR2 hat also weder auf die frihen, noch auf die spéten
Antworten der PTI einen Einfluss.
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Abbildung 35: Die Expression von GFP-Avr2 hat keinen Einfluss auf die Einlagerung von Callose

GFP-PiAVR2- und Kontrollkeimlinge (14 d alt) wurden in 0,5 x MS mit 1,5% Saccharose 24 h dquilibriert
und dann mit 10 uM flg22 oder Wasser induziert. 24 h spater wurden die Blatter mit Anillinblau gefarbt
und die Callose-Einlagerungen unter UV-Licht sichtbar gemacht. Das Experiment wurde dreimal
unabhéngig wiederholt. GréRenbalken =500 pum

3.10 GFP-PiAVR2-Linien haben eine erhthte Basalexpression von PR-
Genen

Eine typische Reaktion der PTI ist die Induktion der PR- (pathogenesis related)
Genexpression. PR-Gene kodieren flir Enzyme, z.B. Glukanasen, Chitinasen und Proteasen, die
Pathogene wahrend der Infektion beeintrachtigen kénnen (Uknes et al., 1992).

Daher sollte im Folgenden untersucht werden, ob PiIAVR2-Expression einen Einfluss auf die
PR-Genexpression hat. Dafiir wurden GFP-PiAVR2-Uberexpressionspflanzen und WT zwei
Wochen im Dauerlicht kultiviert und mittels gRT-PCR die basale Genexpression von PR1, PR2
und PR5 in diesen Linien bestimmt. Abbildung 36 zeigt, dass die GFP-PiAVR2-exprimierenden
Linien ein deutlich erhdhtes Transkriptlevel der PR-Gene aufweisen. Das deutet auf eine
induzierte Abwehr oder eine Stressreaktion in diesen Linien hin.
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Abbildung 36: Basale Genexpression von PR1, PR2 und PR5

Die Genexpression wurde in 14 Tage alten A. thaliana Keimlingen (Dauerlicht) mit RT-qPCR-
spezifischen Primern flr die entsprechenden Gene untersucht. Dabei diente Aktin Transkript zur
Normalisierung. Die Genexpression des WT wurde jeweils auf eins gesetzt. Die Daten zeigen
Mittelwerte mit Standardabweichungen von 10 bis 15 Keimlingen. PR1 = AT2G14610; PR2 =
AT3G57260; PR5 = AT1G75040

In einem weiteren Experiment sollte nun geprift werden, ob die erhéhte Basalexpression der
PR-Gene in den GFP-PiAVR2-Linien einen Einfluss auf die PAMP-induzierte Genexpression
dieser Abwehrgene hat. Dafiir wurden zwei GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien und zwei
Kontrolllinien zwei Wochen auf 0,5 x MS-Agar im Dauerlicht kultiviert. Die Keimlinge wurden
in Flussigkulturen umgesetzt und mit 1 uM flg22 oder Wasser versetzt. Nach 24 h wurde mittels
gRT-PCR die Genexpression von PR1, PR2 und PR5 in diesen Linien bestimmt. Abbildung 37
zeigt, dass in allen Linien die Behandlung der Wurzeln mit flg22 zu einer Induktion der PR-
Genexpression fuhrt. GFP-PiAVR2-Linien haben folglich eine erhdhte Basalexpression der PR-
Gene, jedoch beeinflusst PIAVR2 nicht die Induzierbarkeit dieser Abwehrgene.
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Ein typischer Abwehrmechanismus von Pflanzen in der PAMP-getriggerten Immunitét ist
die Produktion von Phytoalexinen. Phytoalexine ist ein Sammelbegriff fir Sekundarmetabolite
mit kleinem Molekulargewicht und antimikrobieller Wirkung, die durch Stress induziert
werden. Sie gelten als molekulare Marker fiir Krankheitsresistenz (Hammerschmidt, 1999;
Pedras et al., 2011). Camalexin ist das wichtigste Phytoalexin in Arabidopsis (Bednarek et al.,
2011). Der genaue Wirkmechanismus von Camalexin ist noch nicht geklart, jedoch scheint
dieses Phytoalexin die Zellmembranen von Bakterien und Pilzen zu zerstéren (Ahuja et al.,
2012). Die Camalexinbiosynthese ist oft, abhangig vom angreifendem Pathogen, mit dem
Anstieg der Abwehrhormone Jasmonsaure oder Salecylséure verbunden (s. Diskussion). Da in
den GFP-PiAVR2-Pflanzen der basale Gehalt der Abwehrhormone Salecylsdure, Auxin und
Jasmonséure erhoht war, wurde des Weiteren untersucht, ob in diesen Pflanzen auch der
Camalexingehalt verandert ist. Wahrend der Camalexingehalt in allen erwachsenen Pflanzen
unter der Nachweisgrenze lag, zeigte sich bei den Keimlingen eine 20-fache Induktion des
Camalexins in den Keimlingen der Uberexpressionslinien.
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Der erhdhte SA-Gehalt in den 14 Tage alten GFP-PiAVR2-Pflanzen zusammen mit der
erhohten PR-Genexpression deutet auf eine SA-abhéngige Systemische Resistenz-Reaktion
(SAR) durch PiIAVR2 hin.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Expression von GFP-PIAVR2 keinen
Einfluss auf die Kapazitat der Pflanze zur Auslosung von PAMP-induzierten Antworten hat.
Jedoch zeigen die Pflanzen eine konstituive Expression von Abwehrgenen und einen konstant
erhéhten Pegel an Abwehrhormonen.

3.11 Die Expression von GFP-PiAVR2 induziert Zelltod

Die Uberexpression von GFP-PiAVR2 hat einen starken Entwicklungsphéanotyp zur Folge,
der stark von der Photoperiode reguliert wird (s. Kap 3.7.3.) Im Laufe der Experimente wurde
allerdings noch eine weitere Abhdangigkeit von der Photoperiode festgestellt. GFP-PiAVR2-
Keimlinge, die bei hoher Lichtintensitat (150 puMol/m?/s) angezogen wurden, zeigten einen
starken Zelltod der Keimblatter, zum Teil sogar der ersten echten Blatter (s. Abbildung 39). Die
Kontrollkeimlinge sowie GFP-PiAVR2-Keimlinge, die bei 100-130 uMol/m?/s wuchsen,
zeigten keine Anzeichen eines beginnenden Zelltodes. Der beginnende Zelltod in den
Uberexpressions-Linien wurde wahrscheinlich von der erhéhten Lichtmenge und dem damit
verbundenen Stress ausgeldst.
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Abbildung 39: Phénotyp von 14 d alten Keimlingen bei verschiedenen Lichtintensitaten
Die Keimlinge der angegebenen Linien wurden 14 d auf 0,5 x MS mit 1 % Saccharose bei
kontinuierlicher Beleuchtung mit 100 pMol/m?/s (+) oder mit 150 pMol/m?/s (++) angezogen.

Auch vier Wochen alte Dexamethason-induzierbare GFP-PiAVR2-Linien zeigten zehn Tage
nach Dexamethason-Behandlung einen Zelltod (Kurztag, Beleuchtung 100uMol/m?/s). Auch
hier begann der Zelltod an den Keimblattern und erfasste schrittweise die &ltesten echten
Blatter. Eine Dexamethason-Behandlung von Col0 (s. Abbildung 40 unten) und den
Dexamethason-Kontrolllinien 16ste jedoch keinen Zelltod aus.
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Abbildung 40: Zelltod in Dexamethason-induzierbaren GFP-PiAVR2-Linien

Vier Wochen alte pDex::GFP-PiAVR2-Linien und WT wurden mit 20 um Dexamethason oder Wasser
bespriiht und zehn Tage spater fotografiert. (Lichtintensitat: 100 uMol/m?/s)

3.12 GFP-PiAVR2-Linien sind resistenter gegentber H. arabidopsidis

PiAVR2 wird wahrend der gesamten biotrophen Infektionsphase von Phytophthora infestans
exprimiert (Gilroy et al., 2011a). Wird die Expression von PiIAVR2 in P. infestans mittels RNA
Inteferenz stark reduziert, so ist nach der Infektion einer suszeptiblen Kartoffelsorte kaum eine
Ausbildung von Symptomen zu beobachten (Eleanor Gilroy, personliche Mitteilung). PIAVR2
ist also essentiell flir die Pathogenitat von Phytophthora infestans. Daher wurde vermutet, dass
die Expression von PiAVR2 in Arabidopsis, die Pflanzen anfélliger fiir eine Oomyceten-
Infektion macht. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde in Kooperation mit Harald Keller
(INRA, Sophia Antipolis, Frankreich) eine Infektionsstudie mit Hyaloperonospora
arabidopsidis durchgefiihrt. H. arabidopsidis ist ein Oomyzet aus der Familie der
Peronosporales, die auch als falscher Mehltau bekannt ist (Coates und Beynon, 2010). Dieser
obligat biotrophe Oomyzet ist einer der wenigen Pathogene, der Arabidopsis in der Natur
infiziert. Fur die Infektionsstudie wurden sieben Tage alte Keimlinge von drei GFP-PiAVR2-
Uberexpressionslinien und zwei Kontrolllinien (WT und pGreen_0229) mit einer
Sporensuspension bespriiht und eine Woche spéater die Sporenmenge pro mg Blattgewicht
bestimmt. Die GFP-PiAVR2-Linien waren jedoch nicht sensitiver sondern resistenter gegen H.
arabidopsidis als die Kontrollpflanzen (s. Abbildung 41). Diese Resistenz ist wahrscheinlich
eine Folge der erhéhten Basalexpression von Abwehrgenen und Abwehrhormonen,
insbesondere durch den erhéhten Salecylsauregehalt.
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Die Infektionsstudien wurden vorab auch in Dexamethason-induzierbare GFP-PiIAVR2-
Pflanzen sowie pTA7002-Kontrollpflanzen durchgefiihrt. Es wurden jedoch Nebeneffekte der
Dexamethasonbehandlung beobachtet. Wahrend die Dexamethasonbehandlung WT-Pflanzen
sensitiver und GFP-PiAVR2-induzierbaren Pflanzen resistenter gegeniiber H. arabidopsidis
machte, waren die Ergebnisse der Kontrollpflanzen unterschiedlich. Einige pTA7002-Pflanzen
zeigten eine erhohte Resistenz, andere hingegen eine erhdhte Suszeptibilitat. So waren diese
Ergebnisse nicht schltssig und die Versuche mussten in Uberexpressionslinien wiederholt
werden. Die Verwendung des Dexamethason-induzierbare GVG-Expressionssystems zeigte
bereits in der Vergangenheit unerwinschte Nebeneffekte (Aoyama und Chua, 1997). Oft
wurden durch Dexamethasonbehandlung Wachstumsdefekte, aber auch die Induktion von
Abwehrgenen, wie PDF1.2 und PR-5, beobachtet (Amirsadeghi et al., 2007; Andersen et al.,
2003; Kang et al., 1999). Dexamethason ist ein Steroid und dadurch wahrscheinlich der
Ausloser der beobachteten Nebenenffekte.

40 - Abbildung 41: GFP-PiAVR2-Linien sind
resistenter gegen-uber H. arabidopsidis

Die verschiedenen Linien wurden im Alter von
30 - sieben Tagen mit Hyaloperonospora
arabidopsidis Noco2 infiziert. (s. Kapitel 2.8.1.2).
Nach einer Woche wurde die Konidienmenge pro
mg Frisch-gewicht bestimmt. Gezeigt sind
20 A Mittelwerte und Standard-abweichungen von
mindestens 100 Keimlingen.

* signifikant verschieden von den Kontroll-
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3.13 GFP-PiAVR2-Linien sind suszeptibler gegentiber P. parasitica

Die Uberexpression von GFP-PiAVR2 fiihrt in Arabidopsis zu einer erhohten Resistenz
gegenuiber dem obligat biotrophen Oomyceten H. arabidopsidis (s. Kapitel 3.12). Daher sollte
im Folgenden untersucht werden, ob PIAVR2 hemibiotrophen Oomyceten einen Vorteil bei der
Kolonisation von Arabidopsis verschafft. Da P. infestans Arabidopsis nicht beféllt, wurde
stattdessen Phytophthora parasitica verwendet. P. parasitica ist ein hemibiotropher Oomycet,
der im Gegensatz zu P. infestans ein sehr breites Wirtsspektrum hat (Erwin und Ribeiro, 1996).
Diese Untersuchung wurde freundlicherweise von Agnés Attard (INRA, Sophia-Antipolis,
Frankreich), wie in (Attard et al., 2010) beschrieben, durchgefuhrt.

Um die natlrliche Infektionssituation nachzubilden, wurden die ersten P. parasitica
Infektionsversuche mit den Dexamethason-induzierbaren GFP-PiAVR2-Linien durchgefihrt.
Die Pflanzen wurden sechs Wochen auf MS-Medium angezogen und dann ihre Wurzeln mit
einer Sporensuspension von Phytophthora parasitica behandelt. Die Induktion der GFP-
PiAVR2 Expression durch Dexamethason erhéhte den Befall durch P. parasitica im Vergleich
zu den unbehandelten (-Dex) Pflanzen. Jedoch zeigten auch die pTA7002 Kontrollpflanzen eine
erhdhte Suszeptibilitdt gegenliber P. parasitica infolge der Dexamethasonbehandlung
(s. Abbildung 42). Die GFP-PiAVR2 Pflanzen wie auch die pTA7002 Pflanzen zeigten jedoch
auch ohne Dexamethasonbehandlung eine stirkere Resistenz gegenuber P. parasitica als der
Wildtyp (Col-0). Durch die Dexamethasonbehandlung zeigten alle Pflanzen eine &hnlich starke
Suszeptibilitat. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem beobachteten
Effekt um einen pleiotropen Nebeneffekt des Dexamethasonsystems handelt.
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Abbildung 42: Dex-induzierbare GFP-PiAVR2-Pflanzen sind sensitiver auf P. parasitica

Sechs Wochen alte pDex::GFP-PiAVR2-Pflanzen sowie je eine Col-0 und pTA7002-Linie wurden mit
20 mM Dexamethason oder Wasser bespriht und 24 h spater wurden die Wurzeln mit jeweils 1000
Zoosporen von Phytophthora parasitica Stamm 310 inokuliert und der Befallsindex (1-7) Uber die Zeit
bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardfehler von jeweils 18-24 Pflanzen. Der Befallsindex
steht fur folgende Krankheitssymptome: (1) keine Symptome sichtbar. (2) ein bis zwei Blatter sind
befallen. (3) drei bis vier Blatter sind befallen. (4) nur ein bis zwei alte Blatter sind noch gesund. (5)
erstes Stadium der Rosette ist komplett befallen und nur die jungen Blatter sind noch gesund. (6) zwei bis
drei der jungen Blatter sind noch gesund. (7) Die Pflanze ist tot. Die Fotos sind aus Attard et. al 2010
entnommen.

Daher wurde im Folgenden der P. parasitica Infektionsversuch mit den 35S::GFP-PiAVR2-
Linien durchgefuhrt. Als Kontrolle wurden Col-0 Pflanzen und leere pGreen_0229 Pflanzen
verwendet. Die zwei GFP-PiAVR2-Linien sind signifikant sensitiver auf P. parasitica als Col-0
und pGreen_0229 (Abbildung 43). Die Expression von GFP-PiAVR2 erhoht also die
Suszeptibilitat der Wirtspflanze gegeniiber dem hemibiotrophen Oomyceten.

Ahnlich zu den Mutanten mit einem unkontrollierten Zelltod (runaway cell death = RCD),
wie rin4, mpk4, mkk1/ mkk2, mekkl und birl-1 (Gao et al., 2009; Ichimura et al., 2006; Mackey
et al., 2002; Petersen et al., 2000; Qiu et al., 2008), zeigen auch die GFP-PiAVR2-Pflanzen
eine erhohte Basalexpression von Abwehrgenen, was letzendlich wahrscheinlich auch zum
Zelltod fiihrt. Diese erhohte Anfélligkeit fur Zelltodreaktionen ist wahrscheinlich der Grund fiir
die erhohte Empfindlichkeit gegenlber einem hemibiotrophen Oomyceten, insbesondere
wahrend des Uberganges zur nekrotrophischen Phase.
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Abbildung 43: GFP-PiAVR2-Pflanzen sind sensitiver auf P. parasitica

Die Wurzeln von sechs Wochen alten Mutanten und Kontrollpflanzen wurden mit jeweils 1000
Zoosporen von Phytophthora parasitica Stamm 310 inokuliert und der Befallsindex (1-7) uUber die Zeit
bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardfehler von jeweils 18-24 Pflanzen. Der Befallsindex
steht fur folgende Krankheitssymptome: (1) keine Symptome sichtbar. (2) ein bis zwei Blatter sind
befallen. (3) drei bis vier Blatter sind befallen. (4) nur ein bis zwei alte Blatter sind noch gesund. (5)
erstes Stadium der Rosette ist komplett befallen und nur die jungen Blatter sind noch gesund. (6) zwei
bis drei der jungen Blatter sind noch gesund. (7)

3.14 Transkriptomanalyse der GFP-PiAVR2-Linien

Viele der beobachteten Effekte der Uberexpression von GFP-PiAVR2 in Arabidopsis dhneln
einer BR-defizienten Mutante. Um genaueren Einblick in die Wirkung von PiAVR2 auf
Arabidopsis zu erlangen, wurden Transkriptom-Analysen mit einer 35S::GFP-PiAVR2-Linie
und Col-0 durchgefihrt. In drei aufeinanderfolgenden Wochen wurde aus neun, im Dauerlicht
kultivierten, zwei Wochen alten Pflanzen RNA extrahiert und an das National Arabidopsis
Stock Centre in Norwich zur Analyse gesandt. Mittels GeneChip 1 ara Mikroarrays wurden das
Transkriptom untersucht und die Ergebnisse mit freundlicher Hilfe von Joachim Killian und
Marek Malec mittels Gene Spring Analysis ausgewertet. Aufgrund der verwendeten
biologischen Replikate (statt der haufig verwendeten technischen Replikate) waren die
Ergebnisse der drei verschiedenen Wochen zwar tendenziell ahnlich, jedoch in ihrer Amplitude
recht unterschiedlich. Wie in Abbildung 44 C im Venn-Diagramm zu sehen ist, berschneiden
sich in allen drei Experimenten nur 241 unterschiedlich regulierte Gene. Diese geringe Zahl
deutet auf eine hohe biologische Varianz in den verschiedenen Experimenten (in drei
aufeinander folgenden Wochen) oder verschiedene Qualitit der untersuchten RNA hin. Daher
wurde die Qualitdt der RNAs mittels gqRT-PCR untersucht. Die relative Quantifikation des
endogenen Kontrollgens Aktin zeigte eine &hnliches Expressionsniveau in allen Proben (Daten
nicht gezeigt). Das lasst auf eine gleichméRige RNA-Qualitat schlieRen. Daher ist die Varianz
der Expressionsniveaus wahrscheinlich in den Pflanzen selbst zu suchen.

96



Ergebnisse

In Abbildung 44 sind die, in der Uberexpressionsmutante mindestens zweifach herauf-
regulierten (s. Abbildung 44 A) und herunterregulierten (s. Abbildung 44 B), Gene in
verschiedene genontologische Kategorien eingeordnet. Wahrend Absizinsaure-regulierte Gene
in beiden Kategorien auftauchen, zeigt sich in den GFP-PiAVR2-Uberexpressionspflanzen eine
Induktion der Salizylsdure- und Jasmonsdure-regulierten Gene und eine Repression der
Brassinosteroid- und Auxin-regulierten Gene. Damit spiegelt die Transkriptomanalyse die
Ergebnisse der Hormonmessung in den zwei Wochen alten Pflanzen wider. In den Auxin-
regulierten Genen finden sich viele Vertreter der SMALL-AUXIN-UP-REGULATED-Familie,
darunter SAUR-19, SAUR-20, SAUR-24 und das von Auxin und BR antagonistisch regulierte
SAUR-68. Die zuvor mittels gRT-PCR untersuchten Gene SAUR-AC und SAUR-65 wurden in
dieser Untersuchung nicht identifiziert. Unter den herunter-regulierten Genen finden sich des
Weiteren Abwehrgene, wie MILDEW RESISTANCE LOUS O 15 (MLO15) und PLANT
DEFENSIN 2.1 (PDF2.1). In den hochregulierten Genen wurden die PATHOGENESIS
RELATED (PR) Gene PR1, PR2 und PR5 identifiziert. Damit bestatigt dieses Ergebniss die
zuvor durchgefiinrte Genexpressionsanalyse in GFP-PiAVR2-Pflanzen. Aufgrund des starken
Phénotypes sowie der erhdhten Abwehr und Zelltodreaktionen von PiAVR2-Langtagspflanzen
wurde dieses Experiment nach dieser Arbeit von Marek Malec mit Kurztagspflanzen
wiederholt. Die Ergebnisse dieser neuen Analyse lagen zum Zeitpunkt der Zusammenschrift
dieser Arbeit nicht vor und wurden daher nicht diskutiert. Diese neue Transkriptomanalyse soll
genutzt werden, um weitere durch AVR2 beeinflusste Gene zu identifizieren und damit ein
detaillierteres Bild der Wirkung dieses Effektors zu ermdglichen.?

Tabelle 10: Ausgewahlte Gene, deren Expression in PiIAVR2-GFP-Pflanzen reprimiert war.

Gen (AGI) Beschreibung Bezeichnung/ Genname -fache Repression Standardfehler

AT5G18030 SAUR-like 4,0 0,36
At3g28345 ABCB15 3,1 0,16
AT5G18080 Auxin- SAUR24 3,1 0,56
At5g18010 regulierte SAUR19 3,1 0,73
At5g50760 Gene SAUR-like 2,9 0,51
At1g29510 SAUR68 2,9 0,49
At5g18020 SAUR20 2,6 0,39
At5g36910 THI2.2 4,4 0,97
At2g44110 MLO15 2,8 0,13
At2g02120 . PDF2.1 2,7 0,35
Verteidigung
AT3G55230 2,3 0,22
AT3G55230 2,3 0,22
At4g23680 2,2 0,12
At5g06800 myb-like HTH TF 3,1 0,43
At1g02340 Trans- HFR1 2,9 0,13
kriptions-
At4g11880 ; AGL14 2,8 0,35
aktor
At3g25790 myb-like TF 2,3 0,05

Ergebnisse der Arbeit von Marek Malec nicht veroffentlicht.
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Tabelle 11: Ausgewéhlte Gene, deren Expression in PIAVR2-GFP-Pflanzen induziert war.

-fache
Gen (AGI) Beschreibung Bezeichnung/Genname Induktion  Standardfehler
At2g14610 PR1 16,2 5,87
AT2G32680 ATRLP23 6,9 2,41
At3g57240 BG3 6,6 1,49
At4g04490 CRK36 6,6 1,62
AT1G57630 6,1 2,79
At2g04450 ATNUDT6 5,6 0,51
Atlg75040 PR-5 4,8 1,32
At4g35180 LHT7 4,4 1,37
At4g11890 ) ARCK1 4,2 0,68
At1g33960 negative AIG1 4,0 0,78
AT3G48640 Regulation 3,7 0,63
der Abwehr ! !
At5g52760 3,7 0,94
At1g15520 ABCG40 3,6 1,48
At3g47480 3,6 1,18
At4g14365 XBAT34 3,4 0,61
At1g73805 SARD1 2,6 0,05
At5g24530 DMR6 2,6 0,51
At1g21250 WAK1 2,6 0,32
At1g08050 2,5 0,37
Atl1g74710 ATICS1 2,4 0,09
AT3G25010 ATRLP41 9,4 3,13
At3g24900 ATRLP39 8,2 1,96
AT5G27060 ATRLP53 6,3 2,22
AT4g12490 5,9 1,87
AT3G23120 ATRLP38 5,9 1,77
At5g26170 WRK50 5,7 1,12
At5g10760 5,2 1,21
At3g45860 CRK4 5,0 1,08
At4g23310 CRK23 4,8 1,98
At5g46050 Abwehr ATPTR3 4,1 1,06
At2g13810 ADL1 3,8 0,59
At3g11010 ATRLP34 3,3 0,72
At2g31865 PARG2 3,2 0,74
At1g35710 3,1 0,55
At3g23110 ATRLP37 3,0 0,85
At4g23130 CRK5 3,0 0,75
At1g19250 FMO1 2,6 0,38
At4g23280 CRK20 2,5 0,26
AT4G12480 EARLI1 2,3 0,11
At2g42360 oxidativer Burst >4 173
At2g27660 2,9 0,56
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Abbildung 44: Transkriptom-Analyse der GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien
Das Transkriptom von 35S::GFP-PiAVR2-A thaliana Pflanzen wurde durch Mikroarrayanalyse relativ

zu Col-0 Pflanzen untersucht.

Es wurden je 9 Pflanzen in drei aufeinander folgenden Wochen

angezogen, gepoolt und diese biologischen Replikate statistisch ausgewertet. Es wurden nur Gene, deren
Expression mindestens zweifach induziert waren, in die Auswertung einbezogen. A: hochregulierte
Gene; B: herabregulierte Gene; C: Venn-Diagramm der unterschiedlich regulierten Gene in den

verschiedenen Wochen.
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4 Diskussion

P. infestans 10st die verheerende Kraut- und Knollenfaule in Solanaceae, wie Kartoffel und
Tomate, aus. Der hemibiotrophe Oomyzet P. infestans verfugt tber ein sehr grol3es Reservoir an
RXLR-Effektoren, um das Immunsystem seiner Wirtspflanzen zu schwéchen und erfolgreich
biotroph und spéter nekrotroph von ihnen zu leben. Ein RXLR-Effektor, der bedeutend fur die
Pathogenitat von P. infestans ist, heilt PIAVR2.

4.1 PiAVR2 und PiAVR2-Like interagieren mit BSL1, BSL2 und BSL3
(und nicht mit BSU1) im Cytoplasma

Um den Wirkmechanismus des RXLR-Effektors PIAVR2 aus P. infestans zu erforschen und
mogliche Zielproteine zu identifizieren, wurde in dieser Arbeit PIAVR2 in der Modellpflanze
Arabidopsis untersucht. Arabidopsis gehort zur Familie der Brassicaceae aus der Ordnung der
Brassicales in der Gruppe der Rosiden. Die Familie der Solanaceae, die Wirtspflanzen fir P.
infestans sind, gehoren hingegen zur Ordnung der Solanales in der Gruppe der Asteriden (The
Angiosperm Phylogeny, 2009). Zahlreiche Signalwege sind evolutionar bereits so frih
entstanden, dass trotz des groRen phylogenetischen Abstandes Arabidopsis als Modellpflanze
flr die Grundlagenforschung unterschiedlicher Interaktionen dienen kann.

Allerdings mussen nach Untersuchungen in Modellpflanzen immer Untersuchungen in der
jeweiligen Wirtspflanze erfolgen, die sich aufgrund der Vorarbeiten zielgerichteter planen
lassen. Diese Arbeit am Modell Arabidopsos diente als Grundlage fir die weiterfiihrenden
Untersuchungen der Interaktionen von PiAVR2 in den Solanaceae. Diese Folge-
Untersuchungen wurden von der Arbeitsgruppe um Paul Birch (SCRI, Dundee) durchgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass PIAVR2 und mit drei Arabidopsis
Kelchphosphatasen interagiert. Die BSU1-Familie aus A. thaliana umfasst folgende vier Kelch-
Phosphatasen: BSU1, BSU1-LIKE1, BSL2 und BSL3. In vivo Interaktionsstudien zeigten, dass
PiIAVR2 stark mit BSL2 und BSL3 interagiert und schwach mit BSL1. Mit BSUL, der
namensgebenden Kelchphosphatase der Familie, konnte keinerlei Interaktion nachgewiesen
werden.

Eine Erklarung hierfur kdnnten die Sequenzunterschiede sein. Sowohl BSU1 und BSL1 als
auch BSL2 und BSL3 treten jeweils paarweise als chromosomale Wiederholungen auf. Dabei
haben die Proteinsequenzen von BSL2 und BSL3 untereinander eine Ahnlichkeit von 98%.
BSL1 weist eine Ahnlichkeit von Gber 60% zu BSL2 und BSL3 auf. Jedoch zeigt BSU1 in
Arabidopsis nur 53% Ahnlichkeit zu BSL1 und sogar nur 43% Ahnlichkeit zu BSL2 und BSL3.
Vielleicht wird BSU1 aufgrund seiner abweichenden Sequenz nicht von PiIAVR2 erkannt oder
besitzt eine verdnderte Bindedomadne, so dass keine Interaktion mit PIAVR2 etabliert werden
kann.
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Eine andere mdogliche Erkdrung sind die Expressionsmuster der verschiedenen
Kelchphospatasen. Mit Promotor::GUS-Fusionen konnten Maselli et al. (2014) fir BSL2 und
BSL3 identische Expressionsmuster zeigen. Deren Expression war stark in Pollen, jedoch
schwach im vegetativen Gewebe. Die BSL1-Expression war im Vergleich dazu viel deutlicher
in den vegetativen Geweben, jedoch gar nicht in Pollen. Fiir BSU1 konnte keine konsistente
Expression gezeigt werden. Daher wére es moglich, dass aufgrund der kaum nachweisbaren
Aktivitat des BSU1-Promotors (Maselli et al., 2014) und der daraus resultierenden geringen
Expression von BSU1 in Arabidopsis keine Interaktion mit PIAVR2 in IP-Experimenten gezeigt
werden konnte. Daher wurden die nachfolgenden Co-IP-Experimente in dieser Arbeit mit
Konstrukten unter konstitutiv-aktiven Promotoren (pUbi10::BSLs-myc und p35S::PiIAVR2-HA)
durchgefihrt. Da auch in den Co-IPs keine Interaktion von PIAVR2 mit BSU1 gezeigt werden
konnte, liegt die Bindungspezifitdt von PiIAVR2 wahrscheinlich in den Sequenzunterschieden
der Kelchphosphatasen.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass auch PiAVR2-like mit BSL1-3 und nicht
mit BSUL interagiert. PiAVR2-like ist ein Homolog zu PiAVR2, welches nicht vom
Solanaceaen-Resistenzprotein R2 erkannt wird und somit der R2-induzierten hypersensiblen
Reaktion (HR) entkommt (Gilroy et al., 2011a). Die Interaktion der drei Kelchphosphatasen mit
PiAVR2-like ist schwacher als die Interaktion mit PIAVR2, jedoch deutlich nachweisbar. Es
wird von R2 also wahrscheinlich nicht die Bindung von PiIAVR2 (bzw. PiAVR2-like) an die
BSLs erkannt, sonden der ausgeldste Effekt. Oder bei der Bindung von PiAVR2-like an die
BSLs kommt es zu einer veranderten Konformation im Vergleich zum PiAVR2-BSL-Komplex
und dadurch wird der Proteinkomplex nicht von R2 erkannt.

Im Genom verschiedener Solanaceae, wie Tomate, Kartoffel und Tabak, wurden bis zum
Abschluss der Laborarbeit diverse orthologe Gene der Kelchphosphatasen BSL1, BSL2 und
BSL3 identifiziert. In den Solanaceae-Arten wurden bisher folgende Homologe der BSU1-
Familie identifiziert: Kartoffel (Solanum tuberosum) StBSL1 (JQ950742) und StBSL2
(JQ950743); Tomate (Solanum lycopersicum) SIBSL1(AEW69819) und SIBSL2 (AEW69826);
Tabak (Nicotiana benthamiana) NbBSL1 (JQ950744) und NbBSL2 (JQ969018). Allerdings
konnte in keinem Fall ein Ortholog zu BSU1 gefunden werden. In den Expressed Sequence
Tags (ESTs) von Tomate und Kartoffel wurden des Weiteren Orthologe von BSL3 identifiziert
(Eleanor Gilroy, persénliche Mitteilung).

Abbildung 45 zeigt den phylogenetischen Stammbaum aller bisher bekannten
Kelchphosphatasen anhand eines Vergleiches ihrer Phosphatasedoménen. Wéhrend die
Phosphatasedoménen aller BSL1-Proteine eng zusammen gruppieren und auch alle BSL2-
Proteine mit AtBSL3 (A. thaliana BSL3) eine Gruppe bilden, ist die Phosphatasedoméne von
AtBSU1 weit entfernt. In einer neueren phylogenetischen Untersuchung konnten (Maselli et al.,
2014) zeigen, dass BSU1-artige Gene ausschlieflich in Brassicaceaen vorkommen, wohingegen
BSL1-3 in allen Landpflanzen stark konserviert sind.
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Abbildung 45: Phylogenetischer Vergleich der Verwandschaft der BSU1-Familie aus Arabidopsis und
Solanaceae-Arten

Phylogenetischer Stammbaum aus einem Alignment der Phosphatasedoménen aller bekannter Proteine
der BSU1-Familie von At= Arabidopsis thaliana; St = Solanum tuberosum, Kartoffel; SI = Solanum
lycopersicum, Tomate; Nb = Nicotiana benthamiana, Tabak. BSL1 Sequenzen von 522 bis 869 AS;
AtBSL2: 658 bis 1005 AS; AtBSL3: 647 bis 994; AtBSU1L: 448 bis 681; StBSL2: 640 bis 986 AS. Die
Sequenzen wurden mittels eines ClustalV-Algorithmus mit MegAlign (DNAStar Version 10.0.1)
analysiert.

Aufgrund der in dieser Arbeit gezeigten Interaktion von PiAVR2 mit den BSLs in
Arabidopsis wurden in Tabak Co-Immunoprézipitationen mit BSL1-Proteinen aus Solanaceae
durchgefuhrt und die Interaktion von PiIAVR2 mit BSL1 im Wirt bestatigt (Saunders et al.,
2012). Weitere Untersuchungen zeigten, dass alle Solanum tuberosum BSL-Proteine (BSL1,
BSL2 und BSL3) in Co-IP- und Yeast-Hybrid-Experimenten mit PiAVR2 interagieren
(Turnbull et al., 2019).

Brassinosteroid hat einen positiven Effekt auf die Immunitat verschiedener Pflanzen
gegeniber pilzlichen, bakteriellen und oomyzetischen Pathogenen (s. Einleitung). Eine
Repression des BR-Signalweges, z.B. durch eine Inhibition der positiven Regulatoren BSL1,
BSL2 und BSL3, ware fur Pathogene (wie P. infestans) also von Vorteil. Besitzt die Pflanze
jedoch neben, diesen drei Kelchphosphatasen, noch BSUL, eine Kelchphosphatase mit einer
deutlich divergenten Sequenz, aber mit der hdchsten Prioritdt im BR-Signalweg, so ist eine
Beeinflussung von BSL1, BSL2 und BSL3 nur noch von untergeordneter Bedeutung. Aufgrund
der deutlich geringeren Sequenzéhnlichkeit von BSU1 mit den anderen Kelchphosphatasen ist
es verstandlich, dass PIAVR2 als Effektor eines Solanaceae-Pathogens in Arabidopsis nur mit
den Orthologen seiner Zielproteine interagiert und es keine (bekannte) evolutiondre Anpassung
von PiIAVR2 an BSU1 gegeben hat. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass ein mutiertes
PiIAVR2, welches auch mit BSUL interagieren konnte, bereits ausreichen wirde, damit P.
infestans auch auf Arabidopsis eine erfolgreiche Infektion etablieren kénnte. Fir zukiinftige
Arbeiten konnte es interesant sein, Experimente mit bsul-Knockout Arabidopsis-Pflanzen
durchzufuhren. So koénnte man den Effekt von PIAVR2 auf die Immunantwort und den
Brassinosteroidsignalweg in Arabiddopsis besser charakterisieren.
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PiIAVR2 wurde in Arabidopsis in GFP-PiAVR2-Uberexpressionspflanzen in der
Zellperipherie sowie im Cytoplasma und im Zellkern lokalisiert und dies konnte mittels
transienter Expression von PiAVR2-RFP in N. benthamiana bestatigt werden. Gleiche
Beobachtungen wurden auch von Saunders et al. (2012) gemacht. Wahrend der Infektion mit P.
infestans verandert sich die Lokalisation von GFP-PiAVR2 in N. benthamiana deutlich. GFP-
PIAVR2 akkumuliert um das Haustorium (perihaustorielle Lokalisation). Dadurch wird
deutlich, dass PiAVR2 an die Infektionsstelle rekrutiert wird und wahrscheinlich an der
Etablierung der Infektion beteiligt ist (Saunders et al., 2012). Die Kelchphosphatasen der
BSU1-Familie konnten in N. benthamiana in der Zellperipherie und im Cytoplasma visualisiert
werden und bis auf BSL1 wurden alle anderen Kelchphosphatasen auch im Zellkern visualisiert.
Die Uberlappende Lokalisation von PIAVR2 mit den Proteinen der BSU1-Familie unterstiitzt
ihre potenzielle Interaktion im Cytoplasma. Zum gleichen Ergebniss kamen auch Saunders et
al. (2012). Split-YFP-Experimente von Saunders et al. (2012) zeigten, dass PIAVR2 (N/K31)
und PiAVR2-like im Cytoplasma mit BSL1 interagieren. Auch in Arabidopsis findet die
Interaktion von PiIAVR2 mit BSL1, BSL2 und BSL3 wahrscheinlich im Cytoplasma statt, da
FRET-FLIM-Messungen in vivo Interaktionen dieser drei Proteinpaare zeigte. Da BSUL auch
im Cytoplasma lokalisiert, jedoch keine Bindung mit PiIAVR2 gezeigt werden konnte (weder
mittels Co-IP, noch FRET-FLIM), wiirde dies bedeuten, dass es eine Bindungsspezifitat von
PiAVR?2 fir drei der vier Kelchphosphatasen gibt.

4.2 Die Rolle von PIAVR2 in Solanaceae-Arten

Saunders et al. (2012) konnten zeigen, dass der P. infestans RXLR-Effektor PIAVR2 in vitro
und in vivo mit den Tabak-, Tomate- und Kartoffel-Orthologen der Arabidopsis BSU1-LIKE 1
(BSL1) -Phosphatase interagiert. Weitere Untersuchungen zeigten, dass alle Solanum tuberosum
BSL-Proteine (BSL1, BSL2 und BSL3) in Co-IP- und Yeast-Hybrid-Experimenten mit PIAVR2
interagieren (Turnbull et al., 2019). Dabei zeigten Turnbull et al. (2019), dass eine 16-
Aminosdauren-Domdne im C-Terminus von PiIAVR2 essentiell fir die Interaktion von PIAVR2
mit den BSLs ist. Ohne diese Doméne verliert PIAVR2 seine Virulenz und wird nicht mehr von
R2 erkannt. Die Experimente von (Turnbull et al., 2019) zeigen weiterhin, dass die drei BSLs
unterschiedliche Funktionen haben und einer komplexen gegenseitigen Regulation, sowohl auf
Gen- wie auch auf Proteinebene, unterliegen. Virus-induced-Gene-Silencing (VIGS) NbBSL1
Pflanzen zeigen einen Wildtyp-Phénotyp, wohingegen NbBSL2/3-VIGS Pflanzen mit ihrem
starken Zwergenwuchs, verkirzten Blattstielen und eingedrehten Blattern an AtBRI1-
Knockout-Pflanzen erinnern (Turnbull et al., 2019). In NbBSL2/3-VIGS-Pflanzen, in denen die
Gene von BSL2 und BSL3 stillgelegt wurden, konnten Turnbull et al. (2019) nicht nur kein
StBSL2 und StBSL3 Protein nachweisen, sondern auch kein StBSL1. Das bedeutet BSL2 oder
BSL3 oder beide zusammen haben einen stabilisierenden Effekt auf BSL1. Damit sind die
NbBSL2/3-VIGS-Pflanzen auf Proteinebene BSL-Nullmutanten. Diese Pflanzen zeigen eine
verstarkte, durch INF1 ausgel6ste Zelltod-Reaktion (Turnbull et al., 2019).
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Diese verstdrkte Reaktion auf ein PAMP konnte bedeuten, dass die negative Regulation der
PTI in diesen Pflanzen reduziert oder entfernt wurde. In diesen BSL-Nullmutanten wurde des
Weiteren eine stérkere Infektion von P. infestans beobachtet (Turnbull et al., 2019),
wohingegen nur die Stilllegung des BSL1-Genes (NbBSL1-VIGS) keinen Eifluss auf die P.
infestans Infektion zeigte (Saunders et al., 2012). Werden die BSLs in Tabak Uberexprimiert,
induzieren alle drei BSLs eine verstirkte Virulenz von P. infestans (Turnbull et al., 2019).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die BSLs Suszeptibilitatsfaktoren in Solanaceaen sind und von P.
infestans benétigt werden, um seine volle Virulenz zu entfalten.

Die Uberexpression der Gene der drei Mitglieder der BSL-Familie zeigte weitere
Unterschiede in der regulatorischen Wirkung dieser Proteine. Die Uberexpression von StBSL1
fuhrte zu einer starken Suppression des INF1-induzierten Zelltodes, wéhrend die
Uberexpression von StBSL3 einen moderaten und die Uberexpression von StBSL2 keinen
Effekt zeigte.

Turnbull et al. (2017) konnten bei den GFP-PiAVR2-uberexprimierenden Kartoffelpflanzen
eine Hochregulierung der StCHL1-Genexpression zeigen. Dies ist ein basischer Helix-Loop-
Helix (bHLH)-Transkritionsfaktor mit einer hohen Sequenzhomologie zu den Arabidopsis
bHLH-Transkriptions-faktoren AtCIB1 und AtHBI1. Diese Arabidosis Transkritionsfaktoren
spielen eine Rolle in der BR-Antwort. AtHBI1 fungiert auch als Regulator im Crosstalk
zwischen PTI- und BR-assoziiertem Wachstum und ist dabei wahrscheinlich redundant zu CIB1
und BEE2 (Bai et al., 2012; Fan et al., 2014; Malinovsky et al., 2014). Microarray-Analysen
von GFP-PiAVR2-uberexprimierenden Arabidopsis zeigten jedoch keine verénderte Regulation
von AtCIB1, AtHBI1 und AtBEE2 im Vergleich zum Wildtyp. Somit besteht hier eine klare
Abweichung der Regulation zwischen der Modelpflanze Arabidopsis und der Wirtspflanze
Kartoffel. Fir zukinftige Untersuchungen waére es interresant, Interaktionsstudien der
Kelchphosphatasen und der bHLH-Transkriptionsfaktoren AtCIB1 und AtHBI1, z.B. mittels
Co-IP, durchzufihren.

Nicht nur die BSLs in den Solanaceaen haben unterschiedliche Funktionen und spezifische
Regulationen. Maselli et al. (2014) zeigten auch in Arabidopsis, dass die BSU1-artigen Kinasen
(BSL1-3) zwar alle mit Proteinen des BR-Signalweges interagieren, jedoch zum Teil leicht
abweichende, zum Teil komplett gegensatzliche Eigenschaften aufweisen.

Neben PiAVR2 konnten Saunders et al. (2012) auch noch fur finf weitere Mitglieder der
PiAVR2/ PEXRD11-Familie eine Interaktion mit SIBSL1 zeigen. In resistenten Solanaceaen
wird PiIAVR2 von dem Resistenz-Protein R2 erkannt und dadurch eine Effektor-induzierte
Immunitét ausgelost, die zu einer HR flhrt. Interressanterweise interagieren nur die PIAVR2-
Homologe mit SIBSL1, die vom Solanum demissum Resistenzprotein R2 erkannt werden und
eine HR ausldsen (Champouret, 2010). BSL1 scheint also, entsprechend dem Guard Model, von
R2 Uberwacht zu werden. Saunders et al. (2012) konnten des Weiteren zeigen, dass eine Gen-
Stilllegung (Silencing) von BSL1 in N. bethamiana die R2-vermittelte Resistenz gegenuber P.
infestans beeintrachtigt, aber die kompatible Interaktion in Abwesenheit von R2 nicht
beeinflusst.
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PiIAVR2, StBSL1 und R2 scheinen einen terndren Komplex zu bilden, da eine BSL1-R2-
Interaktion nur in Anwesenheit von PIAVR2 gezeigt werden konnte. Die Bildung dieses
terndaren Komplexes scheint der Ausldser der HR zu sein. Interressanterweise interagiert auch
PiAVR2-Like, die virulente Form von PiAVR2, mit StBSL1. Diese Interaktion flhrt jedoch
nicht zu einer BSL1-R2-Interaktion. PiIAVR2-Like entkommt dadurch der R2-vermittelten
Resistenz. Weitere Untersuchungen sind nétig, um den exakten Wirkmechanismus zu kléren.
Saunders et al. (2012) stellen die These auf, dass PiIAVR2 biochemische oder konformatorische
Anderungen an BSL1 bewirkt, wodurch die R2-Erkennung aktiviert wird. Die R2-vermittelte
Resistenz von Solanaceaen gegen avirulente, PiAVR2-exprimierende P. infestans Stdmme
entsteht also wahrscheinlich durch eine indirekte Erkennung des AVR-Proteins PIAVR2. Es
wurden verschiedene andere indirekte Erkennungen diverser Effektoren gezeigt. Die
bekannteste ist fur den filamentdsen Pflanzenpathogen Pilz Cladosporum fulvum beschrieben.
Der apoplastische C. fulvum Effektor Avr2 inhibiert zwei Tomaten-Cystein-Proteasen, um die
Abwehr der Tomate zu schwadchen. Das Tomaten-Resistenzprotein Cf-2 erkennt diese
inibitorische Wirkung von Avr2 und induziert eine HR (Rooney et al., 2005; Shabab et al.,
2008).

In dieser Arbeit wurde zwar ein Zelltod bei PiAVR2-lberexprimierenden Arabidopsis-
Pflanzen beobachtet, jedoch nur bei dlteren Pflanzen, die im Dauerlicht kultiviert wurden. Daher
kann davon augegangen werden, dass die Interaktion von PIAVR2 mit BSL1, 2 und 3 in
Arabidopsis nicht von einem R2 Resistenzprotein tberwacht wird. Man kénnte in zukinftigen
Untersuchungen R2 induzierbar in Arabidopsis exprimieren und diese Pflanzen mit PiIAVR2
Pflanzen kreuzen. Wenn es in diesen Pflanzen zu einer HR kommt, ware dies ein Hinweis, dass
die Arabidopsis bHLH-Transkriptionsfaktoren AtCIB1 und AtHBI1 mit PiIAVR2 und den BSLs
auch einen ternaren Komplex bilden, der eine HR auslésen kann.

4.3  Wie beeinflusst PIAVR2 BSL1, BSL2 und BSL3?

Zahlreiche Untersuchungen zum Brassinosteroid-Signalweg wurde in Arabidopsis
durchgefuhrt und dabei wurde BSU1 zum Modell fir die anderen BSLs. Viele heute im BR-
Signalweg dargestellte Funktionen der Kelchphosphatasen wurden mittels Uberexpression oder
Funktionsverlust von BSU1 erforscht. Die vier Kelchphosphatasen der BSU1-Familie galten
lange als positive Regulatoren des Brassinosteroidweges und es wurde angenommen, dass
BSL1-3 in ihrer Funktion mit BSU1 Uberlapppen. Neueste Untersuchungen von (Maselli et al.,
2014) zeigen jedoch, dass die vier Mitglieder der Familie moglicherweise unterschiedliche
Funktionen haben. BSL1 wie auch BSL2/3 gehdren phylogenetisch zu zwei sehr alten Kladen
und sind in allen Landpflanzen stark konserviert. BSU1l-artige Gene hingegen sind
ausschlieBlich auf die Familie der Brassicaceaen beschrankt und zeigen selbst bei sehr nah
verwandten Arten eine ungewdhnlich starke Divergenz der Sequenzen.
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Die Ergebnisse von Maselli et al. (2014) zeigen, dass das Modell des BR-Signalweges nur in
Brassicaceaen gultig ist und die anderen BSU1l-artigen Kinasen (BSL1-3) zwar alle mit
Proteinen des BR-Signalweges interagieren, jedoch zum Teil leicht abweichende, zum Teil
komplett gegensatzliche Eigenschaften aufweisen. Zum Beispiel zeigten Maselli et al. (2014),
dass BSL2 und BSL3 mit der BRI1 SIGNALLING KINASE 1 (BSK1) und BSK 3 interagieren.
BSL1 interagiert mit BSK3 und nur schwach mit BSK1, und BSU1 interagierte mit keiner BSK
im Yeast-two-Hybrid-Experiment.

BSU1 dephosphoryliert das konservierte Tyrosin 200 von BIN2, wodurch BIN2 destabilisiert
wird (Kim et al., 2009). Maselli et al. (2014) zeigten, dass BR-aktiviertes BSU1, jedoch nicht
BSL1-3, signifikant die Stabilitat von koexprimiertem BIN2 verringert. Vermutlich kommt es in
PiAVR2-Pflanzen nicht zur Dephosphorylierung des Tyrosin 200 von BIN2. Dies waére
konsistent mit der Beobachtung, dass die Expression von PiAVR2 keinen Einfluss auf die
BIN2-abhdngigen Antworten wie zum Beispiel BZR1/BZR2-induzierte Genexpression hat.
Zukinftige Experimente konnten klaren, ob PiAVR2 in verschiedenen Entwicklungsstadien der
Pflanze unterschiedliche Wirkungen zeigt sowie ob und wie BIN2 in PiAVR2-Pflanzen
modifiziert ist.

Ein gut etablierter Nachweis fiir die Beeinflussung des BR-Signalweges ist die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors BZR2 durch BIN2. In GFP-PiAVR2-Keimlingen,
wie auch in WT-Keimlingen, konnte phosphoryliertes und unphosphorylierten BZR2
nachgewiesen werden und nach zwei Stunden BL-Behandlung waren fast alle BZR2-Proteine
dephosphoryliert und damit aktiviert. Maselli et al. (2014) untersuchten die Phosphorylierung
von BZR2 in den bsll, bsl2, bsl3 und bsl2 bsl3 Funktionsverlust-Mutanten. Der
Phosphorylierungsstatus von BZR2 ist in der bsl1 Mutante identisch zum Wildtyp. Hingegen
fihrt der Funktionsverlust von bsl2, bsl3 und bsl2 bsl3 zu einer Abnahme der vollstdndig
phosphorylierten Form von BZR2. Gleichzeitig kommt es zu einer Zunahme von BZR2-Formen
zwischen der vollstandig phosphorylierten und dephosphorylierten Form. Maselli et al. (2014)
vermuten, dass es ein feiner abgestuftes System der Phosporilierung gibt als das bisher
postulierte AN/AUS-Prinzip mit entweder vollstandiger Phosphorlierung oder vollstandiger De-
Phosporilierung von BZR2. Da BZR2 diverse Phosphorylierungsstellen hat, ware eine solche
schrittweise Phosphorylierung oder Phosphorylierung der verschiedenen Stellen durch
unterschiedliche Kelchphosphatasen mdglich. Bei der Behandlung mit Brassinolid oder
Brassinazol verhalten sich die Funktionsverlustmutanten wie der Wildtyp oder BR-defiziente
Mutanten (z.B. de-etiolated 2).

Damit zeigen die GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien das gleiche Verhalten wie die bsl1,
jedoch nicht wie die bsl2 und bsl3 Funktionsverlust-Mutanten. Sollte es also durch die
Interaktion von PiIAVR2 zu einer verringerten Aktivitdt von BSL2 und 3 kommen, so ist dieser
Einfluss nicht so stark wie bei den Funktionsverlust-Mutanten. Oder in den bsl2 und bsl3
Funktionsverlust-Mutanten kommt es zusdtzlich zu einer Destabilisierung von BSL1, dhnlich
wie es in Tabak gezeigt werden konnte. Damit wéren die Funktionsverlustmutanten auch BSL-
Nullmutanten und wéren mit den GFP-PiAVR2 Pflanzen nicht vergleichbar.
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Interessanterweise konnte in GFP-PiAVR2-exprimierenden Protoplasten eine dauerhafte De-
Phosphorylierung und damit Aktivierung von BZR2 gezeigt werden (mit und ohne BL
Behandlung). Protoplasten werden aus 4,5 Wochen alten Col-0-Pflanzen gewonnen,
wohingegen die oben beschriebenen Experiemente mit zwei Wochen alten
Uberexpressionspflanzen durchgefiihrt wurden. Es ware daher mdglich, dass es sich um einen
Alterseffekt handelt. Wahrscheinlicher ist allerdings eine negative Riickkopplungsreaktion in
den GFP-PiAVR2-Uberexpressionspflanzen, um die Daueraktivierung des BR-Signalweges zu
unterbinden. Fir zukinftige Untersuchungen ware es interessant, den BZR2-
Phosphorylierungsstatus in sehr jungen GFP-PiAVR2-Pflanzen zu uUberprifen. Da die
Uberexpressionspflanzen einen BR-Phanotyp haben, ist anzunehmen, dass die negative
Riickkopplung erst nach einigen Tagen in der Entwicklung ausgeldst wird.

Da kein BZR1-Antikorper zur Zeit der Durchfuhrung erhéltlich war, kann zu diesem
Zeitpunkt keine Aussage zum Phosphorylierungsstatus von BZR1 in den GFP-PiAVR2-
Uberexpressionslinien getroffen werden.

Wenn BSUL1 allerdings ausreichend ist, um die Funktionlitdt des BR-Weges aufrecht zu
erhalten, warum zeigen die GFP-PiAVR2-Pflanzen dann einen zumeist BR-defizienten
Phanotyp und De-Etiolierung der Dunkelkeimlinge? Handelt es sich dabei um pleiotrope
Nebeneffekte durch die Beeinflussung anderer Signalwege? Oder gibt es neben den vier
Kelchphophatasen noch andere Proteine, die BIN2 deaktivieren kdnnen? Mdoglicherweise
werden die beobachteten Effekte nicht von BZR2 ausgeltst. Neben BZR1 und BZR2 existieren
noch vier BZR1/BZR2-Homologe, genannt BEH1-4, die bisher wenig erforscht sind (Wang et
al., 2002). BEH1-4 werden genauso phosphoryliert wie BZR1 und BZR2 (Yin et al., 2005). Des
Weiteren interagiert neben BZR1 und BZR2 auch BEH2 in Yeast-2-Hybrid-Experimenten mit
einer GSK3-Kinase (Rozhon et al., 2010). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde bisher
angenommen, dass alle Homologe (berlappende Funktionen haben. Lachowiec et al. (2018)
zeigten inzwischen, dass BEH4, das phylogenetisch dlteste Homolog von BZR1/ BZR2 fir die
Robustheit in der Entwicklung am wichtigsten ist und die Regulation des Crosstalks der
Homologe Uber BEH4 intergriert wird. Vielleicht wird durch die Interaktion von PiAVR2 mit
BSL1, BSL2 und BSL3 also nicht die Dephosphorylierung von BZR2 beeintréchtigt, sondern
die Dephosphorylierung eines seiner homologen Transkriptionsfaktoren. Da alle Proteine des
BR-Signalweges (von BRIL1 bis zu BZR1/2) iber diverse Homologe verfligen, deren Aktivitat,
Bindungsaffinitat sowie das rdumliche und zeitliche Expressionsspektrum bisher kaum erforscht
wurden, ist es schwierig genaue Schlisse Uber die Beeinflussung von PiAVR2 auf den BR-
Signalweg zu ziehen und soll an dieser Stelle auch nicht weiter vertieft werden.

Werden BZR1 und BZR2 dephosphoryliert und somit aktiviert, sind sie als
Transkriptionsfaktoren fur die Induktion und Repression von BR-responsiven Genen
verantwortlich. Der BR-Signalweg kontrolliert die Genexpression einer groRen Vielfalt von
Genen, wobei das Ausmall der Variation bei den meisten Genen jedoch sehr klein ist, im
Durchschnitt nur zwei- bis maximal dreifache Unterschiede (Goda et al., 2002).
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Maselli et al. (2014) zeigten in bsl2 bsl3 Funktionsverlust-Mutanten fir typische BR-
regulierte Gene das gleiche Expressionsmuster wie im Wildtyp. Die bsl 2 bsl3
Funktionsverlustmutante scheint also auf auf Genexpressionsebene nicht BR-insensitiv oder
BR-defizient zu sein (Maselli et al., 2014). Wenn sich diese Daten bestatigen lassen und wenn
PIAVR2 eine negative regulatorische Wirkung auf BSL2 und 3 (und eventuell auch auf BSL1)
hat, ware dies moglicherweise kaum oder nicht in den Expressionsniveaus der BR-regulierten
Gene sichtbar.

Dies hat sich in den gRT-PCR-Experimenten in dieser Arbeit bestétigt. In GFP-PiAVR2-
Uberexpressionlinien konnte eine geringe Repression der BR-induzierten Gene SAUR-AC1 und
SAUR-65 durch PiIAVR2 beobachtet werden. Allerdings sind die Transkriptlevel nur 1,5- bzw.
1,8-fach reduziert, so dass ein zufélliger Effekt nicht ausgeschlossen werden kann. Da dieser
Effekt jedoch mehrfach in GFP-PiAVR2-Pflanzen und in Dex-induzierbaren GFP-PiAVR2-
Pflanzen beobachtet werden konnte, handelt es sich wahrscheinlich um einen schwachen, aber
nachweisbaren reprimierenden Effekt von PiAVR2 auf BR-Signalweg. Da jedoch keine
Beeinflussung des Phosphorylierungsstatus von BZR2 gezeigt werden konnte, kann nicht
bestimmt werden, ob dieser Effekt durch die Beeinflussung von drei der vier
Kelchphosphatasen ausgelost wurde. Mdglicherweise kommt es durch die Interaktion von
PiIAVR2 mit BSL1-3 (indirekt) zur Regulierung anderer Tanskriptionsfaktoren (wie BZR1 oder
Homologe), die BR-responsive Gene steuern.

Der BR-Signalweg induziert seine eigene Riickkopplungs-Regulation durch die Repression
von BR-Synthesegenen, wie CPD1 und DWF4. Diese Repression wird durch die Bindung von
BZR1 an BR-RESPONSIVE ELEMENTS (BREE) in BR-Synthesegenen reguliert (He et al.,
2005; He et al., 2002), und BZR2 scheint eine ahnliche Funktion zu haben (Vert und Chory,
2006; Yin et al., 2005). Jedoch ist auch hier der Effekt auRerst gering. In der BR-defizienten
det2-Mutante (Deletion eines BR-Synthesegens) ist das DWF4-Transkriptlevel nur 1,8-fach und
das CPD1-Transkriptlevel nur 1,6-fach induziert (efp-browser, Daten von Goda 2003). Daher ist
es verstandlich, dass in den GFP-PiAVR2-Linien, in denen nur ein schwacher Effekt auf die
Expression von BR-induzierten Genen gesehen wurde, kein Effekt auf eine
Riickkopplungsreaktion der BR-Synthesegene beobachtet werden konnte. Da in zwei Wochen
alten Pflanzen auf Proteinregulationsebene (Phosphorylierung des Transkriptionsfaktor BZR2)
und auf Genexpressionsebene kein oder kaum ein Unterschied zwischen PiAVR2-
tiberexprimierenden Arabidopsis-Linien und dem WT gefunden wurde, stellt sich die Frage, wie
der BR-dhnliche Phé&notyp zustande kommt. Eine Messung des Brassinosteroidgehaltes konnte
hierbei eine Antwort liefern. Am wahrscheinlichsten ist eine negative Riickkopplungsreaktion,
die nach wenigen Tagen (wenn die Effekte duch die dauerhafte Uberexpression von PiAVR2 zu
stark werden) initiiert wird.

Doch wie beeinflusst PIAVR2 die drei Proteine der Kelchphosphatasen? Kommt es durch die
Interaktion mit PiIAVR2 zu einer Repression der Aktivitdt der Kelchphosphatasen, blockiert
oder modifiziert PIAVR2 die BIN2-Bindestelle der Phosphatasen oder kommt es zu einer
Degradation der Kelchphosphatasen durch PIAVR2?
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Die Untersuchungen der BR-regulierten molekularen Antworten (Expression BR-regulierter
Gene und Phosphorylierung von BZR2) zeigen, dass PiAVR2 nicht den kanonischen
Brassinosteroidweg inhibiert. Der Stomata-Phénotyp, der durch die Expression von PiAVR2
ausgeldst wird, deutet auf eine Inhibition der BSLs hin. Da PIAVR2 nur mit den BSLs und nicht
mit BSU1 interagiert, legt dies nahe, dass BSU1 keine Rolle in der Stomatogenese spielt. Neben
BIN2 gibt es noch weitere GSK3-like-Kinasen, die womdglich mit den BSLs interagieren (Kim
etal., 2012; Zhu et al., 2017).

Sollte die Interaktion von PiAVR2 mit BSL1, BSL2 und BSL3 zu einer Degradation der
Kelchphosphatasen fiihren, so war es in den Co-IP-Experimenten nicht moglich diese zu
detektieren. Durch die extreme de novo Synthese der Kelchphosphatasen unter der Kontrolle
des konstitutiv aktiven 35S-Promotors wurde ein mdglicher Abbau verschleiert. Um die
Hypothese der Degradation zu verifizieren, ware die Bestimmung des endogenen BSL-Levels
mit einem BSL-spezifischen Antikorper nétig. Um eine mogliche Repression der Aktivitat der
Kelchphosphatasen durch PiAVR2 nachzuweisen, wére ein Phosphatase-Aktivitatsassay
notwendig. Dieser ist in der weiterfiihrenden Arbeit von Marek Malec geplant.

Warum interagiert PiAVR2 gerade mit den Kelchphosphatasen? Kommt diesen
Phosphatasen, neben der positiven Regulation des BR-Signalweges, noch eine weitere
Bedeutung zu? Beeinflussen diese Kelchphosphatasen auch BEH1-4, die Homologe von BZR1
und BZR2? Wenn ja, haben diese Transkriptionsfaktoren eine essenzielle Bedeutung fur die
Immunitét? Wenn ja, warum werden sie dann nicht auch von anderen Effektoren ins Visier
genommen?

Die Kelchphosphatasen der Solanaceaen konnten auch das Ziel bakterieller Effektoren sein.
Die Tomatenkelchphosphatasen SIBSL1 und SIBSL2 sind in PubMed als HOP-INTERACTING
PROTEIN THI129 und HOP-INTERACTING PROTEIN THI140 hinterlegt. Sie wurden von
Cunnac, S., Nguyen, H., Martin, G.B. und Collmer, A. im Jahre 2009 bei einem Hefe-2-Hybrid-
Versuch als Interaktoren eines Typ IlI-Effektors von Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 (Hop) identifiziert. Diese Daten wurden aber weder publiziert, noch mit anderen
Versuchen verifiziert und so bleibt diese Hypothese rein spekulativ.

Um mehr (ber die Wirkungsweise von PiAVR2 in Arabidopsis zu erfahren, wére es
hilfreich, wenn mehr Homologe von bekannten Proteinen des BR-Signalweges sowie neue
Komponenten (wie Kinasen, Phosphatasen und Transkriptionsfaktoren) charakterisiert waren,
damit Phé&notyp und entwicklungsspezifische Besonderheiten bei Licht und Dunkelkeimung
verglichen werden kdnnten. Des Weiteren ware es interessant den Phosphorylierungsstatus aller
BZR2 Homologe in GFP-PiAVR2-Pflanzen zu untersuchen (Uberexprimiert oder induzierbar).
Dadurch lief3e sich eventuell auch das Genexpressionsmuster erkléren.

Allerdings ist eine weitere Untersuchung der Wirkung von PiAVR2 in der Modellpflanze
Arabidopsis eventuell nicht weiter zielfiihrend. In Brassicaceaen existiert neben BSL1-3 auch
BSUL und eventuell wird dadurch der BR-Signalweg in Brassicaceaen anders reguliert als in
Solanaceaen.
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Dadurch kann auch die Wirksamkeit von PiAVR2 als Effektor beeinflusst sein.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Modellpflanze Arabidopsis nicht geeignet ist, um
die Virulenzfunktion von PiIAVR2 zu untersuchen. Die Expression von PiIAVR2 in Arabidopsis
ist jedoch interessant, um die Funktion der BSLs auf Pflanzenwachstum und -entwicklung zu
untersuchen.

Doch wie beeinflusst der Effektor PIAVR2 den BR-Signalweg in Solanaceaen in denen kein
BSU vorhanden ist und BSL1-3 die einzigen (bisher identifizierten) Kelchphosphatasen sind?
Mit Microarray und qRT-PCR-Analysen konnten Turnbull et al. (2017) zeigen, dass typische
BR-responsive Gene in PiAVR2-Uberexpressions-Kartoffelpflanzen &hnlich reguliert waren
wie in Brassinolid-behandelten Wildtyp-Pflanzen. Das deutet eher auf eine verstarkte
Aktivierung des BR-Signalweges in Solanaceaen durch PiAVR2 (im Gegensatz zu der
Reprimierung der SAUR-Gene in GFP-PiAVR2-exprimierenden Arabidopsis). Also hat
PiAVR2 entweder eine unterschiedliche Wirkung in Solanaceaen oder einen anders regulierten
BR-Signalweg (zum Beispiel aufgrund des fehlenden BSU1) und dadurch kommt es zu einer
anderen Wirkung von PiIAVR2.

4.4  Einfluss von PiIAVR2 auf den Brassinosteroid-Siganlweg und die
Brassinosteroid-abhangige Stomatabildung

Pathogene bilden Effektoren, um sich einen Vorteil beim Befall ihres Wirtes zu verschaffen,
indem sie zumeist das pflanzliche Immunsystem ihres Wirtes beeinflussen.

PiAVR2 hingegen interagiert mit Regulatoren des BR-Signalweges, der bekanntlich eher
Pflanzenwachstum und -entwicklung steuert. Brassinosteroid ist kein spezifisches
Abwehrhormon, wie Salicylséure oder Jasmonsdure. Allerdings wird BR seit Jahren erfolgreich
in der Feldforschung sowohl zur Ertragssteigerung als auch zur Steigerung der Stresstoleranz
und der Immunabwehr eingesetzt (Divi und Krishna, 2009; Divi et al., 2010; Vriet et al., 2012;
Xia et al., 2009; Xia et al., 2011). Eine exogene BR-Behandlung von Kartoffeln kann eine P.
infestans-Infektion um bis zu 40 % verringern und sogar effektiver sein als eine Fungizid-
Behandlung (Khripach et al., 1996; Savel'eva et al., 1999). Der Wirkungsmechanismus ist
bisher weitgehend unklar.

Der Wachstums- und Entwicklungsphanotyp der GFP-PiAVR2-Linien deutet auf ein
Ungleichgewicht im Brassinosteroid-Signalweg. Viele phéanotypische Merkmale der
Uberexpressionspflanzen (zwergenwiichsig mit epinastischen Blattern, verkiirzten Blattstielen
und kurzen, dicken Schoten) &hneln den BR-insensitiven und/oder BR-defizienten Mutanten.

Die auswarts gekrimmten Blatter errinnern jedoch mehr an Mutanten mit einem verstérkt
aktivierten Brassinosteroid-Weg. Wird PiAVR2 in Kartoffeln tberexprimiert, kommt es zu
phanotypischen Merkmalen, wie sie flir Mutanten mit Gberaktivem BR-Signalweg typisch sind,
mit epinastisch gewdlbten Blattern und einem Symetrieverlust (Turnbull et al., 2017). Die
PiAVR2-Uberexpressionskartoffelpflanzen zeigen des Weiteren eine verringerte Anzahl von
Stomata. Dies wurde auch bei der Uberexpression verschiedener BSLs in Arabidopsis
beobachtet (Kim et al., 2012).
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PiAVR2-iberexprimierende Arabidopsis-Pflanzen hingegen zeigen eine Akkumulation von
Stomata, wie sie fir BR-insensitive und BR-defiziente Mutanten typisch ist. Der Stomata-
Phanotyp lasst sich teilweise mit exogenem BL revertieren, was auf einen BR-defizienten (und
nicht BR-insensitiven) Phanotyp der GFP-PiAVR2-Pflanzen hindeutet. Besonders auffallend ist,
dass nur die Quadrupel-Deletionsmutante bsu-g, in der alle vier Kelchphosphatasen deletiert
sind, ahnlich exessiv Stomata akkumuliert wie die GFP-PiAVR2-Pflanzen (Kim et al., 2012).

Die GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien zeigen bei Keimung im Dunkeln eine leichte De-
Etiolierung, die durch Zugabe von Brassinazol verstarkt werden kann. Diese
Photomorphogenese wurde bisher bei Brassinosteroid-defizienten Mutanten beobachtet. Wenn
die GFP-PiAVR2-Uberexpression zu einer Inhibierung oder Deaktivierung der BSLs fiihrt, so
ware zu erwarten, dass der Phanotyp der Uberexpressionslinien dem der bsl2 bsl3
Funktionsverlustmutanten ~ &hnelt.  Allerdings  zeigen  dunkelgekeimte  bsl2  bsl3
Funktionsverlustmutanten die gleiche Verldngerung der Hypokotyle wie der Wildtyp (Maselli et
al., 2014). Das wirde bedeuten, dass eventuell nur BSL1 eine Rolle bei der Auspragung der
Photomorphogenese spielt, da in den bsl2 bsl3 Funktionsverlustmutanten BSL1 noch seine
normale Aktivitat hat, wohingegen in den PiAVR2-Uberexpressionslinien alle drei BSLs
inhibiert werden.

BR-insensitive und BR-defiziente Mutanten weisen gewohnlich verkirzte Wurzeln auf.
Konsistent damit sind die Wurzeln von bsl2 bsI3 Funktionsmutanten signifikant kurzer als die
Wurzeln des Wildtyps (Maselli et al.,, 2014). Die GFP-PiAVR2-Pflanzen weisen jedoch
verlangerte Wurzeln auf. Die Differenzierung und das Wachstum von Wurzeln werden durch
einen komplexen Crosstalk von Auxin, Gibberellin und Brassinosteroid geregelt. Dabei agieren
diese Hormone nicht hierarchisch, sondern eng miteinander verflochten, so dass ein
Ungleichgewicht in einem dieser Hormonlevel in verschiedenen Entwicklungsstufen zu
unterschiedlichen Ergebnissen fuhrt (Depuydt und Hardtke, 2011). Aufgrund der
widerspriichlichen Auspragungen des Phanotyps, verlangerte Wurzeln der GFP-PiAVR2-Linien
sowie leichte De-Etiolierung im Dunkeln, kdnnen von diesem ausgehend keinerlei Schlusse auf
die Art des Hormonungleichgewichts gezogen werden. Die PiAVR2-exprimierenden Pflanzen
weisen eine sehr starke Anhdufung von Stomata auf. Dies deutet darauf hin, dass PIAVR2 ein
negaltiver Regulator der BR-abhangigen Stomatabildung ist.

Fur die Entwickung von Stomata aus undifferenzierten Protodermzellen sind die drei
homologen bHLH Transkriptionsfaktoren SPCH, MUTE und FAMA essenziell (MacAlister et
al., 2007; Meng et al., 2015; Pillitteri et al., 2007). SPCH fordert die Ausdifferenzierung von
Protodermzellen in Meristemoid Mutterzellen (Meristemoid Mother Cells MMCs) und deren
subsequente assymetrische Teilung in eine Tochterzelle und ein Meristemoid (Lampard et al.,
2008; Lau et al., 2014; MacAlister et al., 2007). Der Transkriptionsfaktor MUTE reguliert die
Entwicklung des Meristemoids in eine Guard Mother Cell (GMC) 15. Der finale Schritt in der
Stomataentwicklung, die symetrische Teilung der GMC in zwei Guard Zellen, wird von FAMA
reguliert (Lee et al., 2014a; Lee et al., 2014b; Matos et al., 2014; Ohashi-Ito und Bergmann,
2006).
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Kim et al. (2012) konnten zeigen, dass Brassinosteroid die Stomataentwicklung negativ
reguliert. Durch Brassinosteroid wird die BIN2-vermittelte Phosphorylierung und dadurch
Inhibierung der MAP Kinase Kinase (MAPKKK) YDA verhindert. Bei geringem
Brassinosteroidgehalt ist BIN2 aktiv und phosphoryliert und damit inaktiviert YDA. Durch die
somit verringerte Aktivitit der MAPKKK YDA werden die nachgeschalteten Kinasen
MKK4/5/7/9 und deren nachgeschalteten Kinasen MPK3/6 nicht mehr so stark phosphoryliert.
Dadurch wird SPCH nicht mehr reprimiert und kann beginnen die Stomatabildung zu iniziieren
(Kim et al., 2012). Wird der Brassinosteroid-Signalweg von BRI1 bis BSU1 aktiviert, fiihrt dies
zur Inaktivierung von BIN2. Dadurch bleibt die MAPK-Signalkaskade von YDA aktiv und die
Stomatabildung wird verhindert.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Brassinosteroid die Stomatabildung negativ
beeinflusst. Interessanterweise wurde fast gleichzeitig eine andere Arbeit vorgelegt, die den
Schluss nahelegt, dass Brassinosteroid die Stomatagenese positiv beeinflusst. Gudesblat et al.
(2012) zeigten, dass die Funktionsverlustmutante des BR-Synthesegens CPD1 eine reduzierte
Stomataentwicklung in den Hypokotylen hat. Es konnte in vivo gezeigt werden, dass BIN2
SPCH direkt phosphoryliert und dadurch instabilisiert. Diese scheinbar widersprichlichen
Ergebnisse konnten aufgrund der unterschiedlichen Gewebe zustande kommen, in denen die
Untersuchungen gemacht wurden oder sie reflektieren die komplex vernetzten, regulatorischen
Beziehungen zwischen Brassinosteroid und der Stomatogenese (Lau et al., 2014).

Sowohl die bsu-gq Mutante (Kim et al., 2012) wie auch GFP-PiAVR2 Uberexpressionslinien
weisen ein starkes Stomata-Clustering auf. Das dominante bin2-1 und BIN2 tiberexprimierende
Pflanzen zeigen eine Anhdufung von Stomata (Kim et al., 2012), jedoch deutlich geringer
ausgepragt als in der bsu-g und den PiAVR2-Uberexpressionslinien. Auch bril Mutanten sowie
die cpdl Mutanten haben nur einen milden Stomatapadrchen-Phénotyp. Han und Torii (2016)
werfen aufgrund dieser starken phénotypischen Unterschiede die Frage auf, ob alle
Kelchphosphatasen der BSU1 Familie tatsachlich tUber den BRI1 Rezeptor gesteuert werden
oder einige eventuell im Signalweg von ERECTA (ER)/ TOO MANY MOUTHS (TMM)
reguliert werden. Wenn dies der Fall ist, dann konnte dies ein Grund sein warum PiAVR2 nur
mit drei von vier Kelchphosphatasen interagiert. Eventuell zielt der Phytophtora infestans
Effektor auf die Stomataentwicklung. Es wurden bereits andere Effektoren charakterisiert, die
die Stomataentwicklung beeinflussen. Meng et al. (2015) konnten zeigen, dass es durch die
induzierte Expression der Pseudomonas syringae Effektoren AvrPto und AvrPtoB in
Arabidopsis zu schweren ektopischen Stomata Differenzierungen kommt. Es ist bekannt, dass
diese Effektoren auf BAK1 und andere Rezeptorkinasen der SERK1 Familie abzielen (Shan et
al., 2008).

Der Pseudomonas syringae Effektor HopAll inhibiert MPK3/6 (Zhang et al., 2007).
Arabidopsis-Pflanzen in denen HopAll transient exprimiert wird, zeigen einen deutlichen
Stomatacluster-Phéanotyp (Kim et al., 2012). Da P. syringae durch Stomatatffnungen in seinen
Wirt eindringt (Melotto et al., 2006) kénnte man vermuten, dass P. syringae mittels AvrPto,
AvrPtoB und HopAl1 die Anzahl mdglicher Eintrittséffnungen erhéhen will.
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Wahrscheinlicher handelt es sich jedoch um einen Nebeneffekt der Uberexpression. Diese
Effektoren interagieren mit BAK1/ SERKs bzw. MPK3/6, die jeweils eine wichtige Rolle in der
PTI spielen. Fir eine erfolgreiche Infektion durch ein Pathogen erscheint es sinnvoller die
direkte Erkennung durch das Wirts-Immunsystem zu verhindern, in dem die PAMP induzierte
Immunitat unterdrickt wird, anstatt auf eine zeitaufwendigere Stomataneubildung zu setzen.
Auch der beobachtete Stomataphé&notyp in PiIAVR2-Pflanzen ist wahrscheinlich ein pleitroper
Nebeneffekt und nicht der beabsichtigte Effekt.

Es ware interessant zu untersuchen, welchen Effekt PIAVR2 auf die bHLH
Transkriptionsfaktoren hat, die die Stomatabildung regulieren. Dabei wéren direkte und
indirekte Effekte auf Genexpressionsregulation sowie posttranslationale Modifikationen
denkbar. So kénnten die PiIAVR2-exprimierenden Pflanzen verwendet werden, um die bHLH
Transkriptionsfaktoren und deren Zusammenspiel besser zu charakterisieren.

45  Der BR-Signalweg beeinflusst viele andere Signalwege

BR hat einen Effekt auf verschiedene andere Hormone und es konnte gezeigt werden, dass
BR-regulierte Gene auch durch Licht oder Auxin beeinflusst werden (Goda et al., 2004; Song et
al., 2009b). Allerdings waren die genauen Mechanismen lange unbekannt. Durch Vergleiche
aller bisher durchgefiihrten Microarrayanalysen konnte gezeigt werden, dass BR andere
Hormon-Signalwege auf mehrere verschiedene Arten beeinflusst. Sun et al. (2010) zeigten, dass
BR durch BZR1 die Transkription vieler Biosynthesegene der Hormone Auxin,
Gibberellinsédure, Jasmonséure und Ethylen reguliert. Durch diese direkte Regulation von
Signalkomponenten anderer Hormonwege beeinflusst BR die Sensitivitat der Pflanze auf andere
hormonelle Signale. Und vergleicht man die BR-regulierten Gene mit den Genen, die durch
andere Hormonwege reguliert werden, findet man eine signifikante Anzahl koregulierter Gene
(Nemhauser et al., 2006; Sun et al., 2010).

BZR1/BZR2 binden beispielsweise an verschiedene Promotoren von Gibberellin-regulierten-
Genen und kontrollieren deren Expression in Arabidopsis und Reis. In Arabidopsis binden
BZR1/BZR2 an das Non-E-Box-Motiv der GA 20 Oxidase 1 (GA200x1), einem GA-
Biosynthesegen, und kontrollieren BR-abhéngig dessen Expression (Unterholzner et al., 2015).

Die deetiolierten Phanotypen von BR-Mutanten deuteten bereits friih auf eine essentielle
Rolle von BR in der Photomorphogenese hin (Li et al., 1996; Szekeres et al., 1996). BR
repremiert die Expression von Licht-induzierten Genen und die Entwicklung von Chloroplasten
durch ein BZR1-reguliertes transkriptionelles Netzwerk (Luo et al., 2010; Sun et al., 2010). Die
groe Anzahl von Licht-induzierten Genen, die in BR-defizienten und BR-insensitiven
Mutanten hochreguliert ist, flhrte zur Vermutung, dass BR und Licht viele
Transkriptionsfaktoren antagonistisch ko-regulieren (Chory et al., 1991; Li et al., 1996; Song et
al., 2009b; Szekeres et al., 1996). Neuere Untersuchungen konnten dies bestatigen. So konnten
mittels Vergleichs von ChIP-Studien 1170 Gene identifiziert werden, die von BZR1 und
ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5), einem positivem Regulator der Keimling-
Photomorphogenese, ko-reguliert werden (Li und He, 2016).
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Es stellt sich daher die Frage, ob die Interaktion von PiIAVR2 mit den Kelchphosphatasen
BSL1, BSL2 und BSL3 der Beeinflussung, z.B. durch Hemmung, des BR-Signalweges dient
oder ob damit indirekt andere Signalwege beeinflusst werden sollen.

4.6 Die Uberexpression von PiAVR2 fihrt zu einem Hormon-
ungleichgewicht

Die Messung der endogenen Hormonniveaus in A. thaliana WT-Pflanzen und GFP-PiIAVR2-
Uberexpressionspflanzen fiihrte zu folgenden Erkenntnissen: In den Uberexpressionspflanzen
sind verschiedene Hormonniveaus stark verandert. Leider war es trotz intensiver Bemuhungen
von Mark Stahl (ZMBP) nicht mdoglich, das endogene BR-Level zu bestimmen.
Interressanterweise waren die Hormonniveaus oftmals in Keimlingen der GFP-PiAVR2-
Pflanzen stark altnerniert, wohingegen die Hormonniveaus der fiinf Wochen alten erwachsenen
GFP-PiAVR2-Pflanzen kaum bis keine Unterschiede zu WT-Pflanzen aufwiesen. Diese
Unterschiede wurden beim Gehalt von Salecylséure, Indol-3-Essigsdure und Jasmonsaure
gemessen. Die Expression von GFP-PIAVR2 hatte in keinem Entwicklungsstadium einen
Einfluss auf die Synthese von Abszisinsaure.

Warum bewirkt die Uberexpression von PiAVR2 ein Hormonungleichgewicht in
Arabidopsis-Keimlingen, jedoch nicht in erwachsenen Pflanzen? Mdglicherweise handelt es
sich hierbei um pleiotrope Effekte durch die Uberexpression von PiAVR2. Dadurch kann es zu
Interaktionen mit weiteren Proteinen kommen, mit denen unter natiirlichen Bedingungen keine
Interaktion stattfinden wiirde. Oder die unterschiedlichen Hormonlevel sind durch die
unterschiedlichen Expressionsmuster der BSLs in verschiedenen Entwicklungsstadien bedingt.
Die Geneexpressionsdaten von http://bar.utoronto.ca/efp2/Arabidopsis/ zeigen, dass die

Expression von BSL1 in erwachsenen Arabidopsis-Pflanzen um das 1,4-fache geringer ist als in
Keimlingen. Die Expression von BSL2/ BSL3 halbiert sich wéhrend der Entwicklung zur
erwachsenen Pflanze.

Um ein realistisches Bild der endogenen Hormonniveaus wahrend einer P. infestans-
Infektion zu bekommen, wadre eine kurze induzierte Expression von PiAVR2 notwendig. Weil
das verwendete Dexamethason-induzierbare System zu viele pleiotrope Nebeneffekte zeigte,
konnten mit diesen Pflanzen keine zuverldssigen Messungen der Hormonniveaus durchgefiihrt
werden.

Da in GFP-PiAVR2-Pflanzen die Ausbildung eines BR-defizienten Phanotypes beobachtet
wurde, ist zu vermuten, dass auch der BR-Gehalt — wenn (berhaupt — erst in &lteren Pflanzen
durch eine Feedback-Regulation wieder normalisiert wird.

4.7  Der BR-Signalweg beeinflusst die PTI

Durch intensive Studien wurden erste Einblicke in den Einfluss von BR und des BR-
Signalweges auf die PTI ermdglicht. Dabei lag das Hauptaugenmerk einige Jahre auf der
essentiellen Rolle von BRI1 und BAK1 (Chinchilla et al., 2009; Chinchilla et al., 2007; Heese
et al., 2007; Wang, 2012).
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Ahnlich der BR-induzierten BRI1-Signalweiterleitung, kommt es bei der Bindung von flg22
an den FLS2-Rezeptor zur Assoziation und Transphosphorylierung mit BAK1, da BAK1 als
Co-Rezeptor fur mehrere Rezeptoren fungiert (Chinchilla et al., 2007). Welche Wirkung hat es,
wenn sich der BRI1-Rezeptor und der FLS2-Rezeptor ihren Co-Rezeptor BAK1 teilen? Wirken
beide Signalwege antagonistisch, da sie sich in Konkurrenz um BAK1 befinden, oder férdern
sie einander durch die vermehrte Bereitstellung von aktiviertem BAK1 (Chinchilla et al.,
2009)? Im Jahre 2012 haben zwei verschiedene Untersuchungen gegenléufige Antworten auf
diese Frage geliefert. Albrecht et al. (2012) fuhrten biochemische und physiologische
Untersuchungen an Wildtyp-Pflanzen durch, die den Schluss nahe legen, dass es bei der
Aktivierung beider Signalwege zu einer unidirektionalen Repression der PTI durch BR kommt.
Interessanterweise war diese Repression nicht wie erwartet von BAK1-abhangig. Durch die
Behandlung mit BR konnte kaum BAK1 aus BAK1-FLS2-Komplexen geldst werden. Des
Weiteren reprimierte die BR-Behandlung auch Chitin-induzierte PTI-Signale, obwohl diese
BAK1-unabhangig sind (Albrecht et al., 2012). Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass
BR die PTI nicht durch die Konkurrenz um BAKZ, sondern durch einen anderen, bisher
unbekannten Mechanismus reprimiert.

Die Untersuchungen von Belkhadir et al. (2012) hingegen kommen zu dem Schluss, dass BR
BAKZ1-abhangig auf die PTI wirkt. Sowohl die Erhéhung als auch die Reduktion des endogenen
BR-Levels fuhrte zu einer Repression der flg22-induzierten Immunreaktionen, die aber auch
hier nur unidirektional von BR auf die flg22-Antworten wirkte und nicht umgekehrt. Die
Uberexpression von BRI1 fiihrte zu einer starken Reduktion der BAK1-abhangigen PTI-
Antworten auf flg22 und anderen PAMPs (elf18 und Peptidoglukan), hatte jedoch keinen
Einfluss auf die BAKZ1-unabh&ngigen PTI-Antwort nach Chitin-Behandlung. Durch die
Uberexpression von BRI1 und BAK1 konnten wieder normale PTI-Antworten gemessen
werden. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass der BRI1-Rezeptor BAK1 vom FLS2-
Rezeptor abzieht. Belkhadir et al. (2012) zeigten weiterhin, dass eine Uberzahl an BRI1-
Rezeptoren und nicht eine berméaRige Aktivierung die unidirektionale Konkurrenz um BAK1
auslost.

Beide Untersuchungen zeigten, dass BR unidirektional die PTI beeinflusst, nur bleibt die
Diskrepanz, ob diese Beeinflussung positiv oder negativ ist und ob sie BAK1-abhé&ngig oder
-unabhéngig ist (Albrecht et al., 2012; Belkhadir et al., 2012). Jedoch zeigen diese Ergebnisse
tibereinstimmend, dass der BR-Signalweg die PTI beeinflusst.

Ein Screening nach BZR1-assozierten Proteinen mittels Tandem-Affinity-Aufreinigung und
nachfolgender Massenspektrometrie konnte rund 50 Proteine sicher identifizieren (Wang et al.,
2013). Neben den bekannten Proteinen des BR-Signalweges, wie 14-3-3 Proteinen, BSK1,
BIN2 und mehreren Untereinheiten von PP2A, wurden auch MAP KINASE KINASE 5
(MKK5) und MAP KINASE 4 (MAPK4) eindeutig identifiziert.
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Beide interagieren in vivo und in vitro mit BZR1. MKKS5 phosphoryliert BZR1, was darauf
schlieRen l&sst, dass der MAP-Kinase-Weg an der posttranslationellen Modifikation des BZR1
beteiligt ist (Wang et al., 2013). Dies konnte erklaren, warum ein RXLR-Effektor, wie PIAVR2,
in den BR-Signalweg eingreift, um einen Vorteil bei der Besiedlung seines Wirtes zu erlangen.

Turnbull et al. (2017) konnten zeigen, dass der Effektor PIAVR2 den INFl-ausgeldsten
Zelltod und fordert die Blattinfektion von P. infestans supprimiert. Des Weiteren zeigten sie,
dass auch der bHLH-Transkritionsfaktor StCHL1 ein negativer Regulator der Immunantwort in
Tabak und Kartoffel ist, da dieser den INFl-ausgelosten Zelltod supprimiert und die
Blattinfektion von P. infestans fordert. Wird die Genexpression von NbCHL1 in Tabak
stillgelegt (NbCHL1-VIGS), kommt es zu einer deutlichen Reduktion der Fahigkeit von
PiAVR2 die INF1-ausgeltste Zelltodreaktion zu supprimieren (Turnbull et al., 2017). Turnbull
et al. (2019) haben des Weiteren untersucht, ob auch die Fahikeit von BSL1 und BSL3, die
INF1-ausgeloste Zelltodreaktion zu unterdriicken, CHL1-abhéngig ist. Beide Phosphatasen
konnten in NbCHL1-VIGS-Pflanzen die INFl-ausgeltste Zelltodreaktion deutlich schwécher
unterdriicken. Dabei war StBSL1 noch eingeschrankt in der Lage den Zelltod zu supprimieren,
wohingegen StBSL3 die Zelltodreaktion in NbCHL1-Tabak gar nicht mehr unterdriicken kann.

In allen durchgefiihrten Experimenten dieser Arbei zeigte die Expression von PiIAVR2 in
Arabidopsis zwar keinen Einluss auf die PTI, jedoch verfugt A. thaliana im Gegensatz zu den
Solanaceaen (ber eine vierte Kelchphospatase, BSU1. BSU1 interagiert nicht mit PiIAVR2,
wahrscheinlich aufgrund ihrer geringen Homologie zu den anderen Kelchphosphatasen. So
kommt es in A. thaliana nicht zu einer vollstandigen Beeinflussung des BR-Signalweges, wie es
in Solanaceaen mdglich ist. Daher kann in dieser Modellpflanze nicht abschlieBend geklart
werden, ob die Interaktion von PiIAVR2 mit positiven Regulatoren des BR-Signalweges die PTI
des Wirtes beeintréchtigen soll oder einem anderen Zweck dient und moglicherweise auf einen
noch unbekannten BR-induzierten Resistenzmechanismus zielt, z.B. als Aktivator von noch
unbekannten ,,endogenen Fungiziden“ in Pflanzen (Kutschera und Wang, 2012).

Der BR-Signalweg ist wichtig fur die Antwort auf biotischen Stress. Es konnte gezeigt
werden, dass die Transkriptionsfaktoren BZR1 und BZR2 eine wichtige Rolle beim Integrieren
des BR-Signalweges und der pflanzlichen Immunantwort spielen (Lozano-Duran et al., 2013).
So ist die Aktivierung von BZR1 essenziell fiir die Inhibition der Signalweiterleitung in der
pflanzlichen Immunabwehr. Zum einen induziert BZR1 die Expression von verschiedenen
WRKY -Transkriptionsfaktoren, die negative Regulatoren der zeitigen Immunantwort sind. Zum
anderen interagiert BZR1 direkt mit WRKY40, um BR- und Immunabwehr-Signalweiterleitung
auszubalacieren. Ohne WRKY40 ware der supprimierende Effekt von BR auf den PAMP-
getriggerten Ausstol? von reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxigen Burst; ROS) teilweise
beeintrachtigt. Des Weiteren konnten Kang et al. (2015) zeigen, dass BZR2 das direkte Substrat
der MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 6 (MPKG®) ist und von dieser phosphoryliert
wird.
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Sowohl die Null-Mutation von BZR2 als auch eine Modifikation der MPKG6-
Phosphorylierungsstellen an BZR2 fihrt zu einer beintrachtigten Abwehr gegentber
bakteriellen Pathogenen. Dies wiirde bedeuten, dass BZR2 ein positiver Regulator der
pflanzlichen Immunitét unterhalb des MAPK-Signalweges ist (Kang et al., 2015). Kiirzlich
konnten Tian et al. (2018) zeigen, dass eine H,O-induzierte Oxidation von BZR1/ BZR2 ihre
transkriptionelle Aktivitat durch die Interaktion mit AUXIN RESPONSE FACTOR 6 (ARF6)
und PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (PIF4) fordern kann. Wahrenddessen
verstarkt das Thioredoxin Protein TRXh5 die pflanzliche Immunantwort und reprimiert das
Wachstum. Die Expression von TRXh5 wird von Pathogenen geférdert und von BZR1/BZR2
reprimiert. Des Weiteren interagiert TRXh5 direkt mit BZR1/BZR2 und vermindert deren
Oxidation. Dadurch wird die BZR1/BZR2-induzierte Quiescent-Center (QC) Zellteilung
supprimiert (Quiescent-Center-Teil des Wurzelmeristems, wo die Stammzellbildung induziert
wird).

4.8 Die Expression von PiAVR2 induziert die Camalexinbiosynthese in
Keimlingen

Phytoalexine spielen eine wichtige Rolle bei der Verteidigung gegen Pathogene. Jedoch
kommen sie nur gegen bestimmte Pathogene zu Einsatz. Camalexin, das bedeutenste
Phytoalexin von Arabidopsis, spielt eine Rolle fir die Resistenz gegenuber nekrotrophen Pilzen,
wie Alternaria brassicicola (Nafisi et al., 2007) und Botrytis cineria (Kliebenstein et al., 2005;
Van Baarlen et al., 2007), jedoch nicht gegentber dem hemibiotrophen Bakterium
Pseudomonas syringae (Glazebrook et al., 1997; Zhou et al., 1999). Camalexin vermittelt
allerdings Resistenz gegeniiber hemibiotrophen Oomyceten, wie Phytophtora brassicae
(Schlaeppi et al., 2010), sowie gegenliber dem hemibiotrophen Pilz Leptospheria maculans
(Bohman et al., 2004; Staal et al., 2006). Daher sollten die GFP-PiAVR2 exprimierenden
Keimlinge resistenter gegeniuiber hemibitrophen Oomyceten sein als Wildtyp-Keimlinge. Daher
handelt es sich bei der gemessenen 20-fachen Induktion des Camalexingehaltes in jungen GFP-
PiAVR2 Pflanzen mdoglicherweise um einen pleiotropen Nebeneffekt der konstanten
Uberexpression von PiAVR2. In erwachsenen Pflanzen dieser Linien war kein Einfluss auf den
Camalexingehalt zu erkennen. Gewohnt sich eine Pflanze an die Anwesenheit eines konstant
tberexprimierten Effektors und reagiert nicht mehr darauf? Eine induzierbare Expression
konnte hier Aufschluss geben. Aufgrund der starken Nebenwirkungen des Dexamethason-
induzierbaren Systems konnten die induzierbaren GFP-PiAVR2-Pflanzen leider keine
brauchbaren Daten liefern. Fur zukinftige Untersuchungen sollten andere induzierbare Modelle,
wie Estradiol-induzierbare Pflanzenlinien, verwendet werden.

Abhéngig vom angreifenden Pathogen scheint die Camalexinsynthese durch unterschiedliche
Hormonwege reguliert zu werden. Bei einer A. brassicicola-Infektion ist die Camalexinsynthese
JA-unabhéngig (Thomma et al., 1999; van Wees et al., 2003), bei einer B. cineria-Infektion
hingegen JA-abhangig (Rowe et al., 2010).
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Verschiedene Studien zeigten, dass die Camalexinproduktion SA-unabhénging (Nawrath und
Métraux, 1999; Roetschi et al., 2001) oder SA-abhéngig sein kann (Denby et al., 2005). Ethylen
scheint keinen direkten Einfluss auf die Camalexinbiosynthese zu haben, jedoch hat Ethylen
einen indirekten Einfluss auf die Stirke der Camalexinreaktion bei einer Infektion mit
Alternaria brassicicola (Thomma et al., 1999).

In den Keimlingen der GFP-PiAVR2-Uberexpressionspflanzen konnten zum Teil stark
erhdhte Pegel der Abwehrhormone Salecylsédure, Auxin und Jasmonsdaure nachgewiesen
werden. Vergleicht man die Pegel von Salecylsdure und Camalexin, liegt der Schluss nahe, dass
dort eine Koregulierung vorliegt. Auch die erhéhten Pegel von Auxin und Jasmonsdure kénnten
mit der Camalexinbiosynthese Kkorrelieren. Jedoch muissten in diesem Fall weitere
Regulationsmechanismen an der finalen Auspragung des Camalexinpegels beteiligt sein.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass PIAVR2 eine erhthte Immunabwehrreaktion in
jungen Arabidopsis-Pflanzen auslost. Welchen Vorteil konnte eine erhdhte Immunabwehr fiir
ein Pathogen haben? Turnbull et al. (2017) konnten in N. benthamiana zeigen, dass PiIAVR2
durch die Aktivierung von BR-abhé&ngigen Signalwegen die Immunabwehr supprimiert. Daher
konnte die erhdhte Abwehrreaktion in Arabidopsis lediglich ein pleiotroper Nebeneffekt der
Uberexpression von PiAVR2 und der dadurch ausgeldsten Entwicklungsstérung sein.
Camalexin wird nicht nur als Folge einer Pathogeninfektion gebildet. Auch abiotische
Stressfaktoren, wie UV-B und UV-C, sowie Schwermetalle und Chemikalien, wie Paraquat, die
oxidativen Stress ausldsen, induzieren die Camalexinproduktion (Tierens et al., 2002; Zhao et
al., 1998). Es konnte also auch zu einem kumulativen Effekt der Uberexpression von PiAVR2
mit der Anzucht der Pflanzen im Dauerlicht gekommen sein.

Eine andere Mdglichkeit ware, dass es in Arabidopsis ein R-Gen gibt und dadurch eine ETI
ausgelost wird. Dies wiirde allerdings nicht erkléaren, wieso die Abwehrreaktionen in jungen
Pflanzen stérker sind.

4.9 PIAVR2 lost einen stressinduzierbaren Zelltod-Phanotyp aus

Viele GFP-PiAVR2-Linien zeigten unter verschiedenen Bedingungen Symptome eines
induzierbaren Zelltod-Phanotypes. Wurden GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien bei einer
hohen Lichtintensitat auf MS-Medium angezogen, zeigten die Keimblatter und zum Teil die
ersten echten Blatter nach zwei Wochen einen Zelltod, der bei den Kontrollpflanzen nicht
vorhanden war. Bei einer sechswdchigen Kultivierung auf Erde im Dauerlicht zeigte sich oft ein
Zelltod an den Blattspitzen der Uberexpressionslinien. Auch die sieben Tage alten GFP-
PiAVR2-Keimlinge fir die H. arabidopsidis-Infektionsstudie wiesen bereits eine gelbliche
Farbung der Kotelydonen und Blatter auf. Diese wurden im Dauerlich, jedoch bei normaler
Lichtintensitat kultiviert. Die induzierbaren GFP-PiAVR2-Linien zeigten eine Woche nach der
Dexamethasonbehandlung einen Zelltod-Phénotyp der a&lteren Blatter bei normaler
Lichtintensitat im Kurztag.

Wodurch kommt der stressinduzierte Zelltod zustande? Handelt es sich um einen pleiotropen
Nebeneffekt aufgrund der exessiven Uberexpression von GFP-PiAVR2?
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Das wére mdglich, da Mutanten mit einem intermedidren Phénotyp keinen Zelltod an den
Blattspitzen zeigten. Es ist sehr wahrscheinlich, dass der Zelltod durch die Interaktion von
PiIAVR2 mit den BSLs ausgel6st wird, da auch die Blatter der BSL2/BSL3-Virus-induced-
Gene-Silencing (VIGS)-Tabakpflanzen einen Beruhrungszelltod aufweisen (Eleanor Gilroy,
personliche Kommunikation). Lediglich diese Doppel-Knockdownmutanten (Gene silencing)
zeigen einen Zelltod bei Beruhrung, BSL1-VIGS-Tabakpflanzen hingegen nicht. Eventuell ist
dies auf den stabilisierenden Effekt von BSL2/ BSL3 auf BSL1 zuriickzuftihren, den Turnbull et
al. (2019) beobachtet haben. Die BSL2/BSL3-VIGS-Tabaklinien, die einen Berlihrungszelltod
aufweisen, sind auf Proteinebene BSL-Nullmutanten. Wenn GFP-PiAVR2, wie aufgrund der
bisherigen Ergebnisse vermutet, BSL1-3 inhibiert, ware in GFP-PIAVR2 Uberexpressions-
Pflanzen eine ahnliche Reaktion auf Stress wie in BSL2/BSL3-VIGS-Pflanzen wahrscheinlich.
Durch die Inhibition von BSL1-3 durch PiAVR2 entsteht eine Phanokopie der Arabidopsis bsu-
g- Mutante. Auch die bsu-g-Mutante wird von Kim et al. (2012) als schwer beeintrachtigt
beschrieben, allerdings ohne Zelltodphanomene.

Der immungesteuerte Zelltod in Pflanzen wird entweder Uber den EDS1/PAD4/SAG101-
Komplex oder tber NDR1 reguliert (s. Einleitung). Beide Signalkomplexe induzieren eine
Akkumulation von Salecylsédure. EDS1 und PAD4 konnen jedoch auch bei biotischem und
abiotischem Stress einen SA-unabhdngigen Zelltod induzieren (Bartsch et al., 2006; Penninckx
et al., 1996). Daher wurde in den GFP-PiAVR2-Pflanzen der Salecylséure-Gehalt gemessen.
Wihrend der SA-Gehalt in zwei Wochen alten GFP-PiAVR2-Pflanzen 16-fach erhoht war, war
in erwachsenen Pflanzen keine SA-Akkumulation zu beobachten. Dieses Ergebnis ist konsistent
mit der erhohten Genexpression von PR1, PR2 und PRS5, die ebenfalls nur in Keimlingen
beobachtet wurde. Dies bedeutet entweder, dass PiIAVR2 nur in jungen Pflanzen eine SA-
abhangige SAR auslést oder die Akkumulation von SA und die Induktion der PR-
Genexpression sind eine Reaktion auf den abiotischen Stress in Folge der Kultivierung im
Dauerlicht in Kombination mit der Uberexpession von PiAVR2. Letzteres wird untermauert
durch spatere Untersuchungen in unserem Labor, die zeigten, dass GFP-PiAVR2-Pflanzen, die
im Kurztag kultiviert wurden, keine Induktion der PR-Genexpression zeigten (Frederic Brunner,
persdnliche Kommunikation). Um den Zelltodphénotyp genauer zu untersuchen, kénnte man
die PiAVR2-Uberexpressionslinien mit Mutanten kreuzen, deren ETI-Reaktionen alterniert
wurden, wie zum Beispiel dde2/ein2/pad4/sid2-Quadrupelmutante (Tsuda et al., 2009) sowie
Mutanten, in denen nur einzelne Gene dieser Proteine deletiert oder herunterreguliert sind.
DDE?2 ist essentiell fur die JA-Biosynthese (Park et al., 2002), EIN2 ist verantwortlich fur einen
GroRteil der Ethylen-Reaktionen (Alonso et al., 1999) und SID2 fiir die SA-Biosynthese nach
Pathogenbefall (Wildermuth et al., 2001). PAD4 ist wichtig fur die Akkumulation von
Salecylsére und hat auch eine SA-unabhangige Immunfunktion (Glazebrook et al., 2003; Jirage
etal., 1999)

Es ist wahrscheinlich, dass die Interaktion von PIAVR2 mit den BSLs in jiungeren Pflanzen
einen stdrkeren Effekt ausweist, da der Brassinosteroid-Signalweg essenziell fur die
Entwicklung der Pflanze ist.
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Dass der Zelltod-Ph&notyp auch in erwachsenen Pflanzen beobachtet wurde, in denen der
Salecylsduregehalt geringer ist, deutet auf einen SA-unabh&ngigen Zelltod hin. Das ware
allerdings nicht konsistent mit der Beobachtung, dass der Beriihrungszelltod von BSL3-VIGS-
Tabakpflanzen verschwindet, wenn dieses Gene-Silencing in NahG-exprimierenden
Tabakpflanzen durchgefiihrt wird (Eleanor Gilroy, personliche Kommunikation). NahG ist ein
bakterielles Gen, welches fiir eine Salecylat-Hydroxylase kodiert, welche Salecylséure zu
Catechol abbaut (You et al., 1991). So wird die SA-Akkumulation verhindert, welche
andernfalls die Induktion der PR-Gentranskription sowie die Induktion einer SAR auslésen
wirde (Delaney et al.,, 1994; Gaffney et al., 1993). Kreuzungen von GFP-PiAVR2-
Uberexpressionslinien mit NahG-Pflanzen koénnten eindeutig klaren, ob der in Arabidopsis
beobachtete Zelltod SA-abhéngig oder -unabhéngig ist.

4.10 PIAVR2 wirkt als Virulenzfaktor fur hemibiotrophe Pathogene

PiIAVR2 ist ein bedeutender Virulenzfaktor von P. infestans. In Arabidopsis beeinflusst
PIAVR2 allerdings keine der getesteten PTI-Reaktionen. PiAVR2 beeinflusst jedoch die
Immunitdt von Arabidopsis gegentber verschiedenen Pathogenen. Wird GFP-PiAVR2 in
Arabidopsis tberexpremiert, vermittelt dieser Effektor eine verstarkte Suszeptibilitat gegentber
dem hemibiotrophen Oomyceten P. parasitica und wirkt somit als Virulenzfaktor.

Die GFP-PiAVR2-Pflanzen weisen jedoch aufgrund des erhdhten Salicylsduregehaltes und
Zelltod-Phénotyps eine verstarkte Resistenz gegeniliber dem obligat biotrophen Oomyceten H.
arabidopsidis auf. Der Zelltod als méglicher pleiotroper Nebeneffekt der Uberexpression
erzeugt eine Schein-Resistenz der GFP-PiAVR2-Pflanzen gegeniiner H. arabidopsisdis und
tiberdeckt damit den mdglichen Einfluss des Effektors PIAVR2.

Diese beiden Infektionsassays wurden nach einem etablierten Protokoll durchgefiihrt, was
die Kultivierung der Pflanzen bei Dauerlicht beinhaltet. Die Kombination von
Uberexpresionsstress und Lichtstress scheint insbesondere die Infektionsversuche von
Arabidopsis-Keimlingen mit H. arabidopsidis beeinflusst zu haben. Jedoch kann auch eine
Beeinflussung der P. parasitica-Infektionsassays nicht ausgeschlossen werden. Dazu mussten
jedoch die Infektionsassays unter Kurztagbedingungen etabliert/validiert oder induzierbare
Uberexpressionspflanzen ohne Nebenwirkungen generiert werden.

Spatere Infektionassays in unserem Labor wurden unter Kurztagbedingungen durchgefiihrt
und deuten darauf hin, dass PiIAVR2 eine erhohte Resistenz gegeniiber dem nekrotrophen Pilz
Alternaria brassicicola vermittelt und die Pflanzen sensitiver gegenuber einer Infektion mit dem
hemibiotrophen Bakterium Pseudomonas syringae macht (Marek Malec, personliche
Kommunikation).

Aufgrund der verschiedenen Infektionsassays, die in unterschiedlichen Entwicklungsstufen
(zwei, vier oder sechs Wochen alt) und bei verschiedenen Lichtbedingungen (Kurztag oder
Dauerlicht) durchgefihrt wurden, ist es schwer, endglitige Schliisse zur Wirkung von PiAVR2
auf die Immunantwort zu ziehen.
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Turnbull et al. (2017) zeigten, dass eine transiente Uberexpression von PiAVR2 oder
StCHL1 in Kartoffelpflanzen zu einem verstarktem Blattbefall duch P. infestans und zu einer
Beeintrachtigung des INF1-induzierten Zelltodes fuhrt. Des Weiteren fiihrte eine
Herunterregulation (Knockdown) von CHL1 in Tabakpflanzen mittels Virus-induced-Gene-
Silencing zu einer Reduktion des Befalls mit P. infestans. PIAVR2 greift dabei in den
Brassinosteroid-Signalweg ein, um in Solanceaen den bHLH-Transkriptionsfaktor StCHL1 zu
beeinflussen. Es wird vermutet, dass StCHL1 in Solanaceaen den Antagonismus zwischen dem
BR-Signalweg und der angeborenen Immunitét reguliert, wie AtHBI1, AtCIB1 und AtBEEZ2 in
Arabidopsis (siehe Kapitel 4.2).

411 Weiterfuhrende Arbeiten

Um die Interaktion von PiAVR2 mit den Kelchphosphatasen genauer zu charakterisieren,
sind weitere biochemische Untersuchungen erforderlich. Eine Bestimmung des endogenen
BSL-Levels mit einem BSL-spezifischen Antikdrper ware nétig, um die Hypothese der BSL1-
3-Degradation zu verifizieren (siehe Kapitel 4.1). Diese ist in der weiterfihrenden Arbeit von
Marek Malec geplant.

Um den direkten Einfuss von PiAVR2 auf die Kelchphosphatasen zu zeigen, wiirde man
einen Phosphatase-Aktivitatstest bendtigen. Dieser Test sollte Aufschluss dariiber geben, ob
PIAVR2 die Aktivitdt der Kelchphosphatasen hemmt. Dafur bendtigt man groRere
Proteinmengen, was entweder einer heterologen Expression in Hefe oder einer Extraktion aus
Tabakblattern im groBen Malstab bedarf. Beide Wege wurden in unserem Labor beschritten,
die Versuchsreihen jedoch nicht zu Ende gefiihrt. Bisher konnten nur radioaktive Phosphatase-
Aktivitats-Analysen mit bakteriell-Uberexprimiertem BSU1 (Kim et al., 2011; Mora-Garcia et
al., 2004) in vitro eine Aktivierung von BSU1 nachweisen.

Es stellt sich weiterhin die Frage, auf welche Weise PIAVR2 die Phosphatasen hemmt. Eine
in- silico-Analyse der PiAVR2-Sequenz (in Zusammenarbeit mit Nadine Wagener, ZMBP)
flhrte zur Identifizierung folgender Besonderheiten in der Proteinsequenz: Zum einen ist die
Sequenz sehr lysinreich, was die Entropie des Proteins erhdht und oft bei ungefalteten Proteinen
beobachtet wird. Es kdnnte also sein, dass PiIAVR2 ungefaltet in die Wirtszelle gelangt und erst
beim Kontakt mit den Kelchphosphatasen seine dreidimensionale Struktur ausbildet. Diese
Vermutung wird untermauert durch die Tatsache, dass bisher nur ungefaltetes PiAVR2
heterolog exprimiert werden konnte und dadurch eine Kristallisation verhindert wird (Nadine
Wagener, personliche Kommunikation). Zum anderen finden sich in der PiAVR2-Sequenz
zahlreiche Wiederholungen und gespiegelte Wiederholungen, wie zum Beispiel das
KAKDKAKE-Motiv (s. Abbildung 46, mit Sternchen makiert). Das auffélligste Motiv in der
PiAVR2-Sequenz ist das KIKTF-Motiv (AS 32 bis 36). Dieses Motiv dhnelt entfernt dem KIxF-
Motiv von bakteriellen Phosphatase-Inhibitoren (Connor et al., 2001; Egloff et al., 1997; Terry-
Lorenzo et al., 2005). Eine Mutation dieses Motivs konnte die Frage kléren, ob das KIKTF-
Motiv die gleiche Funktion hat.
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Das KIKTF-Motiv befindet sich jedoch noch vor dem RXLR-Motiv und bisher konnte nur
fur das vollstandige PIAVR2 und fir den C-Terminus eine Bindung an BSL1 mittels Yeast-2-
Hybrid und Split-YFP gezeigt werden (Saunders et al., 2012). Das wiirde bedeuten, dass die
Bindung und die Inhibition der BSLs von verschiedenen Untereinheiten von PiAVR2 reguliert
werden.

Unter welchen Bedingungen kommt die Bindung von PiAVR2 an die BSLs zustande?
Missen die Kelchphosphatasen dafir aktiviert sein? Um die Interaktion von PiIAVR2 mit den
BSLs besser charackterisieren zu kdnnen, waren in-vivo-Interaktionsstudien mit inaktiven BSLs
hilfreich. Diese Mutationen in der Phosphatasedoméne von BSL1 (D584A oder H651A), BSL2
und BSL3 (D709A oder H776A) waren auch als Negativkontrollen fiir den Phosphatase-
Aktivitatstest ndtzlich. Des Weiteren konnte verkirzte Expressionskonstukte, die nur die
Phosphatasedoméne oder nur die Kelchdomane enthalten, genauer Aufschluss geben, welches
Motiv von PiAVR2 an die BSLs bindet.

P1AVR
P1AVE

P1AVR
P1AVE

P1AVR
P1AVE

P1AVR
PiAVRZ-1like

Abbildung 46: Alignment der Proteinsequenzen von PiIAVR2 und PiIAVR2-like

Die Sequenzen wurden mittels eines ClustalVV-Algorithmus mit MegAlign (DNAStar Version 10.0.1)
ausgerichtet. Gleiche AS sind schwarz hinterlegt. Die schwarze Box markiert das Signalpeptid. Die
grauen Boxen zeigen die RXLR- und die EER-Doméne. Die Sterne markieren das KAKDKAKE-Motiv.

Um mehr Ober die Wirkungsweise von PiAVR2 in Arabidopsis zu erfahren, ware es
hilfreich, die Wirkung von PiAVR2 auf die BZR2-Homologe (BZR1 sowie BEH1-4) zu
untersuchen. Um mdglichst naturnahe Versuchsaufbauten zu verwenden, sollte in induzierbaren
PiAVR2-Pflanzen  (z.B.  Ethanol-induzierbar) mit  spezifischen  Antikérpern  der
Phosphorylierungsstatus (mit und ohne BL- und BRZ-Behandlung) aller BZR2-Homologe
untersucht werden. Dadurch lieRe sich eventuell auch das uneindeutige Genexpressionsmuster
erklaren.

In der Familie der Brassicaceae existieren vier Kelchphosphatasen. In allen anderen
Pflanzenfamilien (inklusive der Solanaceae) wurden nur AtBSL1-3-Homologe identifiziert.
Dies konnte bedeuten, dass Arabidopsis aufgrund seiner vierten Kelchphosphatase immun
gegenuber PIAVR2-induzierter Virulenz ist.
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Um dies zu testen, kénnte eine BSU1-Knockout- oder -Knockdown-Arabidopsis-Linie auf
die Wirkung von PiAVR2-Expression untersucht werden. Somit kdnnte untersucht werden, ob
BSUL die Signalweiterleitung des BR-Signalweges aufrechterhalt und somit die angestrebte
Virulenzwirkung verhindert oder ob andere Signalkomponenten ausschlaggebend sind (welche
unterschiedlich in Arabidopsis und Solanaceaen sind).

Fur zukinftige Untersuchungen kénnen Kreuzungen der GFP-PiAVR2-Linien mit BSL-
Deletions-und -Uberexpressionsmutanten sowie die Generierung von induzierbaren PiAVR2-
Linien (mit Ethanol-induzierbaren Promotor) bei der Erfoschung der molekularen und
biochemischen Wirkung von PiAVR2 helfen. Des Weiteren ware interessant, ob in Arabidopsis
ein Einfluss auf bHLH-Transkriptionfaktoren gezeigt werden kann, z.B. mit transienten
Uberexpressions- oder Funktionsverlust-Mutanten. Die angeregten Versuche sollten moglichst
in transient induzierbaren Linien (z.B. Ethanol-induzierbarer Promoter) durchgefihrt werden,
um pleiotrope Nebeneffekte durch konstante Uberexpression von PiAVR2 zu vermeiden.

Es wadre weiterhin  interessant, den  Zelltod-Phénotyp der GFP-PiIAVR2-
Uberexpressionspflanzen naher zu untersuchen. Regulieren BSL2 und BSL3 den Zelltod? Und
wenn ja, erfolgt dies direkt oder indirekt und ist der in Arabidopsis beobachtete Zelltod SA-
abhangig oder -unabhingig? Kreuzungen von GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien mit NahG-
Pflanzen koénnten diese Frage eindeutig klaren.
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5 Zusammenfassung

Der RXLR-Effektor PIAVR2 ist mit 116 AS sehr Kklein, und weniger als die Halfte seiner
Sequenz besteht aus der Effektordoméne. Trotzdem ist PIAVR2 ein essentieller Virulenzfaktor
flr P. infestans (Saunders et al., 2012; Turnbull et al., 2017). In dieser Arbeit wurde PiIAVR2 in
der Modelpflanze Arabidopsis thaliana molekularbiologisch und physiologisch charakterisiert.

PiAVR2 interagiert mit den Kelchphosphatasen BSL1, BSL2 und BSL3 in vivo. Mit der
vierten und phylogenetisch entferntesten Kelchphosphatase, BSU1, konnte keine Interaktion
gezeigt werden. BSU1 exisitert ausschlieBlich in Brassicaceaen. In allen anderen
Pflanzenfamilien, inklusive Solanaceaen, den Wirtspflanzen von P. infestans, existieren nur
BSL1, BSL2 und BSL3 und sind stark konserviert (Maselli et al., 2014).

Die Kelchphosphatasen BSU1 und BSL1 sind in A. thaliana positive Regulatoren des
Brassinosteroid (BR)-Signalweges. Um den Einfluss von PiAVR2 auf BSL1, BSL2 und BSL3
zu untersuchen, wurde PiIAVR2 in A. thaliana konstitutiv tberexprimiert. Der Phénotyp der
Pflanzen (zwergenwiichsig, epinastische Bléatter, verkirzte Petiolen, kurze dicke Schoten) dhnelt
BR-defizienten Mutanten und I&sst eine Inhibition der BSL-Aktivitat durch PiIAVR2 vermuten.
Auf molekularer Ebene war wenig bis kein Effekt von PiIAVR2 auf typische BR-Antworten
erkennbar. PiIAVR2 beeinflusst in GFP-PiAVR2-Pflanzen nicht die Phosphorylierung von
BZR2 und fiihrt zu einer geringen Suppression der Genexpression von SAUR-65 und SAUR-
AC. Diese Ergebnisse sind konsistent mit Untersuchungen an bsl1-, bsl2-, bsI3- und bsl2/ bsl3-
Funktionsverlustmutanten (Maselli et al., 2014). Obwohl BSL1-3 Homologe von BSU1 sind,
fahrt ihr Funktionsverlust in Arabidopsis zu keiner oder nur einer teilweisen Phosphorylierung
von BZR2 und hat keinen Einfluss auf die Expression von BR-regulierten Genen. Vermutlich
reicht die volle Funktionstiichtigkeit von BSUL in Arabidopsis aus, um die wichtigsten
regulatorischen Funktionen aufrecht zu erhalten, oder Feedback-Regulationsmechanismen des
BR-Signalweges wurden initiiert, um die Effekte der konstitutiven Uberexpression von PiAVR2
abzumildern.

Es bleibt jedoch die Frage bestehen, warum PiAVR2 essentiell fir die Pathogenitit von P.
infestans ist. Es konnte kein Einfuss von PiAVR2 auf die PAMP-getriggerte Immunitéat gezeigt
werden. PIAVR2 beeinfluBt weder die Aktivierung der MPKSs, noch die Induktion von frilhen
PAMP-induzierten Genen, wie FRK1 oder WRKY17. Die Uberexpression von PiAVR2 inhibiert
auch nicht die PAMP-induzierte Callose-Einlagerung.

Werden die GFP-PiAVR2-Pflanzen im Dauerlicht angezogen, weisen sie ein erhghtes
basales Expressionsniveau der stress- und pathogen-induzierten Gene PR1, PR2 und PR5 auf
und es kommt zu Zelltod-Reaktionen. Da sowohl der BR- als auch der Auxin-Signalweg an der
Lichtregulation beteiligt sind, fihrt die konstitutive Uberexpression eines Effektors, der diese
Signalwege beeinflusst, zu einer lichtinduzierbaren Stressreaktion. Des Weiteren weisen die
GFP-PiAVR2-Pflanzen (insbesondere im Keimlingsstadium) ein erhohtes Niveau der
Abwehrhormone Salecylsdure, Jasmonsdure und Indol-3-Essigsdure auf sowie einen 20-fach
erhéhten Gehalt des Phytoalexins Camalexin.
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Diese Verénderung der Genexpression und des Hormongeichgewichts fiihrt zu einer erhéhten
Resistenz gegeniiber dem obligat biotrophen H. arabidopsidis und zu einer erhéhten
Suszeptibilitat gegenliber dem hemibiotrophen P. parasitica. Inzwischen wurde von unserem
Kooperationslabor gezeigt, dass PIAVR2 in der Phytophthora infestans-Wirtspflanze Kartoffel
zu einer erhohten Expression des bHLH-Transkriptionsfaktors StCHL1 fihrt (Turnbull et al.,
2017). Dieser integriert wahrscheinlich, ahnlich wie seine Arabidopsis-Homologe AtHBI1 (und
wahrscheinlich AtCIB1 und AtBEE2), Signale des BR-Signalweges und der PTI, um
ressourcen-sparend zu agieren (Bai et al., 2012; Fan et al., 2014; Malinovsky et al., 2014).
Turnbull et al. (2017) zeigten des Weiteren, dass durch die transiente Uberexpression von
PiAVR2 oder StCHL1 P. infestans Kartoffeln starker befallen konnte und dass ein Knockdown
von StCHL1 in Tabak den Blattbefall durch P. infestans verringerte.

Da es in Brassicaceaen, als einziger Pflanzenfamilie, neben BSL1-3 auch BSUL gibt,
weichen einige BR-Signalweg-Regulationen in Arabidopsis von denen der Phytophtora
infestans-Wirtspflanze Kartoffel ab. So konnten Turnbull et al. (2017) eine verstarkte
Aktivierung des BR-Signalweges in Solanaceaen durch PiAVR2 zeigen, im Gegensatz zum BR-
defizienten Phanotyp der GFP-PiAVR2-Arabidopsis-Linien. Fir zukinftige Untersuchungen
wére es interessant, die Wirkung von PiAVR2 in bsul-Knockout-Arabidosislinien zu
untersuchen. Wenn die unterschiedliche Beeinflussung des BR-Signalweges nur von der
Anwesenheit von BSU1 in Arabidopsis abhéngt, so musste sich dann auch eine verstarkte
Aktivierung des BR-Siganlweges nachweisen lassen. Sollte dies nicht der Fall sein, kann
Arabidopsis nicht bzw. nur eingeschrankt als Modellpflanze zur Untersuchung des
Brassinosteroid-Signalweges in Solanaceaen verwendet werden.
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7 Anhang

7.1 Verwendete Primer

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Primer mit Sequenz und Schmelztemperatur Tm.

Primer Sequenz (5°-3") TmeC
Avr2_for CCCGAATTCCTGCATGCAGCTCCAGGTGC 67
Avr2_rev CCCGCGGCCGCTTAACTCCTCTTGTCACCC 70
attB1 GGGGACAACTTTGTACARAAAAGCAGGCT 60
attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 63
Bsu_attB1 for AAAAAGCAGGCTttATGGCTCCTGATCAATCTTATCAATATCC 65
Bsu_attB2_rev AGAAAGCTGGGTtTTATTCACTTGACTCCCCTCGAGC 67
Bsll attB1 for AAAAAGCAGGCTcaATGGGCTCGAAGCCTTGGCTACATCC 70
Bsll attB2 rev AGAAAGCTGGGTTTCAGATGTATGCAAGCGAGC 64
Bsl2_attB1_for AAAAAGCAGGCTTAATGGATGAAGATTCGTCTATGG 62
Bsl2 attB2 rev AGAAAGCTGGGTTTCACATCCAAGCCAGAGAACC 66
Bsl3 attB1 for AAAAAGCAGGCTATATGGATTTGGATTCTTCAATGG 61
BsI3 attB2 rev AGAAAGCTGGGTTTTATATCCAAGCAAGAGAGCC 63
Bsul int for GCGATGGATAGATTGGCAGAGGCA 59
Bsul int_rev GCAGTTCTCACCAAGCCACCTCG 61
Bsll int for CGCACGACCTCCTTCAGGCTCT 60
Bsll int_rev TGGCGAGCTGGCATCAGAGG 58
Bsl2 int for TGCTGAAACTGGTGGCGCCTT 56
Bsl2_int_rev ACTGCCGTCGAACAGGAGGC 58
Bsl3 int for GCTGCAGAAACAGGTGGAGCCT 59
Bsl3 int_rev TGGAGGCTTCCACCCCCGAG 60
BSL3 K_for ARAAAGCAGGCTCCAAAACAATGGGCACGTATTCGGTKGTGRATGC 19
BSL3 K_rev AGAAAGCTGGGTCCTATCTTCCAGGTGAACGGCCA 68
BSL3 P_for ARRAAGCAGGCTCCAAAACAATGGGCTCAATCAATAGTGTTCCGAAA g
BSL3 P_rev AGAAAGCTGGGTCTTATATCCAAGCAAGAGAGCCGC 67
BSL3 D709A for ATTAAGATATTTGGTGCTTTGCAT 49
BSL3 D709A rev ATGCAAAGCACCAAATATCTTAAT 49
BSL3 H776A for CACCTGATTCGTGGAAATGCTGAAGCTGCCGAC 67
BSL3 H776A rev GTCGGCAGCTTCAGCATTTCCACGAATCAGGTG 67
bsul-2 LP TCAACAAAGGGTCCACAACTC 52
bsul-2 RP TGTCCACTTCCTGGTCAAAAC 52
bsl1-1 LP TGATTAAATCTTGTCCACGCC 51
bsl1-1 RP GCTTCATCCGAGAGCTGTATG 54
bsl1-2 LP AGAGTCTCTCACCTGTGCCAC 56
bsl1-2 RP AGCGAAAACGCCTTTTCTATC 51
bsl2-1 LP ATTCCACAGCCAATACTGTGC 52
bsl2-1 RP TGTTGTAAACAAGCCTCGAGG 52
bsl2-2 LP GGGGTTTGGACTCTTTTGAAC 52
bsl2-2 RP GAACCTTCAAAGCAAGGAAGG 52
bsl2-3 LP GAAAAAGGATCGGACTTGGAG 52
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bsl2-3 RP ACCGAATACGTAGGTGCACAC 54
bsl2-4 LP CAGGATCGTGAGTTTCAGAGC 54
bsl2-4 RP TAACTACCATGGTCCCGACTG 54
bsl2-5 LP ACCTTCCAGGTAATCGACCTG 54
bsl2-5 RP TTGAATGGTTGATTGAGGAGC 50
bsl2-6 LP TGGGTGTTCTTTTCTCTGCAG 52
bsl2-6 RP TTGACTAAATCTCACGGTCCC 52
bsI3-1 LP CTGGTGAAGTTTCAGGTGAGG 54
bsl3-1 RP TAATGCACTTTTTGGTTTCCG 49
bslI3-3 LP ATTTATCGACCGACCAATTCC 50
bsI3-3 RP TCAATTTGAAAATGAGGGACG 49
bsl3-4 LP CAAACATTTGAAAGGGTACGATG 52
bsl3-4 RP AAAACATACGAATGCCAGCAC 50
bsl3-5 LP TCCATTGAGAAGAATGATGCAG 51
bsI3-5 RP TCCATTAGCTGATGTATGGGC 52
LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 59
SailLB GCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTACC 55
qSAUR-AC for TGAGGAGTTTCTTGGGTGCT 58
gSAUR-AC rev AAGTATGAAACCGGCACCAC 58
qSAUR-65 for TGCCCTCAAGAGGAAAAGAA 58
gSAUR-65 rev TCAACCGTGTAAACCACGAA 58
gRT-CPD-F1 TTGCTCAACTCAAGGAAGAG 58
qRT-CPD-R1 TGATGTTAGCCACTCGTAGC 58
qRT-DWF4-F1 CATAAAGCTCTTCAGTCACGA 58
gRT-DWF4-R1 CGTCTGTTCTTTGTTTCCTAA 58
gKIN1 for GCARAGCTGAGGAGAAGAGC 58
gKIN1 rev CCGCATCCGATACACTCTTT 58
gRT_BAS1 for GGAGAAAAATCTACGGTGCTACATTTCTG 58
gqRT BASLI rev TAGTCCATCGCCTTCAAGTTGTTTAACC 58
gAct_for AGTGGTCGTACAACCGGTATTGT 58
gAct_rev GAGGAAGAGCATACCCCTCGTA 58
gFRK1 for ATCTTCGCTTGGAGCTTCTC 58
qFRK1 rev TGCAGCGCAAGGACTAGAG 58
RT GVG for cgctactctcccaaaacc 50
RT _GVG rev TCATATCCTGCATACAACACC 50
MY Ctagfor CTAGTATGGAACAAAAACTTATTTCTGAAGAAGATCTGA 66
MY Ctagrev CTAGTCAGATCTTCTTCAGAAATAAGTTTTTGTTCCATA 66
p2KozMYCGW?7 forl GCGGCCGCACTAGTaacaATGgccGAACAAAAACTTATTICTGAA 64
p2KozMYCGW?7 revl TTCAGAAATAAGTTTTTGTTCggcCATtgttACTAGTGCGGCCGC 63
HAtagrev

complementary: CTAGTAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTACATACTAGT 68
HAtagrev: ACTAGTATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTACTAG 68
Myctagrev

complementary: CTAGTCAGATCTTCTTCAGAAATAAGTTTTTGTTCCATA 67
Myctagrev: TATGGAACAAAAACTTATTTCTGAAGAAGATCTGACTAG 68
Koz_HA for GGCGGCCGCACTAGTaacaATGgccTACCCATACGATGTTC 60
Koz_HA rev GAACATCGTATGGGGTAGgcCATtgttACTAGTGCGGCCGCC 66
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M13 uni AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT 57
M13 rev GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 56
eflo-s TCACATCAACATTGTGGTCATTGG 54
eflo-as TTGATCTGGTCAAGAGCCTCAAG 55
pDONR-for TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC 59
pDONR-rev GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC 52
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7.2 Alignmet der Phosphatasedomanen aller bekannten Kelch-
phosphatasen aus Arabidopsis und den Solanaceae

NbBSL1
StB3L1

AtBSL1
AtBSLZ
AtBSL3
AtB3Ul
NbBSL1
StBSL1
StB3LZ
S51B5L1
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Abbildung 47: Phylogenetischer Vergleich der Verwandschaft der BSU1-Familie aus Arabidopsis
und Solanaceae-Arten

Alignment der Phosphatasedoménen aller bekannter Proteine der BSU1-Familie von At= Arabidopsis
thaliana; St = Solanum tuberosum, Kartoffel; SI = Solanum lycopersicum, Tomate; Nb = Nicotiana
benthamiana, Tabak. BSL1 Sequenzen von 522 bis 869 AS; AtBSL2: 658 bis 1005 AS; AtBSL3: 647 bis
994; AtBSU1L: 448 bis 681; StBSL2: 640 bhis 986 AS. Die Sequenzen wurden mittels eines ClustalV-
Algorithmus mit MegAlign (DNAStar Version 10.0.1) ausgerichtet. Gleiche AS sind schwarz hinterlegt.
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GFP-PiAVR2

GFP-PiAVR2

GFP-PiAVR2

#2

Anhang

Col0

#2

Col0O

#1

#2

Col0

#1

Der Phanotyp der GFP-PiAVR2-Uberexpressionslinien ist abhangig
von der Lichtintensitat

Abbildung 48: Phénotyp der GFP-PiAVR2-
Linien im Kurztag

Je 12 Pflanzen von zwei GFP-PiAVR2-Linien
und Col-0 wurden 4 Wochen auf Erde im
Kurztag kultiviert. Gezeigt sind je drei typische
Exemplare, die die Spannbreite des Phanotypes
verdeutlichen.

Abbildung 49: Phénotyp der GFP-PiAVR2-
Linien im Langtag

Je 12 Pflanzen von zwei GFP-PiAVR2-Linien
und Col-0 wurden 4 Wochen auf Erde im
Langtag kultiviert. Gezeigt sind je drei typische
Exemplare, die die Spannbreite des Phanotypes
verdeutlichen.

Abbildung 50: Phénotyp der GFP-PiAVR2-
Linien im Dauerlicht

Je 12 Pflanzen von zwei GFP-PiAVR2-Linien
und Col-0 wurden 4 Wochen auf Erde im
Langtag kultiviert. Gezeigt sind je drei typische
Exemplare, die die Spannbreite des Phanotypes
verdeutlichen.
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