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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

Pflanzen sind eine reiche Quelle an Néhrstoffen fiir Mikroorganismen und werden deshalb von
vielen bakteriellen Pathogenen der Proteobakterien und Actinobakterien infiziert. Die am haufigsten
untersuchten Bakterien sind Mitglieder des Stammes der Proteobakterien wie Agrobacterium, Erwinia,
Pseudomonas, Ralstonia und Xanthomonas (Genin and Boucher, 2004; Nino-Liu ef al., 2006; Preston,
2000; Van Sluys et al., 2002). Diese Pathogene werden durch Wind, Regen oder Insekten {ibertragen.
Sie gelangen entweder iiber Wunden oder durch natiirliche Offnungen wie Lentizellen, Hydathoden
oder Spaltoffnungen (Agrios, 1997) in pflanzliches Gewebe und besiedeln die Interzellularrdume der
verschiedensten Pflanzengewebe oder des Xylems. Pilzliche Pathogene konnen hingegen direkt in
pflanzliche Epidermiszellen eindringen oder ihre Hyphen durch inter- und intrazelluldres Mycel-
wachstum verldngern. Krankheitserregende und symbiotische Pilze und Oomyceten bilden héufig
spezialisierte Erndhrungsorgane aus, sogenannte Haustorien, die zwar nicht in die Pflanzenzelle
eindringen, aber von der Plasmamembran der Wirtszelle umhiillt sind. Um ihre Uberlebenschancen zu
erhohen, geben viele pathogene Organismen Effektormolekiile (Virulenzfaktoren) in die Pflanzenzelle
oder den Zellzwischenraum ab (Jones and Dangl, 2006), wodurch die Wirtspflanze indessen zerstort
werden kann. Das hat zur Folge, dass durch verschiedene Krankheiten mit ernsthaften wirtschaft-
lichen, sozialen und politischen Konsequenzen gerechnet werden muss (Brown, 2001; Strange and
Scott, 2005). Die Kontrolle von bakteriellen Krankheiten ist nur teilweise effektiv und besteht zurzeit
aus kupferbasierten Spriithmitteln, Antibiotika, Biokontrollstrategien, grof3 angelegter Entfernung von
infizierten Pflanzen und - modglicherweise von besonderer Bedeutung - wirtsgenetischer Resistenz
(Agrios, 1997). Daher kann die Forschung an bakteriellen Krankheiten von Pflanzen helfen,
grundlegende Aspekte der mikrobiellen Pathogenese und der damit verbundenen Wirtsreaktionen
aufzukldren und wirkungsvollere und nachhaltigere Krankheitsbekdmpfungs-methoden zu entwickeln
(Abramovitch et al., 2006).

Obwohl durch Phytopathogene ausgeldste Erkrankungen sehr verheerend sein konnen, ist der
Befall der Pflanze eher die Ausnahme als die Regel. Pflanzen wie auch andere héhere Lebewesen sind
im Allgemeinen gegeniiber Mikroorganismen widerstandsféhig. Sie besitzen komplexe ,,angeborene*
Mechanismen, um einen Angriff von Pathogenen zu erkennen und ihm entgegenzuwirken. In den
letzten Jahren stellte sich heraus, dass bemerkenswerte Ahnlichkeiten in den Abwehrsystemen von
Pflanzen, Tieren und Insekten existieren (Ausubel, 2005; Niirnberger and Brunner, 2002; Niirnberger
et al., 2004; Zipfel and Felix, 2005). Es gibt jedoch auch bedeutsame Unterschiede. Niirnberger et al.
(2004) beschreiben, dass sich das Immunsystem der Vertebraten aus einer angeborenen und einer
erworbenen Immunitit zusammensetzt, wobei beide gemeinsam dazu beitragen, den Wirt vor einem
mikrobiellen Angriff zu schiitzen (McGuinness et al., 2003; Medzhitov and Janeway, 2002). Bei
Sdugetieren ist ein funktionelles angeborenes Immunsystem dabei die Voraussetzung fiir die Akti-
vierung der erworbenen Immunitit, die durch T- und B-Lymphozyten ausgefiihrt wird. Solch ein
klonales System der erworbenen Immunitét, das durch die Bildung von antigenspezifischen Rezep-
toren durch somatische Rekombination in reifenden Lymphozyten charakterisiert ist, besteht in
Pflanzen nicht. Auflerdem gibt es in Pflanzen keine spezialisierten Zelltypen (Makrophagen, Neutro-
phile, dendritische Zellen), die als Bestandteile des zirkulierenden Blutsystems Schliisselelemente des

tierischen Immunsystems sind. Im Gegensatz dazu sind Pflanzen fahig, die Gegenwart von mikro-
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biellen Fremdkorpern zu erkennen und Abwehrreaktionen auf der Ebene jeder einzelnen Zelle zu
aktivieren (Niirnberger et al., 2004).

1.1 ANGEBORENE |MMUNITAT (INNATE | MMUNITY) DER PFLANZEN

Pflanzen besitzen eine allgemeine Basisresistenz (Arten- oder Nichtwirtsresistenz,
Basisinkompatibilitdt) (Hammond-Kosack and Jones, 2000; Heath, 2000), die auf konstitutiven
Barrieren und induzierbaren Reaktionen beruht. Zu den konstitutiven Mechanismen, denen sich ein
Pathogen beim Angriff stellen muss, gehoren die dulere Wachsschicht (Kutikula) der Blatter, die
pflanzliche Zellwand und stetig vorhandene sekundére Metabolite, die als antimikrobielle Verbin-
dungen wirken konnen. Beispiele dafiir sind Saponine (glykosylierte Triterpenoid- oder Steroidolekiile
mit antimykotischer Aktivitdt), Phenole, zyanogene Glykoside und Laktone (Osbourn, 1996;
Papadopoulou et al., 1999). Eine besondere Form der vorgeformten Abwehr ist das Pflanzenzyto-
skelett, das mit seinen Aktinfilamenten eine physikalische Barriere fiir das Eindringen von Pilzen
darstellt (Kobayashi et al., 1997; Yun et al., 2003).

Die Erkenntnisse der letzten Jahre weisen deutlich darauf hin, dass zwei evolutionir ver-
kniipfte Formen des induzierbaren pflanzlichen Immunsystems existieren. Diese wurden von Jones
und Dangl (2006) in einem ,,Vier-Phasen-Zickzack-Modell*“ zusammengefasst (siche Abbildung 1.1).
In der evolutionér dltesten Form der Immunitdt (Phase 1) werden pathogenassoziierte molekulare
Strukturen (PAMPs; pathogen-associated molecular patterns) durch membranstindige Struktur-
erkennungsrezeptoren (PRR, pattern recognition receptors) erkannt. Daraus resultiert eine PAMP-
ausgeloste Immunitdt (PAMP-triggered immunity, PTI), die eine weitere Kolonisation der
Mikroorganismen aufhalten kann. Solche PAMP-induzierten Immunreaktionen sind fiir die Nicht-
wirtsresistenz entscheidend und tragen ferner zur Basisresistenz von Wirtspflanzen bei (He ef al.,
2006; Kim et al., 2005a; Zipfel et al., 2006; Zipfel et al., 2004) In Phase 2 kommt es durch von
erfolgreichen Pathogenen entwickelten Effektoren, die zur Virulenz des Pathogens beitragen, zu einer
effektorausgelosten Empfanglichkeit (effector-triggered susceptibility, ETS). In Phase 3 kann ein diese
Empféanglichkeit auslosender Effektor des Pathogens spezifisch durch ein pflanzliches Resistenz-
protein (R-Protein) erkannt werden, woraus sich eine effektorausgeldste Immunitit (effector-triggered
immunity, ETI) ergibt. Kultivarspezifische Wirtsresistenz oder Gen-fiir-Genresistenz sind Synonyme
fiir ETI (Ausubel, 2005; Chisholm et al., 2006). Die Erkennung eines Effektors erfolgt dabei entweder
indirekt (Guard-Hypothese, siehe Kapitel 1.1.2.3) oder direkt (siche Kapitel 1.1.2.2). ETI ist mog-
licherweise eine beschleunigte und verstirkte PTI-Reaktion, die in Krankheitsresistenz und gewdhn-
lich in einer hypersensitiven Zelltodreaktion (HR) an der Infektionsstelle gipfelt. Durch natiirliche
Selektion gelang es Pathogenen, die erkannten Effektormolekiile zu verdndern oder zusitzliche Effek-
toren auszubilden und so in Phase 4 die ETI zu unterdriicken. Diesem Selektionsdruck folgend ent-
wickelten Pflanzen daraufhin neue R-Spezifitdten, so dass ETI wiederum ausgeldst werden konnte
(Jones and Dangl, 2006). In den folgenden Kapiteln (1.1.1 und 1.1.2) werden PTI und ETI néher
erlautert.
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Abbildung 1.1: Vier-Phasen-, Zickzack"-M odell der pflanzlichen |mmunantwort.

In Phase 1 erkennen Pflanzen durch PRRs mikroben/pathogenassoziierte molekulare Strukturen
(MAMPs/PAMPs, rote Rhomben) und 16sen PTT aus. In Phase 2 schleusen erfolgreiche Pathogene Effektoren in
die pflanzliche Zelle ein, die PTI stéren und in ETS resultiert. In Phase 3 wird ein Effektor (in rot dargestellt)
durch ein Resistenzprotein erkannt, wodurch ETI aktiviert wird. In Phase 4 iiberleben Pathogene, die den roten
Effektor verloren haben und vielleicht neue Effektoren (blau) durch horizontalen Gentransfer erlangt haben, die
wiederum ETI unterdriicken konnen. Durch Selektion werden die Pflanzen bevorzugt, die neue Allele der
Resistenzgene ausgebildet haben, die einen der neu erworbenen Effektoren erkennen kdnnen und sich somit ETI
ergibt. Erkldrung der Abkiirzungen siehe Text. Modifiziert nach Jones und Dangl (2006).

11.1 PAM P-AUSGELOSTE IMMUNITAT

PAMP-ausgeloste Immunitdt (PTI) ist wahrscheinlich die erste aktive Reaktion der Pflanze
auf die Wahrnehmung von Mikroben (Chisholm et al., 2006). PTI wird durch die Erkennung von
konservierten mikrobiellen Strukturen durch pflanzliche Zelloberflichenrezeptoren eingeleitet. Die
Induktion von PTI ist mit verdnderten Ionenstromen, der Signaliibertragung durch mitogenaktivierte
Proteinkinasen (MAPKSs), der transkriptionellen Aktivierung von Abwehrgenen, der Produktion reak-
tiver Sauerstoffspezies und der Kalloseauflagerung verbunden, was zur Unterbindung des mikro-
biellen Wachstums beitrdgt (Niirnberger et al., 2004).

Der Begriff pathogenassoziierte molekulare Strukturen (PAMPs, pathogen-associated mole-
cular patterns) konnte aus dem Bereich des tierischen Immunsystems nach einem Modell von
Medzhitov und Janeway iibernommen werden (Medzhitov and Janeway, 1997). PAMPs stellen hoch
konservierte Determinanten von Pathogenklassen dar, die nicht in potentiellen Wirtsorganismen
auftreten, jedoch unentbehrlich fiir das Uberleben der Pathogene sind (Niirnberger and Lipka, 2005).
Sie binden an PAMP-Rezeptoren, die darauthin unter anderem die Expression von Abwehrgenen und
die Produktion antimikrobieller Substanzen induzieren (Aderem and Ulevitch, 2000; McGuinness et
al., 2003; Medzhitov and Janeway, 2002; Zasloff, 2002). Obwohl sie als pathogenassoziiert bezeichnet
werden, existieren sie nicht ausschlieSlich in Pathogenen, sondern sind eher charakteristisch fiir eine
ganze Klasse von Mikroorganismen im Allgemeinen. Deshalb sollten sie eher mikrobenassoziierte
molekulare Strukturen (microbe-associated molecular patterns, MAMPs) genannt werden (Ausubel,
2005). In dieser Arbeit wird aber weiterhin der besser etablierte Begriff PAMP verwendet.

PAMPs, die Reaktionen der angeborenen Immunitét in verschiedenen Wirbel- und wirbellosen

Tieren ausldsen, schlieBen den Lipopolysaccharid(LPS)-Anteil Gram-negativer Bakterien, Peptido-
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glykane Gram-positiver Bakterien, eubakterielles Flagellin, methylierte bakterielle DNA-Fragmente
und Glykane, Chitine und Proteine pilzlicher Zellwédnde ein (Niirnberger et al., 2004). Erstaunlicher-
weise sind viele dieser Molekiile schon lange dafiir bekannt, dass sie in den verschiedensten Pflanzen-
arten als generelle Elicitoren von Abwehrreaktionen fungieren (Boller, 1995; Montesano et al., 2003;
Niirnberger and Lipka, 2005; Vorwerk et al., 2004). Wie aus Tabelle 1.1 ersichtlich ist, gehoren zu
diesen generellen Elicitoren oder PAMPs exogene Molekiile wie (Poly-)Peptide (Felix et al., 1999;
Kunze et al., 2004; Nennstiel et al., 1998), Oligosaccharide (Ito et al, 1997; Kaku et al., 2006;
Klarzynski et al., 2003), (Glyko-)Proteine und Lipide (Boller, 1995; Dow et al., 2000; Niirnberger,
1999). Auch endogene Komponenten aus der pflanzlichen Zellwand, die durch Glukanasen und
Chitinasen der Pathogene freigesetzt werden, konnen als Elicitoren wirken (Boller, 1995; Ebel and
Scheel, 1997). Es ist daher nahe liegend, dass Pflanzen wie zahlreiche andere Eukaryoten ein
Erkennungssystem fiir ,,Nicht-Selbst* oder ,,Falsches-Selbst* entwickelt haben, welches intrazellulére

Signalkaskaden initiiert und letztendlich zur Aktivierung von schiitzenden Mafinahmen fiihrt.

Zu den am besten untersuchten generellen Elicitoren oder PAMPs in Pflanzen zédhlen unter
anderem ein 13 Aminosduren umfassendes Fragment der GP42-Transglutaminase aus Phytophthora
sojae (Pepl3), ein Phytophthora parasitica-abgeleitetes Nepl-dhnliches Protein (NLPp,), Harpin
(HrpZpgyn) aus Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, eine LPS-Priparation von Pseudomonas
aeruginosa (LPSp,), ein 22 Aminosduren langes Fragment aus bakteriellem Flagellin (flg22) und ein
18 Aminosduren langer Abschnitt des bakteriellen Elongationsfaktors EF-Tu (elf18) (siche auch

Tabelle 1-1). Auf diese soll im Folgenden etwas néher eingegangen werden.

1.1.1.1 PEP13

Die Wechselwirkung von Petersilie (Petroselinum crispum) mit dem Oomyceten
Phytophthora sojae zeigt wesentliche Eigenschaften einer Nichtwirtsresistenz (Jahnen and Hahlbrock,
1988). In einem aus der Zellwand dieses Oomyceten stammenden 42 kDa Glykoprotein konnte ein
oberflachenexponiertes 13 Aminosduren langes Peptid identifiziert werden, das notwendig und hin-
reichend fiir die Auslosung komplexer Abwehrreaktionen in Petersiliezellsuspensionskulturen ist
(Hahlbrock et al., 1995; Niirnberger et al., 1994). 2002 konnte von Brunner und Mitarbeitern gezeigt
werden, dass dieses Glykoprotein eine zellwandassoziierte Ca’"-abhiingige Transglutaminase (R-
Glutaminylpeptidamino-y-Glutamyltransferase, EC 2.3.2.13, TGase) ist und das darin enthaltende
Pep13-Motiv in allen untersuchten Phytophthora-Arten hoch konserviert vorliegt (Brunner et al.,
2002). Mutationsanalysen im Pep13-Motiv offenbarten, dass die gleichen Aminosdurereste, die fiir die
Induktion der Abwehrmechanismen in Petersilie und Kartoffel wichtig sind, auch fiir die Enzym-
aktivitdt der TGase notwendig sind (Brunner ef al., 2002);(Niirnberger ef al., 1994).

Die Fahigkeit von Pepl13, Abwehrreaktionen in Petersilie hervorzurufen, erfordert die Inter-
aktion mit einem 100 kDa-Rezeptor, der in der Plasmamembran von Petersiliezellen vorhanden ist
(Nennstiel et al., 1998; Niirnberger et al., 1995). Zu diesen rezeptorvermittelten Abwehrmechanismen
gehoren die durch charakteristische Ionenstrome (H'-, Ca®"- Einstrom; K-, CI- Ausstrom) ausgeldste
Depolarisierung der Plasmamembran (Jabs et al, 1997; Niirnberger et al., 1994), die Erzeugung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Jabs et al., 1997), die Expression von vier Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPKs) (Kroj et al., 2003) und abwehrbezogenen Genen einschlie8lich der patho




Tabelle 1-1: Ausgewahlte pathogenassoziierte molekulare Strukturen (PAMPs), die dur ch Pflanzen wahrgenommen werden.

PAMP Aktives Epitop Untersuchte Pflanzen Rezeptor Biologische Antwort Ref.
Bakterien
Elongationsfaktor Tu (EF-Tu)  elf18 (acetylierter N-Terminus) Brassicaceae EFR (LRR-RLK) Induktion von Abwehrreaktionen 1,2
Flagellin ggfjligllosl;semerter LN Fast alle Pflanzen (aufler Reis) FLS2 (LRR-RLK) Induktion von Abwehrreaktionen 3-5
Harpin Nicht definiert Verschiedene Pflanzen Unbekannt HR-dhnlicher Zelltod, Induktion von Abwehrreaktionen, SAR 6-8
Kailteschockprotein cspl5 (RNP-1 Motiv) Solanaceae Unbekannt oxidative burst, Ethylenbildung 9
Lipopolysaccharide (LPS) Lipid A? Arabqupszs, Tabak, Paprika, Unbekannt oxidative burst, Produktion antimikrobieller Enzyme, Induktion 10-13
Petersilie von Abwehrgenen
Nepl-ahnliche Proteine (NLPs) Nicht definiert Viele Dikotyledonen Unbekannt HR-dhnlicher Zelltod, Induktion von Abwehrreaktionen 14-16
Peptidoglukan (PGN) Nicht definiert Tabak, Arabidopsis Unbekannt Induktion von Abwehrreaktionen 9,17
Oomyceten
Lipidtransferproteine (Elicitine) Nicht definiert Tabak Unbekannt HR-dhnlicher Zelltod, Induktion von Abwehrreaktionen, SAR 18,19
Nepl-dhnliche Proteine (NLPs) Nicht definiert Viele Dikotyledonen Unbekannt HR-dhnlicher Zelltod, Induktion von Abwehrreaktionen 20-23
Transglutaminase E?;;fn(s(;berﬂaCheneXpomenes Epitop des Petersilie, Kartoffel Unbekannt Induktion von Abwehrreaktionen 24,25
. . . . GnGBP (16sliches Protein mit . .
B-Glukane Verzweigte Hepta-B-glukoside Hiilsenfriichte 1,3-B-Glukanase Aktivitat) Induktion von Abwehrreaktionen 26,27
Zellqlosebmdender Elicitor CBDs (Zellulosebindende Doménen) Tabak, Arabidopsis Unbekannt Induktion von Abwehrreaktionen 28
Lectin (CBEL)
Pilze
Cerebroside A, C Sphingosid als Grundkorper Reis Unbekannt Phytoalexinbildung 29
Chitin Sgl)tmohgosaccharlde (Polymerisationsgrad 222?:& Arabidopsis, Reis, Weizen, CEBIP Induktion von Abwehrreaktionen 30-34
Ergosterol Nicht definiert Tomate Unbekannt Induktion von Ionenstrémen 35
Invertase E;E:gsls)s yliertes Peptid (Fragment der Tomate Unbekannt Aktivierung des Phenylpropanstoffwechselweges, Ethylenbildung 36
Nepl-dhnliche Proteine (NLPs) Nicht definiert Viele Dikotyledonen Unbekannt HR-dhnlicher Zelltod, Induktion von Abwehrreaktionen 37-40
Xylanase UL [RgTipaplicl (@ st ol Tabak und Tomate LeEIX2 (LRR-RLP) HR-ihnlicher Zelltod, Ethylenbildung 4143
exponiertes Epitop der Xylanase)
B-Glukane Tetraglukosylgluzitol-verzweigte Hep ta-B- Reis Unbekannt Phytoalexinbildung 44
glukoside
Braunalgen
B-Glukane Laminarin (lineares B-1,3 Glukan) Tabak Unbekannt Induktion von Abwehrreaktionen 45
Sulfatisierte Fukane Fukanoligosaccharide Tabak Unbekannt Induktion von Abwehrreaktionen 46

1. Zipfel et al., 2006; 2. Kunze et al., 2004; 3. Chinchilla et al., 2006; 4. Gomez-Gomez et al., 2000; 5. Felix et al., 1999; 6. Lee et al., 2001; 7. He et al., 1993; 8. Wei et al., 1992; 9. Felix et al., 2003; 10. Sanabria et al., 2006;
11. Zeidler et al., 2004; 12. Piater et al., 2004; 13. Newman et al., 2002; 14. Gijzen und Niirnberger, 2006; 15. Pemberton et al., 2005; 16. Mattinen ef al., 2004; 17. Gust et al., eingreicht; 18. Osman et al., 2001; 19. Ricci ez al.,
1989; 20. Qutob et al., 2006; 21. Qutob et al., 2002; 22. Fellbrich et al., 2002; 23. Veit et al., 2001; 24. Brunner ef al., 2002; 25. Niirnberger ef al., 1994; 26. Fliegmann ef al., 2004; 27. Umemoto et al., 1997; 28. Gaulin et al.,
2006; 29. Koga et al., 1998; 30. Kaku, 2006; 31. Zhang et al., 2002; 32. Peck et al., 2001; 33. Ito et al., 1997; 34. Baureithel et al., 1994; 35. Granado et al., 1995; 36. Basse et al., 1993; 37. Keates et al., 2003; 38. Quayyum et
al., 2003; 39. Bailey, 1995; 40. Staats ef al., 2007; 41. Ron und Avni, 2004; 42. Rotblat et al., 2002; 43. Enkerli et al., 1999; 44. Yamaguchi et al., 2000; 45. Klarzynski et al., 2000; 46. Klarzynski ef al., 2003.
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genesis-related (PR)-Gene (Batz et al, 1998; Somssich et al., 1989) sowie die Biosynthese
antimikrobieller Phytoalexine (Furanocumarine) (Parker et al., 1991).

1.1.1.2 NLPpp

Die Fihigkeit, Zelltod in Pflanzen auszuldsen, ist Merkmal einer neuen Klasse von Proteinen,
die in vielen Phytopathogenen anzutreffen ist. Diese Proteine konnen iiber eine gemeinsame Domaéne,
die NPP1- (nekroseninduzierendes Phytophthora Protein) Doméine, identifiziert werden (Fellbrich et
al., 2002) und wurden NLPs (Nepi-like proteins) genannt (Gijzen and Niirnberger, 2006; Pemberton
and Salmond, 2004). Das erste isolierte Protein, Nepl (necrosis and ethylene-inducing peptide 1),
wurde von Bailey (1995) als ein Bestandteil von Fusarium oxysporum Kulturfiltraten identifiziert.
Nepl ruft Nekrosen- und Ethylenbildung im Kokastrauch, Erythroxylum coca, hervor (Bailey, 1995).
Wie aus Tabelle 1-1 ersichtlich ist die Gruppe der NLPs in Eukaryoten (Oomyceten und Pilze) wie in
Prokaryoten (Gram-positive und -negative Bakterien) verbreitet. Charakteristisch fiir die NPP1-
Doméne sind zwei oder vier Cysteinreste, ein zentraler konservierter Bereich mit dem Heptapeptid-
motiv ,, GHRHDWE® und meistens ein aminoterminales Signalpeptid (Gijzen and Niirnberger, 2006).
Aufgrund der vorhandenen Cysteine ldsst sich die NPP1-Doméne in zwei Typen unterteilen: die
Typ I- (zwei Cysteinreste) NPP1-Doméne ist in Pilzen, Oomyceten und Bakterien vorhanden, die
Typ II- (vier Cysteinreste) NPP1-Domine dagegen nur in Pilzen und Bakterien. Es kann auflerdem
moglich sein, dass Gene, die Typ I- und Typ lI-Doménen kodieren, zusammen in einer einzigen
Pilzart auftreten, wie es beispiclsweise in Magnaporthe grisea der Fall ist (Gijzen and Niirnberger,
2006). Ein weiteres wichtiges Merkmal der NLPs ist ihre Fahigkeit, eine Vielzahl an Abwehr-
reaktionen, Nekrose und Zelltod in dikotyledonen Pflanzen auszuldsen (Bailey ef al., 2005; Fellbrich
et al., 2002; Keates et al., 2003; Quayyum et al., 2003; Qutob et al., 2006; Staats et al., 2007; Veit et
al.,2001).

Ein Vertreter dieser neuen Klasse ist ein NLP aus Phytophthora parasitica (NLPp,), das
urspriinglich als NPP1 aus dem Kulturfiltrat dieses Oomyceten isoliert wurde (Fellbrich et al., 2002).
Anders als Pep13 induziert NLPp, zelltoddhnliche Léisionen in Petersilie (Fellbrich et al., 2002). Friihe
induzierbare zelluldre Reaktionen wie ein erhdhtes Niveau an zytoplasmatischem Calcium, die Bil-
dung reaktiver Sauerstoffspezies und die Aktivierung von MAPKs werden durch beide PAMPs in
Zellsuspensionskulturen der Petersilie angeregt. Die Infiltration von NLPyp, in Arabidopsis-Blitter
resultierte in einer Transkriptakkumulation von PR-Genen, in der Bildung von ROS und Ethylen, in
Kalloseauflagerung und in HR-dhnlichem Zelltod (Fellbrich et al., 2002). Der NLPp,-induzierte
Zelltod ist lichtabhéngig und bendtigt einen aktiven Metabolismus der Pflanze (Qutob et al., 2006).

1 . 1 . 1 .3 HRPZPSPH

Phytopathogene Bakterien besitzen HRP- (Hypersensitive Reaktion und Pathogenitit) Gene,
die die Pathogenitdt in anfdlligen Pflanzen und die Fahigkeit, Immunantworten in resistenten Wirts
und Nichtwirtspflanzen hervorzurufen, kontrollieren (Bogdanove et al., 1996; Galan and Collmer,
1999). Diese HRP-Gene kodieren unter anderem Elemente des Typ III-Sekretionssystems (TTSS),
wodurch Bakterien Effektorproteine ins Zytoplasma der Pflanzenzellen einschleusen konnen (Biittner
and Bonas, 2002; Collmer ef al., 2002). Eines dieser Genprodukte, die in TTSS-abhingiger Weise aus-
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geschieden werden, ist HrpZ von Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (HrpZpg,) (Lee et al.,
2001b; Li et al., 2005). HrpZp,, insertiert stabil in einer Reihe von synthetischen Phospholipid-
doppelschichten sowie Oocyten von Xenopus laevis und bildet somit ionenleitende Poren (Lee ef al.,
2001b; Racape et al., 2005). Fir HrpZp,, konnte gezeigt werden, dass es in Abhéngigkeit von Ca**
spontan selbst oligomerisiert, so dass vermutet wird, dass die Poren aus homooligomeren Komplexen
aufgebaut sind. Die Aufnahme eines CD-Spektrums offenbarte, dass HrpZp,, bei einer Einlagerung in
Lipidmembranen einer konformatorischen Anderung von B-Faltblatt- zu o-helikalen Strukturen unter-
liegt (Engelhardt und Niirnberger, unveroffentlichte Daten). Die Funktion von HrpZp,;, bei der Infek-
tion von Wirtspflanzen ist noch nicht geklart. Es scheint jedoch eine duale Wirkung zu besitzen — eine
immunstimulierende und eine porenbildende. Die porenbildende Aktivitit kdnnte dazu beitragen,
Nahrstoffe freizusetzen und/oder Virulenzfaktoren wahrend der bakteriellen Besiedlung von Wirts-
pflanzen einzuschleusen (Lee ef al., 2001b). Kompetitionsexperimente unserer Arbeitsgruppe ergaben,
dass HrpZpg,, nicht an den Pepl3-Rezeptor bindet. Ansonsten induziert HrpZpg,, aber ein sehr dhn-
liches Muster an Signaltransduktionsreaktionen wie einen Ca**- Einstrom, die posttranslationale Akti-
vierung von MAP-Kinasen, den oxidative burst, die Phytoalexinbildung und eine erhdhte Transkript-
akkumulation von Abwehrgenen (He et al., 2006; Lee et al., 2001a).

1.1.1.4 LPS

Lipopolysaccharide (LPS) sind Hauptbestandteil der duleren Membran Gram-negativer Bak-
terien und Spuren von LPS (weniger als 1 ng/ml) reichen aus, um in Tieren das angeborene Immun-
system zu aktivieren (Miyake, 2004). LPS ist ein amphiphiles Heteropolymer mit komplexem Aufbau
aus drei sehr unterschiedlichen Bereichen: dem hydrophoben Lipid A, der Kernzone mit einem in
seiner Zusammensetzung konservierten Oligosaccharid und dem variablen O-Antigen aus langkettigen
Oligosacchariden (Alexander and Rietschel, 2001). Obwohl LPS im tierischen System als Prototyp
eines PAMPs angesehen wird, miissen die Effekte von LPS im Pflanzenbereich noch weiter aufgeklart
werden. Die Arbeiten der letzten Jahre haben aber gezeigt, dass LPS auch in Pflanzen typische
Abwehrreaktionen hervorruft, zu denen der oxidative burst, lonenstrome, die Mediumalkalisierung,
die Akkumulation von Wasserstoffperoxid bzw. Stickstoffmonoxid und die Aktivierung von MAPKSs
und Abwehrgenen gehoren (Erbs and Newman, 2003; Gerber and Dubery, 2004; Piater et al., 2004;
Sanabria and Dubery, 2006; Zeidler et al., 2004). Geringe Konzentrationen (5ug/ml) an LPS von
Pseudomonas syringae konnen eine Akkumulation von ROS, die Induktion von PR-Genen und die
Biosynthese von Phytoalexinen in Petersiliezellkulturen auslosen (Engelhardt und Niirnberger, unver-
offentlichte Daten). Im Gegensatz zu tierischen Systemen, in welchen Lipid A das angeborene
Immunsystem stimuliert, reagieren Pflanzen aber offenbar sowohl auf Lipid A als auch auf den
Kohlenhydratanteil. Somit scheint LPS zwei PAMPs in sich zu vereinen. Dies wurde durch die
Behandlung von Arabidopsis-Bléttern mit dem Lipid A-Anteil und dem Oligosaccharidbereich aus der
Kernzone von LPS aus Xanthomonas campestris pv. campestris durch Silipo et al. (2005) demon-
striert. Beide Anteile waren in der Lage, die HR zu unterdriicken und die Expression der Abwehrgene
PRI und PR2 zu induzieren (Silipo et al., 2005). Vorangegangene Studien hatten gezeigt, dass in
Arabidopsis-Zellen eine Behandlung mit Lipid A, als dem am hochsten konservierten Bereich von
LPS, eine dhnliche Menge an NO wie alle getesteten kompletten LPS-Préparationen generierte
(Zeidler et al., 2004).
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In Séugetieren wird die angeborene Immunantwort auf LPS durch den Toll-like receptor
(TLR) 4 ausgelost (Takeda et al., 2003). Dieser besteht aus einer extrazelluldiren LRR-Doméne und
einer zytoplasmatischen Toll-Interleukin-1-Rezeptordoméne (TIR). Wihrend des Erkennungspro-
zesses bindet LPS an das 16sliche LPS-Bindeprotein (LBP) und bildet dann mit dem Glykosyl-
phosphatidylinositol (GPI) verankerten Protein CD14, mit MD-2 und mit dem transmembranen TLR4
einen Komplex, dessen Aktivierung letztendlich die Induktion der Expression der Zielgene veranlasst
(Janeway and Medzhitov, 2002; Palsson-McDermott and O'Neill, 2004). Neben TLR4 werden in
Tieren alternative LPS-Erkennungsmechanismen vorgeschlagen, z.B. iiber Scavenger-Rezeptoren
(Vishnyakova et al., 2003), iiber Kollektine (Kollagen-dhnliche Lektine) (McGuinness et al., 2003)
oder iiber Histone (Augusto et al., 2003). Der pflanzliche LPS-Perzeptionsmechanismus ist bisher
jedoch nicht bekannt.

1.1.1.5 FLG22

Flagellin ist das Hauptstrukturprotein der Flagellen Gram-negativer Bakterien, welche ihnen
die Motilitdt in ihrer Umwelt ermdglichen (Moens and Vanderleyden, 1996) und ein Virulenzfaktor,
der fiir die bakterielle Pathogenitit erforderlich ist (Ramos et al., 2004). Die hoch konservierten N-
und C-Termini von Flagellinmolekiilen verschiedener Bakterien, die flir die Filamentarchitektur und
die Motilititsfunktionen notwendig sind, befinden sich im Inneren des Flagellums, die hypervariable
zentrale Region wird dagegen auf der Oberfliche des Flagellums présentiert (Ramos et al., 2004;
Yonekura et al., 2003). Die hypervariable Region kdnnte eine stammspezifische Erkennung durch das
erworbene Immunsystem erlauben, die konservierten N- und C-terminalen Regionen scheinen

Hauptziele fiir die Erkennung durch angeborene Immunrezeptoren darzustellen (Zipfel, 2005).

Neben Saugetieren und Drosophila konnen auch Pflanzen Flagellin erkennen und entspre-
chende Abwehrreaktionen auslosen (Tabelle 1-1) (Felix et al, 1999; Gomez-Gomez and Boller,
2002). Ein 22 Aminosduren umfassendes Peptid des konserviertesten N-terminalen Bereichs von
Flagellin — flg22 — stellt das elicitoraktive Epitop in den meisten Pflanzen dar (Felix ez al., 1999). In
Tomate ist jedoch flgl5 das minimale elicitoraktive Epitop, das ausreichend ist, um Stressantworten
hervorzurufen und in Arabidopsis als Antagonist wirkt (Chinchilla et al., 2006; Felix et al., 1999;
Meindl et al., 2000).

Durch einen genetischen Screen fir flg22-insensitive Arabidopsis-Mutanten wurde FLS?2
(Flagellin Sensing 2) gefunden, das eine leucinreiche Transmembranrezeptorkinase kodiert (Gomez-
Gomez and Boller, 2000). Im Jahr 2006 konnte mit Hilfe von biochemischen Studien auch gezeigt
werden, dass flg22 direkt mit FLS2 interagiert, was demonstriert, dass FLS2 der flg22-Rezeptor in
Arabidopsis ist (Chinchilla et al., 2006). Obwohl der molekulare Aufbau und die mechanistischen
Eigenschaften von FLS2 denen des humanen TLRS (Flagellinrezeptor) dhneln, scheinen sie sich doch
konvergent entwickelt zu haben (Ausubel, 2005).

Die Wahrnehmung von flg22 durch FLS2 stimuliert im Zytoplasma eine nachfolgende
MAPK-Kaskade, die aus MEKK1, MKK4/5 und MPK3/6 besteht, und aktiviert wahrscheinlich
WRKY -Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis (Asai et al., 2002; Niihse et al., 2000). flg22-Behand-

lung induziert auBerdem verschiedene allgemeine Abwehrreaktionen wie Ethylen- und ROS-Bildung,
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Ionenfliisse, Kalloseauflagerung und Expression von PR-Genen (Asai et al., 2002; Felix et al., 1999;
Gomez-Gomez et al., 1999; Zipfel et al., 2004) (siche auch 1.2.2).

Die Beendigung oder Unterbindung der Signalweitergabe unterliegt in Séugetieren oft einer
negativen Regulation (Liew et al, 2005). Dies wird in Arabidopsis auch fiir den durch FLS2-
Aktivierung eingeleiteten Signalweg vorgeschlagen: Nachdem FLS2 flg22 erkannt hat und Abwehr-
reaktionen in die Wege geleitet wurden, bilden sich durch Endozytose Vesikel, die FLS2 dem Abbau
durch das intrazellulare Proteasom zuleiten (Robatzek et al., 2006). Ist kein flg22 mehr vorhanden,
wird durch de novo Proteinsynthese die Zellmembran erneut mit FLS2 bestiickt (Robatzek et al.,
20006).

1.1.1.6 EF-Tu

Der Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) ist das am h&ufigsten in einer bakteriellen Zelle vorkom-
mende Protein und agiert als PAMP in Arabidopsis und anderen Brassicaceae, jedoch bis jetzt in
keiner anderen Pflanzenfamilie (siche Tabelle 1-1) (Kunze et al., 2004; Zipfel et al., 2006). EF-Tu
bindet Aminoacyl-tRNAs und katalysiert die Ubergabe der Aminosduren an die wachsende Peptid-
kette im Ribosom in einem GTP-abhédngigen Prozess (Kunze et al., 2004). Wegen seiner essenziellen
Rolle in der Proteinbiosynthese wurde das EF-Tu-Protein ausgiebig auf biochemischer und
struktureller Ebene untersucht (Kawashima et al., 1996; Krab and Parmeggiani, 1998; Rodnina and
Wintermeyer, 2001). Durch proteolytische Spaltung des Proteins konnte ein N-terminales, azetyliertes
18 Aminosduren langes Fragment (elf18) identifiziert werden, das fiir die vollstindige Aktivitét als
Elicitor notwendig ist (Kunze ef al., 2004). Die elfl8-induzierten pflanzlichen Immunreaktionen sind
weitestgehend dieselben wie die durch flg22-ausgeldsten (Zipfel et al, 2006). Auch die EF-Tu-
Perzeption verlduft liber einen dhnlichen Mechanismus: Der EF-Tu-Rezeptor EFR kodiert dhnlich wie
FLS2 eine LRR-RLK, die ein Signalpeptid, eine LRR-Doméine aus 24 LRR-Kopien, eine Transmem-
brandoméne und eine zytosolische Ser/Thr-Proteinkinasedoméne besitzt (Zipfel et al, 2006). Zu den
durch elf18 ausgelosten EFR-abhéngigen Reaktionen gehoéren eine erhohte Ethylenbiosynthese, ein
oxidative burst, eine Mediumalkalisierung in Arabidopsis-Zellkulturen und die Aktivierung von
Abwehrgenen wie SIRK/FRK1 (Kunze et al., 2004).

1.1.2 EFFEKTORAUSGELOSTE IMMUNITAT

Um sich zu vermehren und auszubreiten, entwickelten Pathogene Effektoren oder Virulenz-
faktoren, die in der Lage sind, PTI zu unterdriicken (Jones and Dangl, 2006). Im stetigen Kampf ums
Uberleben bildeten Pflanzen neue Mechanismen aus, um die durch diese Effektoren vermittelte
Virulenz tiberwinden zu kénnen. Dies spiegelt sich in der effektorausgelosten Immunitéit (ETI) oder
kultivarspezifischen Resistenz wider (Shan et al., 2007). Diesen Vorgang beschrieb Flor mit der Gen-
fiir-Gen-Hypothese, da ein Effektor von einem ganz bestimmten Rezeptor in der Pflanze erkannt
werden muss (Flor, 1955, 1971). Genetisch betrachtet, wird ETI oder kultivarspezifische Resistenz
durch pathogenabgeleitete Avr-Gene (Effektoren) und pflanzenabgeleitete R-Gene bestimmt (Bonas
and Lahaye, 2002; Jones and Dangl, 2006; Niirnberger and Lipka, 2005; Van der Biezen and Jones,
1998). Das Fehlen von zueinander passenden Avr/R-Genpaaren fiihrt hiernach zur Erkrankung der

Pflanze nach Infektion.
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1.1.2.1 PATHOGENE EFFEKTOREN

Pathogene Effektoren oder Avr-Proteine werden von Bakterien, Pilzen, Oomyceten oder Viren
in die Pflanze eingeschleust. Sie konnen strukturelle Rollen iibernehmen (Schulze-Lefert and
Panstruga, 2003), den Verlust von Nahrstoffen oder die Pathogenausbreitung fordern (Badel et al.,
2002) sowie in groem Ausmal} an der Unterdriickung von PTI oder auch ETI beteiligt sein (Chisholm
et al., 2006; Jones and Dangl, 2006).

1.1.2.1.1 Pathogene Effektoren aus Bakterien

Um Virulenzfaktoren an ihren Wirkort zu transportieren, benutzen Bakterien hauptsichlich
drei verschiedene Sekretionswege: das Typ II-Sekretionssystem (T2SS), das Typ I1I-Sekretionssystem
(T3SS oder TTSS) und das Typ IV-Sekretionssystem (T4SS).

Das Typ II-Sekretionssystem ist fiir Mikroben, die die sogenannte Weichfdaule auslésen (z.B.
Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca) oder subsp. carotovora (Ecc)), notwendig (Jha et al.,
2005; Toth and Birch, 2005). Durch einen zweistufigen Prozess werden iiber das T2SS Enzyme
exportiert, die in den Abbau der pflanzlichen Zellwand - wie Pektinasen, Endoglukanasen und Zellu-
lasen - involviert sind (Abramovitch et al., 2006).

Fiir Agrobacterium tumefaciens spielt das T4SS eine kritische Rolle. Ahnlich dem bakteriellen
F-Pilus vermittelt das T4SS den Transfer von bakteriellen Proteinen und DNA in die Pflanzenzelle
(Christie et al., 2005).

Das wahrscheinlich am besten untersuchte Sekretionssystem ist das TTSS. Strukturell dhnelt
es dem bakteriellen Flagellum und formt einen Pilus, der die Effektoren in die pflanzliche Zelle
injiziert, wo sie die Physiologie der Pflanze so verdndern, dass es dem Pathogen Vorteile verschafft
(Alfano and Collmer, 2004). Diese Effektoren haben diverse enzymatische Aktivititen wie Cystein-
protease- (Coaker et al., 2005; Kim et al., 2005a; Lopez-Solanilla et al., 2004; Shao et al., 2002),
ubiquitindhnliche Protease- (Hotson et al., 2003; Roden et al, 2004), E3-Ubiquitinligase-
(Abramovitch et al., 2006; Janjusevic er al., 2006) und Proteinphosphataseaktivitidten (Bretz et al.,
2003; Espinosa et al., 2003).

Einige Bakterien wie Pseudomonas syringae konnen 20 bis 30 Effektoren wahrend einer
Infektion ausscheiden (Chang et al., 2005). Zu diesen Effektoren gehdren z.B. AvrPto, AvrRpt2 und
AvrRpml, die Abwehrreaktionen hemmen, welche durch PAMP-Erkennung hervorgerufen wurden
(Hauck et al., 2003; He et al., 2006; Kim et al., 2005b). Andere Effektoren wie Mitglieder der
Xanthomonas AvrBs3 Familie beeinflussen die Gentranskription im Kern, womit sie wahrscheinlich
die Abwehrmechanismen des Wirts abschwéchen (Chisholm ef al., 2006).

1.1.2.1.2 Pathogene Effektoren aus Pilzen und Oomyceten

Pilze und Oomyceten besitzen kein TTSS-dhnliches Sekretionssystem zur Einschleusung von
Effektoren. Es wird angenommen, dass Pilze ihre Effektoren i{iber Haustorien in den pflanzlichen
Interzellularraum (Apoplast) abgeben (Chisholm et al., 2006). Fiir einige pilzliche Avr-Proteine (Uf-
RTPI1p und Us-RTP1p) wurde eine intrazelluldre Lokalisation (sogar im Zellkern) gezeigt (Kemen et
al., 2005). Es wird deshalb angenommen, dass auch pilzliche Effektoren in die Wirtszelle geschleust
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werden konnen. Jedoch ist der Mechanismus, wie diese Effektoren die extrahaustoriale Membran
iiberwinden und im Zytoplasma der Wirtstzelle akkumulieren, noch nicht bekannt (Kemen et al.,
2005). Die meisten klonierten pilzlichen Effektoren sind kleine Proteine mit unbekannter Funktion, die
ein Signalpeptid fiir die Sekretion in den Apoplasten besitzen, so z.B. AvrP4 und AvrM aus
Melampsora lini (Catanzariti et al., 2006); Avr2, Avrd und Avr9 aus Cladosporium fulvum (Lauge and
De Wit, 1998) oder ATR1NY*® qus dem Oomyceten Hyaloperonospora parasitica (Rehmany et al.,
2005). Avr2 kodiert z.B. ein cysteinreiches Protein, das an die sekretierte Cysteinprotease Rcr3 aus
Tomate bindet und sie inhibiert (Rooney et al., 2005).

1.1.2.2 RESISTENZPROTEINE

Um den Suppressionsmechanismen der pathogenen Effektoren entgegenzuwirken, ent-
wickelten einige Pflanzen hoch spezifische Resistenzproteine. Die Erkennung der Effektoren durch R-
Proteine fiihrt zur hypersensitiven Reaktion (HR), einem Ortlich begrenzten programmierten Zelltod
(Abramovitch et al., 2006; Chisholm et al., 2006; Shan et al., 2007). Die R-Proteine werden aufgrund
threr Struktur in zwei Hauptklassen unterteilt: Erstens Proteine, die eine Nukleotidbindestelle (NBS)
und eine carboxyterminale leucinreiche Domine (LRR) besitzen (NBS-LRR) und zweitens Proteine,
die durch eine extrazellulire LRR- (¢LRR) Doméne gekennzeichnet sind (Chisholm et al., 2006).

NBS-LRR-Proteine unterscheiden sich an ihrem N-Terminus durch eine coiled-coil (CC)
Doméne (CC-NBS-LRR- oder CNL-Proteine) oder eine Toll/Interleukin-1 Rezeptor (TIR) Doméne
(TIR-NBS-LRR- oder TNL-Proteine) (Niirnberger et al., 2004; Pan et al., 2000; Takken et al., 2006).
Die N-terminale Doméne soll in weiterfiihrende Signalwege involviert sein, wohingegen die LRRs fiir
die Erkennungsspezifitit verantwortlich sein sollen (Jones and Takemoto, 2004; Martin et al., 2003;
Takken et al., 2006). Nukleotidbindemotive kommen in &hnlicher Form auch in den Apoptose-
regulatoren CED4 aus Caenorhabditis elegans und Apaf-1 aus Menschen vor (Dangl and Jones, 2001).
Deshalb wird die komplette Doméne auch NB-ARC genannt (ARC = 4paf-1, R-Gen, CED4) (Takken
et al., 2006; Van der Biezen and Jones, 1998). Am besten charakterisiert sind in der NBS-LRR-Klasse
unter anderem RPS2, RPM1 und RPS5. Sie sind Arabidopsis R-Proteine, die spezifische Resistenz
gegen Pseudomonas syringae, welches die entsprechenden Effektoren AvrRpt2, AvrRpm1/AvrB und
AvrPphB trégt, ausbilden (Chisholm et al., 2006).

Die eLRR-tragenden Resistenzproteine wurden ihren Strukturen entsprechend in drei Unter-
klassen eingeteilt (Fritz-Laylin et al., 2005). Diese Unterklassen umfassen RLPs (receptor-like
proteins; extrazellulire LRR und TM- (Transmembran-) Doméne), RLKs (receptor-like kinases;
extrazelluldre LRR, TM-Doméne und zytoplasmatische Kinase) und PGIP (Polygalacturonase-inhibie-
rendes Protein; Zellwand-LRR) (Chisholm et al., 2006). Beispiele fiir RLPs sind die Cf-Proteine (Cf-
2, Cf-4 und Cf-9) aus Tomate, die Resistenz gegen eine Infektion mit dem biotrophen Pathogen
Cladosporium fulvum vermitteln (Jones et al., 1994). C. fulvum scheidet dabei die entsprechenden
rassespezifischen Elicitoren Avr2, Avr4 und Avr9 in Tomate aus (de Wit, 1995; Joosten et al., 1994).
Ein Modell fiir eine RLK, die auf Effektormolekiile aus dem Gram-negativen Pathogen Xanthomonas
oryzae reagiert, ist Xa21 aus Reis (Shen and Ronald, 2002; Song et al., 1995).

11



1 Einleitung

1.1.2.3 DIE INDIREKTE ERKENNUNG VON AVRRPM1/AVRB DURCH RPM1 — EIN
MODELLBEISPIEL

Obwohl man aufgrund der Gen-fiir-Gen-Hypothese davon ausgegangen ist, dass Avr- und R-
Proteine direkt miteinander interagieren, konnten bisher nur wenige dieser Interaktionen nachgewiesen
werden (Deslandes et al., 2003; Dodds et al., 2006; Jia et al., 2000). Es stellte sich vielmehr heraus,
dass die Erkennung der Effektoren und die Weiterleitung der Signale indirekt und komplexer ablaufen.
Dies fiihrte zur Aufstellung der Guard-Hypothese (Cohn et al., 2001; Dangl and Jones, 2001; Holt et
al., 2003). Man nimmt an, dass Avr-Proteine als Virulenzfaktoren fungieren und an ihre dazuge-
horigen Pathogenititsziele in Wirts- oder Nichtwirtspflanzen binden. Sie wirken aber nur als
Effektoren von ETI, wenn das komplementéire R-Protein in einen funktionsfahigen Signalerkennungs-
komplex einbezogen ist (Niirnberger et al., 2004). Die Rolle des R-Proteins ist hierbei die Avr-
vermittelte Storung zelluldrer Funktionen wahrzunehmen (to guard) und ihr durch Einleitung von

Abwehrmechanismen entgegenzuwirken.

Ein Modellbeispiel fiir diese Guard-Hypothese ist das Arabidopsis Gen Rpm i, das Resistenz
gegen Pseudomonas syringae-Stamme, die die Typ IlI-Effektoren AvrRpm1 oder AvrB exprimieren,
vermittelt. Diese Effektoren interagieren mit RIN4, einem 211-AS-langen, azetylierten und plasma-
membranverkniipften Protein (Kim et al., 2002a) und induzieren dessen Phosphorylierung (Mackey et
al., 2002). Die Hyperphosphorylierung von RIN4 wird durch Rpml erkannt und fiihrt so zur
Aktivierung von Abwehrreaktionen (siche Abbildung 1.2).

Z\W.

PM

Aktivierung
von

— Abwehr-
reaktionen

ZP

Abbildung 1.2: Indirekte Pathogener kennung dur ch Uberwachung von Effektor zielen.

In der Gegenwart der P. syringae Effektoren AvrRpml und AvrB wird RIN4 hyperphosphoryliert (durch ,,P*
gekennzeichnet). Das Arabidopsis CC-NBS-LRR R-Protein RPM1 nimmt RIN4 wahr und aktiviert nach dessen
Phosphorylierung nachfolgende Abwehrreaktionen. ZW: Zellwand, PM: Plasmamembran, ZP: Zytoplasma,
TTSS: Typ I1I-Sekretionssystem. Modifiziert nach Chisholm ez al. (2006).
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1.2 INTRAZELLULARE SIGNALTRANSDUKTION DER PFLANZLICHEN
IMMUNITAT

Sind Pathogene erst einmal durch die entsprechenden Rezeptoren in der Pflanze erkannt
worden, erfolgt die Auslosung der Abwehrreaktionen durch verschiedene Signaltransduktions-
kaskaden. Die dafiir genutzten sekundédren Botenstoffe und Signalkomponenten sind in den meisten
Eukaryoten konserviert. In Pflanzen existieren grofe Ubereinstimmungen in Mechanismen der
Signalweiterleitung zwischen PTI- oder ETI-vermittelter Erkennung. Diese sollen anhand der
intrazellularen Signalwege, die durch die Interaktion von Pepl3 mit Petersilie und flg22 mit

Arabidopsis ausgelost werden, exemplarisch dargelegt werden.

1.2.1 DASMODELLSYSTEM PEP13 UND PETERSILIE

In Studien mit elicitierten Petersiliezellsuspensionskulturen konnten Elemente des
Signaltransduktionsweges, die nach Bindung von Pepl3 an den Plasmamembranrezeptor initiiert
werden, identifiziert und beschrieben werden. Eines der ersten nachgewiesenen Ereignisse in der
Signalweiterleitung ist die Depolarisierung der Plasmamembran, die durch die entsprechenden lonen-
fliisse (H'-, Ca*'- Einstrom; K'-, CI'- Ausstrom) hervorgerufen wird (Jabs ef al., 1997; Niirnberger et
al., 1994; Scheel et al., 1991). Calcium spielt dabei als sekundérer Botenstoff eine besondere Rolle.
Durch den Einsatz von radioaktiv-markiertem Ca®" konnte gezeigt werden, dass nach Elicitorbe-
handlung mehr Ca®* von der Zelle aufgenommen wurde, dagegen aber verschiedene Signalwege
blockiert waren, wenn die Aufnahme von Ca”>" verhindert wurde (Blume et al., 2000; Niirnberger et
al., 1994). Die Aufnahme von Ca®" kann durch Ca*"-permeable Kanile, die in der Plasmamembran
lokalisiert sind, erfolgen (Zimmermann et al., 1997). Neben dem Ca”**-Einstrom sind Anionenaus-
strdme ein friihes Kennzeichen der pflanzlichen Abwehr. Beispiele dafiir sind der erhdhte C1'- und K-
Austritt (Jabs et al., 1997; Niirnberger et al., 1994), die miteinander verbunden sind.

Aufgrund des Pepl3-induzierten Ca’- Einstroms werden innerhalb von 1-5 Minuten min-
destens drei mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK) posttranslational aktiviert. Eine 46-kDa MAPK
zeigt eine hohe Homologie zu einer Kinaseunterklasse, die auch AtMPKG6 aus Arabidopsis enthélt und
wird deshalb als PcMPK6 bezeichnet. Zwei andere MAPKSs sind in ihrer Nukleotidsequenz zu 89 %
identisch und kodieren Proteine mit gleichem Molekulargewicht (~ 44 kDa), die eine hohe Homologie
zu AtMPK3 aufweisen und demnach PcMPK3a (frither als ERMK beschrieben) (Ligterink et al.,
1997) und PcMPK3b genannt werden (Kroj et al., 2003). Fiir PcMPK3a konnte nachgewiesen werden,
dass sie nach Ca*'- abhingiger Aktivierung in den Zellkern wandert, wo sie wahrscheinlich an der

Phosphorylierung und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren beteiligt ist (Ligterink et al., 1997).

Neben der Aktivierung von MAPK hat der Ca*"- Einstrom auch einen Einfluss auf die Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die im Kulturmedium von Petersiliezellen beobachtet wurden.
So induziert die Zugabe von Pepl3 die Bildung von O, und H,0O, in Petersilie, was auf die
Aktivierung einer plasmamembrangebundenen NADPH-Oxidase zuriickzufiihren ist. Wird dem
Kulturmedium in Abwesenheit von Pep-13 O, in Form von KO,, nicht aber H,O, zugefiihrt, so wird
die Phytoalexinbildung stimuliert. Dies impliziert, dass die Phytoalexinbildung zeitlich nach dem
oxidative burst erfolgt und von diesem abhingig ist. Durch den FEinsatz des NADPH-Oxidase-
Inhibitors Diphenyleniodonium (DPI) wird die Pepl3-induzierte Bildung der ROS, die Phytoalexin-
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bildung und die transkriptionelle Aktivierung von Abwehrgenen verhindert (Jabs et al, 1997).
Unverdndert bleiben dagegen die elicitorinduzierten Ionenfliisse und die Aktivierung der MAP-

Kinasen.

Kroj et al. (2003) haben gezeigt, dass die Transkriptakkumulation von Genen, die in
unmittelbare und friihe Reaktionen involviert sind (WRKY-Transkriptionsfaktoren, PRI und PR2)
(Eulgem et al., 1999; Rushton and Somssich, 1998) durch MAPKs unabhingig vom oxidative burst
kontrolliert wird. Im Gegensatz dazu ist die Phytoalexinbiosynthese und die transkriptionelle
Aktivierung, der fiir die Phytoalexinbildung erforderlichen Enzyme, von der Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies abhingig (Kroj et al., 2003). Abbildung 1.3 fasst die Pep13-induzierten Signaltrans-

duktionswege in Petersilie in einem Modell zusammen (modifiziert nach Jabs et al., 1997).
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Abbildung 1.3: Modell der Pep13-induzierten Signaltransduktion in Petersilie.

Pepl3 wird durch den in der Plasmamembran lokalisierten Pepl3-Rezeptor erkannt. Die Erkennung 16st
verschiedene Tonenstrome (insbesondere ein Ca®'-Einstrom) aus, die wiederum die Aktivierung einer NADPH-
Oxidase und einer MAP-Kinasekaskade hervorrufen. Infolgedessen werden Transkriptionsfaktoren stimuliert,
die die Expression verschiedener Abwehrgene induzieren. Modifiziert nach Jabs et al., 1997.

122 DASMODELLBEISPIEL FLG22 UND ARABIDOPSIS

Die Erkennung von flg22 durch FLS2 und die dadurch eingeleiteten Signalwege gelten als
Paradebeispiel der zur pflanzlichen Immunitdt fiihrenden Reaktionen. Interagiert flg22 mit der
extrazelluliren LRR-Doméne von FLS2 (eventuell auch mit weiteren Komponenten), wird die
intrazelluldre FLS2-Kinasedomine wahrscheinlich durch Homo- oder Heterodimerisation des Rezep-
tors und Autophosphorylierung aktiviert (Gomez-Gomez and Boller, 2002). Diese Aktivierungs-
prozesse verursachen darauthin die schnelle Phosphorylierung einer Vielzahl an Proteinen. Auf
welche Weise das geschieht, ist noch nicht bekannt. Zu den phosphorylierungsabhéngigen Reaktionen
gehoren die Aktivierung von Ionenkanilen, des NADPH-Oxidase-Komplexes und einer MAP-Kinase-
kaskade (Gomez-Gomez and Boller, 2002). Es scheint, dass flg22 in Arabidopsis-Mesophyll-
protoplasten zu Beginn eine MAP-Kinase-Kinase-Kinase (AtMEKK1) aktiviert, die daraufhin zwei
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MAP-Kinase-Kinasen (AtMKK4 und AtMKKS5) phosphoryliert. Diese Kinasen phosphorylieren und
aktivieren wiederum zwei MAP-Kinasen, AtMPK3 und AtMPK6 (Asai et al., 2002; Gomez-Gomez
and Boller, 2002). Die anschlieBende Aktivierung von WRKY -Transkriptionsfaktoren (z.B. WRKY22
oder WRKY29) regt die Expression von verschiedenen Abwehrgenen an (z.B. FRK1) (Asai et al.,
2002). AtMPK3 oder AtMPK6 werden in Pflanzen jedoch nicht ausschlieBlich durch AtMEKK1
aktiviert, da die Aktivierung von AtMPK3 und AtMPK6 im Gegensatz zu AtMPK4 in mekkI-Pflanzen
nicht beeinflusst wird (Suarez-Rodriguez et al., 2007). Es muss also noch ein anderer Mechanismus

existieren, durch den diese beiden MAPKSs angeregt werden (Suarez-Rodriguez et al., 2007).

Wie schon in der Interaktion von Pep13 mit Petersilie gezeigt werden konnte, nehmen auch in
der Interaktion von flg22 mit Arabidopsis lonenstrome eine wichtige Position ein. Innerhalb weniger
Minuten kann in Arabidopsiszellkulturen eine Alkalisierung des Mediums beobachtet werden (Felix et
al., 1999). AuBlerdem konnte die Induktion des oxidative burst, eine Kalloseauflagerung und die
Aktivierung verschiedener Abwehrgene (PRI, PR5 und PDF1.2) nachgewiesen werden (Gomez-
Gomez et al., 1999). Abbildung 1.4 zeigt ein Modell fiir die durch flg22 angeregte Signaltransduktion
in Arabidopsis (modifiziert nach Gomez-Gomez und Boller, 2002).
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Abbildung 1.4: Modell fur die Flagellin-Signalweitergabe in Arabidopsis.

Flagellin oder Flagellinfragmente, wie z.B. flg22, werden direkt oder indirekt durch FLS2 in der
Plasmamembran (PM) erkannt. Die Erkennung kann zur Autophosphorylierung von FLS2 fithren. AuBBerdem
wird iiber unbekannte Signalwege die schnelle Phosphorylierung nachfolgender Zielproteine induziert. Dazu
gehoren vermutlich Calcium- und andere Ionenkanéle sowie der NAPDH-Oxidasekomplex, der in die Abgabe
von H,0, durch die Superoxiddismutase (SOD) involviert ist. Eine kinaseassoziierte Proteinphosphatase (KAPP)
ist ein negativer Regulator dieses Signalweges. Zusétzlich wird eine MAP-Kinasekaskade induziert, die in der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (z.B. WRKY22 und WRKY?29) gipfelt, wodurch die Expression von
Abwehrgenen sowie von Genen, die weitere Transkriptionsfaktoren kodieren, induziert wird. Im Gegensatz zur
Abwehr, die durch R-Gene vermittelt wird, fiihrt dieser Weg nicht zu einer HR und Zelltod. Modifiziert nach
Gomez-Gomez und Boller, 2002.
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1.3 ZI|EL DER ARBEIT

Die Identifizierung und Charakterisierung differenziell exprimierter Gene als Antwort auf die
Behandlung mit Elicitoren sind wichtig und notwendig, um ein tieferes Verstidndnis der molekularen
Grundlagen pflanzlicher Abwehrreaktionen und der Signaltransduktionsvorgidnge zu erlangen. Ver-
gleiche der Zusammensetzung und der Dynamik verschiedener Sitze friih induzierter Gene lassen
Einsicht in die spezifischen Ereignisse der Abwehrreaktionen eines jeden Elicitors und in die
gemeinsamen Komponenten der PAMP-Signalwege zu. Dabei wird angenommen, dass durch PAMP-
Behandlung unter anderem auch solche Gene transkriptionell aktiviert werden, deren Produkte
verstirkt fiir die pflanzliche Pathogenantwort bendtigt werden. Dies konnte fiir die Arabidopsis-
Rezeptoren FLS2 und EFR gezeigt werden (Niirnberger and Kemmerling, 2006; Zipfel et al., 2006).
Um Gene mit verdndertem Expressionsmuster zu identifizieren, sollten zundchst cDNA-AFLP-
Analysen von Petersiliezellsuspensionskulturen nach Behandlung mit den oomycetenabgeleiteten
PAMPs Pepl13 und NLPp, und den bakteriellen Elicitoren HrpZpg,, und LPSp, durchgefiihrt werden.
Die im cDNA-AFLP-Experiment gewonnenen Ergebnisse sollten durch eine Analyse von cDNA-
Macroarrays, die aus den erhaltenen cDNA-AFLP-Fragmenten konstruiert wurden, verifiziert werden.
Durch die anschlieBende Inaktivierung einer Auswahl an PAMP-induzierten Genen, die durch
Sequenzvergleich moglicherweise eine Rolle in der Signalaufnahme und/oder -weiterleitung spielen,

sollte die funktionelle Bedeutung dieser Gene in Petersilie charakterisiert werden.

Im Verlauf der Arbeit stellte sich durch Analyse von Microarray-Daten der AtGenExpress-
Initiative in Arabidopsis thaliana heraus, dass dort ein dhnlicher Satz an Genen durch dieselben
PAMPs induziert wird. Darauthin sollte die funktionelle Charakterisierung einiger ausgewéhlter Gene
in einem vorwartsgerichteten genetischen Ansatz in Arabidopsis thaliana vorgenommen werden,
indem entsprechende T-DNA-Insertionslinien unter verschiedenen Bedingungen auf Effekte

untersucht werden, die durch das Fehlen des Proteins hervorgerufen werden.
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2 M ATERIAL UND M ETHODEN
2.1 MATERIAL
2.1.1 CHEMIKALIEN, ENZYME, RADIOISOTOPE UND OLIGONUKLEOTIDE

Chemikalien wurden, soweit nicht anders aufgefiihrt, von den Firmen Merck (Darmstadt), Carl
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. Organische
Loésungsmittel und Sauren lieferten die Firmen Fluka (Buchs, CH) und Merck. Substanzen fiir Kultur-
medien stellten die Firmen Difco Lab. (Detroit, USA), Duchefa (Haarlem, NL) und Sigma bereit.
Enzyme fiir die molekularbiologischen Arbeiten stammten, wenn nicht anders angegeben, von den
Firmen Eurogentec (Seraing, B), Invitrogen (Karlsruhe), MBI Fermentas (St.Leon-Rot), New England
Biolabs (Frankfurt/M.) und Promega (Mannheim). Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG
Biotech (Ebersberg), Metabion (Martinsried) oder Sigma-Ark (Darmstadt) synthetisiert. Radio-
chemikalien wie [0—"P]dCTP, [a—"P]dATP, [0—P]dATP sowie [y—"P]ATP wurden von ICN
Pharmaceuticals (jetzt MP Biomedicals, Eschwege) bzw. Amersham Biosciences (jetzt GE Health-

care, Freiburg) geliefert.

Wenn nicht anderweitig angegeben, steht H,O oder Wasser immer fiir steriles Millipore-

Wasser.

2.1.2 NAHRMEDIEN

Tabelle 2-1 fasst alle haufig verwendeten Nidhrmedien zusammen. Fiir LB-Platten wurden
15 g/l Bacto-Agar, fiir MS-Platten 8 g/l Agar-Select und fiir HA-Platten 6 g/l Agarose zugesetzt. Alle
Medien fiir Mikroorganismen wurden autoklaviert (121 °C, 2x105 hPa, 20 min). Bei Bedarf wurden
dem Medium — nach dem Abkiihlen auf ca. 55 °C — die benétigten Antibiotika zugesetzt (siche
Tabelle 2-2).

Tabelle 2-1: Zusammensetzung haufig verwendeter Nahrmedien

Bezeichnung Zusammensetzung (alle Angaben pro Liter) Kulturmedium fir
LB 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl Escherichia coli
HA Modifiziertes Gamborg’s B5 Medium Petroselinum crispum

2,2 g/l MS-Fertigmedium; (0,5 g/l MES); pH 5,7 mit KOH

. . . .
/2 MS einstellen (Murashige and Skoog, 1962) Arabidopsis thaliana
DYT 16 g Trypton, 10 Hefeextrakt, 10 g NaCl Escherichia coli

20 g/l Glyzerin; 40 g/l Proteose-Pepton 3; nach dem
King’s B Autoklavieren 10 ml/1 10 % K,H,PO,, 10 ml/1 10 % MgSO, Pseudomonaden

zugeben
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Tabelle 2-2: Antibiotikazusitze zu Selektionsmedien

Antibiotikum Endkonzentration [pg/ml] Stammlésung [mg/ml] L dsungsmittel
Ampicillin 100 100 Wasser
Cycloheximid 50 12,5 Wasser
Hygromycin B* 20-30 50 Wasser
Kanamycin 50 50 Wasser
Rifampicin 50 5 Methanol
Tetracyclin 50 5 Ethanol

*Kommerzielle Hygromycin B-Losung der Firma Carl Roth.

2.1.3 VERWENDETE BAKTERIENSTAMME

In Tabelle 2-3 sind die verwendeten Bakterienstimme mit ihren Genotypen aufgelistet.

Tabelle 2-3: Verwendete Bakterienstdmme

Art Stamm

Genotyp

Escherichia coli DHS50,

supE44 AlacU169 (P80 lacZIM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96
thi-1 relAl

XL1-Blue (Stratagene)

Tet"

ONE SHOT TOP10F’
(Invitrogen)

F’[lacl® Tn10 (Tet")] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL(Str") endA1 nupG

ONE SHOT TOP10
(Invitrogen)

F> merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
deoR araD139 Aara-leu)7697 galU galK rpsL (Str) endAl nupG

Pseudomonas DC3000

Rif'

syringae pv. HreC Rif' Kan' (nptII) (S. Nimchuk)
tomato avrRpml pVSP61-avrRpml, Rif' Tet' (Bisgrove ef al., 1994)
Pseudomonas Rif
syringae pv.
phaseolicola
214 VERWENDETE PLASMIDE

Tabelle 2-4 zeigt alle verwendeten Vektoren mit ihren wesentlichen Merkmalen.

Tabelle 2-4: Verwendete Plasmide

Plasmid Wesentliche Merkmale Verwendung
pCR*2.1-TOPO" f1 ori, pMBI1 ori, lacZa, pSP6, MCS, und pT7, Kan', Amp" Ausgangsvektor fiir DNA-
(Invitrogen) Klonierungen
pCR*4-TOPO" ori, lacZa-ccdB, pT3, TOPO®CS, pT7, Kan', Amp" Ausgangsvektor fiir DNA-
(Invitrogen) Klonierungen

pRT100 (Topfer et colE1 ori, MCS, p35S, Poly(A)-Signal, Amp" Ausgangsvektor fiir

al., 1987)

Petersilie-Transformation

pCR2.1_HYG (Justin f1 ori, pMB1 ori, lacZa, pSP6, MCS, und pT7, Kan", Amp’, Ausgangsvektor fir

Lee) Hyg' Petersilie-Transformation
pB2GW7 colE1 ori, pVS1, pBR322 bom, Sm/SpR, LB, Bar, p35S, Zum Ausschneiden des

attR1, CmR-ccdB, attR2, T35S, RB, Str p35S und T35S
pBluescript II KS f1 ori, lacZa, pT3, MCS, pT7, pUC ori, Amp" Ausgangsvektor fiir DNA-
(Stratagene) Klonierung
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2.2 METHODEN
221 KULTIVIERUNG VON BAKTERIEN
2.2.1.1 ANZUCHT VON ESCHERICHIA COLI

Wenn nicht anders angegeben, so wurden die verschiedenen E. coli Stimme entweder {iber
Nacht auf LB-Agar bei 37 °C oder in LB-Medium bei 37 °C bei ca. 180 rpm kultiviert. Den Medien
wurden, je nach Bakterienstamm und enthaltener/transformierter Plasmid-DNA, die entsprechenden

Antibiotika zugesetzt.

2.2.1.2 ANZUCHT VON PSEUDOMONADEN

Im Allgemeinen wurden die Pseudomonas-Staimme entweder auf King's B-Agar (fiir langere
Aufbewahrung) oder aber LB-Agar (Bakterienwachstumsassays) etwa 48 h bei 28 °C inkubiert. Die
Kultivierung in fliissigem Medium erfolgte immer iiber Nacht in King’s B-Medium bei 28 °C und

200 rpm. Den Medien wurden, je nach Bakterienstamm, die entsprechenden Antibiotika zugesetzt.

2.2.2 KULTIVIERUNG UND BEHANDL UNG VON PFLANZENZELLEN UND
PFLANZEN
2.2.2.1 PETERSILIE

22211 Kultivierung der Petersiliezellen

Suspensionskulturen von Petersiliezellen (Petroselinum crispum) wurden in modifiziertem
Gamborg’s B-5-Medium (Gamborg et al., 1968) mit 1 mg/l 2,4-D im Dunkeln bei 26°C geschiittelt
(110 rpm) und alle sieben Tage in frisches HA-Medium iiberfiihrt (Hahlbrock, 1975).

22.2.1.2 Zellassay in Petersilie

Fiir Elicitorexperimente wurden sechs-Tage-alte Zellen durch Filtration {iber einen Biichner-
trichter geerntet, mit HA-Medium gewaschen und in frischem HA-Medium resuspendiert, wobei eine
Zelldichte von 10 g/100 ml eingestellt wurde. Nach mindestens 15 min Aquilibrieren der Zellen in
frischem HA-Medium im Dunkeln bei 26 °C unter konstantem Schiitteln (110 rpm) wurde die

Suspensionskultur mit Elicitorstammldsung versetzt.

Die Furanocumarinakkumulation wurde 24 h nach Behandlung der Petersiliezellen mit
Elicitoren mittels eines Mikrotiterplatten-Fluorometers (Cytoflor II, Biosearch, Bedford, USA oder
MWG Sirius HT Injector, MWG Biotech, Ebersbach) ermittelt, wobei die Fluoreszenz des
Kulturmediums bei 440 nm nach Anregung mit Licht einer Wellenlédnge von 360 nm (Parker et al.,

1991) gemessen wurde.
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2222 ARABIDOPSIS

Fiir die Versuche an Pflanzen wurden entweder Arabidopsis thaliana Wildtyppflanzen der
Kulturvarianten Columbia 0 (Col-0) oder Wassilewskija 0 (Ws-0) oder aber die entspechenden T-
DNA-Insertionslinien verwendet. Bei den T-DNA-Insertionslinien wurde das Gen der kodierten
Proteine durch Insertion einer T-DNA inaktiviert. Sie wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock
Center (NASC, http://nasc.nott.ac.uk) (Alonso et al, 2003) oder vom Instiute National de la
Recherche Agronomique (INRA, http://www.inra.fr) (Samson et al., 2002) bezogen. In Tabelle 2-5

sind alle verwendeten T-DNA-Insertionslinien aufgefiihrt.

Tabelle 2-5: Verwendete T-DNA-Insertionslinien

AGI-Nummer T-DNA-Insertiondlinie Insertionsort der T-DNA
At2g39530 Flag 436B11 2. Exon
At2g02220 Flag 407D02 LRR
N508585 Kinasedomine
N506900 Promotor
Atlg74360 Flag 234E06 2. Exon
At4g21390 N647359 3. Intron
N647351 3. Intron
At4g33920 N635730 5’-UTR
N539779 4. Exon
At5g41990 N603318 3. Exon
N524887 5. Exon
Flag 578A06 7. Exon

22221 Oberflachensterilisation

Samen von Arabidopsis thaliana wurden 10 min mit einer 12 %-igen (v/v) Natriumhypo-
chloridlésung, der 0,1 % Triton X-100 zugesetzt wurde, sterilisiert. Anschliefend wurden die Samen

mindestens 5x mit sterilem Wasser gewaschen.

22222 Anzuchtbedingungen

Die Aussaat wurde, wie bei den einzelnen Experimenten beschrieben, entweder auf vorher
dampfsterilisierter GS90-Erde (Gebr. Patzer) gemischt mit Vermikulit oder auf 2 MS-Agar
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Samen zur Stratifikation fiir zwei Tage bei 4 °C im Dunkeln
gelagert. Die Pflanzen wurden in Pflanzenanzuchtkammern unter Kurztagbedingungen (8 h Licht, 16 h
Dunkelheit, 150 pmol/m®s, 22 °C, 40-60 % Luftfeuchtigkeit) angezogen und zur Induktion der
Bliitenbildung nach ca. sieben Wochen in Langtagbedingungen (16h Licht, 8 h Dunkelheit,
150 pmol/m?s, 22 °C, 40-60 % Luftfeuchtigkeit) iiberfiihrt.
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2.2.3 PHANOTYPISCHE ANALYSEN

2.2.3.1 WURZELLANGENASSAY

Die Bestimmung des Wurzelwachstums von Arabidopsis thaliana var. Columbia 0 (Col-0)
und den ko-Linien wurde auf 2 MS-Medium (Sigma, Duchefa) mit 0,8 % Agar-Select (Sigma)
vorgenommen. Die zu testenden Stoffe wurden dem autoklavierten Medium steril filtriert zugesetzt.
Als abiotische Stressoren wurden verwendet: 100, 130 bzw. 150 mM Natriumchlorid zur Unter-
suchung des Wachstums bei Salzstress bzw. 300 mM Mannitol als osmotischer Stress. Auflerdem
wurde noch das Phytohormon Methyljasmonat (2,5 uM) getestet. Da Methyljasmonat in Ethanol

gelost ist, wurde die entsprechende Menge den Kontrollplatten zugesetzt.

Die Samen wurden, wie in Kapitel 2.2.2.2.1 beschrieben, oberflichensterilisiert und auf
%> MS-Agar in Petrischalen ausgelegt. Diese Platten wurden nach zweitdgiger Stratifikation, aufrecht
stehend im Lichtregal (Growbanks) unter Langtagbedingungen fiinf Tage bis zu einer Wurzelldnge
von etwa 0,5 cm wachsen gelassen. AnschlieBend wurden die Pflanzen auf den jeweiligen den Stressor
enthaltenden 2 MS-Agar in rechteckige Petrischalen (12 x 12 cm) umgesetzt. Diese wuchsen unter
denselben Langtagbedingungen im Pflanzenschrank aufrecht stehend bis zu zehn Tage. Die jeweiligen

Wurzelldngen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten vermessen.

2232 PATHOGEN-TEST IN PLANTA

Um zu untersuchen, ob T-DNA-Insertionslinien im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen eine
erhohte Anfilligkeit bzw. Resistenz gegeniiber bestimmten Pathogenen aufweisen, wurden sechs
Wochen alte, auf Erde angezogene Arabidopsis-Pflanzen mit Bakterien infiziert. Es handelte sich
dabei um die Bakterienstimme: Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000),
Pst DC3000 hrcC™ (Pst hrC-), Pst DC3000 avrRpm1 (Pst aviRpm1) und Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Psph). Pst DC3000 ist ein virulentes Pathogen fiir Arabidopsis, Pst avrRpml1 jedoch auf
Grund des AvrRpml1 Proteins avirulent auf Col-0, wéhrend Pst hrcC™ durch Fehlen des HrcC -Proteins
im Typ [I-Sekretionsapparat apathogen ist. Psph wird als Nichtwirtspathogen von Arabidopsis
verwendet. Als Kontrolle wurden Pflanzen mit 10 mM MgCl, inokuliert. Die Infektion mit Pseudo-
monaden erfolgte iiber Inokulation von 10* (bakterielle Wachstumskurven) und 10%cfu/ml (RNA-
Isolation) in 10 mM MgCl, mit einer kaniilenlosen Spritze. Das infizierte Pflanzenmaterial wurde
anschliefend auf die Symptome und das Bakterienwachstum hin untersucht bzw. zur Gewinnung von
RNA verwendet (siche Kapitel 2.2.6.1).

2233 ANALYSE DES BAKTERIENWACHSTUMS /N PLANTA

Als Ausgangsmaterial wurden sechs-Wochen-alte Arabidopsis-Pflanzen verwendet, die auf
Erde ausgesiit, stratifiziert und unter Kurztagbedingungen in einer Pflanzenanzuchtkammer angezogen
wurden. 50 ml King’s B-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit den verschiedenen
Pseudomonaden (Pst DC3000, PstavrRpml, Pst hrcC- bzw. Psph) angeimpft und 16 Stunden bei
28 °C und 200 rpm inkubiert. Zur Verwendung wurden die Zellen 6 min bei 4 °C und bei 1300 x g
abzentrifugiert, zweimal in 10 mM MgCl, gewaschen und eine ODggonm von 0,2 eingestellt. Dies

entspricht einer Zellzahl von etwa 10® cfu/ml. Fiir den Versuch wurden die Zellen auf 10* cfu/ml
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verdiinnt und in die Blattunterseiten der Pflanzen beidseitig der mittleren Blattachse mit einer
nadellosen Spritze inokuliert. Die Probennahme erfolgte nach 0, 1, 2 bzw. 4 Tagen. Aus jedem
infizierten Blatt wurden mit Hilfe eines Korkbohrers zwei Blattscheiben herausgeschnitten und in ein
mit 100 ul 10 mM Magnesiumchlorid gefiilltes 1,5 ml Reaktionsgefdl3 gegeben. Das Blattmaterial
wurde mit einem geeigneten Handmorser zerkleinert, die Suspension in unterschiedlichen
Verdiinnungen auf LB-Agar (enthielten neben den bakterienspezifischen Antibiotika auch 50 pg/ml
Cycloheximid) aufgetragen und 48 Stunden bei 28 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die
gewachsenen Kolonien gezdhlt und die Zellzahl auf die jeweilige Verdiinnung zuriickgerechnet. Zur
statistischen Auswertung wurden stark abweichende Werte nicht herangezogen und von den
verbleibenden das arithmetische Mittel gebildet, von dem sich dann auch die jeweilige Standard-

abweichung ableitet. Pro Zeitpunkt und Pathogen wurden jeweils zwei Blétter von drei Pflanzen

inokuliert.
224 TRANSFORMATIONEN
2.24.1 TRANSFORMATION VON E.COLI

Chemisch kompetente Bakterien (DH5a, XL1-Blue oder TOP 10 F’) wurden mittels
Hitzeschock transformiert. Die zu transformierenden Plasmide wurden zu den kompetenten Bakterien
gegeben, diese fiir 5-30 min auf Eis inkubiert, fiir 30-90 s einem Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt
und anschlieend weitere 5 min auf Eis gestellt. Danach wurde LB- bzw. SOC-Medium zugegeben
und die Kulturen fiir 30-60 min bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurden Aliquots der

Kulturen auf entsprechenden Agarplatten ausplattiert.

2242 TRANSFORMATION VON PETERSILIEZELLEN

Die Transformation der Petersiliezellkulturen erfolgte durch Partikelbeschuss nach einem
modifizierten Protokoll von Finer et al. (1992).

22421 Vorbereitung der Filterplatten

Von 3-Tage-alten Petersiliezellsuspensionskulturen wurde zunichst das Frischgewicht
bestimmt, bevor 100-150 mg Frischgewichtzellen in 3 ml HA aufgenommen wurden. Die Zellen
wurden iiber einen Filter (d = 4,5 cm) abgesaugt, der Filter steril auf eine Agarose-Platte mit Mannitol
transferiert und anschlieBend 2 h bei 26 °C im Dunkeln inkubiert.

22422 Vorbereitung der Goldpartikel und der DNA

Goldpartikel (1,5-3 um Grofle, ABCR, Karlsruhe) wurden mit Ethanol sterilisiert und auf eine
Konzentration von 100 pg/ul mit H,O eingestellt. AnschlieBend wurde die DNA (1 pg/ul) mit 1 Vol.
(immer auf die Goldlésung bezogen) 2,5 M CaCl,, 0,4 Vol. 0,1 M Spermidin und mit 6 Vol. Ethanol
(rein, eiskalt) unter stdndigem Vortexen und mindestens 30 min bei -20 °C auf die Goldpartikel
prizipitiert, kurz zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die Partikel trocknen gelassen. Durch
Zugabe von 100 pl Wasser wurden die Partikel zu einer feinen Suspension resuspendiert und falls

notwendig zum besseren Losen mit Ultraschall behandelt (1 mg Goldpartikel/2 pg DNA pro Schuss).
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22423 Die Partikel Inflow Gun (P.1.G.)

Fiir den Beschuss wurde der Druck der Heliumflasche auf 9 bar eingestellt, 9 ul der gut
gevortexten und geschiittelten Partikelsuspension in die Mitte des Swinney-Filterhalters appliziert, der
Filter in die Kammer geschraubt, die Petrischale mit den Zellen auf das Zielgitter (ca. 13,5 cm vom
Spritzen-Adapter und 5 cm unterhalb des Nybolt-Siebes) gestellt, die P.1. G.-Kammer geschlossen, das
Vakuum angestellt, bei -0,8 bar der Schuss ausgelost, das Vakuum entlassen, die Petrischale entfernt

und mit Parafilm abgedichtet.

Die Platten wurden unter Zellkulturbedingungen einen Tag inkubiert. Nach 24 h wurden die
Filter mit den Zellen auf Selektionsplatten (Hygromycin B) transferiert, wo nach ca 4-6 Wochen Kalli
sichtbar sein sollten. Gewachsene Kalli wurden auf frische Hygromycinplatten umgesetzt. Aus ca. 1-
2 cm?® Zellmaterial wurden kleine Fliissigkulturen (100 ml Erlenmeyerkolben, 10 ml HA-Medium und
20 mg/l Hygromycin B) angeimpft. Nach 1-2 Wochen wurde die Suspensionskultur in normale
Erlenmeyerkolben mit 35 ml HA (+ 20 mg/l Hygromycin B) transferiert und dann wie {iblich
subkultiviert.

22424 Konstruktion des pRT100-Vektors — Einbringen des Markergens fiir
Hygromycin

Genutzt wurde der pRT100-Vektor, in den erst einmal das Markergen fiir Hygromycin B
eingebaut werden musste. Die Hygromycin-Kassette (pNOS-HPT-tNOS) wurde aus dem Vektor
pBinHygMCS mit der Pfu-Polymerase amplifiziert und in den Hincll geschnittenen Vektor pRT100
kloniert, wodurch der Vektor pRT100 HPT entstand. Die verschiedenen sense- und antisense-
Konstrukte wurden entweder mit den Restriktionsendonukleasen Smal und Hincll aus dem T-Vektor
(modifizierter pBluescript II KS) ausgeschnitten oder Pfu-amplifiziert und nachfolgend in den Smal-
geschnittenen Vektor pRT100_HPT kloniert.

22425 Konstruktion des pCR2.1_HPT 35S-Vektors

Der von Dr. Justin Lee (IPB Halle) zur Verfiigung gestellte pCR2.1 _HPT-Vektor enthielt
keinen Promotor oder Terminator, unter deren Kontrolle die sense- und antisense-Konstrukte gestellt
werden konnten. Der CaMV-35S-Promotor wurde deshalb aus dem Vektor pB2GW?7 iiber die
Restriktionsschnittstellen Sacl und Spel ausgeschnitten und in den ebenfalls Sacl und Spel
geschnittenen Vektor pCR2.1_HPT kloniert, so dass der Vektor pCR2.1 HPT p35S entstand.
AnschlieBend wurde der CaMV-35S-Terminator mit neuen Schnittstellen fiir Spel und Smal aus dem
Vektor pPB2GW7 amplifiziert, in den als T-Vektor modifizierten pBluescript II KS kloniert, mit dem
Restriktionsenzym Spel ausgeschnitten und in den ebenso geschnittenen Vektor pCR2.1 HPT p35S
kloniert. Dadurch entstand der Vektor pCR2.1 HPT 35S. Uber die eingefiigte Smal-Schnittstelle

konnten nun die verschiedenen sense- und antisense-Konstrukte eingefiihrt werden.
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2.25 DNA-ANALYTIK

2.2.5.1 ISOLIERUNG GENOMISCHER DNA AUS PFLANZEN

Schnell-Prdparation genomischer DNA fiir PCR, nach Edwards

Ein Blattstiick wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl mit 200 ul Edwards-Puffer (0,2 M
Tris/HCIL, pH 7,5; 0,25 M NaCl; 25 mM EDTA, pH 8,0; 0,5 % (w/v) SDS) homogenisiert und 5 min
bei RT zentrifugiert (12.000 rpm, Heraeus Biofuge #3325). Der Uberstand wurde mit 1 Vol. Iso-
propanol 10-45 min bei RT prézipitiert und die gefillte DNA abzentrifugiert (10 min, 4 °C,
14.000 rpm, Eppendorf 5804R). Das Pellet wurde mit 70 %-igem (v/v) Ethanol gewaschen,
luftgetrocknet und in 50-100 ul 10 mM Tris/HCI, pH 8,5 gelost, wahlweise 10 min bei 65 °C oder
tiber Nacht bei 4 °C. 2 ul der geldsten DNA wurden in der anschlieBenden PCR eingesetzt.

Isolierung reiner genomischer DNA, CTAB-Methode

Gemdorsertes Blattmaterial wurde mit dem 10-fachen Vol. (w/v) an Extraktionspuffer (CTAB-
Puffer: 100 mM Tris/HCL pH 8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2 % (w/v) CTAB) versetzt, 30 min bei
60 °C inkubiert, mit 1 Vol. Chlorophorm extrahiert und zentrifugiert (15 min, 5.000 rpm, Eppendorf
5804R). Der wissrige Uberstand wurde mit 0,1 Vol. 3M Na-Azetat, pH 5,2 und 0,8-1 Vol.
Isopropanol 5 min bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C prézipitiert, zentrifugiert (15 min, 5.000 rpm,
Eppendorf 5804R), das Pellet 1h bei RT mit Sml 76 % (v/v) Ethanol (versetzt mit 10 mM
Ammoniumazetat) gewaschen, anschliefend luftgetrocknet und iiber Nacht bei 4 °C in 2ml TE
(10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA) gelost. Ein RNase-Verdau erfolgte 30 min bei 37 °C mit
1 wl RNase A (10 mg/ml). Die DNA wurde schlieBlich aus der wéissrigen Phase mit 0,5 Vol. 7,5 M
Ammoniumazetat und 2 Vol. Isopropanol 5 min bei RT gefillt, zentrifugiert (15 min, 5.000 rpm,
Eppendorf 5804R), 20 min mit 10 ml 70 %-igem (v/v) Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in
100 pl TE (10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 0,1 mM EDTA) resuspendiert.

2.2.5.2 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA

Die Préparation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse (Birnboim and Doly, 1979).

Mini-Prdparation

3 ml Ubernachtkulturen in LB-Medium, das mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt
war, wurden zentrifugiert (2 min, RT, 12.000 rpm, Heraeus Biofuge, #3325) und in 100 pl Lysispuftfer
(50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 15 % (w/v) Saccharose, 10 pg/ml Rnase A, pH 8,0) resuspendiert.
Nach Zugabe von 200 pl frischer alkalischer SDS-Losung (0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS) und 150 pl
eiskalter 3 M Kaliumazetatlosung, pH 4,8), 10 miniitiger Inkubation auf Eis und anschlieender
Zentrifugation (10 min, 4 °C, 14.000 rpm, Eppendorf 5804R) wurde aus der wassrigen Phase die DNA
mit 0,6 Vol. Isopropanol prézipitiert (15 min, 4 °C, 14.000 rpm, Eppendorf 5804R), in 70 %-igem
(v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 ul TE (10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 0,1 mM EDTA)

resuspendiert.

Plasmid-DNA, die sequenziert werden sollte, wurde mittels des QIAprep® Spin Miniprep Kits
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben prépariert.
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Midi-Prdparation
GroBere Mengen an Plasmid-DNA wurden mit Hilfe des QIAfilter™ Plasmid Midi Kits
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert.

2253 KONZENTRATIONSBESTIMMUNGEN

Die Nukleinsdurekonzentrationen in Losungen wurden spektroskopisch ermittelt. Dazu wurde
die Extinktion der Losungen bei 260 nm bestimmt. Uber die folgenden Formeln lisst sich die

Konzentration der Losungen errechnen:

DNA: Ey¢=1 entspricht 50 pg/ml RNA: Ex0=1 entspricht 40 pg/ml

2254 KLONIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN

DNA-Fragmente wurden durch Polymerasekettenreaktion (PCR) oder Restriktion mittels
geeigneter Endonukleasen nach den Angaben und mit den Puffern der entsprechenden Hersteller
gewonnen. PCR-Fragmente wurden entweder iiber den A-Uberhang, den die Tag-Polymerase anhingt,
mittels T4-Ligase nach den Angaben des Herstellers in pCR-Vektoren (siche Tabelle 2-4) oder iiber
die Topoisomerasefunktion der TOPO-Vektoren (siche Tabelle 2-4) ligiert. Restriktionsfragmente
wurden mittels T4-Ligase mit glatten oder kompatiblen iiberhdngenden Enden in linearisierte
Vektoren kloniert.

2.2.5.5 POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

Zur Amplifizierung von DNA-Sequenzen wurden PE9700- (Perkin Elmer, Rodgau-
Jigesheim) und DNA Engine PTC-200-Thermocycler (MJ Research, Biozym Diagnostic GmbH,
Oldendorf) eingesetzt. In der Regel wurden Plasmid-DNA, c¢DNA, genomische DNA oder
Bakterienkolonien als Matritze, 0,5 uM der jeweiligen Oligonukleotide (Sequenzen siche Anhang B),
0,06-0,1 mM dNTPs, 1x PCR-Puffer (10 mM Tris-HCIL, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,1 % (v/v)
Triton-X-100, pH 9,0) und 1-5 U Taq-DNA-Polymerase (Promega, USA) in einem Reaktionsvolumen
von 20-50 ul eingesetzt. Nach einer Denaturierungsphase (94 °C) von 2 min folgte fiir jedes
Primerpaar eine spezifische Anzahl von Zyklen (siche Anhang B). Ein Zyklus setzte sich aus einer
Denaturierungsphase (94°C, 15-30 s), einer Hybridisierungsphase (Temperaturen siche Anhang B,
30s) und einer Polymerisationsphase (72 °C, 30-240s) zusammen. AnschlieBend wurde die
Elongation bei 72 °C fiir 10 min fortgesetzt und die Reaktion auf 4-15 °C gekdihlt.

2.2.5.6 GENOTYPISIERUNG

Zur Uberpriifung der T-DNA Insertionen in den einzelnen Arabidopsis T-DNA-
Insertionslinien wurden zwei PCR-Reaktionen durchgefiihrt, mit denen zwischen WT und knockout-
Pflanzen unterschieden werden konnte. Folgende Primerpaarkombinationen wurden dazu verwendet:
1.) sense/antisense Primer, die die vorhergesagte T-DNA-Insertionsstelle genspezifisch umschlie3en;
2.) sense/Lbal- (T-DNA spezifischer Primer) und 3.) Lbal/antisense-Primer (siche Abbildung 2.1).
Die PCR-Ansitze mit den Primerpaaren 2.) und 3.) sollen zeigen, welche Orientierung die T-DNA hat,
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im PCR-Ansatz mit den Primerpaaren 1.) sollte im Falle von homozygoten knockout-Pflanzen kein
PCR-Produkt entstehen.

sense

—p
ﬁ T-DNA _
<+

< antisense
LBal

Gen

Abbildung 2.1: Lokalisierung von T-DNA und Primern fiir die Genotypisierung.

2.2.5.7 ELUTION VON DNA-FRAGMENTEN AUS AGAROSEGELEN

Nach dem Ausschneiden des DNA-Fragmentes unter UV-Licht erfolgte die Elution des
Fragmentes mit dem QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend dem Hersteller-
protokoll.

2.2.5.8 SOUTHERN-TRANSFER

PCR-Fragmente und restriktionsendonukleasebehandelte genomische DNA wurden iiber ein
Agarosegel (Kapitel 2.2.7.1) aufgetrennt und mittels alkalischem Kapillartransfer auf eine positiv
geladene Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham Biosciences, Freiburg) transferiert. Dazu wurde
das Gel zweimal 15 min in 0,25 N HCI, zweimal 15 min in Denaturierungslésung (0,5 M NaOH,
1,5M NaCl) und anschlieBend 30 min in Ammoniumazetatlosung (1 M NHsAc, 0,1 M NaOH)
inkubiert. Als Transferpuffer diente die Ammoniumazetatldsung. Der Transfer erfolgte {iber Nacht.
AnschlieBend wurde der Filter an der Luft getrocknet und die einzelstringige DNA durch Inkubation
bei 80 °C, 2 h auf dem Filter fixiert.

2259 RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN

Um radioaktive DNA-Sonden fiir DNA- und RNA-Hybridisierungsexperimente zu erhalten,
wurden 25-50 ng gereinigtes DNA-Fragment (Kapitel 2.2.5.7) mit 50 pCi [0->"P]-dATP oder [0->*P]-
dCTP durch den Megaprime-DNA Labelling Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) nach Hersteller-
angaben markiert. Die Abtrennung nicht-inkorporierter Nukleotide erfolgte unter Verwendung von
ProbeQuant™ G-50 Micro Columns (Amersham Biosciences, Freiburg) nach Herstellerangaben.
AnschlieBend wurde die Sonde 5 min bei 95°C denaturiert, kurz auf Eis abgekiihlt und sofort
verwendet.

2.2.5.10 RADIOAKTIVE HYBRIDISIERUNG

Die radioaktive Hybridisierung der membrangebundenen Nukleinsduren erfolgte unter
stindiger Rotation bei 65 °C in Hybridisierungséfen. Dazu wurde die Membran in Hybridisierungs-
rohren iiberfiihrt. Nach der Vorhybridisierung fiir 30 min in 20 ml Hybridisierungspuffer (Church-
Puffer: 0,25 M NaHPO,4, pH 7,2; 1 % (w/v) BSA; 1 mM EDTA; 7 % (w/v) SDS), wurde die Vor-
hybridisierungslosung durch 25 ml Hybridisierungspuffer ausgetauscht, die radioaktiv markierte
DNA-Sonde (Kapitel 2.2.5.9) dazugegeben und mindestens 12 h hybridisiert. Nach der Hybridisierung

wurde die Membran einmal kurz bei RT, danach 20-30 min bei 65 °C im Hybridisierungsofen mit
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Waschpuffer I (40 mM NaHPO,, pH 7,2; 5 % (w/v) SDS; 1 mM EDTA) und zweimal kurz bei RT mit
Waschpuffer II (40 mM NaHPO,, pH 7,2; 1 % (w/v) SDS; 1 mM EDTA) gewaschen. Die Membran
wurde dann in Plastikfolie eingeschlagen und auf einem Phosphor Screen (Amersham Biosciences,
Freiburg) exponiert, der nachfolgend am Phosphorlmager (Amersham Biosciences, Freiburg)

ausgewertet wurde.

2.2.5.11 SEQUENZIERUNG VON DNA

2.2.5.11.1 Nichtradioaktive, automatisierte Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten wurde zum einen im Service von
Regine Weiss (IPB Halle) nach einer modifizierten Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) unter
Verwendung von fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden mit dem SequiTherm EXCEL™ Long-
Read™ DNA Sequencing Kit (Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf) oder dem ThermiSequenase
Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) durchgefiihrt.
Die Auftrennung und Analyse der Sequenzreaktion erfolgte mit einem DNA-Sequenzierautomaten
LICOR 4000L bzw. LONGREADIR 4200 (MWG Biotech, Ebersberg). Zum anderen wurde der
Sequenzierungsservice der Firma MWG Biotech (Ebersberg) genutzt.

2.2.5.11.2 Computergestiitzte Sequenzdatenverarbeitung

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte durch die Programme EditSeq, MapDraw,
SeqMan II und MegAlign (DNA-Star Inc., USA). Sequenzvergleiche mit Datenbanken erfolgte mit
Hilfe des BLAST-Algorithmus (Altschul and Lipman, 1990; Altschul et al., 1997).

2.2.6 RNA-ANALYTIK

2.2.6.1 RNA-ISOLIERUNG

®
Gesamt-RNA wurde aus etwa 100 mg Pflanzen- oder Zellmaterial nach der TRIZOL -
Methode (Chomczynski and Sacchi, 1987) isoliert.

®
Das gefrorene und gemorserte Pflanzen- oder Zellmaterial wurde mit 1 ml TRIZOL -Reagenz

(0,8 M Guanidiumthiozyanat, 0,4 M Ammoniumthiozyanat, 0,1 M Na-Azetat, pH 5,0, 5% (v/v)
Glyzerin, 38 % (v/v) Phenol) homogenisiert und mit 0,2 ml Chloroform versetzt. Nach 10 min
Zentrifugation (12.000 rpm, Eppendorf 5804R, 4 °C) wurde die RNA aus der oberen wissrigen Phase
mit 1 Vol. Isopropanol bei RT (oder auch -20 °C) gefillt, prazipitiert (10 min, 4 °C, 12.000 rpm,
Eppendorf 5804R) und mit 70 %-igem (v/v) Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 20-30 pl

Wasser aufgenommen.

2.2.6.2 RT-PCR

Die reverse Transkription von PolyA"™-RNA und anschlieBende Amplifikation der cDNA zur
Analyse der Transkriptakkumulation erfolgte mittels RT-PCR. Die reverse Transkription erfolgte aus
1 bis 10 pg Gesamt-RNA mit Hilfe des Revertdid™ First Strand ¢DNA Synthesis Kits (MBI
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Fermentas, St Leon-Roth) oder des SuperScript Il First-Strand Synthesis Systems for RT-PCR
(Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben. 1 ul cDNA wurde anschliefend in der PCR (Kapitel
2.2.5.5) eingesetzt.

2.2.7 AGAROSEGELELEK TROPHORESE

Diese Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von DNA und in denaturierenden Gelen
auch von RNA in einer Matrix aus Agarose, bei der die Prozentigkeit die Maschenweite des Gels
bestimmt. Durch das Anlegen einer Spannung an horizontale pufferiiberschichtete Gele konnen die

negativ geladenen Nukleinsduren im elektrischen Feld nach ihrer GroBe getrennt werden.

2.2.7.1 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE ZUR AUFTRENNUNG VON DNA-FRAGMENTEN

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung von linearen DNA-Molekiilen wurden Agarose-
konzentrationen von 0,8-2 % (w/v) in 1x TAE (40 mM Tris/HCI, 20 mM Essigsdure (Eisessig), | mM
EDTA, pH 8,0; 500 ng/ml Ethidiumbromid) gewéhlt. Als Elektrophoresepuffer wurde 1x TAE
verwendet. Die DNA wurde mit 1x Ladepuffer (5 % (v/v) Glyzerin, 5 mM EDTA, 1 mM Tris/HCI,
pH 7,5; 0,025 % (w/v) Bromphenolblau) gemischt und aufgetragen. Als GroBenstandard dienten mit
der Restriktionsendonuklease Pstl (MBI Fermentas, St. Leon-Roth) gespaltene A-DNA (MBI
Fermentas, St. Leon-Roth) und die GeneRuler™ [ kb DNA Ladder bzw. der GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (beide MBI Fermentas, St. Leon-Roth). Die angelegte Spannung lag je nach
Elektrophoresekammer zwischen 30 V und 130 V. Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mit

Hilfe eines UV-Transilluminators (A = 254 nm) und einer Videokamera dokumentiert.

22.7.2 DENATURIERENDE AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Fiir die Auftrennung von RNA wurde ein denaturierendes Agarosegel (1 % (w/v) Agarose,
Ix MOPS [20 mM MOPS, pH 7,0; 5 mM Natriumazetat, ] mM EDTA), 6% (v/v) Formaldehyd)
verwendet. Je 5-20 ug Gesamt-RNA wurden mit 1,5 Vol. RNA-Probenpuffer (50% (v/v) Formamid,
6% (v/v) Formaldehyd, 6% (v/v) Glyzerin, 1x MOPS-Puffer, 0,04% (w/v) Bromphenolblau) 10 min
bei 65 °C erhitzt, 5 min auf Eis abgekiihlt, mit 1 pl Ethidiumbromidlosung (100 pg/ml) versetzt und
auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 75V (6 V/cm) in 1x MOPS-Laufpuffer
durchgefiihrt. Unter UV-Licht konnte die RNA als Ethidiumbromidkomplex nachgewiesen werden.

2.2.8 CDNA-AFLP (AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM)

Die cDNA-AFLP-Analyse wurde nach einer modifizierten Methode von Vos und Bachem
(Bachem et al., 1996; Vos et al., 1995) durchgefiihrt.

Die Elicitierungsversuche wurden an drei verschiedenen Tagen durchgefiihrt und bis zur
selektiven Amplifikation (siche Kapitel 2.2.8.6) unabhidngig voneinander aufgearbeitet. Nach der

Praamplifzierung wurden die Proben der einzelnen Tage zu einer gemeinsamen zusammengefasst.
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2.2.8.1 GESAMT- UND M-RNA-ISOLATION

Aus Petroselinum crispum Suspensionskulturen, die fiir 1 und 4 h mit verschiedenen
Elicitoren behandelt wurden, wurde Gesamt-RNA isoliert (siche Kapitel 2.2.6.1).

150 ug dieser Gesamt-RNA wurden in 200 ul Wasser gelost und mit 200 ul (1 mg)
dquilibrierten Dynabeads® des Dynabeads mRNA Purification Kits (DYNAL Biotech GmbH,

Hamburg) gemischt. Anschlieend wurde nach Herstellerprotokoll verfahren, um mRNA zu isolieren.

2.2.8.2 CDNA-SYNTHESE

Die gesamte eluierte mRNA wurde flir die Erststrangsynthese verwendet. Das Umschreiben
der mRNA in cDNA wurde laut Herstellerangaben durchgefiihrt (First Strand Synthesis Kit,
Invitrogen, Karlsruhe). Nach Beendigung der Erststrangsynthese wurde die cDNA 15 min mit RNAse
H (Invitrogen) behandelt. In einem Volumen von 40 pl, das 1x Zweitstrangpuffer, 5 U DNA
Polymerase I (Invitrogen, Karlsruhe) und 0,5 mM dNTPs (MBI Fermentas, St. Leon-Roth) enthielt,
erfolgte die Zweitstrangsynthese 2 h bei 16 °C. Danach wurde das Volumen auf 200 pl aufgefiillt und
mit Phenol:Chlorophorm:Isoamylalkohol, 25:24:1, (v/v/v) extrahiert. Die wissrige Oberphase wurde
mit 0,1 Vol. 3 M Na-Azetat, pH 5,2 und 2 Vol. Ethanol iiber Nacht bei —20 °C gefillt, zentrifugiert
(15 min, 4 °C, 12.000 rpm, Eppendorf 5804R), in 70 %-igem (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und
in 20 pl Wasser aufgenommen.

2.2.8.3 RESTRIKTIONSVERDAU UND ADAPTERLIGATION

10 ul der doppelstrangigen cDNA wurden in 1x NEB3-Puffer (50 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,9), 0,1 mg/ml BSA und 25 U Tagl-Restriktionsendonuklease
in einem Volumen von 40 pul 2h bei 65°C gespalten. Die anschlieBende Apol-Restriktions-
endonukleasebehandlung erfolgte nach Zugabe von 10 pl Apol-Gemisch (5 U 4pol, 1x NEB3-Puffer
und 0,1 mg/ml BSA) 2 h bei 50 °C (Gesamtvolumen 50 pl). Nach Erhitzen der Taql- und Apol-
Adapteroligonukleotidprimer (Sequenzen siehe Anhang A) in dquimolaren Mengen fiir 5 min auf
95 °C und anschlieBendem Abkiihlen auf RT, wurde die Ligation unter Zugabe von 10 pl Adapter-
Gemisch (1x NEB3-Puffer, 0,2 mM ATP (MBI Fermentas, St. Leon-Roth), 5 pmol Apol-Adapter,
50 pmol Taql-Adapter sowie 5 U T4 DNA Ligase (Invitrogen, Karlsruhe)) in einem Gesamtvolumen
von 60 pl fiir 3 h bei 37 °C durchgefiihrt.

2284 PRAAMPLIFIKATION

10 pl der adapterligierten cDNA-Fragmente wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl in 1x
PCR-Puffer (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCIl, 1,5 mM MgCl,, 0,1 % (v/v) Triton X-100, pH 9,0), je
100 ng nicht-selektiven Apol+0- und Taql+0-Primer, 0,28 mM dNTPs und 0,5 pl Tag-/Pfu-DNA-
Polymerase-Gemisch (1 U Pfu-DNA-Polymerase (Promega, USA) auf 160 U Tag-DNA-Polymerase
(Promega, USA)) mittels PCR (2 min 94 °C, 20x {30s bei 94 °C, 30s bei 52 °C und 1 min bei
72 °C}, 7min 72 °C, o« 4 °C) amplifiziert, anschlieend 1:5 verdiinnt und die Proben der einzelnen

Tage gemischt (siehe 2.2.8).
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2.2.8.5 RADIOAKTIVE MARKIERUNG DER APOI+2-PRIMER

Die radioaktive Markierung der selektiven Primer erfolgte in einem Reaktionsvolumen von
25 pl fiir 15 min bei 37 °C mit folgenden Substanzen: 50 ng des selektiven Apol+2-Primers, 1x T4
Polynukleotidkinase-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe), 25 uCi [y—"P]JATP und 5 U T4 Polynukleotid-
kinase (Invitrogen, Karlsruhe). Nach Hitzeinaktivierung (10 min, 65 °C) wurde der Ansatz bei —20 °C
bis zur Verwendung gelagert.

2.2.8.6 SELEKTIVE AMPLIFIKATION

3 ul der 1:5 verdiinnten, voramplifizierten cDNA-Fragmente (Gemisch siehe 2.2.8) wurden in
einem Reaktionsvolumen von 10 pl in 1x PCR-Puffer, 30 ng selektivem Taql+2-Primer; 2 ng
[y—"P]ATP-markiertem, selektiven Apol+2-Primer, 0,8 mM dNTPs; 1x PCR-Puffer; 1,5 mM MgCl,;
1 U Taqg-Polymerase (Progmega, USA) zugegeben, mit 10 pl flissigem Chill-Out-Wax (Biozym
Diagnostik GmbH, Oldendorf) iiberschichtet und mit Hilfe einer Touchdown-PCR (1,5 min 94 °C, 13x
{30 s 94 °C, 30 s 65 °C [Reduktion der Temperatur pro Zyklus um 0,7 °C], 60 s 72 °C}, 30x {30 s
94 °C, 30s 56 °C, 60s 72 °C}, 7min 72 °C, « 4 °C) amplifiziert. Die Reaktion wurde mit 10 pl
Ladepuffer (95 % (v/v) Formamid, 20 mM EDTA, 0,05 % (w/v) Bromphenol-Blau, 0,05 % (w/v)
Xylencyanol-Gelb) gemischt und bis zur Analyse bei —20 °C gelagert.

2.2.8.7 SEQUENZIER-GELELEKTROPHORESE

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in einem denaturierenden Polyacrylamidgel
(7 M Harnstoff, 1x TBE-Puffer (89 mM Tris-HCI, 89 mM Borsdure, 2 mM EDTA, pH 8,0); 6 %
Acrylamid/N,N‘-Methylenbisacrylamid (19:1, Roth, Darmstadt); 0,047 % (w/v) APS; 44 ul TEMED)
mit Hilfe des BRL S2-Elektrophoresesystems (Invitrogen, Karlsruhe). 6 pl des Ansatzes aus der
selektiven Amplifikation wurden nach 3 min Inkubation bei 94 °C aufgetragen. Der Gellauf erfolgte
ca. 2 h bei 1800 V, 140 mA, 60 W mit 1x TBE-Puffer. Nach dem Lauf wurde das Gel auf Filterpapier
(3MM, Whatman, England) transferiert und ca. 2 h bei 80 °C vakuumgetrocknet. Die Autoradio-
graphie erfolgte durch Auflegen von BioMax MR Rontgenfilmen (Amersham Biosciences, Freiburg)
fiir 3-14 Tage.

2.2.8.8 KLONIERUNG VON AFLP-FRAGMENTEN

Das Losen der DNA aus dem Gelstiick erfolgte durch Zugabe von 25 pl H,O und Inkubation
bei 95 °C fiir 10 min oder wahlweise bei 37 °C iiber Nacht. Um das Fragment zu reamplifizieren
wurde in einem Volumen von 50 pl eine PCR-Reaktion mit 1 pl eluiertem Fragment, je 100 ng
spezifischen Apol+2- und Taql+2-Primern, 1x PCR-Puffer, 3 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs und 1,25 U
Tag-DNA-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe) eine Touchdown-PCR (siehe 2.2.8.6) durchgefiihrt. Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden tiber ein 1 %-iges (w/v) Agarosegel aufgetrennt und die Banden mit
Hilfe des QlAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) aus dem Gel eluiert. Die Extraktion wurde
laut Herstellerangaben durchgefiihrt und das Volumen fiir die Eluation der DNA betrug 20 pl. 2 oder
4 ul des Fluates wurden fiir die TOPO-Klonierung (vgl. 2.2.5) eingesetzt. AnschlieBend wurden
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kompetente E. coli-Zellen (DHS5a oder TOP10F’) mit 2 ul des Ligationsansatzes transformiert

(vgl. 2.2.4.1). Nach erfolgreicher Transformation wurden pro Ansatz vier Klone sequenziert.

2.29 MACROARRAY

Die unter 2.2.8.8 klonierten AFLP-Fragmente wurden fiir den Macroarray mit
vektorspezifischen Primern (siche Anhang B; Tabelle 7-3) amplifiziert, iiber eine NucleoFast®96
PCR-Platte (Machery-Nagel, Diiren) nach Herstellerangaben gereinigt und mit 50 ul TE (10 mM
Tris/HCIL, pH 7,5; 0,1 mM EDTA) eluiert. Die Konzentration der einzelnen Fragmente wurde durch
Beladung eines 1 %-iges Agarosegels abgeschitzt. Es wurden Konzentrationen von ca. 100 ng/ul
ermittelt. Das Aufbringen der DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran (Biodyne B, Pall, England)
erfolgte durch einen Mikro GridII-DNA-Spotter (BioRobotics, GeneScan, Freiburg). Die
durchschnittliche GroBe eines Punktes betrug 400 um. Jedes Fragment wurde dreimal auf den Filter

gespottet. Es wurde eine 4x4 Anordnung gewihlt (siehe Abbildung 2.2).

4 3 |4
3 15 7 |6
2 1|5 |4 7 |6

15 2|3 6 7

Abbildung 2.2: Schema zur Belegung der Nylonmembr an.
Die einzelnen DNA-Proben wurden in einer 4x4 Anordnung auf die Nylonmembranen aufgetragen.

Nach dem Spotten wurde die Nylonmembran so lange in Denaturierungslosung (0,5 M NaOH,
1,5 M NaCl) gelegt, bis der Filter komplett feucht war. AnschlieBend wurde die Membran je zweimal
3 min in Denaturierungslosung, Neutralisierungslosung (1 M Tris/HCL, pH 7,5, 1,5 M NaCl), einmal
3min in 2x SSC (0,3M NaCl, 30 mM Na-Citrat, pH 7,0) und einmal ca. 20 min in 2x SSC
gewaschen, getrocknet und durch UV-Licht (Stratalinker™ 1800, Stratagene, Heidelberg) auf dem
Filter fixiert.

2.29.1 PRAPARATION DER SONDE

Fir die Sonde wurden 10 pg Gesamt-RNA (2.2.6.1) mit dem SuperScript Il First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben in cDNA
umgeschrieben. Nicht eingebaute Nukleotide wurden mittels ProbeQuant™ G-50 Micro Columns
(Amersham Biosciences, Freiburg) entfernt. Die radioaktive Markierung erfolgte wie unter 2.2.5.9
beschrieben mit 50 uCi [a—"P]dATP (ICN, Eschwege). Die nichteingebauten Nukleotide wurden
wiederum unter Verwendung von ProbeQuant™ G-50 Micro Columns (Amersham Biosciences,
Freiburg) entfernt. Die Hybridisierung erfolgte {iber Nacht bei 65 °C in der folgenden Hybridi-
sierungslosung: 5x SSC, 0,1 % SDS, 5x Denhardt (100x Denhardt: 2 g BSA, 2 g PVP, 2 g Ficoll ad
100 ml H,O), 125 pg/ml denaturierte Lachsspermien-DNA. Nach der Hybridisierung wurde der Filter
dreimal 15 min mit 2x SSC, 0,1 % (w/v) SDS bei 65°C gewaschen. AnschlieBend wurde die
Membran mindestens eine Woche auf einen Phosphor Screen (Amersham Biosciences, Freiburg)
gelegt. Die Entwicklung erfolgte mit dem Phosphorimager (Storm™, Amersham Biosciences,
Freiburg).
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2.29.2 AUSWERTUNG DER DATEN

Die Evaluierung der Hybridisierungssignale auf den einzelnen Filtern erfolgte mit Hilfe der
AIDA Image Analyzer und AIDA Array Compare Software (Raytest Isotopenmessgerdte GmbH,
Straubenhardt). Fiir die Hintergrundberechnung wurden um jeden Hybridisierungspunkt zwei Kreise
(die Ringweite des dufleren war 100 pm groBer als die des inneren Kreises) gelegt, aus denen die
Hintergrundintensitdt berechnet wurde. Diese wurde anschlieBend von den gemessenen Intensititen
subtrahiert. Fiir den Vergleich der einzelnen Arrays (Elicitorbehandlungen gegeniiber Wasser-
kontrolle) wurden die hintergrundkorrigierten Intensititen anhand der Intensitidten der konstitutiv
exprimierten Gene normalisiert (4/DA Array Compare). So wurde fiir jeden Filter ein Normali-
sierungsfaktor ermittelt, durch den die Daten dividiert wurden. Fiir die weiteren Berechnungen wurden
nur die Signale verarbeitet, deren Intensitdt iiber der doppelten Standardabweichung der Hinter-
grundsignale lag. Das Programm bietet verschiedene Ausgabetabellen. Fiir diese Arbeit wurden die
probe tables benutzt, bei denen fiir jeden Spot automatisch der Mittelwert der gespotteten Triplikate
und dessen Standardabweichung gebildet wurde. Mit diesen Mittelwerten wurde dann das Verhéltnis
Elicitorbehandlung : Wasserkontrolle berechnet, dass die Induktion anzeigt. Alle weiteren Analysen

erfolgten mit dem Microsoft-Programm Excel.
Den Angaben in Tabelle 3-2 liegen folgende Beurteilungen zugrunde:

1. Die Expression eines Fragments ist induziert, wenn mindestens zwei der drei gebildeten

Verhiltnisse pro Triplikat und Hybridisierung grof3er oder gleich zwei sind.

2. Die Expression eines Fragments ist schwach induziert, wenn mindestens zwei von drei

gebildeten Verhéltnissen pro Triplikat und Hybridisierung gréfer oder gleich 1,8 sind.

2.2.10 RACE (RAPID AMPLIFICATION OF CDNA ENDS)

Die Amplifikation der 3‘- und 5°-Enden der cDNA wurde mit dem GeneRacer™ Kit
(Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben aus P. crispum-Gesamt-RNA (Kapitel 2.2.6.1)
durchgefiihrt. Fiir die RACE-Experimente wurde die gleiche RNA wie fiir die Sonden der
Macroarrays benutzt. Damit spiter die cDNA-Bibliothek moglichst alle mRNAs der entsprechenden
cDNA-AFLP-Fragmente enthielt, wurden die RNAs, die durch Isolation aus den elicitorbehandelten
Zellen gewonnen wurden, miteinander vermischt. D.h. 1 pl der entprechenden RNA (1, 4, 24 h von je
Pepl13, HrpZpgyn, LPS und H,O) wurden vermischt, 1:4 verdiinnt, so dass eine Endkonzentration von
0,5 pg/ul vorlag. 2 pl dieses Gemisches wurden anschlieBend fiir die RACE-Experimente eingesetzt.
Die genspezifischen RACE-Oligonukleotidprimer sind in Anhang B, Tabelle 7-2 aufgelistet. Es wurde
folgendes PCR-Programm genutzt: 2 min bei 94 °C (Anfangsdenaturierung), 5x {30s 94 °C, 2 min
72 °C}, 5x {305 94 °C, 2 min 70 °C}, 8x {30s 94 °C, 30 s 68-61 °C (Reduktion der Temperatur pro
Zyklus um 1,0 °C), 2 min 72 °C}, 25-30x {30 s 94 °C, 30 s 60 °C, 2 min 72 °C} und 10 min bei 72 °C
(abschlieBende Verldngerung), « 4 °C.
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2.2.11 AFFYMETRIX-MICROARRAY

Die Microarrayexperimente, die mit 10 uM HrpZpg,,, 100 pg/ml LPS, 1 pM NLPp, oder 1 pM
flg22 infiltrierten Arabidopsis Col-0-Pflanzen durchgefiihrt wurden, waren Bestandteil der
AtGenExpress-Initiative (http://www.arabidopsis.org/info/expression/ATGenExpress.jsp). Details fiir

die Pflanzenkultivierung, Infiltration, RNA-Priaparation, Aufbau des Arrays und Datensétze kdnnen im
AtGenExpress-Bereich auf The Arabidopsis Information Resource im Internet nachgelesen und
heruntergeladen werden (http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=expression_setandid
=1008080727).

Affymetrix ATH1 Oligonukleotid-Gen-Arrays hoher Dichte wurden fiir Hybridisierungen in
Triplikaten von jeder biologischen Probe durchgefiihrt. Eine umfassende Analyse zeitlicher
Genexpression wurde durchgefiihrt, indem die absoluten Expressionswerte einer Skalierung mittels
Affymetrix MASS5.0 Software unterzogen wurden. Die skalierten Expressionsmittelwerte wurden in
die Genespring Software (Version 7.2; Agilent Technologies, Waldbronn) importiert. Vor der
Datenanalyse wurden die Werte mit Hilfe einer gcRMA-Anwendung (Schmid ef al, 2005)
normalisiert. Die Mittelwerte von drei Replikaten jedes Datensatzes wurden auf PAMP-induzierte
differenzielle Genexpression analysiert. Datensdtze mit Expressionsniveaus unter 50 wurden von der
vergleichenden Analyse ausgeschlossen (Hintergrundniveau des Expressionsschwellwerts). Die
Expression der Gene wurde als erhoht oder reprimiert eingestuft, wenn ihre mittleren

Expressionswerte mindestens zweifach von denen nichtelicitierter Kontrollproben abwichen.

Auf die gleiche Weise wurden auch die fiir diese Arbeit wichtigen Microarrayanalysen von
Pepl3-behandelten Col-0-Pflanzen durchgefiihrt und ausgewertet. Es wurden jedoch nur zwei
Hybridisierungen mit unterschiedlichem biologischen Material iiberpriift. Infolgedessen wurden auch

nur zwei Replikate jedes Datensatzes auf PAMP-induzierte differenzielle Genexpression analysiert.
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3 ERGEBNISSE

31 I DENTIFIZIERUNG PAM P-INDUZIERBARER GENE IN
PETERSILIEZELLKULTUREN

Die Behandlung von Petersiliezellsuspensionskulturen mit Pep13, NLPp, und HrpZpg,, 10st
schon nach kurzer Zeit eine Vielzahl an Abwehrreaktionen aus (Niirnberger et al., 1994; Jabs et al.,
1997; Blume et al., 2000; Fellbrich et al., 2002; Lee et al., 2001a). Zu diesen Reaktionen gehdrt unter
anderem die erhohte Expression von Abwehrgenen. Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob
durch bakterielle PAMPs wie HrpZpg,, oder LPS und von oomycetenabgeleiteten Elicitoren wie Pep13
oder NLPp, die Expression eines dhnlichen Satzes an Genen induziert wird oder ob gravierende
Unterschiede bestehen.

311 CDNA-AFLP-ANALYSE

Mittels cDNA-AFLP sollte zundchst eine moglichst groBe Anzahl an PAMP-induzierten

Genen in Petersilie identifiziert werden.

H,0 Pepl3 HipZy, NLP,, LPS

1 41 41 4 1 4 1 4

Abbildung 3.1: cDNA-AFLP-Analyse PAMP-induzierter Genexpression in Petersilie.

Dargestellt ist eine représentative Primerkombination der cDNA-AFLP-Analyse von Petersiliezellsuspensions-
kulturen zu den Zeitpunkten 1 h und 4 h nach Behandlung mit 100 nM Pep13, 500 nM HrpZpg;,, 50 nM NLPp,,
25 pg/ml LPS und H,O als Kontrolle. Gelbe Pfeile markieren induzierte Banden.
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Als experimentelles System wurde eine Suspensionskultur von Petersiliezellen verwendet, der
verschiedene PAMPs zugesetzt wurden. Diese PAMPs waren die oomycetenabgeleiteten PAMPs
Pepl13 und NLPp, sowie die bakteriellen Elicitoren HrpZpg,, und LPS. Nach unterschiedlichen
Zeitpunkten (1, 4, 24 h) wurden die Zellen geerntet und fiir die cDNA-AFLP Analyse eingesetzt. Um
das Problem der biologischen Variabilitdt zu reduzieren, wurden fiir die Analyse pro Zeitpunkt drei
unabhingige Experimente vereinigt. Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf Genen, die durch
PAMP-Behandlung induziert wurden. Abbildung 3.1 stellt einen représentativen Ausschnitt eines
cDNA-AFLP-Gels dar, in dem die induzierten Fragmente durch Pfeile markiert wurden.

312 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle 256 moglichen Primerkombinationen untersucht, von
denen 211 ein komplexes Bandenmuster, wie in Abbildung 3.1 dargestellt, aufwiesen (siche Tabelle
3-1). Fiir 45 Primerkombinationen konnte kein Bandenmuster aufgezeigt werden (siche Tabelle 3-1).
Eine mogliche Erkldrung liegt darin, dass unter den gewidhlten PCR-Bedingungen einzelne Primer
nicht an die cDNA-Fragmente binden konnten oder in der eingesetzten cDNA keine
Primerbindungsstellen vorhanden waren. Durchschnittlich wurden 50 Banden in einem GroBenbereich
von 20bp bis 400 bp pro Primerkombination detektiert. Zusammenfassend wurden bei allen
Primerkombinationen ca. 10550 Banden detektiert, von denen der grofite Teil (92 %) ein gleich
bleibendes Expressionsmuster aufwies. Bei 8 % der Fragmente konnte eine Transkriptakkumulation
nach Elicitor-/PAMP-Zugabe festgestellt werden. Insgesamt wurden 837 Fragmente, deren
Expressionsmuster sich nach Elicitorbehandlung veréndert hatte, aus den Gelen ausgeschnitten und
eluiert. Von diesen konnten 724 Fragmente durch PCRs mit selektiven Primern (Apol+2 und Taql+2,
Sequenzen der Primer siche Anhang A) amplifiziert werden. Nach dieser Reamplifikation wurden die
Fragmente in den pCR2.1-Vektor kloniert und pro Konstrukt vier unabhéngige Klone sequenziert. 715
der 724 reamplifizierten Fragmente konnten so erfolgreich kloniert und sequenziert werden. Dabei
wurden aufgrund gleichen Laufverhaltens im Gel zum Teil mehrere verschiedene cDNAs aus einer
Bande kloniert.

Die Auswertung der Sequenzdaten ergab, dass von den 2930 Sequenzen ca. 87 % (2538)
evaluierbar waren. Von den restlichen 13 % (392) konnte keine auswertbare Sequenz gefunden
werden. Diese 2538 Sequenzen wurden einer Datenbankanalyse mit Hilfe des BLASTX-Algorithmus
(Altschul et al., 1997) unterzogen und sind in Tabelle 7-5 in Anhang D mit den dazugehorigen
ermittelten Homologien zu bekannten Genen aufgelistet. Auf die Auflistung der E-Werte wurde
verzichtet, da bei dieser Berechnung die Linge der Fragmente nicht beriicksichtigt wird. So besitzen
beispielsweise hoch homologe, aber kurze Fragmente (24-40 bp) einen niedrigeren E-Wert als weniger
homologe, aber lingere Fragmente (> 100 bp). Die Zuordnung der homologen Gene erfolgte daher
nach dem ersten Treffer in der BLASTX-Analyse bzw. dem nichsten Homologen aus Arabidopsis

thaliana.

Es stellte sich heraus, dass 34,4 % der Nukleotidsequenzen keine Homologie zu bekannten
Proteinen aufwiesen. Von den verbleibenden 65,6 % (1666) konnten 94 % (1571) pflanzlichen, 3,5 %
(56) bakteriellen Proteinen und 2,5 % (39) Proteinen aus anderen Organismen zugeordnet werden.
83 % (1307) der pflanzlichen Proteine hatten wiederum eine bekannte, die verbleibenden 17 % (264)
eine unbekannte oder hypothetische Funktion (siche Abbildung 3.2-A).
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Tabelle 3-1: Zusammenfassung der cONA-AFLP-Analyse.

H Anzahl % H
Maégliche Primerkombinationen 256 100
Getestete Primerkombinationen 256 100
Funktionierende Primerkombinationen 211 82
Primerkombinationen mit differenziell amplifizierten Banden 202 79
Summe der dargestellten Banden ca. 10550 100
Durchschnittliche Bandenanzahl pro Primerkombination ca. 50
Differenziell amplifizierte Banden 850 8,0
Ausgeschnittene Fragmente 837 100
Reamplifizierte Fragmente 724 86,5
Klonierte und sequenzierte Fragmente (4 Klone/Fragment) 715 85,4
Sequenzierte Klone mit bekannter oder unbekannter Funktion 1666 100
Sequenzen aller Klone eines Fragments identisch 51 3
Sequenzen dreier Klone eines Fragments identisch 86 5
Sequenzen zweier Klone eines Fragments identisch 185 11
Vier verschiedene Sequenzen pro Fragment 834 50

A.

unbekanrt
a7

heine Homologie
444

15%
bekannt

bakteriel| sa%

3%

Abbildung 3.2: Klassifizierung der beim cDNA-AFL P identifizierten DNA-Sequenzen.

A.: Fiir alle auswertbaren Sequenzen. B.: Fiir Sequenzen, die in A. als bekannt (1307) gekennzeichnet wurden:
[ andere metabolische Prozesse; B andere physiologische Prozesse; [1andere zelluldre Prozesse; Hl Protein-
metabolismus; [E abiotische oder biotische Stressantwort; Bl unbekannte Prozesse; H Elektronentransport und
Energie; [ andere biologische Prozesse; Ml Transport; Bl Zellorganisation; [ Entwicklung; [ generelle Stress-
antwort; Il Signaltransduktion; Bl Transkription; ll DNA- oder RNA-Metabolismus. Einteilung erfolgte mit
Hilfe der funktionellen Kategorisierung auf www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp.

Die Behandlung mit Pepl3, HrpZpg,,, NLPp, und LPS induzierte die Transkription einer
Anzahl von regulatorischen und strukturellen Genen, deren kodierte Proteine in verschiedene Prozesse
involviert sind (Abbildung 3.2-B). Die Klassifizierung erfolgte mittels funktioneller Charakterisierung
durch die  Arabdiopsis-Datenbank  TAIR  (The  Arabidopsis  Information  Resource;

www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp). Die meisten PAMP-induzierten Gene kodieren

Proteine, die in anderen als den spiter genannten metabolischen (18 %), physiologischen (15 %) und
zelluldren Prozessen (13 %), oder im Proteinmetabolismus (10 %) zu finden sind. Eine hohe Anzahl
konnte auch an der abiotischen oder biotischen Stressantwort (9 %) beteiligt sein. Weiterhin spielen
bestimmte induzierte Gene im Elektronentransport und Energiestoffwechsel (6 %), in anderen

biologischen Prozessen (6 %), im Transport (3 %), in der Zellorganisation (3 %), in der Entwicklung
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(3 %), in der generellen Stressantwort (2 %), in der Signaltransduktion (2 %), in der Transkription
(2 %) und im DNA- oder RNA-Metabolismus eine Rolle. Die Funktion von ca. 7 % der kodierten

Proteine konnte keinem Prozess zugeordnet werden (Abbildung 3.2-B).

Fiir diese Arbeit waren insbesondere die Gene bedeutend, deren kodierte Proteine in die
abiotische und biotische oder generelle Stressantwort sowie in Signaltransduktionswege involviert sein

konnten.

3.13 AUSWAHL UND CHARAKTERISIERUNG DER KANDIDATENGENE

Das Hauptanliegen fiir die vergleichenden cDNA-AFLP-Analysen von elicitierten Petersilie-
zellsuspensionskulturen war unter anderem herauszufinden, ob durch verschiedenartige PAMPs die
Expression gleicher oder unterschiedlicher Gene aktiviert wird. Wie in Abbildung 3.3 und Abbildung
3.4 zu erkennen ist, wird sowohl nach 1 h (65 bzw. 199) als auch nach 4h (61 bzw. 168) die
Expression der meisten Gene durch sowohl Pepl3 als auch HrpZp,, (Abbildung 3.3) oder alle vier
PAMPs — Pepl3, HrpZpgn, NLPp, und LPS — (Abbildung 3.4) induziert. Das deutet darauthin, dass

alle vier Stimuli einen &dhnlichen Einfluss auf die Expression pflanzlicher Gene haben.

B.

Pepl3 HrpZpg, Pepl3 HrpZp,

Abbildung 3.3: Induktion der cDNA-AFL P-Fragmente pcl bis pc250 durch Pep13 und Hr pZpgn.

Gezeigt ist in einem Venn-Diagramm jeweils die Anzahl der Fragmente, deren Expression nach 1 h (A.) oder 4 h
(B.) Elicitorbehandlung in Petersiliezellsuspensionskulturen nach cDNA-AFLP-Analyse durch beide Stimuli
(Uberlappung) oder durch die einzelnen Elicitoren Pepl3 oder HrpZpg, induziert war. Die Auflistung der
entsprechenden Gene ist in Tabellen 7-6 bis 7-11 des Zusatzmaterials zu finden.

A. Hrp ZPsph NLP B. Hrp. ZPsph NLP

Pepl3 Pepl3

Abbildung 3.4: Induktion der cDNA-AL FP-Fragmente pc251 bis pc837.

Gezeigt ist in einem Venn-Diagramm jeweils die Anzahl der cDNA-AFLP-Fragmente aus Petersiliezell-
suspensionskulturen, deren Genexpression nach 1 h (A.) oder 4 h (B.) durch die Elicitorbehandlung coreguliert
bzw. durch einzelne Elicitoren spezifisch reguliert ist. Die Auflistung der entsprechenden Gene ist in Tabellen
7-12 bis 7-39 des Zusatzmaterials zu finden.
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3.1.3.1 AUSWAHLKRITERIEN

Da es die Kapazitit dieser Arbeit iiberstieg, alle Gene, deren Expression induziert war,
funktionell zu charakterisieren, wurden bestimmte Kriterien festgelegt, nach denen eine Auswahl an
Kandidaten vorgenommen werden sollte. Zunéchst sollten solche Gene betrachtet werden, deren
Expression elicitorspezifisch (1) zu sein scheint. Dabei wurden hauptsédchlich Gene beriicksichtigt,
deren Expression eine Bedeutung fiir die Signalaufnhahme und/oder -weiterleitung (2) haben kdénnten.
Ein drittes Kriterium war der zeitliche Verlauf der Induktion, ndmlich ob sie schnell und/oder transient
(3) verlief.

Auf diese Weise wurden die in Tabelle 3-2 aufgezeigten Gene zunéchst ausgewdéhlt. Mit der
Hilfe von cDNA-Macroarrays (siehe Kapitel 3.1.3.2) und RT-PCRs (sieche Kapitel 3.1.3.3) sollten die
in der cDNA-AFLP-Analyse gewonnenen Ergebnisse liberpriift werden. AnschlieBend wurde erneut

festgelegt, mit welchen Fragmenten weiter gearbeitet werden sollte.

Tabelle 3-2: Ausgewahlte Kandidatengene.

AFLP Genbeschreibung Bemerkung  AGI Code Macroarray RT-PCR
Fragment

Pepl3 HrpZpgs LPS  Pepl3 HrpZpgn NLPp,  LPS
lh 4h 1h 4h 1h 4h 1h 4h 1lh 4h 1h 4h 1h 4h

AFLP-Fragmente mit bekannten oder putativen Rollen in der Signalerkennung

Rezeptor ghnliche Kinasen

pe36 putative leucine-rich repeat transmembrane protein kinase P:24h, gering Atlgl439%0 _  _ . _ - _ 1t ¢t 1 1t 1t 1t 1t 1
pc412-3  putative S-receptor kinase (see 414-2-4) P:1h EEEE N R R
pc492-2  RLK902 (see 611-2) alle:4h At3gl7840 1 - 1 _ 1 _
pe527-1  receptor related protein kinase-like (LRR) alle: 144h  At5g25930 _ _ - _ _ _
pc624-1  putative receptor-like protein kinase P,N:1h N A R N
pc752-1-2  receptor protein kinase P:1h - - - - - .

Homologe zu disease resistence genes
pc550-1-3  ATP binding (disease resistance protein (CC-NBS-LRR class)) H,N,L:1h At5g43730 _ _ _ - - - 1t 1t 1 1 - = -

Homologe zu Genen, diefur die Resistenz benétigt werden
pc359-4  MLO8 P,L:4h At2g17480 - _ - - - -

AFLP-Fragmente mit bekannten oder putativen Rollen in der Signalweiterleitung

Kinasen und Phosphatasen

pclo unknown protein (see 25) P,H:4h At2g39530 ' _ 1 _ 1t _

pel7-3 catalytic/ protein phosphatase type 2C Atlg79630 _ _ - - . .

pe25 unknown protein (see 20) P,H:4h At2g39530 . _ v _ t _ 1t 1t t - t _ 1

pe55-2 ATP binding / casein kinase I - At5g44100 - - - - 1 N 1

pc68-2 ATP binding / protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ PH:4+24h, | At2gl7220 _ t ¢t T ¢+ bt ot _ 1 _ 1 _ 1
protein-tyrosine kinase

pcll4-4  hydrolase/ protein serine/threonine phosphatase P:1h Atlgl37so0 -t - 1t 1 1

pc207-3  ATP binding / protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ P:1h Atlgle670 t _ t - t - 1 1t t 1t T 1
protein-tyrosine kinase

pc228-2  ARABIDOPSIS THALIANA SHAGGY-RELATED KINASE 11 (ATSK11) PH: 1,4+24h At5g26751 - _ _ _ ¢t _ _ t t 1t t 1 1

pc230-4  ATP binding / protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ P:24h At3g20860 _ - - - . _
protein-tyrosine kinase

pc258-1  AGC2-1 (OXIDATIVE SIGNAL-INDUCIBLEI; protein kinase) P,H:1+4h At3g25250 ¢t _ t _ 1t 1

pc263-1  ATP binding / protein kinase N,L:1h Atlg06840 _ - - - 1

pc276-1 ATP binding / kinase/ protein kinase (see 564-1) H:1h At2g28590 _ 1t 1 - 1t 1t

pe322 serine/threonine protein kinase-like alle: 1+4h  At5g35960 _ _ t _ T LA R R 1

pc329-2 putative protein kinase N,L: 1h - - 1 - 1 -

pc349-1  ATP binding / protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ alle: 1+4h  Atdg27290 _ _ vt _ T _
protein-tyrosine kinase/ sugar binding (see 654)

pc359-1  ATP binding / protein kinase P,L:4h At4g27290 _ - - - - _

pc4l7-4  ATSRI (SERINE/THREONINE PROTEIN KINASE 1) alle: 144h  At5g01820 _ . . - . _

pcd451-1  ATP binding / protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ alle: 144h  At2g32850 _ _ _ _ _ _
protein-tyrosine kinase

pcd82-2  catalytic/ protein phosphatase type 2C (BUT no apo) alle: 144h  A#g33920 . - ¢t - t - 1 - L oo

pessi ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ - Atsgls730 - o - o
protein-tyrosine kinase

pc554-2  PDFI (ser/thr protein phosphatase 2A (regulatory chain)) alle: 1h At3g25800 _ - - - . .

pc568-1  ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein serine/threonine N,L:1h Atlg77280 _ _ - - 1 1

pc607-2  kinase (see 610-2) (putative wall-associated kinase) alle: 1 h Atlgl93%0 _ - - _ 1

pc624-4  MAPKKKI19 (see 628-1) P,N:1h At5g67080 t 1 1 - 1t 1

pc629-1 ATP binding / protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ P,H:4h Atlg74360 1 _ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
protein-tyrosine kinase

pc661-2  ATP binding / carbohydrate binding / kinase/ protein kinase (see 219-3) N,L:4h At4g27300 t - 1t - 1

pc675-1  ATP binding / protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ alle: 1 h; At3gs7120 _ 0t _ t _ 1t 2 92 2 29 ?7 7
protein-tyrosine kinase P,H:4h
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pc792-2  ATP binding / protein serine/threonine kinase/protein-tyrosine kinase alle: 1h At4g27290 - _ . - -
/ sugar binding (S-locus protein kinase, putative)
pcB09-2  putative protein kinase alle At3g22750 - - . - -
pc822-3  ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ N,L:1+4h  At5g01850 _ _ _ - -
protein-tyrosine kinase
Proteinumsatz
pcll7-4  UBP16 (UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 16) P,H:24h  At4g24560 _ _ _ - -
pcl54-4  mtHSC70-2 (HEAT SHOCK PROTEIN 70) P.H: 1,4+24 h At5g09590 _ t 1 T
pcl58-1  chaperonin, ATP binding / protein binding (see 206-3) P,H: 1,4+24 h At5g26360 _ t 1 -
pcl77-3  ubiquitin-protein ligase (see 388-3) P:1,4+24h  At2g35930 1t t 1 T 1 1 —
H:1h
pcl96-3  ubiquitin-protein ligase P,H: 1,4+24h At3g52450 1t T 1 o1 T -1
pc233-1  SKIP4 (SKP1 INTERACTING PARTNER 4) P:4h At3g61350 _ . _ - - S -
pc235 subtilisin-like protease C1 (see 131-3) H:4+24h, | - - 1 ot - - -
pc262-1  SHD (SHEPHERD; ortholog of GRP94, an ER-resident HSP90-like protein) alle: 1+4h  At4g24190 1 _  _ A
pc276-3  ubiquitin-protein ligase (see 564-4) H:1h At2g44900 - _ 1 -
pe313 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding P:4h At2g42350 _ - _ - 1 -1
pc347-2  F-box protein family (see 796-4) alle: 1+4h  At4g22030 1t t 1t -1
pc362-3  SKIP2 (SKP1 INTERACTING PARTNER 2) alle: 1h At5g67250 T _ 1 -
pc394 ubiquitin-protein ligase (see 384-4) alle: 1+4h  At3g07370 _ _ 1 - -
pc496-1  J20 (DNAJ-LIKE 20) alle: 1h At4gl13830 t - 7 Tt
pc533-1  unknown protein (see 532-1-4) (F-box family protein) alle: 1h At2g36090 - - -
pc701-1-2  protein binding (ankyrin repeat family protein (putative RING zinc finger)) P,N,L:1h At2g28840 _ t _ -t
pc789-3  putative cathepsin B-like cysteine protease N,L:1h At4g0l610 - - . - -
pc804-1  hypothetical protein (Modified RING finger domain; probable alle: 1h I T - 1 T 1
involvement in E2-dependent ubiquitination)
ROS-bezogene Enzyme
pc239-2  RBOHD (RESPIRATORY BURST OXIDASE PROTEIN D) P:1+4 h; H:1h At5g47910 _ _ ¢ LI
lonenhaushalt
pcd406-3  rac GTPase activating protein 3 (see 405-2-3) P:4h -t 1 Tt
pc544 calmodulin-binding protein alle: 1h At4g31000 _ _ T - - - - - -
pc546 calreticulin precursor alle: 1 h - - - - -
pc593-4  CRT3 (CALRETICULIN 3) N,L: 1+4h  Atlg08450 _ _ _ Tt
pc699-4  calcium-transporting ATPase/ calmodulin binding alle: 1 h At3g63380 _ T 1 o1
pc787-2  calmodulin binding (see 278-2) alle: 1+4 h At2g26190 1t - - 1 - 1 1 1
pc797-1 CPK2 (CALMODULIN-DOMAIN PROTEIN KINASE CDPK ISOFORM 2N, L: 1+4h  At3g10660 _ - - - -
pc832-4  CPK30; calcium- and calmodulin-dependent protein kinase (see 701-2-1) P,N:1h Atlg74740 t  _ 1t - - -
Transkriptionsfaktoren
pe528 transcription factor P:4h At5g52510 T _ 1 - - -
pc781-1  PMZ (see 767-2) (zinc finger (AN1-like) family protein) alle: 1h At3g28210 T _  _ - - ? ?7 7
Enzyme des Hormonhaushalts
pc547-1-1 TAR3 (JAA-ALANINE RESISTANT 3); metallopeptidase P:1h Atlg51760 _ _ 1 - -
Andere
pc400-1-2  protein binding (leucine-rich repeat protein) - At5g21090 _ . - - N -
ALFP-Fragmente mit bekannten oder putativen Rollen als Effektorproteine
Antimikrobielle Substanzen
pc510-3  antiporter/ drug transporter/ transporter (MATE efflux protein-related) alle: 1h At4g23030 - -
pc531-3  elicitor induced glycoprotein iEP4 P:1h Tt 1 T 1
pc711-4  NtEIG-E80 (elicitor inducible gene product) P:4h - - 1 T
Zellwandmodifizierung
pe55-1 Pectinesterase - At2g47550 - . 1 - - N 1
pcl37-1  peroxidase (see 107-1-4) P,H: 1,4+24 h At5g05340 1t t 1t T 1
pc787-1  putative xyloglucanase inhibitor (see 786-1) alle: 1+4 h - -1 LI
pcl42-2  LRX2 (LEUCINE-RICH REPEAT/EXTENSIN 2) P H:4+24h Atlg62440 1 1 1 1 T 1
Hormonbiosynthese
pc57-1 iron ion binding / lipoxygenase - Atlg72520 1 - 1 1 - 1 1 1 1
pc230-2  BXL2 (BETA-XYLOSIDASE 2) P:24h Atlg02640 _ . . - - -1t 1 1
pc246-1  ACS1 (ACC SYNTHASE 1) (see 220-3) P,H:4h At3g61510 1t _ 1 -
pc499 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase alle: 1h
Andere Funktionen
Kohlenhydratstoffwechsel
pcl67-1-3  transferase, transferring hexosyl groups P:4h At3g28340 - _ 1t -
pe315 Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein 231 (glycosyltransferase) (303-1) - Atlgl9300 _ - _ - - N . -
pc721-1  carbohydrate transporter/ sugar porter (see 724-1) alle:4h At2g20780 _ - 1 1 -
Aminosaur emetabolismus
pc88-1-1  ATGLR2.8 (see 252-1) P,H:1,4+24h At2g29110 _ _ _ I S
pc88-1-2  transferase P,H:1,4+24 h At5g07860 _ - - 1 1 - 1 -
pc747-1  Cyclophilin D alle: 1h - - 1 -
Transportwege
pe395-1  SYP124; t-SNARE alle: 4 h Atlg61290 _ 1t _ .
Verschiedene
pcl00-1-1  ARABIDOPSIS THALIANA GTP CYCLOHYDROLASE II (ATGCH) - At5g64300 _ - - - )
pcl31-2  unknown protein P,H: 1,4+24 h At5g51570 . . _ T 1
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pc307-4  GTP binding (A4RABIDOPSIS RAB GTPASE HOMOLOG A1D) - At4gl8800 _ - - - - - U -
pe353 Esterase/lipase/thioesterase (see 358-3) H,N,L: 1h - - - 1 -
pc452-2  Esterase/lipase/thioesterase (similar to late embryogenesis abundant protein) alle: 1+4h  Atlg34340 _ ¢t ¢t © 1t 1
pcd77-3 ATPase, coupled to transmembrane movement of substances alle: 1 h At2g36380 .  _ R T -
pc521-2  patatin-like protein 3 (see 399) alle: 4 h A L R ) -1
pc583-1  XPOIA (exportin protein family) N,L: 1+4h  At5gl7020 . . . - . P ? ? 2 ? ?
pc586-1  unknown protein (see 764-4) (sec34-like family protein) P,HN:1h Atlg73430 _ _ _ _ _ _
pc773-1  GTP binding / translation elongation factor alle: 144 h  At2g31060 - _ t _ 1t _
pc779-2  ATGCN4 (GENERAL CONTROL NON-REPRESSIBLE 4) alle: 4 h At3gs4540 _  _ - _ _ _
pc815-2  putative 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase alle: 1h Atlg06650 _  _ - -
pc819-3  stress enhanced protein 2 (SEP2) alle: 1h A2g21970 - - - - . .

Aufgelistet sind die AFLP-Fragmente mit ihren Proteinbeschreibungen (aus BLASTX-Analyse), zu welchem
Zeitpunkt und wodurch (P = Pep13, H = HrpZpg,, N = NLPp,, L = LPS) ihre Expression im AFLP-Experiment
induziert war, wenn moglich der Arabidopsis AGI Code, und ob die entsprechenden Fragmente auf den
Macroarrays und/oder in der RT-PCR als induziert nachgewiesen werden konnten (; = induziert, ; = schwach
induziert, - = keine Anderung, leeres Feld = PCR nicht durchgefiihrt oder Fragment nicht auf Macroarray
gespottet, ? = nicht eindeutig bestimmbar).

3.1.3.2 UBERPRUFUNG DES EXPRESSIONSMUSTERS DURCH MACROARRAYS

Um die Expressionsdaten der durch die cDNA-AFLP-Analyse gewonnenen Resultate zu
iiberpriifen, wurde vorerst die Methode der Filterhybridisierung (Macroarray) verwendet. Im An-
schluss daran sollten fiir ausgewéhlte Fragmente RT-PCR-Analysen durchgefiihrt werden (siche
Kapitel 3.1.3.3).

Wie bereits in Kapitel 3.1.2 beschrieben, wurden pro cDNA-AFLP-Fragment vier unab-
hingige Klone sequenziert. Diese wurden mit vektorspezifischen Primern erneut amplifiziert und wie
in Kapitel 2.2.9 erldutert, fiir die Herstellung der Macroarrays verwendet. Daneben wurden konsti-
tutive Kontrollgene aus P. crispum aufgetragen, um anhand dieser Gene eine Normalisierung der

einzelnen Arrays vornehmen zu kénnen.

A.
Pepl3 ‘ | HrpZy,

LPS LPS

Abbildung 3.5: Verifikation der in cDNA-AFL P-Analysen beobachteten I nduktion der Genexpression
durch Macroarray-Analysen.

Gezeigt ist in einem Venn-Diagramm jeweils die Anzahl der Gene, deren Expression nach 1 h (A.) oder 4 h (B.)
Elicitorbehandlung in Petersiliezellsuspensionskulturen nach Macroarray-Analyse coexprimiert oder durch
spezifische Elicitoren gesteigert war. In die Auswertung einbezogen sind alle diejenigen Fragmente, deren
Verhéltnis der Intensitdtsmittelwerte der Elicitorbehandlung zur Kontrolle in drei verschiedenen
Hybridisierungen mindestens zweifach induziert war. Die Auflistung der entsprechenden Gene ist in Tabellen
7-40 bis 7-53 des Zusatzmaterials zu finden.

Petersiliezellsuspensionskulturen wurden 100 nM Pep13, 500 nM HrpZpgn, 25 pg/ml LPS oder
H,O0 als Kontrolle zugegeben, die Zellen nach 1, 4 und 24 h geerntet und Gesamt-RNA daraus isoliert.
Die aus der Gesamt-RNA synthetisierte cDNA wurde als Sonde fiir die Hybridisierung der Filter
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verwendet (Kapitel 2.2.9.1). Pro Zeitpunkt und Behandlung wurden mindestens drei Hybridisierungen
durchgefiihrt und jeweils drei davon evaluiert. Aufgrund von Inaktivitit des rekombinant hergestellten
NLPyp, konnten die cDNA-AFLP-Daten nicht durch Macroarrays verifiziert werden.

Abbildung 3.5 zeigt eine Zusammenfassung der Macroarray-Experimente. Diese wurden, wie
in Kapitel 2.2.9.1 beschrieben, an drei unterschiedlichen Tagen und mit verschiedenen Sonden
durchgefiihrt. Die Signalintensitdten waren im Allgemeinen nicht sehr hoch und lagen auch nur
geringfligig iiber den Hintergrundintensititen. Deshalb war es schwierig zu entscheiden, wo eine
erhohte Genexpression vorlag. Fiir Abbildung 3.5 wurden nur die Fragmente benutzt, deren Mittel-
werte der gespotteten Triplikate in allen drei Hybridisierungen mindestens zweifach induziert waren.
Da knapp 2500 Fragmente gespottet wurden, erkennt man aus den beiden Abbildungen deutlich, dass
nicht sehr viele Fragmente sich gleich verhalten haben, was aber hauptséchlich von der Qualitéit der
Hybridisierungen abhidngt und nicht an der Induktion selbst liegt. Aber auch hier wird deutlich, dass
eine grole Anzahl an Genen durch alle drei Elicitoren verstirkt exprimiert wird, was auch schon in
Kapitel 3.1.3 erwéhnt wurde.

Anhand der in Kapitel 2.2.9.2 aufgestellten Beurteilungen wurde die Expression, der in
Tabelle 3-2 genannten Fragmente, als induziert oder schwach induziert eingestuft und durch
entsprechende PfeilgroBen in Tabelle 3-2 festgehalten. Es stellte sich heraus, dass die in den cDNA-
AFLP-Analysen gefundene Induktion der Expression der meisten Gene auch durch die Macroarray-
Experimente gezeigt werden konnte. Sie wvariierte aber fiir die meisten Kandidaten die
Perzeptionskinetik und die Elicitorspezifitit. So scheint z.B. keines der fiir Pep13- oder HrpZpgpn-
spezifischen Gene nur durch den jeweiligen Elicitor erhoht exprimiert zu werden, sondern eher durch
alle drei, wie am Beispiel von pc412-3 (putative S-Rezeptorkinase; Pepl3-spezifisch) oder pc276-1
(Proteinkinase; HrpZpgyn-spezifisch) zu erkennen ist (Tabelle 3-2).

3.1.3.3 UBERPRUFUNG DES EXPRESSIONSMUSTERS MITTELS RT-PCR

Mit Hilfe von RT-PCR-Analysen sollten die im cDNA-AFLP und im Macroarray
gewonnenen differenziellen Expressionsmuster zusitzlich verifiziert werden. Dazu wurde zum Teil
die Gesamt-RNA benutzt, die schon fiir die Macroarrays hergestellt wurde (siche Kapitel 2.2.9.1), in
Ergidnzung aber auch Gesamt-RNA aus neu durchgefiihrten Experimenten. Die RNA wurde in cDNA
umgeschrieben und 1 ul davon in PCRs eingesetzt (siehe Kapitel 2.2.6.1 und 2.2.6.2). Die benutzten

Primer sind aus den Sequenzierungen abgeleitet worden und in Anhang B in Tabelle 7-1 aufgefiihrt.

Die Ergebnisse der RT-PCR-Experimente sind zum einen in Abbildung 3.6 und zum anderen
in Tabelle 3-2 dargestellt. Abbildung 3.6 zeigt eine Auswahl an erhaltenen RT-PCR-Ergebnissen, die
deutlich macht, dass die ausgesuchten Kandidatengene unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen.
So gibt es z.B. die transient exprimierten Gene wie pc88-1-1, pc315, pc544, pc235 und pc832-4. Die
Transkription anderer Gene wiederum wird durch alle Elicitoren zu beiden Zeitpunkten beeinflusst:
peS5-1, pe55-2, pe57-1, pc68-2, pc88-1-2, pcld2-2, pc207-3, pc228-2, pc322, pc629, pc787-2 oder
pc804 und andere werden gar nicht differenziell reguliert wie pc583-3, pc675-1 und pc781-1.

Sieben von den im Macroarray erworbenen Expressionsmustern konnten auch durch RT-
PCR-Analysen belegt werden, namlich fiir die Fragmente pc528, einem moglichen

Transkriptionsfaktor; pc68-2, einer Proteinkinase; pcl42-2, einem leucinreichen und extensin-
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dhnlichen Protein (LRX2); pc196-3, einer Ubiquitin-Proteinligase; pc521-2, einem patatindhnlichen
Protein; pc629-1, einer weiteren Proteinkinase und pc832-4, einer calcium- und calmodulinabhéngigen
Proteinkinase. Andere RT-PCRs =zeigten entweder ein von den Macroarrays verschiedenes
Expressionsmuster, waren nun induziert (pc510-3, pc533-1, pc550-1-3, pc400-1-2, pc315, pc307-4,
pc233-1 und pc230-2) oder waren nicht induziert (pc583-3, pc675-1, pc781-1).
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Abbildung 3.6: RT-PCR-Experimente zur Uberpriifung der Genexpression.

Petersiliezellkulturen wurden 100 nM Pepl3, 500 nM HrpZpg,, 50 nM NLPp,, 25 pg/ml LPS oder H,O als
Kontrolle zugegeben und nach 1 und 4 h Inkubation geerntet. Gesamt-RNA wurde aus den Zellen isoliert, in
c¢DNA umgeschrieben und 1 pl davon in einer PCR mit spezifischen Primern eingesetzt. Als cDNA-Lade-
kontrolle diente die Amplifikation der konstitutiv exprimierten 18SdRNA.

3.1.34 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Von den 100 ausgewihlten Fragmenten, die in Tabelle 3-2 aufgelistet sind und deren
Expression zu den aufgefiihrten Zeitpunkten in den cDNA-AFLP-Analysen sichtbar war, zeigten nur
69 eine Expressionsdnderung in den Macroarrays und/oder RT-PCRs. Allerdings erfolgte die Induk-
tion nicht unbedingt durch dieselben Elicitoren oder zum gleichen Zeitpunkt. Eine Ausnahme bildet
Fragment pc521-2, das Ahnlichkeit zu dem patatinihnlichen Protein 3 aus Tabak aufweist. Es zeigt
zumindest bei drei der vier Elicitoren in allen drei angewandten Methoden eine Expressionserhohung
nach 4 h (siehe Tabelle 3-2). Patatin ist das Hauptglykoprotein in Kartoffelknollen und zeigt eine
Lipidacylhydrolase-Aktivitdt. Untersuchungen am patatindhnlichen Protein 3 aus Tabak (NtPat3)
wiesen darauf hin, dass die NtPat-Genexpression spezifisch wihrend der pflanzlichen Antwort auf
mikrobielle Pathogene oder Elicitoren induziert wird (Dhondt ef al., 2002).
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Da die Elicitorspezifitit und die transiente Expressionssteigerung durch Macroarray- und RT-
PCR-Analysen nicht bestitigt werden konnten, wurden fiir weitergehende Untersuchungen nur Gene
ausgesucht, die Proteine moglicher Signaltransduktionswege kodieren und die nachfolgend kurz
erldutert werden sollen. So weit nicht anders angegeben, wurden die Erkldrungen der Arabidopsis-

Datenbank T4A/R (www.arabidopsis.org) entnommen.

(1) Fragment pc25 (alle vier cDNA-AFLP-Klone) hatte eine Linge von 121 bp und besal3
Homologie zu einem moglichen integralen Membranprotein (At2g39530) aus Arabidopsis thaliana.

(2) Klone 36-1 und 36-4 umfassten je 114 bp, waren identisch und zeigten durch BLASTX-
Analyse Homologie zur Sequenz einer putativen leucinreichen Transmembranproteinkinase
(At1g14390).

(3) Fragment pc68 (Klone pc68-2, pc68-3, pc68-4) war 94 bp lang. Die Sequenzanalyse ergab
eine Homologie zu einer Proteinkinase (At2g17220), die Serin- oder Threoninreste phosphorylieren

kann.

(4) Der Klon pc88-1-1 umfasste 161 bp und hatte Ahnlichkeit mit GLR2.8 (glutamate
receptor family protein; At2g29110), einem Mitglied der pflanzlichen Glutamatrezeptorfamilie, der
intrazellulare ligandenvermittelte Ionenkanalaktivitit aufweist und in die Calciumhomeostase

involviert sein kdnnte (Lacombe ef al., 2001).

(5) Der Klon pc207-3 zeigte eine Lange von 140 bp und hatte Homologie zu einer
Proteinkinase (Atlgl16670).

(6) Der Klon pc228-2 war 235 bp lang. Der Sequenzvergleich mit der Datenbank zeigte eine
Homologie zu einer SHAGGY-verwandten Kinase (At3g05840), die in die Meristemorganisation
involviert ist (Dornelas et al., 1999). SHAGGY (SGQG) ist eine Ser/Thr Proteinkinase, die zu der
Glykogensynthasekinase-3 (GSK-3) aus Saugetieren homolog ist. GSK-3 wurde urspriinglich als ein
Regulator des Glykogenmetabolismus identifiziert, spéter wurde aber gezeigt, dass sie Transkriptions-
faktoren wie c-jun und c-myb phosphoryliert und herunterreguliert (Jonak and Hirt, 2002). In
verschiedenen Organismen wurde nachgewiesen, dass SGG/GSK-3-Homologe in Signaltransduktions-
wege involviert sind, die das Schicksal der Zelle oder die Strukturbildung bestimmen (Dornelas et al.,
1999).

(7) Der Klon pc258-1 umfasste 281 bp und scheint zu AGC2-1 (OXI1), einer Proteinkinase
aus Arabidopsis (At3g25250) homolog zu sein, die auf oxidativen Stress reagiert (Anthony et al.,
2006). Die OXI1-Kinaseaktivitdt selbst wird auch in vivo durch H,O, induziert. OXI1 wird nach
Behandlung mit ROS oder Elicitoren fiir die vollstindige Aktivierung der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPKs) MPK3 und MPK6 bendtigt und ist fiir mindestens zwei verschiedene ROS-
vermittelte Prozesse notwendig: die Grundresistenz gegen eine Infektion mit Peronospora parasitica
und das Wurzelhaarwachstum. Daraus folgt, dass OXI1 ein essenzieller Teil des Signaltransduktions-
weges ist, der Signale, die durch oxidativen Stress ausgelost wurden, mit verschiedenen nachfolgen-
den Reaktionen verbindet (Rentel et al., 2004).

(8) Fragment pc315 (Klone pc315-1, pec315-3, pc315-4) hatte eine Lénge von 147 bp und
besall Homologie zu einem Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein 231 mit Glykosyltransferaseaktivitat
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(At1g19300). Der neueste Eintrag in der Datenbank (05.11.2006) beschreibt die Sequenz als zu einem

Protein mit einer moglichen Galakturonosyltransferaseaktivitit gehorend.

(9) Fragment pc322 (alle vier Klone) war 226 bp lang und dhnelt einer Ser/Thr-Proteinkinase
(At5g35960).

(10) Fragment pc544 (alle vier Klone) zeichnete sich durch eine Lénge von 260 bp aus. Fiir
dieses Fragment konnte eine Sequenzhomologie zu einem Calmodulin-Bindeprotein (At4g31000) aus
A. thaliana ermittelt werden. Calmodulin, ein ubiquitdrer und multifunktioneller Calciumsensor,
interagiert mit einer Vielzahl von zelluldren Proteinen und moduliert ihre Aktivitdt oder Funktion,

sodass es verschiedene zelluldre Prozesse reguliert (Reddy et al., 2002).

(11) Klon pc832-4 hatte eine Linge von 276 bp und zeigte Homologie zu CPK30
(At1g74740), einer calcium- und calmodulinabhéngigen Proteinkinase (CDPK). CDPKs sind an vielen

Prozessen beteiligt, die Calcium benétigen, so z.B. auch in der Pathogenabwehr (Cheng et al., 2002).

314 RAPID AMPLIFICATION OF CDNA ENDS (RACE)

Da die oben ausgewihlten Fragmente relativ kurz waren, sollten sie mit Hilfe der schnellen
Amplifikation von cDNA-Enden (RACE) verldngert werden, um zusétzliche Sequenzinformationen zu

erhalten und sie in weiteren Experimenten einsetzen zu kdnnen.

Ausgangsmaterial war die gleiche RNA, die auch fiir die Herstellung der Macroarray-Sonden
verwendet wurde. Wie unter 2.2.10 beschrieben wurden die RNAs vor dem Einsatz in den RACE-
Experimenten vermischt, damit ein breites Spektrum an cDNAs gebildet werden konnte. Von den
Sequenzen der einzelnen Fragmente wurden genspezifische Primer abgeleitet, die dann mit den
entsprechenden Gene-Racer-Primern an cDNAs der adapterligierten cDNA-Bibliothek binden
konnten. Auf diese Weise konnten mit vorwartsgerichteten genspezifischen und dem Gene-Racer-3’-
Primer die 3’-Enden der Fragmente pc25, pc36-1, pc88-1-1, pc258-1, pc315 und pc322 und mit
rickwértsgerichteten genspezifischen und dem Gene-Racer-5’-Primer die 5’-Enden der Fragmente
pc25, pe36-1, pc315 und pe322 amplifiziert werden (siehe Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3: Zusammenstellung der RACE-Experimente.

RACE — Primer fur Sequenzen fur

Genbeschreibung Fragment 5 3 cDNA ORF
Putative integral membrane protein pc25 339bp  330bp 656bp  510bp
Putative RLK pc36-1 2371bp 1397 bp
Putative protein kinase pc68

Putative ligand-gated ion channel (glutamate receptor) pc88-1-1 1107 bp

Putative Ser/Thr protein kinase pc207-3

Shaggy-related protein kinase pc228-2

Protein kinase family (OXI1) pc258-1 585 bp 1444bp 1202 bp
ACRE 231, glycosyl transferase family 8 pc315 411bp 319bp 648bp  (435bp)
Ser/Thr-like protein kinase pc322 1133 bp 2205bp 1310bp
Calmodulin binding protein pc544

CDPK pc832-4

OREF: Offener Leserahmen (open_reading frame).
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Die erhaltenen PCR-Produkte wurden sequenziert, mit Computerprogrammen wie SeqMan
und EditSeq von DNAStar ausgewertet, theoretisch zu einer kompletten cDNA zusammengesetzt und
die kodierende Sequenz herausgesucht. Im Anschluss daran wurden die erhaltenen Sequenzen einer
BLASTX-Analyse unterzogen. Mit Ausnahme von pc36-1 stimmten die ausgewerteten Ergebnisse mit

den Sequenzangaben fiir die kurzen cDNA-AFLP-Fragmente iiberein.

Klone 36-1 und 36-4 umfassten je 114 bp, waren identisch und zeigten durch BLASTX-
Analyse Homologie zur Sequenz einer putativen leucinreichen Transmembranproteinkinase
(At1g14390). Nach erfolgreichen 5°- und 3’-RACE-Experimenten umfasste nun die vollstindige
Sequenz 2371 bp, wobei 1397 bp davon kodierend sind. Diese kodierende Sequenz zeigte nun aber in
der BLASTX-Analyse eine stirkere Homologie zu einer anderen leucinreichen rezeptordhnlichen
Kinase (At2g02220), welche wahrscheinlich ein Ortholog des Phytosulfokinrezeptors (DcPSKRI) aus
der Karotte (Daucus carota) ist (Matsubayashi et al., 2006). Weitere Ausfithrungen zu diesem Gen
sind in Kapitel 3.3.2 zu finden.

3.15 STABILE TRANSFORMATION VON PETERSILIEZELLEN

Um herauszufinden, ob die durch die RACE-Eperimente vollstindig erhaltenen Gene pc25,
pc36, pc258 und pc322 eine Rolle beim Ca**-Eintritt in die Zelle, bei der posttranslationalen
Aktivierung der MAP-Kinasen, der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, der PR Genexpression
oder der Phytoalexinbiosynthese spielen, sollten diese in Petersiliezellkulturen mit Hilfe von anti-
sense- und sense-Konstrukten und des Partikelbeschusses mit der Particle Inflow Gun (P.1.G.) (Finer
et al., 1992) inaktiviert oder iiberexprimiert werden. Hintergrund fiir die Benutzung des Partikel-
beschusses zur Transformation von Petersiliezellen war die Tatsache, dass auf diese Weise zum einen
eine DNA-Kassette, die Apodquorin kodiert, erfolgreich in Petersiliezellkulturen eingefiihrt worden
war (Blume et al., 2000). Durch den stabilen Einbau dieser DNA-Kassette konnte die zytosolische
Calciumkonzentration unter Einfluss von Pep13 beobachtet und charakterisiert werden. Zum anderen
konnten in einer fritheren Arbeit zur Untersuchung der physiologischen Funktion von RBOH2
(respiratory burst oxidase homolog) in der elicitorvermittelten Signaltransduktion und der Aktivierung
von Abwehrreaktionen stabile rboh2-sense- und antisense-Linien mit dieser Methode erzeugt werden
(Zinecker, 2001). Zur technischen Kontrolle wurden deshalb zunichst Petersiliezellsuspensions-
kulturen mit der Apodquorin-Kassette transformiert. Nachdem — zwar mit geringer Effizienz —
transgene Linien erzeugt werden konnten, wurden diese mit dem pRT100-Vektor, in den erst einmal
das Markergen fiir Hygromycin B und anschlieBend die verschiedenen sense- und antisense-
Konstrukte eingebaut wurden (Kapitel 2.2.4.2.4), transformiert. Als Kontrolle wurde auflerdem der
von Dr. Justin Lee (IPB Halle) zur Verfiigung gestellte Vektor pCR2.1_HPT eingefiihrt.

Fiir die Herstellung der sense- und antisense-Konstrukte wurde nur fiir das Fragment pc25 die
vollstindige DNA-Sequenz der einzelnen Gene genutzt. Fiir die anderen drei Fragmente (pc35, pc258,
pc322) wurde ein ca. 400 bp groBer Bereich des 5’-Terminus verwendet. Nachdem die vier
verschiedenen sense- und antisense-Konstrukte (siche Abbildung 3.7) zundchst in den Vektor
pRT100 HPT integriert worden waren, wurden Petersiliezellen, mit der entsprechenden Plasmid-DNA
mit Hilfe des Partikelbeschusses transformiert (Kapitel 2.2.4.2). Neben den Vektoren mit den sense-
und antisense-Konstrukten wurden die Petersiliezellen auch mit den leeren Plasmiden pRT100 HPT

und pCR2.1_HPT transformiert. Pro sense- und antisense-Konstrukt wurden ca. 65, fiir den Vektor
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pRT100_HPT ca. 100 und den Vektor pCR2.1_HPT ca. 25 Petersiliezellplatten transformiert. Davon
konnten zwei transgene Petersiliezellsuspensionskulturen, die den Vektor pCR2.1 HPT enthielten,

generiert werden.

Da die Transformation nur mit dem zur Kontrolle mitgefiihrten Vektor pCR2.1 HPT
erfolgreich war, sollte er als Ausgangsvektor fiir eine neue Transformation dienen. Aus diesem Grund
wurden, wie in Kapitel 2.2.4.2.5 beschrieben, der CaMV-35S-Promotor aus dem Vektor pPB2GW7 und
der CaMV-35S-Terminator in den Vektor pCR2.1 HPT kloniert. Dadurch entstand der Vektor
pCR2.1_ HPT 358S. Uber die eingefiigte Smal-Schnittstelle konnten nun die verschiedenen sense- und
antisense-Konstrukte eingefiihrt und die Petersiliezellen erneut transformiert werden. Es konnte leider
keine transgene Petersiliezelllinie erzeugt werden. Woran es gelegen hat, konnte im Zuge dieser
Arbeit nicht herausgefunden werden. Es ist nicht auszuschlieen, dass sich die Zellkulturen aufgrund

der jahrelangen Kultivierung verdndert und ihre leichte Transformierbarkeit verloren haben.

»
sense pCR21_HPT emml 355 | o _pels [ 8355 |fe——————
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Abbildung 3.7: Schema fur die Herstellung der sense- und antisense-K onstrukte.

Anstelle des pCR2.1_ HPT wurde zunichst der Vektor pRT100 HPT verwendet. Der CaMV-35S-Promotor
(p35S) ist weill dargestellt, der CaMV-35S-Terminator (t35S) ist grau und die eingefiigten Konstrukte sind griin
unterlegt. Die Pfeilrichtung steht fiir die Richtung, in der die Fragmente eingefiigt wurden.
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3.2 VERGLEICHENDE ANALYSE VON PAM P-INDUZIERTEN GENEN IN
PETERSILIE UND ARABIDOPSIS

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war der Vergleich von PAMP-induzierbaren Genen in zwei
verschiedenen Organismen (Petersilie und Arabidopsis) und unterschiedlichen Systemen (Zell-
suspensionskulturen fiir Petersilie, Pflanzen und Protoplasten fiir Arabidopsis). Dazu wurden zunéchst
die Microarray-Daten der AtGenExpress-Initiative betrachtet, in der Daten von Experimenten mit
Arabidopsis-Blattern nach Behandlung mit verschiedenen PAMPs oder Pathogenen zusammengefasst
wurden. Dann wurden diese Daten mit Microarray-Analysen verglichen, bei denen Arabidopsis-
Protoplasten mit denselben PAMPs behandelt wurden (unveréffentlichte Daten aus Jen Sheen’s Labor,
Massachusetts General Hospital, Boston, USA). Im Anschluss daran wurden die gewonnenen
Arabidopsis-Ergebnisse mit denen aus Petersilie verglichen. Die verwendeten Daten wurden nicht mit
einem statistischen Programm wie ANNOVA berechnet, sondern wurden, wie in Kapitel 2.2.11

beschrieben, nur skaliert und anschlieBend normalisiert.

3.21 VERGLEICH DER MICROARRAY-DATEN VON ARABIDOPSIS-PFLANZEN
UND PROTOPLASTEN

Durch vergleichende ¢cDNA-AFLP-Analysen von PAMP-behandelten Petersiliezellsuspen-
sionskulturen konnte einen Einblick in ihr Expressionsmuster gewonnen werden. Fiir die
Untersuchungen in Arabidopsis-Pflanzen und Protoplasten wurden Affymetrix ATH1 Arrays genutzt.
Diese enthalten 22.746 DNA-Proben, die mehr als 80 % der annotierten Gene in Arabidopsis thaliana
repriasentieren. Um PAMP-induzierte Verdnderungen im Transkriptom von Arabidopsis-Pflanzen
aufzukldren, wurden  Microarray-Experimente der  AtGenExpress-Initiative, die  unter
http://www.arabidopsis.org/info/expression/ATGenExpress.jsp zu finden sind (Response to bacterial-

(f1g22, HrpZpgy, and LPS) and oomycete-derived (NLPp,) elicitors), ausgewertet.

A Hipz,, NLP,, B. HrpZ,,, NLP

flg22 flg22

Abbildung 3.8: PAMP-induzierte Genexpression in A. thaliana-Pflanzen.

Gezeigt ist in einem Venn-Diagramm jeweils die Anzahl der Gene, deren Expression nach 1 h (A.) oder 4 h (B.)
PAMP-Infiltration in Arabidopsis-Blittern nach cDNA-Microarray-Analyse durch einen oder mehrere PAMPs
induziert war. Die Auflistung der entsprechenden Gene ist in Tabellen 7-54 bis 7-78 des Zusatzmaterials zu
finden.
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Eine erste Analyse der PAMP-spezifischen Transkriptomprofile offenbarte zum einen
zwischen den bakteriellen PAMPs flg22 und HrpZpg,, einen hohen Anteil der Coexpression, aber auch
zwischen diesen beiden und NLPp,, einem oomycetenabgeleiteten PAMP. Im Gegensatz dazu steht
das bakterielle LPS, das nach 1 h hauptséchlich ein eigenes Set an Genen induzierte (Abbildung 3.8).
Durch die Behandlung mit LPS wurden aber vergleichsweise wenig Gene induziert. Nach 1 h waren es
132 (0,58 % aller Gene des Arrays), nach 4 h nur noch 93 (0,4 %). Im Gegensatz dazu war nach 1 h
die Expression von 604 Genen (2,66 %) durch flg22, 610 (2,68 %) durch HrpZp,, und 328 (1,44 %)
durch NLPp, verstirkt ausgeprdgt. Nach 4 h waren es deutlich mehr Gene, deren Expression erhoht
vorlag: 903 (4 %) durch flg22, 1357 (6 %) durch HrpZpg,, und 769 (3,4 %) durch NLPp,. Durch alle
vier PAMPs wurde die Transkriptakkumulation von 16 (1 h) bzw. 43 (4 h) Genen gesteigert. Bei der
Betrachtung von beiden Zeitpunkten stellte sich heraus, dass nur die Expression von drei Genen,
ndmlich MLO12, ein mdgliches calmodulinverwandtes Protein und ein exprimiertes Protein, sowohl
nach 1 als auch nach 4 h induziert war. Es ist interessant, dass zu den Genen, die zu beiden Zeit-
punkten verstarkt gebildet werden, ein MLO-Protein und ein calmodulinverwandtes Protein gehdren.
Kim und Mitarbeiter haben gezeigt, dass die MLO-Aktivitdt durch Calmodulinbindung gesteigert wird
und das Calmodulin wahrscheinlich eine Aktivatorrolle in Mlo-vermittelter Abwehrunterdriickung
einnimmt (Kim et al., 2002b).

NLP

HrpZPsph

flg22

Abbildung 3.9: PAM P-induzierte Genexpression in Arabidopsis-Protoplasten.

Gezeigt ist in einem Venn-Diagramm jeweils die Anzahl der Fragmente, deren Expression nach 1h PAMP-
Behandlung in Arabidopsis-Protoplasten nach cDNA-Microarray-Analyse durch einen oder mehrere PAMPs
induziert war. Die Auflistung der entsprechenden Gene ist in Tabellen 7-79 bis 7-91 des Zusatzmaterials zu
finden.

Fiir die Aufkldarung von PAMP-induzierten Verdnderungen des Transkriptoms in Arabidopsis-
Protoplasten wurden uns vorldufige Daten von Jen Sheen zur Verfiigung gestellt. Es wurden die
gleichen PAMPs benutzt, die auch in den Pflanzen verwendet wurden, wobei jedoch nur nach 1 h
geerntet wurde, um die frithen Antworten auf PAMP-Stress zu analysieren. Abbildung 3.9 zeigt
deutlich, dass die Expression eines grofen Anteils aller Gene durch alle vier PAMPs verstirkt
hervorgerufen wurde (184, ca. 17,5 % aller induzierten Transkripte). Insgesamt wurde durch flg22 die
Expression von 722 Genen (3,2 % aller Gene des Arrays), durch HrpZpg,, die von 497 (2,2 %), durch
NLPp, die von 339 (1,5 %) und durch LPS die Expression von 680 Genen (3 %) angeregt.

Von den 16 Genen, die in Pflanzen nach 1 h in allen PAMP-Behandlungen erh6ht exprimiert
wurden, wurden fiinf auch in den Protoplasten verstérkt transkribiert (siche Tabelle 3-4). Eins davon
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wird auch nach 4 h durch alle vier PAMPs induziert, ndmlich das mogliche calmodulinverwandte
Protein (At3g01830).

Tabelle 3-4: Auflistung der Gene, deren Expression nach 1 h PAMP-Behandlung in Arabidopsis-Pflanzen
und -Protoplasten durch allevier PAMPsinduziert war.

Array Code AGI Code Beschreibung

265670 S AT At2g32210  expressed protein

258947 AT At3g01830  calmodulin-related protein, putative
254408 AT At4g21390  S-locus lectin protein kinase family protein
245209 AT At5g12340  expressed protein

250149 AT At5g14700  cinnamoyl-CoA reductase-related

Betrachtet man die PAMP-induzierten Gene etwas eingehender, kann man wie Qutob et al.
(20006) feststellen, dass sowohl in Arabidopsis-Protoplasten als auch in Arabidopsis-Pflanzen zum
einen durch jeden der einzelnen Elicitoren zahlreiche Gene, die rezeptordhnliche Proteinkinasen,
disease resistance-like proteins und pathogenitits-/abwehrverwandte Proteine kodieren, induziert
wurden und dass zum anderen die Expression der meisten Gene von mehr als einem PAMP beeinflusst
wurde (siche Tabelle 3-5) (Qutob et al., 2006).

So konnten 34 Gene, die leucinreiche rezeptordhnliche Proteinkinasen (LRR-RLKs) kodieren,
identifiziert werden, deren Genexpression auf die Zugabe von f1g22, HrpZpg,, NLPp, und/oder LPS in
Pflanzen und/oder Protoplasten reagiert. Von diesen LRR-RLKSs scheinen nur zwei PAMP-spezifisch
zu reagieren und zwar At4g28490 und At5g65240 auf die Behandlung mit HrpZp,,. Ansonsten finden
sich einige, die in Pflanzen durch mehrere PAMPs nur nach 1 h (Atlgl17750, At1g35710) induziert
wurden und andere, die nur nach 4 h (At1g09970, At1g29750) zu sehen waren. Die Expression von
At2g13790 wiederum wird durch diese PAMPs hauptsichlich in Protoplasten ausgelost.

Andere Gene, deren Expression durch die Behandlung mit flg22, HrpZpg,,, NLPp, und LPS
beeinflusst wurde, waren solche, die Proteinkinasen, Transkriptionsfaktoren der WRKY-Familie,
verschiedene PR- oder abwehrassoziierte Proteine wie Chitinasen, Peroxidasen, Protease-Inhibitoren
und biosynthetische Enzyme des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels (Phenylalanin-Ammonium-
Lyase 1 und 4-Cumarat-CoA-Ligase lund 2), und Proteine, die in die Phytoalexinbiosynthese oder in

den Hormonhaushalt involviert sind, kodieren.

Von den 38 Genen, die in Qutob et al. (2006) in Tabelle 1 nur NLPp, und nicht flg22
responsiv waren, werden nur neun nicht durch HrpZp,, oder LPS in Pflanzen beeinflusst. Von den
neun Genen werden aber wiederum vier in Protoplasten durch flg22, HrpZpg,, oder LPS induziert: ein
disease resistance family protein (At1g22900) durch flg22, HrpZpy,, und LPS, eine Chitinase
(At2g43570) durch alle vier PAMPs, Cytochrom P450 71B1 (PAD3, At3g26830) und ein Ethylen-
responsives Protein (At1g09740) durch LPS.
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Tabelle 3-5: PAMP-induzierte Expression von Genen, deren kodierte Proteine bekannte oder mégliche
Rollen in immunitatsbezogener Signalaufnahme, Signalweiterleitung, Pathogenabwehr und im
Hormonmetabolismusin Arabidopsis zeigen.

AGI Code Genbeschreibung Name flg22 HrpZpgy, NLPp, LPS
Protop. Blitter Protop.  Bldtter  Protop. Bldtter ~ Protop. Blitter
1h lh___4h___1h lh__4h___1h lh___4h___1h 1h___ 4h

Rezeptordhnliche Kinasen

Lectin-RLKs

Atlg67520 lectin protein kinase - 2,7 - - 22 40 26 - 24 - 22 -

A2g37710 lectin protein kinase - 22 44 - - 50 - - - - - -

At3g53810 lectin protein kinase - - 24 - - 64 - - 43 - - -

At3g59700 lectin protein kinase AtLECRK 3,5 48 98 28 47 18,0 - 23 73 - 48 -

At4g04960 lectin protein kinase - - 2,6 - - 6,0 - - 3,6 25 - -

At4g28350 lectin protein kinase 8,0 37 - 4,6 43 - 3,0 20 56 57 - -

At5g01540 lectin protein kinase 53 3,7 21,1 44 3,1 27,0 - - 2,6 53 - -

At5g01550 lectin protein kinase 8,0 20 36 53 29 193 36 - 10,9 9.2 - -

At5g35370 lectin protein kinase - 22 29 - 22 53 - - 24 23 - -

At5g60270 lectin protein kinase 2,1 29 20 - 2,6 54 - - 30 - - -

S-locus-RLKs

Atlg61360 S-locus lectin protein kinase 9,2 33 72 46 39 95 40 3,1 21 - - -

Atlg61370 S-locus lectin protein kinase - 29 21 - 2,7 45 - 22 39 - - -

Atlg61380 S-locus lectin protein kinase - - 6,0 - - 6,2 - - - - - -

Atlg61420 S-locus lectin protein kinase - 24 - - 20 - - - 34 - - -

At2g19130 S-locus lectin protein kinase 43 41 - 2,8 48 2,7 - 6,0 - 2,5 - -

At4g21390 S-locus lectin protein kinase 5,7 6,7 16,0 3,5 7,8 63,5 2,6 30 99 40 2,5 -

At4g27300 S-locus protein kinase - - - - - - - 22 - - - -

LRR-RLKs

Atl1g07390 leucine-rich repeat family protein - - 29 - - - - - - - - -

At1g09970 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase - - 37 - - 40 - - - - - -

Atlgl6670 protein kinase family protein 4,0 3,6 - 2,0 39 28 26 29 - - - -

Atlgl7750 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase - 2,0 - - 2,8 - - 28 - - - -

At1g29750 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase (RKF1) RKF1 - - 2,7 - - 32 - - 25 - - -

Atlg35710 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase - 42 - - 2,7 - - 22 - - - -

Atlg51790 leucine-rich repeat protein kinase 8,0 3,5 143 8,6 28 12,8 2,6 - 2,0 7,0 - 2,1

At1g51800 leucine-rich repeat protein kinase 43 48 72,0 43 3,7 582 - - 25 23 22 41

Atlg51820 leucine-rich repeat protein kinase 7,5 - - 7,5 - - 23 - 6,5 25 - 4,5

Atlg51850 leucine-rich repeat protein kinase - 8,5 - - 52 - - - 29 - 27 99

Atlg51890 leucine-rich repeat protein kinase 9,2 - - 5,7 - - 3,7 - 8,0 - - 33

At1g53430 leucine-rich repeat protein kinase 4,0 - 3,6 3,0 - 55 - - 28 - - -

Atlg56120 leucine-rich repeat protein kinase 53 - 58 3,7 - 88 2,5 - 29 35 - -

At1g69270 leucine-rich repeat protein kinase RPK1 - - 28 - - 57 - 2,7 - - - -

Atlg73080 leucine-rich repeat protein kinase 32 - 2,5 28 - 45 21 - 2,1 2,0 - -

Atl1g74360 leucine-rich repeat protein kinase 4,6 33 6,7 3,7 3,8 238 - 2,1 73 25 - -

At2g02220 leucine-rich repeat protein kinase AtPSKR1 7,0 51 14,0 46 48 19,6 2,1 2,1 53 - - -

At2g13790 leucine-rich repeat protein kinase 43 - - 32 - 33 3,0 - - 2.8 - -

At2g19190 Light/senescence-responsive protein kinase SIRK/FRK - - - - - - 7,5 3,5 64 - - 4.6

At2g31880 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 5,7 - 32 37 - 38 23 - - 3,7 - -

At3g02880 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 3,0 - 43 26 - 46 - - - 3,0 - -

At3g09010 protein kinase family protein 3,2 42 22 20 42 64 - 29 59 35 - -

At3g13380 leucine-rich repeat protein kinase BRL3 - 26 28 - - 3,0 - 23 - - - -

At3g28450 leucine-rich repeat protein kinase 2,5 - - - - 2,8 - - 2,0 - - -

At4g08850 leucine-rich repeat protein kinase 2,0 2,1 55 - 2,1 57 - - - - - -

At4g28490 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase - - - - - 22 - - - - - -

At4g33430 brassinosteroid insensitive 1-associated receptor kinase 1 BAKI1 3,0 - 2,1 2,5 - 43 - - 29 25 - -

At4g39270 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 23 - 74 - - 19,0 - - 43 25 - -

At5g01950 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase - 34 - - 33 22 - 22 - - - -

At5g15730 serine/threonine protein kinase, putative 3,2 - 2,8 21 - 44 25 - 23 - - -

At5g25930 leucine-rich repeat protein kinase 49 20 78 40 - 20,6 2,1 - 94 46 - 23

At5g46330 leucine-rich repeat protein kinase FLS2 - 2,1 24 - - 2,5 - - - - - -

At5g48380 leucine-rich repeat family protein / protein kinase family protein 4,0 - 23 32 - 39 25 - - - - -

At5g65240 leucine-rich repeat protein kinase - - - 2,0 - 2,7 - - - - - -

Andere RLk's

Atlg16090 wall-associated kinase-related WAKL7 - - - - - - - 45 21,6 - - -

Atlgl6130 wall-associated kinase - 2,6 - - 24 - - - 2,8 - - -

Atlg79670 wall-associated kinase RFOI/WAKL 3,5 40 23 20 41 31 - 20 22 - - -

At2g23770 peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein kinase 7,5 36 - 3,7 37 - 32 - 38 - - -

At2g33580 peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein kinase 2,5 - 22 20 - 37 - - - 2,1 - -

At3g22060 receptor protein kinase-related 43 41 21,3 3,7 3,7 21,5 23 2,1 42 53 - 24

At4g18250 receptor serine/threonine kinase - 35 - - 33 - - 29 135 - - -

Andere Proteinkinasen

Atlgl18390 protein kinase family protein 49 48 11,7 3,7 54 228 2,1 25 45 43 - -

At1g25390 protein kinase family protein 53 36 46 32 30 63 25 - 34 - - -

At1g28390 protein kinase family protein 4,0 2,1 65 - 22 82 - - 36 25 - -

Atlg51620 protein kinase family protein 11,3 3,0 482 6,5 23 31,3 32 - 2,0 28 - 2,1

At2g01450 mitogen-activated protein kinase MPK17 - - 35 - - 37 - - - - - -

At2g28930 protein kinase APK1b - - 33 - - 34 - - 33 - - -

At2g39660 protein kinase family protein - 25 57 20 24 72 - - 2,7 26 - -

At3g46280 protein kinase related 7,5 6,3 362,0 8,6 4,8 2131 - - 57 7,0 - 20,6

Atdgl1330 mitogen-activated protein kinase MPK5 49 22 26 25 23 53 20 - - - - -

At4g23210 protein kinase family protein 43 40 94 23 44 87 - - - 2,3 - -

At4g23220 protein kinase family protein - 22 46 - - 62 - - - - - -

At4g23300 protein kinase family protein - - 56 - - 33 - - - - - -

At5g20050 protein kinase family protein 2,8 2,1 102 25 - 9,6 - - 3,1 - - -

At5g24430 calcium-dependent protein kinase CDPK 6,5 2,1 66 40 22 68 28 - 2,1 37 - -

At5g39020 protein kinase family protein - 23 39 - 2,1 60 - 22 - - - -

At5g61560 protein kinase family protein 2,5 2,5 21,5 21 22 234 - - 75 32 - 2,2

Proteinphosphatase

At2g40180 protein phosphatase 2C - - - - - - - 11,8 128 - - -

disease resistance like genes

Atlgl1310 seven transmembrane MLO family protein 2 (MLO2) MLO2 4,6 46 23 26 47 30 - 32 - - - -

At3g45290 seven transmembrane MLO family protein 3 (MLO3) MLO3 - - 77 - - 85 - - - - - -

Atlg61560 seven transmembrane MLO family protein 6 (MLOG6) MLO6 16,0 163 - 7,5 199 - 4,6 17,0 15,6 3,0 - -
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At2g39200 seven transmembrane MLO family protein 12 (MLO12) MLO12 7,0 6,6 817 65 57 918 - 24 63 7,0 2,6 42
At1g22900 disease resistance-responsive family protein 2,0 - - 2,0 - - - - 37 28 - -
Atlg55210 disease resistance response - - - - - 46 - - 44 25 - -
Atlg57630 disease resistance protein (TIR class) 2,6 29 92 23 32 27,7 2,0 - 6,0 - - -
At1g63350 disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) - - - - - - - - 2,5 - - -
At1g65390 disease resistance protein (TIR class) 36,8 - 522 243 - 229 7,0 - - 3,0 - 2,5
At1g66090 disease resistance protein (TIR-NBS class) 5,7 32 93 43 3,7 33,7 21 2,6 6,1 3,7 - -
At1g72900 disease resistance protein (TIR-NBS class) - - - - 2,1 - - 3,0 21 - - -
At1g72920 disease resistance protein (TIR-NBS class) - - - - 2,7 - - 26 - - - -
At2g32140 disease resistance protein (TIR class) - - - - - - - 2,1 - - - -
At2g32680 disease resistance family protein - 51 - - 33 29 - 36 - - - -
At3g04220 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) - - - - 23 22 - - 2,6 - - -
At3g05370 disease resistance family protein 2,0 23 - - 24 - - 2,1 - - - -
At3g48090 disease resistance protein (EDS1) EDS1 - 33 - - 30 - - 29 - - - -
At3g50480 broad-spectrum mildew resistance RPW8 family protein RPW3 2,1 2,7 53 20 23 62 20 - 3,1 - - -
At4g09420 disease resistance protein (TIR-NBS class) - - 72 - - 55 - - - - - -
At5g22690 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) - 33 - - 37 - - 24 - - - -
At5g41740 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) 49 23 3,0 40 24 80 20 - 3,1 32 - -
At5g44910 TIR domain-containing protein - - - - - - 4,6 - 58 - - -
At5g58120 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) - - - - - - - - 33 - -
Path /Abwehr-beteiligte Gene
At1g02360 Chitinase - 23,0 19,8 - 20,0 44,7 160 11,6 152 - - 2,1
At2g43570 Chitinase 3,0 - - 2,0 - - 2,0 - 18,8 2,1 - -
At2g43590 Chitinase 2,6 85 36 - 10,3 14,7 - 88 199 - - -
At2g43620 Chitinase 2,1 47 51 - 46 56 - - - - - -
At3g47540 Chitinase - - - - - - - 2,1 24 21 - -
At3g54420 class IV chitinase (CHIV) 2,3 2,0 23,5 26 2,1 143 - - 57 28 - 2,9
At4g01700 Chitinase 184 83 225 75 69 255 57 45 50 57 - 2,1
Atlg65610 endo-1,4-beta-glucanase, putative / cellulase 2,8 33 57 - 33 114 - - 52 - - -
Atlg51680 4-coumarate—CoA ligase/ synthase 1 (4CL1) 4CL1 9,2 - 2,5 15 - 43 6,1 - 2,1 40 - -
At3g21230 4-coumarate—CoA ligase/ synthase (4CL) 4CL 13,9 22 98 8,6 24 244 57 - 47 9.8 2,0 -
At3g21240 4-coumarate—CoA ligase/ synthase 2 (4CL2) 4CL2 - 34 - - 26 24 - 2,1 27 - - -
Atlg65690 harpin-induced protein-related / HIN1-related HINI-like 4,3 10,6 - 4,0 12,1 - 2,0 8,1 151 3,0 - 35
At2g35980 harpin-induced family protein (YLS9) / HIN1 family protein HIN1 - - - - - - 4,6 6,5 112,0 - - -
At2g37040 Phenylalanine ammonia-lyase 1 (PAL1) PAL1 53 2,1 70 49 2,1 9,5 43 - 39 32 - -
At3g53260 Phenylalanine ammonia-lyase 2(PAL2) PAL2 4,0 - - 32 - 51 32 - 38 28 - -
At1g80820 cinnamoyl-CoA reductase - 6,0 - - 75 - 35 35 - - 2,1 -
At5g14700 cinnamoyl-CoA reductase-related 9,2 53 30 26 85 91 28 155 34 4,0 24 -
At3g02840 Immediate-carly fungal elicitor family protein - 6,0 - - 8,6 - 3,7 52 86 - - 2,1
At1g33960 avirulence-responsive protein / avirulence induced gene (AIG1) AIG1 - - - - - 44 - - 79 - - -
At3g28930 avrRpt2-induced AIG2 protein (AIG2) AIG2 - - - - - 2,1 - - 30 - - -
At4g39030 enhanced disease susceptibility 5 (EDS5) EDS5/SID1 - - - - - 49 - - 4,7 - - -
salicylic acid induction deficient 1 (SID1)
Atlg74710 Isochorismate synthase / mutase ICS (SID2) - - - - - 79 - - 59 - - -
At3g26830 cytochrome P450 71B1 (CYP71B15) PAD3 PAD3 - - - - - - - - 64,8 23 - -
At5g05730 anthranilate synthase, alpha subunit, component I-1 (ASAT) ASAL - - - - - 42 - - 43 - - -
At3g54640 tryptophan synthase, alpha subunit (TSA1) TSAl - - 24 - - 42 - - 33 - - -
At4g39950 cytochrome P450 79B2, putative (CYP79B2) CYP79B2 - - - - - 3,1 - - 46 - - -
At3g45640 mitogen-activated protein kinase (MPK3) MPK3 2,6 36 - - 35 25 - 2,1 - - - -
Atlg01560 mitogen-activated protein kinase (MPK11) MPKI11 8,0 56 3,1 26 56 87 26 39 28 - - -
At2g26560  patatin 9,2 16,1 - 5,7 172 7,5 49 96 - 2,8 - -
At5g64120 peroxidase 32 43 255 37 35 267 - - 33 43 - 3,0
At5g39580 peroxidase 11,3 10,3 - 9,2 93 - 4,0 - 484 8,0 - -
At3g49120 peroxidase - - 21 - 20 27 - 2,1 31 - - -
At4g37530 peroxidase - - 7,1 - - 8,7 - - 28 - - -
Atdgl11850 phospholipase D y 1 PLDy - 39 - - 45 32 - 28 25 - - -
At5g44420 plant defensin protein (PDF1.2a) PDFl.2a - - - - - - - - 40 - - -
At2g26020 plant defensin-fusion protein (PDF1.2b) PDF1.2b - - - - - - - - 4,5 - - -
At5g06860 polygalacturonase inhibiting protein 1 (PGIP1) PGIPI - - 58 - - 51 - - 30 - - -
At3g22600 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) 53 - 25 25 - 40,1 2.8 6,4 650 - - -
At4gl12470 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) - - 64 - - 55 - - - - - -
At4g12480 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) - - 92 - - 81 - - - - - 2,3
At4gl2490  protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) - - 398 - - 356 - - 4,1 - - 79
At4g12500 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) - - 2079 - - 2232 - - 6,8 - - 6,0
At4g22470 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) - 23 208 - 24 13,0 - - - - 3,1 36
At5g47910 respiratory burst oxidase protein D (RbohD) / NADPH oxidase RbohD 9,8 2,0 - 4,9 24 36 3,0 24 24 65 - -
At1g64060 respiratory burst oxidase protein F (RbohF) / NADPH oxidase Rboh F - - - - - 30 - - 2,1 - - -
At3g06300 oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase 25 - 29 21 2,1 34 - - 2,1 - - -
At3g08710 thioredoxin 49 24 - 2,5 24 21 25 23 - - - -
Proteinabbau
Atlg66160 U-box domain-containing protein 6,5 22 85 40 2,1 33,9 20 - 59 7,0 - -
At2g35930 U-box domain-containing protein 19,7 42 1003 9,8 4,0 1324 4,0 - 1,6 149 2,1 21
At3g52450 U-box domain-containing protein 17,1 46 - 12,1 41 - 2,8 22 50 49 - -
Atlgl5670 kelch repeat-containing F-box family protein - 45 17,8 - 3,6 145 - - 35 - - -
At5g43190 F-box family protein (FBX6) FBX6 2,1 - 36 - - 51 - - 22 - - -
Transkriptionsfaktoren
At1g62300 WRKY family transcription factor 6 WRKY 6 25 70 59 21 81 156 - 47 55 25 - -
At1g80840 WRKY family transcription factor 40 WRKY 40 4,0 34 97 28 3,1 233 - 2,7 46 32 - -
At2g23320 WRKY family transcription factor 15 WRKY 15 2,5 3,0 47 20 35 79 - 2,1 34 23 - -
At2g24570 WRKY family transcription factor 17 WRKY 17 10,6 9,1 21,7 10,6 7.8 13,0 3,0 37 36 86 - -
At2g38470 WRKY family transcription factor 33 WRKY 33 43 2,6 85 32 3,6 352 - 24 54 35 - -
At2g46400 WRKY family transcription factor 46 WRKY 46 - - 45 - - 87 - - 36 - - -
At4g01250 WRKY family transcription factor 22 WRKY 22 106 25 - 9,2 23 - - - 74 106 - -
At4g01720 WRKY family transcription factor 2,1 2,6 10,7 - 2,1 96 - - - - - 2,0
At4gl18170 WRKY family transcription factor 28 WRKY 28 3,2 7,1 84 23 7,1 219 - 28 81 23 - -
At4g24240 WRKY family transcription factor 7 WRKY 7 - 36 157 28 2,8 10,6 - - 23 23 - -
At4g31550 WRKY family transcription factor 9,2 29 68 7,0 32 54 21 - - 5,7 - -
At4g31800 WRKY family transcription factor 18 WRKY 18 - - 2,1 - - 41 - - 2,7 - - -
At5g24110 WRKY family transcription factor 30 WRKY 30 - - - - - - - - 153 - - 55
At5g46350 WRKY family transcription factor 8 WRKY 8 6,1 - 6,1 3,5 - 15,3 3,0 - 10,3 23 - -
At5g49520 WRKY family transcription factor 48 WRKY 48 3.0 - 12,8 23 - 19,8 - - 29 3.0 - 2,1
At3g23250 Myb family transcription factor 15 MYBI15 13,0 32 281 92 35 538 53 - 47 35 2,5 -
Atlg64380 AP2 domain-containing transcription factor - - 37 - - - - - - - 2,1 -
At1g68840 AP2 domain-containing protein RAV2 - 2,6 188 - 2,6 208 - - 24 - - -
At3g50260 AP2 domain-containing transcription factor - - 64 - 21 75 - - - 25 - -
At5g61890 AP2 domain-containing transcription factor 23 2,1 122 - - 114 - - 6,7 - - 2,4
Hormonhaushalt
At2g37040 Phenylalanine ammonia-lyase 1 (PAL1) PAL1 53 2,1 7,0 49 2,1 95 43 - 39 32 - -




3 Ergebnisse

At3g53260 Phenylalanine ammonia-lyase 2(PAL2) PAL2 4,0 - - 32 - 51 32 - 38 28 - -

At4g39030 enhanced disease susceptibility 5 (EDS5) EDS5/SID1 - - - - - 49 - - 4,7 - - -
salicylic acid induction deficient 1 (SID1)

Atlg74710 Isochorismate synthase / mutase ICS1/SID2/ - - - - - 79 - - 59 - - -

EDS16

Atlg01480 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 2 / ACC1 2,0 4,5 - - 51 - - 28 - 2,3 - -
ACC synthase 2 (ACS2)

Atlg05010 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase / ACC oxidase / EATI1 - - - - - 34 - - 2,1 - - -
ethylene-forming enzyme (ACO) (EATI)

Atdg11280 I-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 6 / ACC synthase 6 (ACS ACS6 2,6 - 28 21 - 72 - - 62 4,0 -

Atlg05710 ethylene-responsive protein - 2,1 37 - 2,6 11,1 - - 39 - -

At1g09740 cthylene-responsive protein - - - - - - - - 25 21 -

At4g17490 ethylene-responsive element-binding protein - 94 - - 6,5 - 42 - - -

At5g44210 ethylene-responsive element-binding factor 9 (ERF9) ERF9 - - 62 - - 2,8 - - -

At5g47230 ethylene-responsive element-binding factor 5 (ERF5) ERF5 43 34 - 2,1 50 68 - 24 3,1 43 -

At5g54510 Auxin-responsive GH3 protein DFL-1 32 - 44 25 - 8,1 2,8 - 48 28 -

andere

At2g39530 integral membrane protein 8,6 - - 6,1 - - 3,7 - 22,7 43 - 4,8

Atdgl5610 integral membrane family protein - - 87 - - 88 - - 23 - - 24

At3g01830 putative calmodulin-related protein 7,5 3,7 289 53 43 653 28 3,1 46 3,7 23 22

Angegeben sind die Verhiltnisse der skalierten und normaliersten Signalstirken von PAMP-behandelten Proben
und den dazugehorigen Kontrollen fiir die Expression in Pflanzen (gemittelt von drei unabhéngigen
Experimenten) und Protoplasten (erstes Experiment). Expressionsédnderungen, die kleiner als zweifach zwischen
PAMP-Behandlung und Kontrolle waren, sind durch ein (-) gekennzeichnet.

Von den 186 Genen, die in dieser Tabelle gegeniiber gestellt sind, wird die Expression von
116 (62 %) dieser Gene sowohl in Pflanzen als auch in Protoplasten durch die Zugabe von PAMPs
erhoht. Die Expression der restlichen 70 Gene wird nur in Pflanzen induziert. Von den hier ausge-
wihlten Genen wird keines nur in Protoplasten verstérkt transkribiert. Die Tabelle zeigt auch deutlich,
dass die meisten Gene (173) PAMP-unspezifisch und im Gegensatz dazu nur 13 (7 %) PAMP-
spezifisch reguliert werden. Davon werden zehn nur durch NLPp,, zwei durch HrpZpg,, und eins durch
flg22 beeinflusst.

3.2.2 VERGLEICH DER PAM P-INDUZIERTEN GENEXPRESSION IN PETERSILIE
UND ARABIDOPSIS

Sowohl in Petersilie als auch in Arabidopsis thaliana konnte durch den Einfluss der PAMPs
Pepl3 oder flg22, HrpZpgn, NLPp, und LPS generell die Expression eines breiten Spektrums an
Genen, die in mogliche Signalwege von Abwehrreaktionen involviert sind, aktiviert werden. Da es
aufgrund des nichtsequenzierten Genoms von Petersilie sehr schwer war, die Verdnderungen im
Transkriptom beider Organismen durch die Behandlung mit PAMPs zu vergleichen, wurde eine
Auswabhl an induzierten Genen (ca. 2/3 davon sind putative Proteinkinasen) aus Petroselinum crispum

getroffen, deren Expression der der Homologen aus Arabidopsis thaliana gegeniiber gestellt wurde.

Die in Tabelle 3-6 aufgefiihrten Gene lassen sich in drei Gruppen einteilen, die von der Anzahl
etwa gleich groB sind, ndmlich (1) Gene, deren Expression in Blittern und Protoplasten von
Arabidopsis induziert wird, (2) Gene, die entweder hauptsichlich in den Bléttern oder in den
Protoplasten verstirkt transkribiert werden oder (3) Gene, deren Expression sich weder in Blattern
noch in Protoplasten erhoht, sondern konstitutiv ist oder reprimiert wird. Den Gruppen 1 und 2 sind
auch die in Kapitel 3.2.4 beschriebenen ,,Ausgewihlten Gene* zugeordnet. Daraus folgt, dass ca. 2/3
der in Petersilie durch HrpZpg,,, NLPp, oder LPS induzierten Gene (von den hier betrachteten) auch in
Arabidopsis durch diese PAMPs beeinflusst werden, also artiibergreifend konserviert sind. Dies zeigt,
dass nur etwa 1/3 der Antworten eines Transkriptoms auf die Behandlung mit PAMPs artspezifisch

sind.
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Tabelle 3-6: Vergleich der Genexpression nach PAMP-Behandlung in Petersilie und Arabidopsis.

Quelle Yvonne Gébler NASC Arrays-AtGenExpress: PAM P-Behandlung Jen Sheen
Array-Typ cDNA-AFLP/Macroarray/RT-PCR Affy ATHI Affy ATH1
Material Petroselinum crispum - Zellkulturen Arabidopsis thaliana - Infiltrierte Bltter Arabidopsis thaliana - Protoplasten
Behandlung Pepl3  HIpZpg, NLPp, LPS flg22 HIPZpgy, GST-NLPy, LPS fIg22 | HIrpZpgy | GST-NLPy, | LPS
Konzentration 100nM  500nM  50nM 25 pg/ml 1 uM 1 uM 2uM 100 pg/ml
Dauer 1h 4h 1h 4h 1h 4h 1h 4h 1h 1h 1h 1h
AFLP-Fragment | AGI Code | |

Ausgewdhlte Gene

pe2s A2¢39530
pe36 A©2402220

pe255-2-3 At5241990

pe2s8 A3g25250

pedg2-2 At4g33920

pesi-4 At4g21390

pes27-1 At5225930

pe624-4 At5267080

pe629-1 At1g74360

Gene, deren Exp

pe68 A2g17220 16 10

poss-1-1 A©2g29110 15 16

pe207-3 Atlgl6670 15 11

pe3so-3 At3209830 15 11

pesad At4g31000 1,0 11

pe675-1 ABg57120 11 1,0

pe787-2 A©2¢26190 12 1,1

o834 At1g74740 18 1,0

Gene, deren Expi

pel39-3 AB3g04690 13 1.0 10 10 1.0
pel68-2 A2g18470 19 10 10 10 10
pe246-1 AB3g61510 11 10 10 10 10
pe322 At5¢35960 13 10 10 10 10
pe347-2 At4922030 + 13 10 10 10 10
pedsi-1 A2¢32850 + 11 10 10 10 14
pess0-1-3 At543730 + 18 10 10 10 1.0
pessi-3 Atlgs6145 + 11 10 10 10 10
pe607-2 At1g19390 + 16 10 10 10 10
pe661-2:pe219-3  [At4g27300 + 14 10 10 10 10
pe701-2-1 167000 + 17 10 10 10 10
pe797-1 AB3g10660 + 12 10 10 10 10
pes09-2 AB322750 11 13 10 10 15
pe2282 A3g05840 + 11 11 L1 15 10 14 11 BN

pe230-4 A3g20860 + 13 11 14 11 12 1,1 14

pe239-2 At5¢47910 + + 14 12 13 14 15 11 11 -1

Gene, deren Expression in Arabidopsi. 1 hend unbeeinfl ist

pel80-3 AB3g51550 + 14 12 13 13 3 11 11 1.0 1.0 10 10 1.0
pel98-2 At5240540 + 14 13 15 1,0 12 13 13 11 10 10 10 1.0
pe263-1 At1g06840 11 1,0 1,1 16 12 11 1,0 11 10 19 10 10
pe276-1 A©2¢28590 14 12 13 13 13 11 13 1,0 10 10 10 10
pe3ls At1g19300 L1 14 12 12 13 L1 1.0
pe349-13pe792-2  [At4g27290 18 1,6 14 16 13 14 10 1,0 10
pe3so-4 A2g17480 14 15 12 16 11 10 14 13 17
ped14-1-2 At5249660 12 16 13 19 11 1.0 1,0 10 10 10
ped17-4 At5201820 11 11 12 14 12 13 17 10 13 15
ped92-2 At3g17840 13 [E s EEm e L1 10 1.0 10 1.0
pesia-1 At4g18710 1,1 12 13 12 11 13 14 12 10 10
pes28 At5252510 14 11 1 10 11 1,0 1,0 1,7 10 13
pessa-2 A3g25800 11 13 12 14 11 10 10 10 10 12
pes6s-1 At4g35030 11 16 14 12 12 10 10 10 1.0
pe822-3 At5201850 1,0 12 1,1 13 12 1,0 1,0 1,0 1,0 10

-fache Anderungen (Arabidopsis)

zwischen 1,5 und 1,9 zwischen -1,5 und .1,9

In Petersilie Induktion durch:
AFLP oder Macroarray (MA)
oder RT-PCR

3.2.3 UNTERSUCHUNG EINER POTENTIELLEN PAMP-AKTIVITAT VON PEP13

IN ARABIDOPSIS THALIANA

In voran gegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass Pepl3 fiir das Hervorrufen vielféltiger
Abwehrreaktionen in Petersilie (Blume et al, 2000; Hahlbrock et al., 1995; Kroj et al., 2003;
Niirnberger et al., 1994) und in Kartoffel (Brunner et al., 2002) verantwortlich ist. Bisher konnte nicht
dargelegt werden, dass Pep13 auch eine PAMP-Aktivitit in Arabidopsis thaliana hat.

Um herauszufinden, ob die Zugabe von Pepl3 Auswirkungen auf die Genexpression in
Arabidopsis thaliana hat, wurden Col-0-Pflanzen mit 100 uM Pep13 infiltriert und nach 4 h geerntet.
Die aus den Blittern isolierte RNA wurde fiir Expressionsstudien mittels Affymetrix ATH1-Arrays
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eingesetzt. Die Experimente wurden nur zweimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt. Um einen
Uberblick zu bekommen, wurden die gewonnenen Ergebnisse mit denen der AtGenExpress-Initiative
(siche Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2) in einem Venn-Diagramm zusammengefasst (siche Abbildung
3.10). Diesem Diagramm zufolge wurde durch Pepl3 eine ganze Reihe an Genen induziert, deren

Expression auch durch die anderen PAMPs angeregt wurde.

132

NLP,

Abbildung 3.10: Vergleich der durch Pep13 und weiterer PAM Ps hervorger ufenen Induktion der
Genexpression in Arabidopsis.

Gezeigt ist in einem Venn-Diagramm jeweils die Anzahl der Gene, deren Expression nach 4 h PAMP-
Behandlung in Arabidopsis-Bléttern nach cDNA-Microarray-Analyse durch einen oder mehrere PAMPs
induziert war. Die Auflistung der entsprechenden Gene ist in Tabellen 7-92 bis 7-114 des Zusatzmaterials zu
finden.

Da die bei den Microarray-Experimenten eingesetzte Konzentration von 100 uM Pepl3
ziemlich hoch war, sollte mit Hilfe von semiquantitativen RT-PCRs und zwei in Petersilie inaktiven
Strukturanaloga von Pepl3 iiberpriift werden, ob die Induktion selektiver Markergene von Pepl3
selbst stammt. Die inaktiven Strukturanaloga sind auf AS-Austausche an Positionen 2 oder 5 des
Peptids durch Alanin zuriickzufiihren (VWNQPVRGFKVYE). Als Markergene dienten Gene, die in
der Arbeitsgruppe charakterisiert werden und eine ausgepragte Transkripterhohung nach Behandlung
mit PAMPs oder Pathogenen aufweisen. Als Positivkontrolle wurden deshalb Arabidopsis-Blatter
neben Pepl3 und seinen inaktiven Peptiden auch mit flg22 behandelt. Abbildung 3.11-A zeigt eine
pragnante Erhdhung der DRK4a- (Atlg51820), DRK6- (At5g25930) und IMP- (At2g39530)
Transkripte durch 1 uM flg22 nach 2 und 4 h. Ebenso scheint die Expression dieser Markergene durch
Zugabe von 1 uM oder 100 uM Pep13 aktiviert zu werden. Diese Expressionerhdhung wird jedoch
weitestgehend auch durch Infiltration der inaktiven Strukturanaloga A2 und A5 hervorgerufen.
Deshalb ist die Aktivierung dieser Gene nicht eindeutig auf Pep13 zurilickzufiihren.

Ein typisch PAMP- oder pathogeninduziertes Gen ist PRI (pathogenesis-related). Seine
Induktion sollte mit Hilfe einer transgenen PR1::GUS-Linie (Shapiro and Zhang, 2001) durch eine
histochemische GUS-Firbung nachgewiesen werden. Dazu wurden Blétter der PR1::GUS-Linie mit
100 uM Pep13 infiltriert, nach 24 h geerntet und anschlieBend histochemisch die GUS-Enzymaktivitit
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gezeigt. Als Kontrollen dienten H,O (Negativkontrolle) und flg22 (Positivkontrolle). In Abbildung
3.11-B erkennt man aufgrund der intensiven Blaufiarbung der Blétter, dass nach flg22-Behandlung
verstarkt PRI gebildet wurde. Im Gegensatz dazu sieht man bei der H,O-Infiltration keine PRI-
Aktivierung. PRI wird also nicht durch Verwundung induziert. Bei der Behandlung mit Pep13 sieht
man eine leichte Blaufiarbung der Blitter, was heiflt, dass PRI geringfiigig induziert wird.

A.  HO0 flg22 Pepld Pepl3s A2 A2 A5 A5 [
IpM  IpM  100pM  1pM  100pM  1pM 100 pM Kontrolle fige2 Pep13
24 24 24 24 24 24 24 24
DRK4a [#%  wmiu % " Wm v mew emis ewe

DRKG | - —— o e ! | v *
- & >

EFI(Z‘-- -_—- T e e - -—a- @ w-—ea --‘

C.

Extrazellularer pH

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [min] [—+— Kontrolle —=— fig22 —a— Pep13]

1M Pepl3 10 uM Pep13 100 uM Pep13

Abbildung 3.11: Analyse von Pep13-Reaktionen in Arabidopsis.

A.: Elicitorinduzierte Transkriptakkumulation. Arabidopsis-Blétter (Col-0) wurden 2 und 4 h nach Infiltration
von H,0, flg22, Pepl3, oder den inaktiven Strukturanaloga von Pepl3 A2 (Austausch von W zu A) oder AS
(Austausch von P zu A) geerntet, die RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und diese in eine PCR mit
markergenspezifischen Primern eingesetzt. Als Ladekontrolle diente der konstitutiv exprimierte Elongations-
faktor EF'la.

B.: Expression des PRI::GUS Reportergens. Arabidopsis-Blétter der transgenen PR1::GUS-Linie wurden 24 h
nach Infiltration von 100 pM Pepl3 geerntet und einer GUS-Féarbung unterzogen. H,O- und 1 uM flg22-
Behandlung dienten als experimentelle Kontrollen.

C.: Keimung von Arabidopsis-Samen in der Gegenwart von Pepl3. Samen vom Arabidopsis-Okotyp Col-0
wurden auf sterilem 2 MS-Medium angezogen, dem nichts (Kontrolle), 1 pM flg22 oder verschiedene
Konzentrationen an Pepl3 (1, 10 oder 100 uM) zugesetzt wurde. Fotos wurden 13 Tage nach Aussaat
aufgenommen.

D.: Extrazelluldre Alkalisierung. Gemessen wurde der pH-Wert des Mediums nach Zugabe von 100 uM Pep13
(pHS), 1 uM flg22 (Positivkontrolle) oder H,O (Negativkontrolle) zu Arabidopsis-Zellsuspensionskulturen
(Ler).

flg22 und EF-Tu inhibieren das Wachstum (Gomez-Gomez and Boller, 2000; Zipfel et al.,
2006). Um zu iiberpriifen, ob das Wachstum oder die Entwicklung von Arabidopsis durch das
Vorhandensein von Pepl3 beeinflusst wird, wurden oberflichensterilisierte Samen auf 2 MS-Agar,
der unterschiedliche Konzentrationen an Pep13 und flg22 — als Positivkontrolle — enthielt, ausgesat
(Gomez-Gomez and Boller, 2000). In Abbildung 3.11-C ist deutlich zu sehen, dass das Wachstum der
Pflanzen, die auf flg22 wachsen, eingeschrénkt ist. Im Gegensatz dazu wachsen die Pflanzen auf dem

> MS-Agar, der unterschiedliche Pep13-Konzentrationen enthélt, so wie die Pflanzen auf > MS-Agar
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ohne Zusatz. Pepl3 scheint also keinen Einfluss auf das Wachstum oder die Entwicklung von

Arabidopsis-Keimlingen zu haben.

Verinderungen der lonenstréme von H', Ca*", K" und CI iiber die Plasmamembran gehoren
zu den ersten detektierbaren Ereignissen, nachdem Petersiliezellen mit verschiedenen Elicitoren
behandelt wurden (Niirnberger et al., 1994). Hier wurden Arabidopsis Ler-Zellsuspensionskulturen
mit 100 uM Pep13 behandelt und kontinuierlich der pH des Mediums gemessen, um die extrazellulédre
Alkalisierung zu verfolgen. Als Kontrollen dienten zum einen Wasser und zum anderen 1 uM flg22
(Positivkontrolle). Wie in Abbildung 3.11-D zu sehen ist, bewirkt eine Zugabe von Pepl3 (100 uM)
keine Erhohung des extrazelluldren pH-Wertes, die Zugabe von flg22 dagegen schon. Das gleiche
Resultat wurde auch durch Zugabe von 1 uM Pep13 erreicht (Daten nicht gezeigt).

Pep13 scheint demnach keine typischen Abwehrreaktionen in Arabidopsis thaliana hervorzu-
rufen. Da gezeigt wurde, dass die Expression einiger Markergene auch durch die inaktiven Struktur-
analoga erhoht wurde (Abbildung 3.11), gehen die in den Arrays induzierten Gene wohl eher auf die
hohe Konzentration der Pep13-Ldsung und des damit verbundenen niedrigeren pH-Werts zuriick, als
auf eine PAMP-Wirkung von Pep13 (siehe Abbildung 3.11-A).

3.24 AUSWAHLKRITERIEN FUR GENE ZUR FUNKTIONELLEN ANALYSE IN
ARABIDOPSISTHALIANA

Da die funktionelle Analyse der ausgewéhlten Gene in Petersilie durch Geninaktivirung nicht
erfolgreich verlief, und in Abschnitt 3.2.2 festgestellt wurde, dass erstens zu den meisten cDNA-
AFLP-Fragmenten aus Petroselinum crispum Homologe in Arabidopsis existierten und zweitens die
Expression der meisten Kandidatengene auch in Arabidopsis beeinflusst wurde (siche Tabelle 3-6),
sollte die funktionelle Analyse mit Hilfe von T-DNA-Insertionslinien in Arabidopsis thaliana
vorgenommen werden. Basierend auf den Ergebnissen der A¢tGenExpress-Initiative wurden Gene
ausgewdhlt, deren Expression durch PAMPs stark induziert war und die mdglicherweise in die
Mechanismen der Signalaufnahme und -weiterleitung involviert sein konnen (siehe Tabelle 3-6 unter

»Ausgewihlte Gene®).

Diese Gene kodieren ein integrales Membranprotein (pc25, At2g39530), drei LRR-RLKSs
(pc36, At2g02220; pc527-1, At5g25930 und pc629-1, Atlg74360), drei Proteine, die zur Familie der
Proteinkinasen gehdren (pc255-2-3, At5g41990; pc258-1, OXI1, At3g25250 und pc624-4,
At5g67080), eine Proteinphosphatase der Klasse 2C (pc482-2, At4g33920) und eine S-Locus
Lectinproteinkinase (pc512-3, At4g21390). Fiir alle cDNA-AFLP-Fragmente war durch mindestens
eine Methode eine Expressionserhohung ersichtlich (siehe Tabelle 3-6). Die entsprechende Expres-
sionserhohung in den Arabidopsis-Homologen verlief bis auf die Behandlung mit LPS noch ausge-
pragter und weitestgehend auch in beiden Systemen (Blétter und Protoplasten) gleich ab. Ausnahmen
waren hier die Proteinkinasen Atg541990 und At5g67080, deren Expression in Protoplasten nicht

verstarkt wurde.
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3.3 FUNKTIONELLE ANALYSE IN ARABIDOPSIS THALIANA

Fiir die funktionelle Analyse der in Kapitel 3.2.4 genannten Gene in Arabidopsis thaliana
wurden zunédchst T-DNA-Insertionslinien herausgesucht und vom SALK-Institut (Alonso ef al., 2003)
oder vom L ’institute national de la recherche agronomique (INRA) (Samson et al., 2002) bezogen. T-
DNA-Insertionslinien sind ein wichtiges Werkzeug in der funktionellen Analyse. Durch das Einfiigen
einer T-DNA in das zu untersuchende Gen kann es funktionsuntiichtig werden. Es kann daraufhin
untersucht werden, welchen Einfluss das Fehlen des Genprodukts auf die Entwicklung der Pflanze und
andere Prozesse, wie z.B. die Signaliibertragung und -weiterleitung, hat. Um zu sehen, ob das Ein-
bringen der T-DNA-Insertion erfolgreich war, werden Genotypisierungen vorgenommen. Die fiir die
Genotypisierung notwendige genomische DNA wurde nach dem Edwards-Protokoll (siche Kapitel
2.2.5.1) aus den zu testenden Pflanzen gewonnen. Zum Beweis der Homozygotie miissen zwei PCR-
Reaktionen mit unterschiedlichen Primerpaaren durchgefiihrt werden. Das erste Primerpaar bindet
genspezifisch und schlieft die vorhergesagte T-DNA Insertionsstelle ein. Das zweite Primerpaar
bindet mit einem Primer spezifisch in der T-DNA und mit dem anderen genspezifisch (siche
Abbildung 2.1, Primersequenzen siche Anhang B, Tabelle 7-4).

Erhédlt man nur in der PCR-Reaktion mit dem T-DNA-spezifischen Primer ein Produkt, so ist
die getestete Pflanze flir die T-DNA-Insertion homozygot. Erhédlt man ein PCR-Produkt nur in der
PCR-Reaktion mit den genspezifischen Primern, dann besitzt die Pflanze keine T-DNA-Insertion
zwischen den Primern. Ist in beiden Reaktionen ein Produkt zu erkennen, dann ist die Pflanze

beziiglich des WT-Gens heterozygot.

Tabelle 3-7: Statusder T-DNA-Insertionsinien.

AGI Code Beschreibung ko-Linie Homozygote ko (T3) Homozygote ko (T4)

Atlg74360 LRR-RLK Flag 234E06  ja ja

At2g02220 LRR-RLK (AtPSKR1) N508585 ja ja
N506900 ja ja
Flag 407D02  heterozygot ja

At2g39530 Integrales Membranprotein Flag 436B11 heterozygot ja

At3g25250  PK family protein (OXI1) --

At4g21390  S-locus lection PK family N647359 nein

protein N647351 ja ja

At4g33920 PP2C family protein N635730 heterozygot ja
N539779 ja ja

At5g25930 LRR-RLK (DRK6) N856397 ja ja

At5g41990  PK family protein N603318 ja ja
N524887 heterozygot ja
Flag 578A06 ja ja

At5g67080  PK family protein --

Tabelle 3-7 gibt zusammenfassend einen Uberblick iiber den Status der den ausgewihlten
Genen (Tabelle 3-6) entsprechenden T-DNA-Insertionslinien. Die LRR-RLK At5g25930 (DRKO6)
wird von einer Mitarbeiterin des Labors bearbeitet. In den nidchsten Abschnitten werden die Analysen
des integralen Membranproteins (At2g39530, siche Kapitel 3.3.1) und der LRR-RLK At2g02220
(siche Kapitel 3.3.2) betrachtet.
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3.31 UNTERSUCHUNGEN ZzUM IMP

Fragment 25 aus Petersilie und auch sein Klon mit der vollstindigen Lénge zeigten
Homologie zu einem integralen Membranprotein (IMP, At2g39530) aus Arabidopsis thaliana. Uber
dieses Protein ist noch nicht sehr viel bekannt. Es besteht aus einer Doméne unbekannter Funktion
(DUF588). Sie besitzt ein konserviertes Arginin und eine konservierte Asparaginsiure, die zusammen

ein aktives Zentrum bilden konnten (EMBL-EBI, InterPro, www.ebi.ac.uk/interpro). Es soll drei

Transmembrandoménen besitzen, wobei der N-Terminus im extrazelluldiren und der C-Terminus im

intrazellularen Bereich zu finden sein soll (siehe auch Abbildung 7.1).

3.3.1.1 EXPRESSIONSANALYSEN DES /IMP

Microarray-Analysen der AtGenExpress-Initiative (siche Abbildung 3.12-A), wobei die Daten
aus dem Digital Northern der Genevestigator-Datenbank (Zimmermann et al., 2004)

(www.genevestigator.ethz.ch) entnommen wurden, zeigten eine hohe Induktion (ca. 95-fach) des /MP-

Transkripts nach vierstiindiger Inkubation mit flg22- und HrpZp,,. Eine leichte Induktion durch diese
Elicitoren war auch schon nach einer Stunde erkennbar. Die Expression des /MP-Transkripts war nach
LPSp,- und NLPp,-Applikation weniger ausgepragt als nach Zugabe der anderen beiden Elicitoren. Es
war aber dennoch eine Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar.
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Abbildung 3.12: Expressionsanalysen des | MP nach Behandlung mit ver schiedenen Elicitoren.

A. Microarray-Analysen: Die absoluten Werte der jeweiligen Signalstidrke wurden aus der Genevestigator-
Datenbank entnommen. Die Mittelwerte der Replikate von jeweils drei unabhingigen Versuchen wurden durch
die Mittelwerte der entsprechenden Kontrollproben dividiert. Die Elicitorkonzentrationen waren wie folgt:
HrpZpgpn (10 pM), GST-NLPp, (1 pM), f1g22 (1 uM) und LPSp (100 pg/ml). Nach 1 und 4 Stunden wurden die
Proben geerntet. Die rote Linie gibt den Grenzwert der signifikanten Induktion an. B. RT-PCR-Analyse: 6-
Wochen-alte Arabidopsis Ws-0-Pflanzen wurden mit 10 uM HrpZpg,n, 10 uM pJC40 (anstatt Wasser), 100 pg/ml
LPSp,, MgCl,/CaCl,, ca. 6 uM NLPp, und dem entsprechendem Kontrollpuffer (anstatt GST: 20 mM Tris,
pH 9,0; 1 mM GSSG; 1 mM GSSH; 1 mM EDTA; 0,005 % Brij) behandelt. Die behandelten Blatter wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten (siche A.) geerntet, RNA isoliert und dann eine RT-PCR durchgefiihrt. Als cDNA-
Ladekontrolle diente die Amplifikation von EF/a, einem konstitutiv exprimierten Elongationsfaktor.
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Auch mit Hilfe von RT-PCRs konnte gezeigt werden, dass HrpZpgn, LPSp, und NLPp, die
Expression des IMP-Transkripts induzieren (siche Abbildung 3.12-B). flg22 konnte in diesen
Versuchen nicht iiberpriift werden, da fiir den spéteren Vergleich von T-DNA-Insertionslinien zum
WT Pflanzen des Okotyps Wassilewskija genutzt wurden, die im Gegensatz zu Columbia-Pflanzen
Flagellin-insensitiv sind (Gomez-Gomez and Boller, 2000).

Des Weiteren wurde untersucht, inwieweit sich die Transkriptmenge des /IMP-Gens nach
Pathogenapplikation verdndert. Dazu wurden zunéichst auch die Microarray-Daten des AtGenExpress-
Projekts [Digital Northern der Genevestigator-Datenbank (Zimmermann et al, 2004;

www.genevestigator.ethz.ch)] ausgewertet (siche Abbildung 3.13-A) und im Anschluss daran die
Ergebnisse mit RT-PCR-Analysen iiberpriift (siche Abbildung 3.13-B). Es wurden der virulente
Bakterienstamm Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000), der avirulente
Bakterienstamm Pst aviRpm1, die Typ IlI-Sekretionsmutante Pst hrcC™ (apathogen) und als Nicht-
wirtspathogen Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph) verwendet.
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Abbildung 3.13: Expressionsanalysen des | MP nach Behandlung mit ver schiedenen Pathogenen.

A. Microarray-Analysen: Die absoluten Werte der jeweiligen Signalstdrke wurden aus der Genevestigator-
Datenbank entnommen. Die Mittelwerte der Replikate von jeweils drei unabhingigen Versuchen wurden durch
die Mittelwerte der entsprechenden Kontrollproben dividiert. Alle Versuche wurden mit 5-Wochen-alten
Pflanzen durchgefiihrt. Die Bakterien wurden mit einer Konzentration von 10® cfu/ml in die Blitter injiziert.
Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden die Proben geerntet und aufgearbeitet. Die rote Linie gibt den Grenzwert der
signifikanten Induktion an. B. RT-PCR-Analyse: 6-Wochen-alte Arabidopsis Ws-0-Pflanzen wurden mit
Bakteriensuspensionen von 10° cfu/ml infiltriert. Als Kontrolle diente 10 mM MgCl,. Die behandelten Blitter
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (siche A.) geerntet, RNA isoliert und dann eine RT-PCR durchgefiihrt.
Als cDNA-Ladekontrolle diente die Amplifikation von EFa, einem konstitutiv exprimierten Elongationsfaktor.

Bei der Auswertung der Microarray-Daten fiel auf, dass die Expression des /MP-Gens nach
Zugabe vom Nichtwirtspathogen Pseudomonas syringae pv. phaseolicola und der apathogenen
Typ III-Sekretionsmutante Pst hrcC nach 24 h besonders hoch ausfiel (Abbildung 3.13). Interessant ist
auch, dass nach Behandlung mit Pst aviRpml die Induktion, die nach 2 h zu sehen war, nach 6 h
aufgehoben ist, jedoch nach 24 h wieder auf dem Niveau von 2 h liegt und dass nach Behandlung mit
Pst DC3000 die anfingliche Expressionserh6hung nach 6 h reduziert wird und sich nicht mehr

wesentlich dndert. Ein dhnliches Ergebnis konnte auch mit den RT-PCRs gezeigt werden. Hier wurden
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allerdings, wie oben schon erwihnt, Pflanzen des Okotyps Wassilewskija genutzt und nicht die des
Okotyps Columbia. Die Expression nach Psph-Zugabe war auch in den RT-PCR-Analysen am
stirksten. Die Pst hrcC -Antwort fiel aber deutlich niedriger aus und der Riickgang der
Expressionssteigerung bei Pst DC3000 hat sich auf 24 h verschoben. Das Phdnomen der Pst avrRpm1-
Behandlung ist in den RT-PCR-Reaktionen nicht zu sehen.

3.3.1.2 ANALYSE VON T-DNA-INSERTIONSLINIEN DES /MP

Um die Funktion des IMP weitergehend zu charakterisieren, sollten Arabidopsis-Linien vom
L’institute national de la recherche agronomique (INRA) (Samson et al., 2002) untersucht werden, in
der das Gen durch Einfiigen einer T-DNA (siche Abbildung 3.14) zerstdrt wurde (siche Kapitel
2.2.5.6). Dadurch ist es moglich, unter verschiedenen Bedingungen Effekte zu studieren, die durch das

Fehlen des Proteins hervorgerufen werden.

Das IMP besteht aus drei Exons und hat insgesamt eine Lange von 986 bp, von denen 537 bp
kodierend wirken, so dass das Protein aus 178 Aminosduren aufgebaut ist. Die vom INRA einge-
fiihrten T-DNAs sollen sich im 2. Exon befinden (sieche Abbildung 3.14). Bevor mit den vom INRA
bestellten Samen gearbeitet werden konnte, musste {iberpriift werden, ob die daraus entstehenden
Pflanzen die Insertion besitzen, sie fiir die Insertion homozygot vorliegen und kein Transkript des /MP

mehr vorhanden ist.

FLAG_436B01
FLAG_436B09
FLAG_436B10
FLAG_436B11

-

100 b
P

Abbildung 3.14: Genstruktur und Lage der T-DNA-Insertionen im IMP-Gen.

Das IMP-Gen ist auf dem Chromosom 2 lokalisiert, besteht aus drei Exons (blau) und hat eine Grofle von
986 bp. Der Insertionsort der T-DNAs ist durch das gelbe Dreieck markiert. 5’-UTR und 3’-UTR sind grau
dargestellt, Introns als Linien zwischen den Exons und Lage und Richtung der genspezifischen Primer werden
durch die Pfeile angegeben (siehe auch Abbildung 7.1 in Anhang C).

Dazu wurden zum einen genomische DNA nach dem Protokoll von Edwards aus den Blittern
isoliert und Genotypisierungs-PCRs durchgefiihrt (siche Kapitel 2.2.5.1 und 2.2.5.6). Diese PCRs
lieBen erkennen, dass nur eine T-DNA-Insertionslinie auch tatsdchlich die Insertion enthielt (Daten
nicht gezeigt, personliche Mitteilung von Dr. Andrea Gust). Darauthin wurde nur noch mit der Linie
FLAG 436B11 weiter gearbeitet, die von nun an imp/-/ genannt wird. Wie in Abbildung 3.15-A zu
erkennen ist, enthdlt diese impi-1 die Insertion, da der T-DNA-spezifische Primer an die DNA
gebunden hat und ein Produkt entstand, was mit der DNA aus den Wildtypbléttern nicht der Fall war.
AuBlerdem sieht man, dass die Insertion in beiden Allelen liegen muss, da bei den Proben der imp1-1-
Linie kein Produkt mit den genspezifischen Primern, die die Insertion umschlieBen, nachzuweisen
war. Die Pflanzen sind also fiir die T-DNA-Insertion homozygot. Als Kontrolle dienten die
Wildtyppflanzen, in denen wiederum nur mit Hilfe der genspezifischen Primer ein Produkt amplifi-

zierbar war.
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Zum anderen wurde aus elicitorbehandelten Pflanzen RNA isoliert, die durch eine Reverse
Transkription in cDNA umgeschrieben und anschliefend in einer PCR mit /MP-spezifischen Primern
amplifiziert wurde. So konnte gezeigt werden (Abbildung 3.15-B), dass das Gen zwar in den Wildtyp-

pflanzen transkribiert wurde nicht aber in den impI-1-Pflanzen.

A. impl-1 WT B. WT impl-1
1 2 1 2 1 2 1 2

Lba + RP | (D mp

LP +RP o - EFla| » - -

Abbildung 3.15: PCR-Analyse zur Genotypisierung (A.) und zum Nachweis der Geninaktivierung (B.).

A.: Genomische DNA wurde aus Bléittern von Ws-0- (WT) und impl-/-Pflanzen isoliert und in
Genotypisierungsreaktionen eingesetzt. Es wurden jeweils zwei Pflanzen (1, 2) ausgewdhlt. Lba = Primer
spezifisch fiir die T-DNA-Insertion, LP und RP = genspezifische Primer. B.: RNA wurde aus jeweils zwei
HrpZpgp-induzierten Pflanzen (4 h) isoliert, in cDNA umgeschrieben und in eine PCR eingesetzt. IMP = IMP-
spezifische Primer. EF/ o= Elongationsfaktor EF [ a~spezifische Primer, als cDNA-Ladungskontrolle.

33.13 PHANOTYPISCHE BESCHREIBUNG

Eine einfache Moglichkeit festzustellen, ob die Ausschaltung des Gens einen Einfluss auf
andere Prozesse hat, ist die makroskopische Betrachtung der impl-I-Pflanzen im Vergleich zum
Wildtyp (Ws-0). Diese zeigten jedoch unter den beschriebenen Wachstumsbedingungen (siche Kapitel
2.2.2.2.2) keinen makroskopischen Unterschied. Sie besafen gleiche Keimungsraten, wuchsen mit
derselben Geschwindigkeit und bliihten zur gleichen Zeit wie WT-Pflanzen. Auch die Auspriagung der
Pflanzenorgane war makroskopisch identisch (Daten nicht gezeigt).

3.3.1.3.1 Bakterienwachstumstest mit Pseudomonaden

Wie anhand der Microarray-Daten und den RT-PCR-Analysen erkennbar war (Kapitel
3.3.1.1), reagierten die Pflanzen auf den Pathogenbefall durch eine verstirkte Bildung des I/MP-
Transkripts. Es war daher nahe liegend, das Verhalten der impl/-I/-Linie unter Pathogenbefall zu
betrachten. Zu diesem Zweck wurde das Wachstum von verschiedenen Pst-Stimmen auf der imp1-1-
Linie im Vergleich zum WT untersucht. Da die Expression des /MP nach Infektion mit allen vier
getesteten Pseudomonas-Staimmen (Pst aviRpm1, Pst hrcC’, Pst DC3000 und Psph) erhoht vorlag, in
dieser Arbeit jedoch nicht alle betrachtet werden konnnten, wurden Blitter der impl-1- und WT-
Pflanzen mit der apathogenen Typ IlI-Sekretionsmutanten Pst hrcC™ und dem Nichtwirtsstamm Psph
inokuliert. Die infizierten Blatter wurden sofort nach Infiltration und au3erdem nach ein, zwei und vier
Tagen geerntet, definierte Bereiche ausgestochen, in 10 mM MgCl, homogenisiert und in Verdiin-
nungsreihen auf LB-Agar-Platten ausgestrichen. Nach 48 h bei 28 °C wurden die gewachsenen
Kolonien ausgezdhlt und die mittlere Bakterienzahl berechnet. Die Versuche mit Pst hrcC™ wurden
viermal mit dhnlichem Ergebnis durchgefiihrt, die Experimente mit Psph aufgrund der Zeit nur
einmal, so dass das Ergebnis als vorldufig zu betrachten ist. Interessant wire es in weiteren Experi-
menten zu untersuchen, wie die impl-1-Pflanzen auf eine Behandlung mit dem virulenten Stamm

Pst DC3000 sowie dem avirulenten Stamm Ps¢ avrRpml1 reagieren.
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Abbildung 3.16 stellt exemplarisch die Auswertung eines Versuchs dar. Es ist erkennbar, dass
das Wachstum der Typ IlI-Sekretionsmutante auf/in den impI-I-Bléttern an allen vier Tagen nicht
deutlich anders verlduft als auf/in den WT-Blattern. Das Ausschalten des /MP scheint also keinen
Effekt auf die Apathogenitét von Pst hrcC™ zu haben.

Pst hrcC- Psph
6,0

5,0

4,0 -

3,0 |

2,0 +

1,0 1

Bakterienzahl (Ig [cfu/cm?])

0,0 -
0 1 2 4 0 1 2 4

Tage nach Infiltration

Abbildung 3.16: Bakterienwachstumsver suche in impl-1-Linien nach Infiltration von Pst hrcC” und Psph.
Die Pflanzen wurden 6 Wochen unter Kurztagbedingungen in Erde angezogen, und pro Pflanze wurden zwei
Blitter mit der entsprechenden Bakteriensuspension (10* cfu/ml) inokuliert. Direkt nach der Inokulation und am
1., 2. und 4. Tag danach wurden die Blitter geerntet und definierte Bereiche daraus ausgestochen. Die
ausgestochenen Bereiche wurden mit einem Handmorser in 10 mM MgCl, homogenisiert und in
Verdiinnungsreihen auf LB-Agarplatten ausplattiert, inkubiert und ausgezdhlt. Angegeben sind der dekadische
Logarithmus der Mittelwerte und deren Standardabweichungen (n=6). 0o =WT (Ws-0), m=impl-I]
(FLAG_436B11-B9).

Auch Psph wichst in den impl-I-Pflanzen nicht signifikant anders als im WT. Als
Nichtwirtsbakterium sollte es sich wie auch die Pst hrcC'-Mutante auf Arabidopsis thaliana nicht
vermehren. Dies ist in Abbildung 3.16 deutlich zu sehen, da sich die Bakterienzahl an den

verschiedenen Tagen nicht wesentlich éndert.

3.3.1.3.2  Einfluss von Pseudomonaden auf die Expression typischer Markergene

Eine andere Mdglichkeit herauszufinden, ob eine Pflanze nach Inaktivierung des /MPs anders
auf Pathogenstress reagiert, besteht darin, sich die Expression verschiedener Gene anzuschauen, die
fiir bestimmte Signalwege typisch sind. PRI (pathogenesis-related, At2g14610) wird als klassischer
Marker fiir die Abwehr in Pflanzen betrachtet (Fellbrich et al., 2002; Zipfel et al., 2004), MPK3
(Mitogen-aktivierte Proteinkinase 3, At3g45640) ist auch an der Abwehrantwort beteiligt (Asai et al.,
2002). Im Vergleich zu PRI kann das MPK3-Transkript schon innerhalb weniger Minuten nach
Pathogen-/Elicitorkontakt nachgewiesen werden (Navarro et al., 2004). MAPKKKI15 ist eine MAP
Kinase Kinase Kinase (At5g55090), die zur MEKK-Unterfamilie gehort (www.arabidopsis.org,
TAIR).
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Abbildung 3.17: Markergenexpression in impl-1-Linien nach Behandlung von Arabidopsis-Blattern mit
ver schiedenen Pseudomonaden.

WT- und impI-1-Pflanzen wurden mit 10® cfu/ml der angegebenen Pseudomonadenstimme und 10 mM MgCl,
infiltriert, nach 2, 6 und 24 h geerntet, die RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und diese in PCRs mit
markergenspezifischen Primern eingesetzt. Als Ladekontrolle diente der konstitutiv exprimierte Elongations-
faktor EF'la.

So wurden impl-1- und WT-Pflanzen mit vier verschiedenen Pseudomonas-Stimmen
infiltriert, die infizierten Blatter nach 2, 6 und 24 h geerntet, in fliissigem Stickstoff eingefroren,
daraus RNA isoliert und RT-PCRs mit Primern von Markergenen durchgefiihrt. In Abbildung 3.17 ist
zu sehen, dass die Expression der MAP-Kinase Kinase Kinase in impI-1-Pflanzen deutlich durch Psph
zu allen untersuchten Zeitpunkten induziert ist. Eine leichte Erh6hung der Genexpression liegt in den
imp1-1-Pflanzen auch nach 2 h nach Pst AvrRpm1- und Pst hrcC-Applikation vor. Bei Pst DC3000-
Zugabe steigt das Expressionsniveau der MAPKKK15 nach 6 und 24 h. Es ist aber kein signifikanter
Unterschied zwischen den WT- und den impI-1-Pflanzen zu sehen. Die Expression der MAP Kinase 3
(MPK3) weist nach Infiltration von Psph nach 6 und 24 h im WT hdhere Werte auf. Bei den anderen
Pathogenen ist kein Unterschied zur MgCl,-Kontrolle sichtbar. In impI-1-Pflanzen ist bei keiner
Pathogeninfiltration eine Differenzierung in der Expression von MPK3 im Vergleich zum WT
erkennbar. Die MPK3-Transkriptbildung scheint in den impl-I-Pflanzen durch die allgemeine
Wundreaktion — hervorgerufen durch die Infiltration und sichtbar in der MgCl,-Kontrolle — verstarkt
zu sein. Die PRI Expression wird ganz deutlich durch Psph nach 24 h hervorgerufen — in impI-1 und
im WT. Die in diesem Absatz getroffenen Schlussfolgerungen miissen in weiteren Versuchen auf ihre

Reproduzierbarkeit {iberpriift werden.
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3.3.1.33 Einfluss von abiotischen Stressoren auf das Wurzelwachstum

Zur generellen Charakterisierung und Funktionsaufkldrung des IMP Proteins wurden
Vorversuche zum Wachstum der Wurzeln von impi-1-Keimlingen im Vergleich zu WT-Keimlingen
in Bezug auf unterschiedliche Stressbedingungen getestet. Fiir alle Versuche wurden die Pflanzen wie
in Kapitel 2.2.3.1 behandelt.

Salzstress

Die Auswirkung von NaCl auf das Wurzelwachstum wurde durch die Zugabe von 130 mM
NaCl zu > MS-Agar getestet. Wihrend die Pflinzchen auf den !2 MS-Platten kontinuierlich weiter
wuchsen, stagnierte das Wurzelwachstum ab Tag 8 auf den NaCl-Platten. So erreichten die Wurzeln
der gestressten Pflanzen am Tag 8 ca. 60 % der Wurzellinge der Kontrollpflanzen und am Tag 11
waren es nur noch ca. 38 %. Es war kein signifikanter Unterschied zwischen impi-1- und WT-
Pflanzen zu erkennen (Daten nicht gezeigt).

Osmotischer Stress

Die Microarray-Daten zeigten, dass die Expression des IMPs in den Wurzeln durch
osmotischen Stress (300 mM Mannitol im Medium) stark reprimiert wurde. Deshalb wurde den
Y2 MS-Agarplatten 300 mM Mannitol zugefiigt. Die Pflanzen reagierten auch hier auf die Zugabe des
Mannitols, was sich im verringerten Wurzelwachstum zeigte. Wie auch schon beim Salzstress
reagierten impI-1- und WT-Pflanzen auf die gleiche Weise (Abbildung 3.18).

140,0
100,0 ]r
80,0 — — T I

60,0 T .|-

40,0

Relatives Wur zelwachstum [%]

20,0

0,0
Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 8 Tag 10

Abbildung 3.18: Wur zellangenexperimentein impl-1- und WT-Linien.

7-Tage-alte, auf %2 MS angezogene Keimlinge wurden entweder auf %2 MS-Agar oder auf 4 MS mit 300 mM
Mannitol-Agar umgesetzt. Die Positionen der Wurzelspitzen wurden an den Tagen 0, 2, 4, 6, 8 und 10 markiert.
Das Langenwachstum der Wurzeln zu den einzelnen Zeitpunkten wurde mit dem Programm Scion-Image
vermessen und das relative Wurzelwachstum in % angegeben. Zur Berechnung wurde der Quotient aus dem
Wurzelwachstum von Tag 0 bis zu den einzelnen Messtagen auf Stressmedium mit den auf Normalmedium
gewachsenen Wurzeln gebildet. Die Anzahl der untersuchten Pflanzen ist n =20. 0= WT, m =imp-1.

Einfluss des Phytohormons Methyljasmonat

Jasmonséaure spielt als Signalstoff in der Aktivierung von bestimmten PR-Genen, und bei der
Etablierung der induzierten systemischen Resistenz, aber auch bei Verwundungen, eine wichtige
Rolle. Dariiber hinaus inhibiert Jasmonsdure das Wurzelwachstum. Es sollte nun getestet werden, ob

die imp1-1-Linie in der Lage ist Jasmonséure wahrzunehmen.
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Zu diesem Zweck wurde das Wurzelwachstum der impi-1- und WT-Linie auf %> MS-Platten
untersucht, die das physiologisch aktive Jasmonsdurederivat Methyljasmonat (2,5 uM) enthielten.
WT- und impl-1-Pflanzen reagierten gleichermaflen mit verringertem Wurzelwachstum, das aber

nicht ganz so stark ausgepréagt war wie beim Salzstress und auch nach 11 Tagen nicht aufgehdrt hatte

(Daten nicht gezeigt).
3.3.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR LRR-RLK
33.2.1 EINFUHRENDE INFORMATION ZUM PHYTOSULFOKINREZEPTOR

Wie in Abschnitt 3.1.4 erwéhnt, zeigte die kodierende Sequenz des vollstdndigen P. crispum-
Gens, das vom Fragment pc36 abgeleitet wurde, Homologie zu einer leucinreichen rezeptordhnlichen
Kinase (At2g02220), welche wahrscheinlich ein Ortholog des Phytosulfokinrezeptors (DcPSKR1) aus
der Karotte (Daucus carota) ist und deshalb AtPSKR1 genannt wird (Matsubayashi et al., 2006).
Phytosulfokine (PSKs) sind Pflanzenhormone, die zur wachsenden Klasse der pflanzlichen Peptid-
hormone gehoren. Es wird zwischen PSK-o und PSK-f untreschieden, wobei PSK-a ein sulfatisiertes
Pentapeptid [Tyr(SO;H-Ile-Tyr(SO;H)-Thr-GIn] und PSK-B ein C-terminal verkiirztes Tetrapeptid
[Tyr(SOsH-Ile-Tyr(SO;H)-Thr] ist. PSK-o ist unter anderem das primédre Signalmolekiil, das fiir die
Zell-Zell-Kommunikation verantwortlich ist (Matsubayashi and Sakagami, 1996). Es fordert die in
vitro-Differenzierung der Tracheenelemente der Mesophyllzellen (Matsubayashi et al., 1996), die
somatische Embryogenese (Igasaki et al., 2003), die Nebenwurzelbildung (Yamakawa et al., 1998)
und die Pollenbildung (Chen et al., 2000). Es unterdriickt die Seneszenz unter Stressbedingungen,
wenn PSK in hohen Konzentrationen zu Pflanzenkeimlingen gegeben wird (Yamakawa ef al., 1999).

A.
N506900 FLAG 407D02 Nousse
81 +436 +2%39
—J—# —, )
0 +225 +1857+2037 +3009
B.
Il Signalpeptid
B LRR Domine
e 0 0 0 O ] T T ] e R [ [ inscldomine
= Transmembrandoméne
™ [l Kinasedoméne

Abbildung 3.19: Gen- und Proteinmodell des AtPK SR1.

A.: Genmodell mit Kennzeichnung der T-DNA-Insertionsstellen, Genotypisierungsprimerbindestellen und
Beginn der jeweiligen Doménen (siche auch Abbildung 7.4). B.: Proteinmodell mit entsprechenden Doménen.
(TM = Transmembran).

AtPSKRI (At2g02220) kodiert eine 1008-AS lange LRR-RLK, die 60 % AS-Sequenziiberein-
stimmung zu DcPSKR1 zeigt und 21 LRRs, eine 36-AS-grofle Inseldoméine zwischen der 17. und 18.

LRR, eine Transmembrandomine und eine zytoplasmatische Kinasedomine besitzt (siche Abbildung
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3.19 und Abbildung 7.5 in Anhang C) (Matsubayashi et al., 2006). Diese LRR-RLK gehort zur LRR
X Unterfamilie, zu der unter anderem auch BRI1 und EMS1/EXS zéhlen (Shiu and Bleecker, 2001;
Shiu et al., 2004).

3322 MICROARRAY-EXPRESSIONSANALYSEN DES ATPSKR1 NACH PAMP- BzZw.
PATHOGENBEHANDLUNG

Die Auswertung der Microarray-Daten des AtGenExpress [Digital Northern der
Genevestigator-Datenbank (Zimmermann et al., 2004; www.genevestigator.ethz.ch)] ergab, dass die

Expression des AtPSKRI zum einen durch das Nichtwirtsbakterium Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola und durch die apathogene TTSS-Mutante hrcC™ induziert ist (Abbildung 3.21-A). Zum
anderen wird die Expression dieses Gens durch die Elicitoren flg22 und HrpZp,, nach 4 h erhoht
(Abbildung 3.20-A). Im Vergleich zum IMP fillt die Induktion des Transkripts des AtPSKRI nach
bakterieller sowie Elicitorbehandlung deutlich geringer aus. Wéhrend die Expression des /MP nach
24 h Behandlung mit Psph ca. 40-fach und mit Pst hrcC™ ca. 25-fach erhoht war (siehe Abbildung
3.13), ist die Expression des AtPSKRI durch beide Pathogene nicht mehr als 4fach erhoht. Die Trans-
kription des AtPSKRI wird zwar durch Psph nach 6 h stirker induziert als nach 24 h, erreicht aber
kaum die 5-fache Menge des Kontrollwertes bei MgCl,-Behandlung.
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Abbildung 3.20: Expressionsanalysen fiir AtPSKR1 nach Behandlung mit ver schiedenen Elicitoren.

A. Microarray-Analysen: Die absoluten Werte der jeweiligen Signalstidrke wurden aus der Genevestigator-
Datenbank entnommen. Die Mittelwerte der Replikate von jeweils drei unabhéngigen Versuchen wurden durch
die Mittelwerte der entsprechenden Kontrollproben dividiert. Die Elicitorkonzentrationen waren wie folgt:
HrpZpgpn (10 pM), GST-NLPp,, (1 pM), flg22 (1 uM) und LPSp, (100 pg/ml). Nach 1 und 4 Stunden wurden die
Proben geerntet. Die rote Linie gibt den Grenzwert der signifikanten Induktion an. B. RT-PCR-Analyse:
6-Wochen-alte Arabidopsis Ws-0-Pflanzen wurden mit 1 uM flg22, H,0/10 uM pJC40 und 10 pM HrpZpgy,
behandelt. Die behandelten Blétter wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (siche A.) geerntet, RNA extrahiert in
cDNA umgeschrieben und diese in PCRs mit A¢tPSKRI-spezifischen Primern eingesetzt. Als Ladekontrolle
diente der konstitutiv exprimierte Elongationsfaktor EF/a.

Zur Verifikation der Microarray-Daten wurden semiquantitative RT-PCR-Analysen
durchgefiihrt. Als Elicitoren wurden nur flg22 und HrpZp,, eingesetzt. Es war deutlich zu sehen, dass
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die Expression des AtPSKR1 durch diese beiden Elicitoren induziert wurde (Abbildung 3.20-B). Ein
dhnliches Ergebnis konnte auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden: flg22 erhoht die
Expression des AtPSKR1 in Arabidopsis-Zellen bereits nach 30 min 2,5-fach und nach 60 min 8,7-fach
(Kunze et al., 2004), in Arabidopsis-Keimlingen nach 30 min 2,7-fach (Zipfel et al., 2006) oder in
Arabidopsis-Blittern nach 1 h 4,9-fach und nach 4 h 13,6-fach (Qutob et al, 2006). Durch den
Elongationsfaktor EF-Tu (elf26) wird die Expression des AtPSKRI in Arabidopsis-Keimlingen nach
1 h 4,8-fach (Zipfel et al., 2006) und durch NLPp, in Arabidopsis-Blittern nach 1 h 2-fach und nach
4 h 5,4-fach verstirkt (Qutob ef al., 2006).

Die RT-PCR zur Uberpriifung der A¢PSKRI-Transkription nach Pathogenbehandlung zeigte
keine so starke Induktion der Genexpression wie nach PAMP-Behandlung. Es ist aber trotzdem zu
sehen, dass zumindest eine leichte Expressionserhdhung nach Infektion mit allen vier Pathogenen
vorhanden ist und dass die Bildung des Transkripts besonders nach Zugabe von Psph angeregt wird
(siche Abbildung 3.21-B). Es ist zu erwégen, ob mittels Real-Time-PCR die Unterschiede in der
Zukunft besser dargestellt werden konnten.
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Abbildung 3.21: Expressionsanalysen des AtPSKR1 nach Behandlung mit ver schiedenen Pathogenen.

A. Microarray-Analysen: Die absoluten Werte der jeweiligen Signalstirke wurden aus der Genevestigator-
Datenbank entnommen. Die Mittelwerte der Replikate von jeweils drei unabhéngigen Versuchen wurden durch
die Mittelwerte der entsprechenden Kontrollproben dividiert. Alle Versuche wurden mit 5-Wochen-alten
Pflanzen durchgefiihrt. Die Bakterien wurden mit einer Konzentration von 10% cfu/ml in die Blitter injiziert.
Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden die Proben geerntet und aufgearbeitet. Die rote Linie gibt den Grenzwert der
signifikanten Induktion an. B. RT-PCR-Analyse: 6-Wochen-alte Arabidopsis Col-0-Pflanzen wurden mit
Bakteriensuspensionen von 10%cfu/ml infiltriert. Als Kontrolle diente 10 mM MgCl,. Die behandelten Blitter
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (siche A.) geerntet, RNA isoliert und dann eine RT-PCR durchgefiihrt.
Als cDNA-Ladekontrolle diente die Amplifikation von EF/a, einem konstitutiv exprimierten Elongationsfaktor.

3323 GENOTYPISIERUNG DER T-DNA-INSERTIONSLINIEN

Um die physiologische Funktion des A¢PSKRI zu untersuchen, wurden Datenbanken nach
moglichen Funktionsverlustmutanten (loss-of-function mutants) von AtPSKR1 durchsucht. Es wurden
zunachst drei verschiedene T-DNA-Insertionslinien (N508584, N508585 in der Kinasedomine und
N506900 im Promotorbereich, in Col-0-Hintergrund, Abbildung 3.19) vom SALK-Institut (Alonso et
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al., 2003) bezogen. Die primire Genotypisierung dieser Linien wurde durch andere Mitarbeiter dieser
Arbeitsgruppe vorgenommen und homozygote T-DNA-Insertionslinien wurden fiir diese Arbeit zur
Verfiigung gestellt (Susann Moschter, Birgit Kemmerling). Die Genotypisierung ergab, dass die
Insertion im Promotorbereich (von hier an als pskri-2 bezeichnet) sowie eine der Insertionen in der
Kinasedoméne wirklich vorhanden waren, ndmlich in der Linie N508585 (pskri-3, Daten nicht
gezeigt). Im Verlauf der Arbeit konnte eine weitere T-DNA-Insertionslinie vom L ’institute national de
la recherche agronomique (INRA) (Samson et al., 2002) bezogen werden (FLAG 407D02 in Ws-0-
Hintergrund), deren Insertion im Bereich der LRRs liegt und von nun an als pskr/-4 bezeichnet wird.

Genotypisierungsreaktionen bestdtigten auch hier das Vorhandensein der Insertion (Daten nicht
gezeigt).

3324 NACHWEIS DER GENINAKTIVIERUNG MITTELS RT-PCR

Fiir den Nachweis der Geninaktivierung des AtPSKRI wurden RT-PCR-Reaktionen mit
verschiedenen Primerkombinationen durchgefiihrt. Dazu wurde aus elicitorbehandelten Pflanzen RNA
isoliert und diese durch eine Reverse Transkription in cDNA umgeschrieben, um sie in den PCRs

einsetzen zu konnen.

N508584
N506900 (pskrI-2) FLAG_407D02 (pskr1-4) N508585 (pskri-3)

+436 +2339

o= Y ¥ Uy
4 E D E D D 0 +225 +1857 42037 +3009

EFla EDEDD —— + 3

Abbildung 3.22: PCR-Analyse zum Nachweis der Geninaktivierung des AtPSKRL1.

RNA wurde aus elicitorinduzierten Pflanzen isoliert, in cDNA umgeschrieben und diese in eine PCR eingesetzt.
1-4 entsprechen den im Modell dargestellten PCR-Produkten. Kombination 1: Primer, die die Kinase-Insertion
(pskri-3) umschlieBen, Kombination 2: Primer, die vor der Kinase-Insertion liegen, Kombination 3: Primer, die
hinter der Kinase-Insertion liegen und Kombination 4: Primer, die die Insertion im LRR-Bereich (pskri-4)
umschlieBen (sieche auch Abbildung 7.4 in Anhang C). EF ! o = Elongationsfaktor EF'/ o~spezifische Primer, als
cDNA-Ladungskontrolle.

In Abbildung 3.22 ist zu erkennen, dass fiir die Primerkombination, die die jeweilige
Insertionsstelle umschlieBt — Kombination 1 fiir pskr/-3 und Kombinatin 4 fiir pskri-4 — in den
Pflanzen mit der der T-DNA-Insertion im Gegensatz zu den entsprechenden Kontrollpflanzen (Col-0
fiir pskri-3 und Ws-0 fiir pskri-4) kein Produkt nachzuweisen war. Fiir pskri-3 konnte auflerdem
gezeigt werden, dass weder mit Primern, die vor der Insertion (Kombination 2), noch mit welchen, die
hinter der Insertionsstelle liegen (Kombination 3), ein PCR-Produkt zu amplifizieren war. Ein
schwaches Produkt war mit Primern im 5’-Bereich der LRRs (Kombination 4) zu erkennen. Es ist aber
wesentlich schwicher als im WT und miisste in Zukunft durch Sequenzierung untersucht werden. In
pskrl-3 konnte also eine vollstdndige Geninaktivierung des AtPSKRI vorliegen. Fiir pskri-4 wurden
auler der Insertionsstelle-umschlieenden Primer (Kombination 4) noch Primer verwendet, die hinter
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der Insertionsstelle liegen (Kombination 1). Mit letzteren Primern ist nach der gleichen Anzahl PCR-
Zyklen im WT eine viel stirkere Bande als in pskri-4 zu sehen. Das deutet darauthin, dass die
Funktionsfahigkeit des AtPSKRI in dieser T-DNA-Insertions-Linie zumindest eingeschrénkt sein
konnte. Auch hier miisste eine Sequenzierung des PCR-Fragmentes zur Identifikation in Zukunft
durchgefiihrt werden. Bei pskr1-2, dessen Insertion im Promotorbereich liegt, existiert dagegen keine
Inaktivierung, da mit allen getesteten Primerkombinationen PCR-Produkte dhnlich wie im WT

gebildet wurden.

3.3.2.5 PHANOTYPISCHE BESCHREIBUNG

Wihrend dieser Arbeit erschien eine Publikation, in der die Phénotypen eines AtPSKRI-
knockouts (pskri-1) und einer AtPSKRI iiberexprimierenden Linie OX2 (4tPSKRIox) mit dem
Wildtypphénotyp (Landsberg erecta, Ler) verglichen wurden (Matsubayashi et al., 2006). Es wurde
beschrieben, dass pskri-1-Keimlinge (angezogen bei 22 °C unter Dauerlicht) in etwa mit der gleichen
Geschwindigkeit wie Wildtypkeimlinge wuchsen, normal blithten und ihren normalen Lebenszyklus
abschlossen, dass aber ihre Blatter eine verfrithte Seneszenz vier Wochen nach der Keimung
aufwiesen. Alle Blatter der pskri-1-Pflanzen waren sechs Wochen nach der Keimung abgestorben.
Deshalb wurde zunichst der Einfluss von verschiedenen Lichtbedingungen auf die hier verwendeten
AtPSKR1-T-DNA-Insertionslinien untersucht.

33.2.5.1 Lichteinfluss auf das Pflanzenwachstum

Fiir dieses Experiment wurden die drei Mutanten- und zwei WT-Linien wie gewohnlich auf
Erde ausgesit. Nach der Stratifikation wurden sie einmal unter Kurztag- (bis zum Vereinzeln in
Growbanks, danach im Percival), einmal unter Langtag- (Lichtregal) und zum anderen unter Dauer-
lichtbedingungen (Lichtregal) angezogen.

Die pskri-3-Pflanzen (Abbildung 3.23, 2. Spalte von links) wiesen im Gegensatz zur
Beobachtung von Matsubayashi et al. (2006), die im Dauerlicht keinen Unterschied im Wachstum
erkennen lieBen, unter allen drei Bedingungen ein langsameres Wachstum als alle anderen Linien auf.
Am stirksten sichtbar war dieser Unterschied unter Kurztag-, am wenigsten unter Langtag-
bedingungen. Dieses verzogerte Wachstum ist nicht auf unterschiedliche Keimungsraten zuriickzu-
filhren, da die Samen von pskri-3- und WT-Pflanzen auf > MS-Agar gleich schnell gekeimt waren
(Daten nicht gezeigt).

Die Beobachtung von Matsubayashi et al. (2006), dass pskri-1-Pflanzen schon nach vier
Wochen Alterungserscheinungen aufzeigten, konnte in diesen Versuchen nur unter Dauerlicht-
bedingungen, was ihren Versuchsbedingungen entspricht, und hauptsichlich fiir die Linie mit der T-
DNA-Insertion in der Kinasedoméne (pskri-3) bestétigt werden. Nach vier Wochen fingen auch hier
die éltesten Blatter zu altern an. Der Unterschied war aber nicht so gravierend, wie bei Matsubayashi
et al. dargestellt, allerdings wurde dort auch mit einem anderen Okotyp (Landsberg erecta) gearbeitet.
Die Pflanzen der Promotorinsertionslinie (pskr[-2) wiesen nach fiinf Wochen vereinzelt braune Blatter
auf, deren Anzahl sich nach der sechsten Woche aber nicht von den Col-0-Pflanzen unterschied. Die

Blitter der Linie mit der Insertion im LRR-Bereich (pskr1-4) entwickelten innerhalb einer Woche sehr
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starke Alterungserscheinungen, was aber eher am Okotyp (Wassilewskija) lag als an der Schidigung
des Gens, da die WT-Pflanzen das gleiche Phdnomen aufzeigten.

pekri-2 pakrl-3

Abbildung 3.23: Phanotypen von Pflanzen mit T-DNA-Insertion und WT-Pflanzen nach funf Wochen.
Arabidopsis-Pflanzen sind bei verschiedenen Lichtverhéltnissen auf dampfsterilisierter Erde angezogen worden.
KT = Kurztag (Percival), LT = Langtag (Lichtregal), DL = Dauerlicht (Lichtregal). Die Pflanzen wurden fiinf
Wochen nach Stratifikation fotografiert.

33252 Einfluss von Salzstress auf das Wurzelwachstum

Den Microarray-Daten von AtGenExpress [Genevestigator-Datenbank (Zimmermann et al.,

2004; www. genevestigator.ethz.ch)] zufolge wird die Expression von A¢tPSKRI in den Wurzeln leicht

erhoht, wenn die Pflanzchen in einem NaCl-haltigen Medium wachsen (siche Tabelle 3-8).

Tabelle 3-8: Einflussvon Salz auf die Expression des AtPSKRL.

Salzstress
Zeitpunkt der Ernte L h 1lh 3h 24 h
Induktion (-fach) 1,1 1,8 2.3 1,9

Die Daten wurden der Genevestigator-Datenbank (www.genevestigator.ethz.ch; Zimmermann et al., 2004)
entnommen.

Deshalb wurden Wurzelldngenuntersuchungen auf 2 MS-Agarplatten durchgefiihrt, denen als
Stressor zunidchst steril filtriertes 150 mM NaCl zugefiigt wurde. Es stellte sich aber heraus, dass diese
Konzentration zu hoch war, da die Keimlinge nicht mehr in der Lage waren zu wachsen. Darauthin
wurde die Konzentration auf 100 mM NaCl herabgesetzt. Die Auswertung dieser Experimente zeigte
ein unerwartetes Ergebnis (siche Abbildung 3.24).

Wie schon erwihnt, sieht man deutlich, dass das Salz einen Einfluss auf das Wurzel-
langenwachstum hat. In Abbildung 3.24-C stellen die unschraffierten Balken das Wachstum auf den

70



3 Ergebnisse

Kontrollplatten, die schrig schraffierten das auf 100 mM NaCl und die waagerecht schraffierten das
auf 130 mM NaCl enthaltenen Platten dar. Es ist zu erkennen, dass die Wurzeln der Pflanzchen auf
dem Agar mit der hohen NaCl-Konzentration nicht viel mehr als die doppelte Lénge erlangten. Viele
von ihnen sind gar nicht weiter gewachsen (in Abbildung 3.24-B z.B. bei pskri-2 erkennbar). Die
Lange der Wurzeln auf den Platten mit 100 mM NaCl nahm im Laufe der Zeit zu. Es ist aber kein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Linien wahrnehmbar (siehe Abbildung 3.24-B).
Was aber auffillig war, war das langsamere Wurzelwachstum der Linie psk»i-3 (Insertion in der
Kinasedoméne) auf den )2 MS-Kontrollplatten (siehe auch Abbildung 3.24-A und 3.24-C, graue
Balken: ab Tag 5 ist ein deutlicher Unterschied zwischen den Wurzelldngen der WT- und pskri-3-
Pflanzchen zu sehen). Das Experiment wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt und jedes Mal zeigte
sich dieses verkiirzte Wurzelldingenwachstum der pskri-3 schon auf den Kontrollplatten Die Linie mit
der Promotorinsertion (pskri-2) zeigte im Vergleich zum WT kein signifikant veridndertes
Wurzellingenwachstum.

AR RPN |

4 M3 100 mM NaCl

P

Tag?2 Tag3 Tags Tag7 Tag9 Tagll

Abbildung 3.24: Wur zellangenexperimente in pskr1- und WT-Linien.

7-Tage-alte, auf % MS angezogene Keimlinge wurden entweder auf Y2 MS-Agar (A) oder auf % MS mit
100 mM NaCl (B) umgesetzt und das Foto nach 11 Tagen gemacht. (C) Die Positionen der Wurzelspitzen nach
Wachstum auf %2 MS-Agar oder auf %2 MS mit 100 mM oder 130 mM NaCl wurden an den Tagen 0, 2, 3,5, 7,9
und 11 markiert. Das Langenwachstum der Wurzeln zu den einzelnen Zeitpunkten wurde mit dem Programm
Scion-Image vermessen und zur Gesamtldnge zusammengefiigt. Die Anzahl der untersuchten Pflanzen ist n=24
(WT und pskri-3) und n=9 (pskril-2). 0 = WT, m = pskri-3, m = pskri-2, unschraffiert = %2 MS (Kontrolle),
schrig = 100 mM NacCl, waagerecht = 130 mM NaCl.
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3.3.2.53 Bakterienwachstumstest mit Pst DC3000

Die RT-PCR-Analysen zur Expression des AtPSKRI wiesen darauf hin, dass eine Behandlung
mit dem virulenten Pseudomonas-Stamm Pst DC3000 in einer erhdhten 4¢tPSKRI-Transkriptmenge
resultierte. Um zu sehen, welchen Einfluss diese Bakterien auf die T-DNA-Insertionslinien haben,
wurden die Blétter der pskrl-3- und pskrl-4- sowie ihrer entsprechenden WT-Linien mit Psz DC3000
infiziert und anschlieBend wie unter Kapitel 2.2.3.3 weiter bearbeitet. Diese Experimente wurden von
Patricia Rodriguez durchgefiihrt. In Abbildung 3.25 ist zu erkennen, dass sich die virulenten Bakterien
in den einzelnen Pflanzenlinien ausbreiten, wobei ihre Vermehrung jedoch in pskri-3- und verstirkt in

pskrl-4-Pflanzen gehemmt wird.

A. o Col-0/pskr1-3 B Ws-Olpskri-4
R 8,0
& ~
g o0 £ 70 r I
2 5 + § o 1T
G 3
g 4,0 41—‘ T % 5,0 ﬁ
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g 30 |
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Tage nach Infiltration Tage nach Infiltration

Abbildung 3.25: Bakterienwachstumsver suchein psrk1-3- (A) und pskri-4- Linien (B) nach Infiltration
von Pst DC3000.

Die Pflanzen wurden 6 Wochen unter Kurztagbedingungen in Erde angezogen, und pro Pflanze wurde ein Blatt
mit einer Bakteriensuspension von 10* cfu/ml inokuliert. Direkt nach der Inokulation und am 1., 2. und 4. Tag
danach wurden die Blatter geerntet und definierte Bereiche daraus ausgestochen. Die ausgestochenen Bereiche
wurden mit einem Handmdrser in 10 mM MgCl, homogenisiert und in Verdiinnungsreihen auf LB-Agarplatten
ausplattiert, inkubiert und ausgezihlt. Angegeben sind der dekadische Logarithmus der Mittelwerte und deren
Standardabweichungen (n=38). 0= Col-0, m = pskri-3, = =Ws-0 und m = pskri-4. (Abbildung von Patricia
Rodriguez).
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4 DISKUSSION

Pflanzen ist es moglich, sich vor Infektionen durch phytopathogene Mikroorganismen wie
Bakterien, Oomyceten und Pilze mit einer Vielzahl an Abwehrreaktionen zu schiitzen. Fiir die Ein-
leitung der Abwehr ist die Wahrnehmung des potenziellen Pathogens von ausschlaggebender Bedeu-
tung. Die Forschungsarbeiten der vergangenen Jahre haben gezeigt, dass dabei die Erkennung im Zuge
der angeborenen Immunitdt in tierischen und pflanzlichen Systemen dhnlich erfolgt und mit der
Bindung von PAMPs an entsprechende Rezeptoren beginnt. Diese Komplexbildung initiiert im
weiteren Verlauf intrazelluldre Signaltransduktionskaskaden und 16st die Aktivierung von Abwehr-
reaktionen aus. Obwohl groB3e Fortschritte in der Aufkldrung der Signalerkennung und -weiterleitung
erzielt wurden, sind die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen léngst nicht vollstindig
bekannt.

Der Annahme folgend, dass eine transkriptionelle Aktivierung von Signalerkennungs- und
-transduktionskomponenten ein Hinweis auf ihre Funktion in PAMP-spezifischen Abwehrreaktionen
ist, wurden im Rahmen dieser Arbeit Gene identifiziert, deren Expression zundchst nach PAMP-
Behandlung in Petersiliezellsuspensionskulturen induziert wurde. Ausgewihlte Gene wurden hinsicht-
lich ihrer PAMP-spezifischen Expression in Petroselinum crispum und Arabidopsis thaliana ver-
gleichend untersucht. AnschlieBend wurden zwei Gene auf ihre Rolle bzw. Funktion in der pflanz-

lichen Immunantwort in A. thaliana naher charakterisiert.

4.1 STRATEGIEN ZUR | DENTIFIZIERUNG DIFFERENZIELL EXPRIMIERTER
GENE

Fiir die Isolierung differenziell exprimierter Gene existiert eine Reihe unterschiedlicher
Strategien. Es wird zwischen offenen und geschlossenen Expressionssystemen unterschieden. Zu den
geschlossenen Systemen zéhlen solche, die auf bekannten Genomsequenzen aufbauen wie die Macro-
oder Microarray-Technologien (Schena et al., 1995). Thre Stéarke liegt in der gleichzeitigen Betrach-
tung zehntausender Gene (De Paepe et al., 2004). Die offenen Systeme sind sequenzunabhingig und
konnen zur Identifizierung neuer Gene, besonders in Organismen mit unbekannter Genomsequenz,
eingesetzt werden. Wéhrend einige dieser Methoden darauf spezialisiert sind, quantitative Expres-
sionsdaten zu erhalten und eine hohe Zahl an Genen zu untersuchen, legen andere ein besonderes
Augenmerk auf die Identifizierung neuer und seltener Transkripte, die differenziell exprimiert werden
(Reijans et al., 2003). Zu solchen Techniken gehdren unter anderem Differential Display (Liang and
Pardee, 1992), Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) (Velculescu et al., 1995) und ¢DNA-
Amplified Fragment Length Polymorphism (cDNA-AFLP) (Bachem et al., 1996; Vos et al., 1995).

Die cDNA-AFLP-Analyse ist eine PCR-basierte Transkriptprofiltechnologie, die sowohl eine
hohe Spezifitit als auch die Fahigkeit seltene Transkripte zu erkennen, miteinander verbindet (De
Paepe et al., 2004). Ihre Sensitivitdt ist deshalb hoher als die von Techniken, die auf Hybridisierungen
beruhen. Ein besonderer Vorteil des Einsatzes der cDNA-AFLP-Technik liegt darin, dass sie fiir
quantitative genomweite Expressionsanalysen in Organismen genutzt werden kann, bei denen
Sequenzinformationen zum Genom nur begrenzt vorhanden sind (Reijans et al., 2003). Dies ist unter

anderem bei Petersilie der Fall. cDNA-AFLP-Analysen wurden in zahlreichen Studien bereits
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erfolgreich angewandt (Bachem et al., 1996; Breyne et al., 2003; De Paepe et al., 2004; Dubos and
Plomion, 2003; Durrant et al., 2000; Li et al., 2006; Noel et al., 2001; Qin et al., 2000; Simoes-Araujo
et al., 2002), weshalb in dieser Arbeit auf diese Methode fiir die Identifizierung PAMP-induzierbarer

Transkripte in Petersilie zuriickgegriffen wurde.

Fiir die vergleichende Analyse in Arabidopsis thaliana wurde jedoch die Microarray-Technik
vorgezogen, da das Genom dieser Pflanze bekannt ist und kommerzielle Microarrays mit fast allen
Genen zur Verfiigung stehen. So konnten gleichzeitig 22.746 DNA-Proben hinsichtlich ihres Expres-
sionsniveaus verglichen werden. Die entsprechenden Microarray-Versuche waren aullerdem im Zuge
der AtGenExpress-Initiative innerhalb der Arbeitsgruppe schon durchgefiihrt worden, so dass die

Daten direkt genutzt werden konnten.

4.2 I DENTIFIZIERUNG PAM P-REGULIERTER GENE IN PETROSELINUM
CRISPUM MITTELSCDNA-AFLP

Ein Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der cDNA-AFLP-Analyse in Petersilie Gene zu
identifizieren, die mogliche Komponenten des Signalweges kodieren, der durch die Erkennung von
PAMPs Abwehrreaktionen gegen Pathogene einleitet und die Pflanze so vor Krankheit schiitzt. Die
Versuche sollten in Petersiliezellsuspensionskulturen durchgefiihrt werden, da dieses System, insbe-
sondere zu Beginn dieser Arbeit, eines der am besten etablierten pflanzlichen Modellsysteme darstellte
(Blume et al., 2000; Eulgem et al., 1999; Hirt, 2000; Ligterink et al., 1997; Niirnberger and Scheel,
2001).

Die statistische Auswertung hat gezeigt, dass die cDNA-AFLP-Technik dafiir geeignet ist,
differenziell regulierte Gene in Petersiliezellsuspensionskulturen zu erkennen, denn im Experiment
waren in 79 % der Primerkombinationen Transkripte mit erhdhter Bandenintensitét nachweisbar. Dies
entspricht ca. 8 % der Gesamtbandenzahl. Dieses Ergebnis dhnelt den Resultaten anderer Arbeits-
gruppen, die durch die ¢cDNA-AFLP-Methode die Anderung des Genexpressionsmusters nach
Pathogen- oder PAMP-Behandlung analysiert haben (Durrant et al., 2000; Li et al., 2006; Mysore et
al., 2002).

Beim ¢cDNA-AFLP besteht eine ausgeschnittene Bande in der Mehrzahl der Félle aus einem
heterogenen Gemisch von cDNA-Fragmenten, so dass fiir die Ermittlung der Sequenz die Klonierung
der Fragmente unumgénglich ist (Baldwin et al, 1999). Mit Hilfe der BLASTX-Datenbankanalyse
(Altschul et al., 1997) konnte nach erfolgreicher Klonierung fiir 1571 der 2538 (62 %) Fragmente eine
mogliche Funktion in Pflanzen gefunden werden. 95 Klonen (3,7 %) wurde eine homologe Funktion
aus anderen Organismen zugeordnet. Fiir die restlichen 872 Klone (34,4 %) wurde keine homologe
Sequenz zu irgendeinem Protein anderer Organismen gefunden. Dies kann auf petersiliespezifische
Sequenzen hindeuten oder auf Verunreinigungen wihrend einzelner Syntheseschritte zurtickzufiihren

sein.

Da das Ziel der Arbeit in der Identifizierung neuer PAMP-regulierter Gene lag, wurde im
Ergebnisteil nicht auf schon fiir Petersilie beschriebene Proteine wie z.B. solche des Phenylpropan-
stoffwechsels eingegangen. Es soll aber hier erwéhnt werden, dass die Expression der Gene, die
Enzyme des ungesittigten Fettsduremetabolismus, ®-3- und ®-6 Fettsduredesaturase (Kirsch ef al.,

1997a; Kirsch et al., 1997b), und des Phenylpropanstoffwechsels, trans-Zimtsédure-4-monooxygenase
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(C4H) und 4-Cumarinsdure-CoA Ligase (4CI-1) (Logemann et al., 1995; Lois et al., 1989; Lozoya et
al., 1988), sowie der Gene, die das immediate-early fungal elicitor protein CMPG1 (Eli17) (Kirsch et
al., 2001), Tyrosindecarboxylasen (Kawalleck et al, 1993), verschiedene WRKY-Transkriptions-
faktoren (Rushton et al., 1996), BPF-la (da Costa e Silva et al., 1993), Eli7 (Fettsduredesatu-
rase/hydroxylase-dhnliches Protein) (Takamiya-Wik, 1995), PRI (Rushton et al., 1996; Somssich et
al., 1989; Somssich et al., 1986) und eine anionische Peroxidase (Kawalleck et al., 1995) kodieren
(Batz et al., 1998), durch alle vier getesteten PAMPs induziert wird.

Fiir viele Gene, deren Expression durch Zugabe von PAMPs gesteigert wurde, konnten homo-
loge Sequenzen (Gene) in anderen Pflanzen gefunden werden. Viele Gene mit erhohter Transkript-
menge kodieren Signalkomponenten, zu denen Transkriptionsfaktoren, Proteinkinasen und —phospha-
tasen sowie Proteine, die den Proteinumsatz regulieren, gehoren (siche Tabelle 3-2). Es ist gut
vorstellbar, dass reversible Phosphorylierungen in der Aktivierung und Deaktivierung von MAP-
Kinasekaskaden und anderen kinaseabhéngigen Signaltransduktionswegen, die durch Elicitoren oder
andere Stresssignale hervorgerufen werden, eine Rolle spielen (Navarro et al., 2004). Die Identifi-
zierung von 26 Proteinkinasen und vier Phosphatasen (Tabelle 3-2) ist daher nicht unerwartet. Einige
der identifizierten Proteine sind in den Proteinabbau involviert. Eines der ersten Reaktionen der ange-
borenen Immunitét in Sdugetieren ist der Abbau von IkB durch das Proteasom, der die Translokation
von NF-xB-Transkriptionsfaktoren in den Zellkern ermoglicht und so die Transkription aktiviert (Ben-
Neriah, 2002; Karin and Ben-Neriah, 2000; Karin et al., 2006; Read et al., 2000; Silverman and
Maniatis, 2001). In pflanzlichen Abwehrmechanismen wird SGT1, ein zum SCF (Skpl—Cullin—F-
Box-Protein)-Komplex assoziiertes Protein, fiir den Proteinumsatz in der Auxinreaktion benotigt
(Austin et al., 2002; Dharmasiri and Estelle, 2004; Gray et al., 2003; Kanneganti et al., 2006; Peart et
al., 2002). Es wird aber auch beschrieben, dass SGT1 direkt oder indirekt mit einigen NBS-LRR R-
Proteinen interagiert, wodurch einerseits ihre Menge, andererseits ihre intra- und intermolekularen
Interaktionen kontrolliert werden (Azevedo et al., 2006; Goritschnig et al., 2007; Holt et al., 2003;
Mayor et al., 2007). Unter den induzierten Genen existieren auch zwei, die RING-Zinkfingerproteine
kodieren. Diesen Proteinen wird eine E3-Ligase-Aktivitdt zugeschrieben und vorangegangene Studien
zeigten ihren Beitrag in Reaktionen nach Elicitorbehandlung (Kawasaki et al., 2005; Takai et al.,
2002). Zwei weitere Gene, deren Expression durch die PAMPs aktiviert wurde, kodieren F-Box-
Proteine. F-Box-Proteine sind Komponenten des E3-Ligase-Komplexes, geben dem SCF-Komplex
seine Substratspezifitit, indem sie das Substrat binden, und sind somit in den Transport von zum
Abbau bestimmter Proteine involviert, indem sie diese zur Ubiquitinierung an den Komplex fiihren.
Dieser Vorgang wird durch den Abbau im Proteasom vervollstandigt (Deshaies, 1999; Kipreos and
Pagano, 2000; Risseeuw et al., 2003). Neuerdings gab es Hinweise darauf, dass ein durch flg22
aktivierter FLS2-Rezeptor durch Endocytose internalisiert wird und anschlieBend hochstwahrschein-
lich dem Proteasom zum Abbau zugefiihrt wird (Robatzek et al., 2006). Desweiteren wurden durch die
cDNA-AFLP-Analyse einige RLKs identifiziert, die in der Signalerkennung eine Rolle spielen
konnten (siehe Tabelle 3-2 und Kapitel 4.6.2).

Von den 100 in Tabelle 3-2 ausgewéhlten Kandidatengenen scheinen 17 % PAMP-spezifisch
zu reagieren. Dieses Ergebnis konnte aber in den durchgefiihrten Macroarray- oder RT-PCR-Ana-
lysen nicht bestitigt werden. Es deutet eher darauthin, dass die vier untersuchten Elicitoren einen

dhnlichen Einfluss auf die Expression pflanzlicher Gene der Immunitit ausiiben. Zu einer entspre-
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chenden Schlussfolgerung kamen auch Zipfel et al. (2006), die feststellten, dass die Rezeptoren FLS2
und EFR in Arabidopsis durch bakterielles LPS, Chitin aus Pilzen und dem oomycetenabgeleiteten
NLPp, induziert werden. Zu diesen LRR-RLKs gehort unter anderem auch der in dieser Arbeit
untersuchte Phytosulfokinrezeptor AtPSKRI1, dessen Expression durch flg22 und EF-Tu (elf26) in
Arabidopsis bereits frithzeitig erhoht vorliegt (Kapitel 3.3.2.2) (Kunze et al., 2004; Qutob et al., 2006;
Zipfel et al., 2006). Dieser Annahme folgend wird vermutet, dass auch der von unserer Arbeitsgruppe

untersuchte Pep13-Rezeptor durch Pep13 und moglicherweise andere PAMPs aktiviert wird.

Um die erhaltenen DNA-Sequenzen vielseitig zu nutzen, wurden sie aufgrund ihrer sechs

verschiedenen offenen Leserahmen und mit Hilfe des Programms franslate (http://expasy.org/tools/

dna.html) des ExPASy (Expert Protein Analysis System) Proteomics Servers des schweizerischen
Instituts fiir Bioinformatik (SIB) in ihre zugehdrigen Proteinsequenzen umgeschrieben. Versuche
unserer Arbeitsgruppe den Pepl3-Rezeptor aus Petersilie mittels Affinitdtschromatographie aufzurei-
nigen, beinhaltete die Ermittlung der Peptidsequenzen einer LC-MS/MS-Analyse nach einem Trypsin-
verdau. Die erhaltenen Sequenzen waren zwischen fiinf und zwolf Aminosduren lang. Der Vergleich
der Peptidsequenzen mit den translatierten DNA-Sequenzen des ¢cDNA-AFLP-Experiments sollte
idealerweise dabei helfen, neue Erkenntnisse zum Pepl3-Rezeptor zu erlangen. Diese Gegeniiber-
stellung zeigte allerdings hochstens eine Ubereinstimmung von fiinf zusammenhingenden Aminosiu-
ren, jedoch keine zu einem vollstindigen MS-Fragment. Daraus folgt, dass der Pep13-Rezeptor auf
diese Weise nicht erfolgreich ermittelt werden konnte. Es macht auch deutlich, dass der cDNA-AFLP-

Methode Grenzen gesetzt sind.

Da die cDNA-AFLP-Analyse viel sensitiver als Hybridisierungstechniken ist (De Paepe ef al.,
2004; Reijans et al., 2003), ist es nicht verwunderlich, dass einige der im AFLP als induziert identifi-
zierten Gene nicht in der Macroarray-Auswertung zu finden waren. Erstaunlich ist dagegen, dass die
unterschiedliche Expression einiger Gene nicht durch die RT-PCR-Analyse verifiziert werden konnte,
da diese Methode wie auch die cDNA-AFLP-Analyse auf der PCR-Technik basiert und somit sehr
empfindlich ist. Eine Erkldarung wére, dass die Sequenzdaten, der fiir die semiquantitative RT-PCR-
Analyse ausgesuchten Klone, nicht das Fragment reprasentierten, dessen Expression im cDNA-AFLP-

Experiment erhoht vorgelegen hatte.

4.3 VERGLEICHENDE ANALYSE PAM P-INDUZIERBARER GENE IN
ARABIDOPSIS-PFLANZEN UND -PROTOPLASTEN

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Gegeniiberstellung PAMP-induzierbarer Verdnde-
rungen im Transkriptom von Arabidopsis-Pflanzen und -Protoplasten anhand von Microarray-Analy-
sen der AtGenExpress-Initiative und Daten, die von Jen Sheen zur Verfiigung gestellt wurden. Die
Gruppe von Jen Sheen hat zur Analyse frither Signaltransduktionswege in pflanzlichen Immun-
reaktionen einen Test etabliert, der auf flg22-induzierbarer Transkription von frithen Abwehrgenen in
Arabidopsis-Mesophyllprotoplasten basiert (Asai et al., 2002; Sheen, 2001). Sie konnten zeigen, dass
isolierte Mesophyllprotoplasten gewdhnlich aktive und homogene Zellpopulationen verkorperten.
Diese waren fiir synchronisierte pharmakologische und biochemische Behandlungen, die Analyse von
friihen und transienten Reaktionen und insbesondere fiir DNA-Transformationen zugéngig (Sheen,
2001) und stellten so eine gute Ausgangsbasis fiir Transkriptomanalysen dar (Asai et al., 2002; He et
al., 2006). Da bisher nicht gezeigt werden konnte, dass Pep13 einen Einfluss auf Arabidopsis thaliana
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hat, wurden fiir die Microarray-Experimente die bakteriellen PAMPs flg22, HrpZpg,, und LPS und der
oomycetische Elicitor NLPp, verwendet. flg22 konnte dagegen nicht in den cDNA-AFLP-Analysen in
Petersilie eingesetzt werden, da es wie auch fiir Reis beschrieben (Felix ef al., 1999) keine Stimulation

von Abwehrreaktionen hervorzurufen scheint.

Die Microarray-Analysen, die mit RNA aus elicitorbehandelten Arabidopsis-Bléttern durch-
gefithrt wurden, lieBen erkennen, dass ein hoher Anteil des Transkriptoms sowohl durch die bakte-
riellen PAMPs flg22 und HrpZpg,, als auch NLPp,, einem PAMP eines Oomyceten, coexprimiert wird.
Eine Ausnahme bildete das bakterielle LPS. Dies lag aber wahrscheinlich daran, dass die Expression
relativ weniger Gene induziert wurde, LPS also einen vergleichsweise schwachen PAMP in Arabi-
dopsis darstellt (siehe Kapitel 3.2.1). Dies ist auch schon anhand der eingesetzten Konzentrationen
ersichtlich: LPS wurde mit 100 pg/ml eingesetzt, flg22 dagegen nur mit 1 pM. Zeidler et al. haben
verschiedene LPS-Préparationen auf ihre Responsivitit in Arabidopsis-Zellen getestet und festgestellt,
dass die eingesetzte Konzentration von 100 pg/ml bei weitem hoher ist als die in tierischen Systemen,
wo in Makrophagen LPS im pg/ml-Bereich ausreichten, um die TLR4-vermittelte Signaltransduktion
einzuleiten (Zeidler et al., 2004). Aufgrund der geringen Menge an LPS-induzierten Transkripten ist
nur die Expression eines geringen Prozentsatzes an Genen durch alle vier PAMPs erhoht (siehe
Abbildung 3.8). Wird jedoch nur die Schnittmenge der Gene, deren Expression durch flg22, HrpZp,,
und NLPp, erhoht wird, betrachtet, so ist zu erkennen, dass die Transkriptmenge der meisten Gene
durch alle drei Elicitoren beeinflusst wird. Auch die Auswertung der Microarray-Daten, die aus der
Behandlung von Arabidopsis-Protoplasten mit f1g22, HrpZp,,, LPS und NLPp, stammten, lieferten ein
dhnliches Ergebnis: Die Expression der meisten Gene wird durch alle vier PAMPs gleichermal3en
angeregt (Abbildung 3.9). Werden die PAMP-induzierten Gene in Arabidopsis-Pflanzen und —Proto-
plasten miteinander verglichen, so ist zu sehen, dass nur etwa 60 % der in Pflanzen beeinflussten
Transkripte auch in den Protoplasten transkriptionell aktiviert werden (Tabelle 3-6). Zu den restlichen
Genen gehoren zu 63 % solche, die in Pflanzen erst nach 4 h verstirkt exprimiert wurden, also im
Protoplastenassay noch gar nicht wahrgenommen werden konnten (nur 1 h untersucht). AuBerdem

konnten differenzielle Perzeptionskinetiken eine Rolle spielen.

4.4 K ONSERVIERTE SIGNALWEGE IN DER PAM P-AUSGELOSTEN
IMMUNITAT IN PETERSILIE UND ARABIDOPSIS

Werden die durch HrpZpg,n, LPS und NLPp, ausgelosten Reaktionen in Petersilie und Arabi-
dopsis miteinander verglichen, kann festgestellt werden, dass die Expression von ca. 2/3 der betrach-
teten Gene gleichermaflen induziert wird (Tabelle 3-6). Daraus folgt, dass jeder der PAMPs eine
komplexe Transkriptomreaktion hervorruft, die u.a. die Grundlage fiir die Aktivierung einer allgemei-
nen pflanzlichen Immunantwort ist. Zu diesen Reaktionen gehoren insbesondere die Bildung von
Phytoalexinen und die Expressionserhohung eines breiten Spektrums an Genen, die in die pflanzliche
Pathogenabwehr involviert sind. Dies beinhaltet Gene, die rezeptordhnliche Proteinkinasen, disease
resistance-like proteins, Transkriptionsfaktoren, pathogenitéits-/abwehrverwandte Proteine und eine
Reihe anderer Proteine kodieren. Auch Zipfel et al. haben 2006 bei der Identifizierung des Rezeptors
fiir den Elongationsfaktor EF-Tu festgestellt, dass nach der EF-Tu-Erkennung die gleichen MAPKs
aktiviert werden wie nach flg22-Erkennung (Zipfel et al., 2006). Sie haben aullerdem Microarray-
Experimente mit Arabidopsis-Keimlingen durchgefiihrt, die mit flg22 oder mit elf26 behandelt wurden
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(Zipfel et al., 2006). Werden die so gewonnenen Microarray-Daten (Zipfel et al., 2006, Supple-
mentary Table 1) mit denen aus Tabelle 3-5 verglichen, ist zu erkennen, dass die Expression von ca.
60 % der dort dargestellten Gene (186) auch durch elf26 induziert wird. 40 der 50 Gene, deren Trans-
kripte durch flg22, HrpZp,, und NLPp, nach 1 h in Pflanzen erhéht werden, werden auch durch elf26
nach 1 h in Keimlingen verstirkt gebildet, d.h. dass ca. 22 % der in Tabelle 3-5 erwéhnten Gene
coexprimiert werden (Daten nicht gezeigt). Interessant ist bei dieser Gegeniiberstellung, dass die
groBte Ubereinstimmung bei den S-locus-RLKs (4/7), bei den MLO-Proteinen (3/4) und bei den
WRKY -Transkriptionsfaktoren (6/15) auftritt (Daten nicht gezeigt). Insgesamt wird hauptsichlich die
Expression der frithen Gene durch mehrere PAMPs verstérkt. Gene, die Proteine des Hormonhaushalts
kodieren, und einige pathogenitéts-/abwehrverwandte Gene werden erst nach 4 h und nicht durch alle
untersuchten PAMPs vermehrt exprimiert. So werden z.B. die Lipidtransferproteine hauptséchlich
durch flg22 und HrpZpg,, beeinflusst, wogegen einige Gene (wie AIG1, AIG2 und EDSS), die eher
Gegenstand der effektorausgeldsten Immunitét sind, hauptsdchlich durch HrpZpg,, und NLPp, trans-
kribiert werden (Tabelle 3-5). Ein Merkmal pflanzlicher Abwehrmechanismen ist die hypersensitive
Reaktion (HR). Wihrend sie fiir NLPp, in Arabidopsis thaliana (Fellbrich et al., 2002) und fiir
HrpZp,, in Tabak nachgewiesen werden konnte (Lee et al., 2001a), ist das fiir HrpZpg,, in Arabidopsis
nicht der Fall (unver6ffentlichte Daten, Engelhardt und Niirnberger).

Der Vergleich von Petersilie und Arabidopsis wies auch darauthin, dass nur etwa 1/3 der Gene
artspezifisch reguliert wird. Es ist durchaus moglich, dass nicht jeder PAMP von jeder Pflanze
genauso gut erkannt wird. Dies wird durch die Elicitoren Pep13 und flg22 verdeutlicht. Wahrend fl1g22
durch FLS2 in Arabidopsis erkannt wird (Chinchilla et al., 2006; Gomez-Gomez and Boller, 2000)
und anschlieBend eine Signalkaskade aktiviert, die zur Auslosung von Abwehrreaktionen fiihrt (Asai
et al., 2002; Suarez-Rodriguez et al., 2007; Zipfel et al., 2004), ist das in Petersilie nicht der Fall.
Genau umgekehrt verhdlt sich Pepl3. Es wird durch einen 100 kDa-Rezeptor in Petersiliezellen
erkannt (Nennstiel et al, 1998; Nirnberger et al., 1995) und 16st dort verschiedene Abwehr-
mechanismen aus (Batz ef al., 1998; Jabs et al., 1997; Kroj et al., 2003; Niirnberger et al., 1994). In
dieser Arbeit konnte dagegen gezeigt werden, dass Pepl3 in Arabidopsis keine typischen Abwehr-
reaktionen wie eine Alkalisierung des Mediums oder eine Aktivierung von PRI sowie weiterer
Abwehrgene hervorruft. Auch wird das Wachstum oder die Entwicklung der Pflanzen, die auf
Medium wachsen, das Pep13 enthilt, nicht beeinflusst (siche Kapitel 3.2.3). Ein &hnliches Verhalten
zeigt EF-Tu. Die Behandlung mit EF-Tu hat bis jetzt nur Abwehrreaktionen in Pflanzen der Familie
der Brassicaceaen wie Arabidopsis thaliana, Brassica alboglabra oder B. oleracea hervorgerufen
(Kunze et al., 2004). Andere Pflanzen wie Tabak, Kartoffel, Tomate oder Sojabohne waren
unempfindlich auf die Zugabe von EF-Tu (Kunze et al., 2004). Ein anderes Beispiel sind bakterielle
Kaélteschockproteine, die von Pflanzen der Familie der Solanaceaen wie Tabak und Kartoffel erkannt

werden, jedoch nicht von Pflanzen auBerhalb dieser Familie (Felix and Boller, 2003).

SchlieBlich kénnen die Ergebnisse der vergleichenden Analyse PAMP-induzierbarer Gene in

Petersilie und Arabidopsis folgendermalien zusammengefasst werden:

(D Pflanzen scheinen fiir bestimmte Mikroorganismen charakteristische PAMPs zu er-
kennen, reagieren allerdings nicht auf eine PAMP-spezifische Art und Weise. Das deutet daraufhin,
dass PAMPs eine generische Reaktion auf ,,Nicht-Selbst* reprasentierende Molekiile ausldsen und die

Konvergenz der Signalwege sehr zeitig erfolgt. Das heifit, dass die PAMPs zwar von verschiedenen
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Rezeptoren erkannt werden, jedoch gleiche Signalwege benutzen, um die Expression von Abwehr-

genen zu induzieren.

2) Die Signalkaskaden, die nach PAMP-Erkennung ausgeldst werden, sind konserviert.
Nach Bindung der Liganden an die entsprechenden Rezeptoren werden die Signale zur Aktivierung
verschiedener Abwehrmechanismen in unterschiedlichen Pflanzen auf die gleiche Art und Weise
weitergeleitet. Dies konnte hier in Petersilie und Arabidopsis fiir die PAMP-ausgeldste Immunitéat
demonstriert werden. Interessanterweise scheint auch die effektorausgeloste Immunitdt sich der
gleichen Signaltransduktionswege zu bedienen. Navarro ef al. (2004) haben gezeigt, dass es zwischen
den friihen transkriptionellen Anderungen, die in Arabidopsis durch die Interaktion von flg22/FLS2
und in Tabak durch die Interaktion von Avr9 und Cf-9 ausgeldst werden, eine beachtliche Uberein-
stimmung gibt. Fiir 13 von 17 vollstindigen ACRE (Avr9/Cf-9 rapidly elicited) cDNAs aus Tabak war
die Expression mindestens eines Stellvertreters ihrer Orthologe in flg22-induzierten Arabidopsis-

Zellsuspensionen und -Keimlingen auch induziert (Navarro et al., 2004).

Da in Petersilie und in Arabidopsis gezeigt werden konnte, dass durch PAMPs verschiedenen
Ursprungs (Gram-negative Bakterien, Oomyceten) vergleichbare Verdnderungen im pflanzlichen
Transkriptom hervorgerufen werden, wire es interessant zu erfahren, was geschieht, wenn PAMPs
nacheinander appliziert werden. Reagiert die Pflanze oder die Zellen bei Zugabe eines zweiten
Elicitors schneller oder stirker als nach Behandlung mit nur einem PAMP? Dieser Vorgang wird als
Priming beschrieben (Conrath et al., 2002; Prime-A-Plant-Group, 2006). Der physiologische Zustand,
in dem Pflanzen besser und/oder schneller in der Lage sind, mit Abwehrreaktionen gegeniiber
biotischem oder abiotischem Stress zu reagieren, wird primed state (oder sensibilisierter Zustand) der
Pflanze genannt. Die Gruppe von Sophien Kamoun hat z.B. gezeigt, dass die transiente Coexpression
von PiNPPI1.1, einem nekroseinduzierenden Protein der NLP-Familie aus dem Oomyceten
Phytophthora infestans, und INF1-Elicitin (auch aus Phytophthora infestans), einem gut untersuchten
und HR auslésenden Protein in Nicotiana spp, in einem erhdhten Zelltod in Nicotiana benthamiana
resultierte (Kanneganti et al., 2006). Dieses Ergebnis deutet an, dass zwischen den beiden
Zelltodreaktionen ein synergistisches Zusammenspiel existiert, obwohl zwei separate Signalkaskaden
bestehen (Kanneganti et al., 2006). Es ist moglich, dass die Erkennung von PAMPs oder anderen
Pathogenmolekiilen wie INF1 oder PiNPP1.1 zu einer Sensibilisierung der Wirtszelle gegeniiber
anderen biotischen Stimuli (Kanneganti et al., 2006) fiihrt. Zipfel und Mitarbeiter beschreiben, dass
die gleichzeitige Zugabe von flg22 und elfl8 zu Arabidopsis-Zellen nur in nicht gesittigten
Konzentrationen einen additiven Effekt bewirken, wenn die extrazellulire Mediumalkalisierung
verfolgt wird (Zipfel et al., 2006). Arbeiten unserer Arbeitsgruppe in Petersiliezellsuspensionskulturen
deuten dagegen an, dass die aufeinanderfolgende Zugabe von LPS und HrpZpg,, einen synergistischen
Effekt auf die Phytoalexinproduktion ausiibt (Engelhardt und Niirnberger, unverdffentlichte Daten).
Weitere Analysen konnten Aufschluss dariiber geben, ob sich die Effekte nur bei bestimmten PAMP-

Kombinationen oder nur in bestimmten Pflanzenarten zeigen.
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4.5 TRANSFORMATION VON PETERSILIEZELLEN MITTELS
PARTIKELBESCHUSS

Die durch die cDNA-AFLP-Analyse ausgewéhlten Fragmente waren zwischen 80 und 400 bp
lang, d.h. sie waren relativ kurz. Um vollstindige DNA-Sequenzen zu erhalten, wurden RACE-
Experimente durchgefiihrt. Dadurch war es moglich von elf ausgesuchten Kandidaten fiinf vollstan-
dige cDNAs zu erhalten, von denen die dazugehdrigen offenen Leserahmen abgeleitet werden konnten
(siche Kapitel 3.1.4).

Fiir eine funktionelle Charakterisierung sind verschiedene genetische und biochemische
Ansétze moglich. Zu den biochemischen Methoden zéhlen Funktionsverlust- oder -gewinnstudien
(loss- or gain-of-function studies) mit pharmakologischen Effektoren in Elicitor/Zellkultursystemen,
und die Reinigung von Elementen der Signaltransduktionskaskaden. Beim genetischen Ansatz unter-
scheidet man zwischen vorwérts- und riickwartsgerichteten Methoden. Bei einem vorwértsgerichteten
Ansatz werden z.B. mutagenisierte Pflanzenpopulationen genutzt, um Pflanzen zu finden, die in ihren
Pathogenabwehrmechanismen beeintrachtigt sind. Im Anschluss werden die entsprechenden Gene
identifiziert. In einem riickwartsgerichteten genetischen Ansatz werden Gene gezielt ausgeschaltet.
Auflerdem gibt es molekulargenetische Methoden, wie z.B. das Split-Ubiquitin- oder Hefe-Dihybrid-
system, mit denen Interaktionsstudien durchgefiihrt werden konnen (Day et al., 2006; Ihara-Ohori et
al., 2007; Park et al., 2004; Takahashi et al., 2007).

In friitheren Arbeiten war die Transformation von Petersiliezellen mittels Partikelbeschuss
(Finer et al., 1992) zur Untersuchung PAMP-induzierter Calciumstrome (Blume et al., 2000) und zur
funktionellen Charakterisierung des respiratory burst oxidase homolog2 (RBOH2) (Zinecker, 2001)
bereits etabliert worden. Um die Rolle von Ca*" bei der Aktivierung der pflanzlichen Abwehr-
mechanismen ndher zu beschreiben, wurden Petersiliezellen mit einer DNA-Kassette, die Apodquorin
kodiert, stabil transformiert (Blume et al., 2000). Mit der Expression des Aequora aequorea
Apoiquorin-Gens im Zytoplasma von Pflanzenzellen kénnen Anderungen in der zytosolischen Ca*'-
Konzentration ([Ca2+]cy1) genau quantifiziert werden (Knight et al., 1991). Wurden diese stabil trans-
formierten transgenen Zelllinien mit Pep13 behandelt, konnte ein biphasischer Verlauf der [C:;12+]Cyt
beobachtet werden (Blume et al., 2000). Fiir neue Einblicke in die physiologische Funktion des
RBOH2 wurden die Petersiliezellen mit rboh2-sense- und antisense-Konstrukten transformiert
(Zinecker, 2001). Von 29 untersuchten transgenen rboh2-sense Kalli wurden vier putative liberexpri-
mierende Linien gefunden, deren erhdhte Transkriptmenge mit einer gesteigerten O, -Produktion und
vermehrten Phytoalexinbildung korrelierte (Zinecker, 2001). AuBerdem wurden 42 rboh2-antisense
transformierte Kalli auf unterdriickte Transkriptakkumulation untersucht. Eine vollstindige Unter-
driickung war in keiner Linie zu finden. Von neun untersuchten transgenen Zellsuspensionskulturen
mit verringerter RBOH2-Expression wies keine auf eine signifikante Anderung ihrer Elicitorrespon-
sivitdt hin (Zinecker, 2001).

Fiir die Charakterisierung in Petersilie wurden vier Fragmente ausgesucht, die aufgrund ihrer
Homologie zu Proteinen aus Arabidopsis am ehesten in Signalwege nach PAMP-Behandlung invol-
viert sein konnten. Die DNA-Sequenzen dieser Fragmente konnten drei Proteinkinasen (pc36 —
putative LRR-RLK; pc258 — Proteinkinase OXI1; pc322 — Ser/Thr-Proteinkinase) und ein integrales
Membranprotein (pc25) kodieren (siehe Kapitel 3.1.3.4). Mit Hilfe von antisense- und sense-

80



4 Diskussion

Konstrukten sollten fiir diese vier Fragmente transgene loss-of-function- und Uberexpressionszell-
linien durch Transformation mittels Partikelbeschuss hergestellt werden (Finer et al., 1992). Die
Transformation war jedoch nur mit der leeren Vektorkontrolle pCR2.1 HPT erfolgreich (siche Kapitel
3.1.5). Woran das gelegen haben konnte, ist noch unklar. Eine Mdglichkeit wire, dass die Petersilie-
zellkulturen trotz vorhandener Elicitoraktivitit fiir die Transformation nicht optimal gewachsen waren.
Das konnte zur Folge haben, dass die gewidhlten Transformationsbedingungen nicht mehr optimal
waren. Aullerdem ist es auch denkbar, dass sich die Zellkultur durch jahrelange Kultivierung verdndert
hat und so fiir die Transformationen nicht mehr zugénglich war. Aufgrund des groflen Zeitaufwandes
zur Uberpriifung aller verinderlichen Parameter, wurde auf eine Charakterisierung PAMP-induzier-

barer Gene in Arabidopsis thaliana ausgewichen.

4.6 CHARAKTERISIERUNG PAM P-INDUZIERBARER GENE IN
ARABIDOPSISTHALIANA

Da die funktionelle Charakterisierung ausgewihlter PAMP-induzierbarer Gene in Petersilie
nicht moglich war und im Zuge dieser Arbeit deutlich geworden ist, dass PAMPs eine generische
Pflanzenantwort auslosen (Kapitel 3.2.2 und 4.3), wurden weitere Analysen in der Modellpflanze
Arabdiopsis thaliana vorgenommen. Es sollten zwei Gene, die zum einen ein integrales Membran-
protein und zum anderen eine leucinreiche rezeptoréhnliche Kinase (LRR-RLK) kodieren, in Bezug
auf ihre physiologische Funktion ndher charakterisiert werden. Diese beiden Gene wurden ausgewéhlt,
da sie auf der einen Seite eine starke Reaktion auf die Behandlung mit PAMPs sowohl in Petersilie als
auch in Arabidopsis zeigten und im Fall von At2g02220 als rezeptordhnliche Kinase eine direkte
Funktion bei der Erkennung oder Weiterleitung des Signals haben konnten (Gomez-Gomez and
Boller, 2002; Llorente et al., 2005; Zipfel et al., 2006) (siche auch Tabelle 3-6).

46.1 CHARAKTERISIERUNG DESINTEGRALEN MEMBRANPROTEINS

Integrale Membranproteine werden im Allgemeinen in zwei Gruppen eingeteilt: solche, die
Biindel von a-Helices (oder a-IMP) und solche, die B-barrels (oder B-IMP) enthalten (Bowie, 2005;
Bracey et al., 2004). a-IMPs konnen die Doppelschicht der Membran ein- bis mehrfach durchqueren.
Sie konnen als Mono- oder Oligomere vorliegen. Auflerhalb der Lipiddoppelschicht kénnen die
hydrophilen Bereiche dieser Proteine eine enzymatische Aktivitit aufweisen, als Anker fiir 16sliche
Proteine dienen, Reduktionsidquivalente des Elektronentransports weiterleiten oder Liganden flir die
Signaltransduktion binden (Bracey et al., 2004). Aufgrunddessen besitzen o-IMPs vielfiltige Funk-
tionen, die Photosysteme, Rezeptoren, Proteine der Atmungskette, Kanile und Pumpen einschlieBen
(Bracey et al., 2004). Das IMP (At2g39530) soll drei Transmembrandoménen besitzen (TAIR,

www.arabidopsis.org), woraus wahrscheinlich ein Biindel von a-Helices entsteht, deren N-Terminus

sich im extrazelluldren und deren C-Terminus sich im intrazelluliren Bereich befindet. Datenbank-
suchen ergaben kiirzlich, dass das IMP ein nahes verwandtes Protein in Arabidopsis besitzt, das aber
eine unbekannte Funktion hat (At2g39518, annotiert am 27.04.2007, TAIR, www.arabidopsis.org).
Auf Nukleotidebene sind die Sequenzen zu 85 % identisch, auf Proteinebene zu 72 % (BLAST-Funk-
tionen des NCBI, siehe auch Abbildung 7.2 in Anhang C). Vorhersagen des Expressionsverhaltens

von At2g39518 anhand der Microarray-Analysen der AtGenExpress-Initiative sind nicht moglich, da
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At2g39518 nicht auf dem ATHI1-Chip enthalten ist. Der Vergleich des IMP mit Proteinen anderer
Pflanzen zeigte Homologien zu einem hypothetischen Protein aus Vitis vinifera (44 % identisch,
CAN64094.1, NCBI-Datenbank) und zu einem pathogeninduzierten Plasmamembranprotein (PIMP1)
aus Capsicum annum (40 % identisch, ABC79684.1, NCBI-Datenbank; siehe auch Abbildung 7.3 in
Anhang C). Fiir beide Proteine stehen derzeit keine weiteren Angaben iiber ihre Funktion zur
Verfiligung.

4.6.1.1 ANALYSE DER /MP-EXPRESSION

Microarray-Analysen (Genevestigator-Datenbank; www.genevestigator.ethz.ch; Zimmermann
et al., 2004) und nachfolgende RT-PCR-Analysen zeigten, dass die Expression des /MP durch alle
vier PAMPs — f1g22, HrpZpgn, LPS und NLPp, — stimuliert wird, wobei die Induktion nach 4 h immer
am stérksten und durch flg22 und HrpZpg,, am hochsten ist (Abbildung 3.13). Ebenfalls erhoht wurde
die Transkriptmenge des IMP durch Pathogenapplikation. Ganz besonders hoch fiel sie in den

Microarray-Analysen nach 24 h durch Infektion mit dem Nichtwirtspathogen Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola (Psph) und der Typ IlI-Sekretionsmutanten Pst hrcC™ (apathogen) aus. Bei der
Applikation der anderen Bakterien — Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000, viru-
lent) und Pst avrRpm1 (avirulent) — fiel auf, dass bei den Microarray-Analysen die IMP-Expression
zunichst nach 2 h induziert, nach 6 h jedoch reduziert und im Fall von Pst aviRpm1 nach 24 h wieder
deutlich erhht wurde, bei Pst DC3000 keine signifikante Anderung zu verzeichnen war (Abbildung
3.14). Das Ergebnis der RT-PCR-Analyse variierte ein wenig. Die Behandlung mit dem virulenten
Stamm Pst DC3000 scheint nach 2 h und 6 h die Expression des /MP zu induzieren und danach zu
reduzieren. Die Infiltration von allen anderen Bakterien scheint die /MP-Expression gleich bleibend
verstiarkt zu beeinflussen. Die Behandlung mit Pst DC3000 konnte ein gutes Beispiel fiir PTI und
anschlieBende ETS sein. Das Pathogen Pst DC3000 wird durch die Pflanze erkannt und im Zuge der
PTI wird die IMP-Expression verstéirkt (Abbildung 3.13-B). Im Verlauf der Evolution hat Pst DC3000
aber Virulenzfaktoren ausgebildet, die PTI unterdriicken und eine effektorausgeloste Empfanglichkeit
(ETS) verursachen (Abbildung 1.1). Das wird darin deutlich, dass die zunichst erhdhte Expression des
IMP nach 24 h unterdriickt wird (Abbildung 3.13-B). Eine Unterdriickung von frithen Abwehrreak-
tionen wurde 2006 auch von He et al. Demonstriert (He et al., 2006). He und Mitarbeiter haben
verschiedene Pseudomonas-Stimme in Arabidopsis-Blatter infiltriert und die Aktivierung von frithen
Abwehrgenen (FRK1, At1g51890, At2g17740 und At5g57220) nach 2 h und 6 h untersucht. Sie haben
festgestellt, dass die Expression dieser vier Gene durch alle eingesetzten Pseudomonas-Staimme (den
Nichtwirtsstamm Psp NPS3121, den virulenten Stamm Pst DC3000 und die Typ III-Sekretionsmu-
tante Pst hrcC’) nach 2 h eindeutig erhoht wurde (He et al., 2006). Die Transkriptmenge dieser vier
Gene wurde nach 6 h durch den virulenten Stamm Ps¢z DC3000 jedoch drastisch reduziert, wobei die
anderen Bakterienstimme die Aktivierung beibehielten oder noch verstirkten (He et al., 2006). Durch
einen zellbasierten genetischen Screen identifizierten He et al. (2006) AvrPto und AvrPtoB als
spezifische Unterdriicker der frithen PAMP-Signaltransduktionsreaktionen. Es wére interessant
herauszufinden, ob diese beiden Effektoren auch fiir die Unterdriickung der /MP-Expression verant-
wortlich sind.

In einer fritheren Arbeit unserer Arbeitsgruppe wurde anhand der in der Genevestigator-

Datenbank gefundenen Microarray-Daten (www.genevestigator.ethz.ch; Zimmermann et al., 2004)

82



4 Diskussion

gezeigt, dass das I/MP hauptsichlich in den Wurzeln exprimiert wird (Cabrillac, 2005). Eine Analyse
der Domine unbekannter Funktion (DUF588), die das IMP ebenfalls besitzt (InterPro- und Pfam-
Datenbank), wies unter anderem eine geringe Homologie zum MtN24 Protein aus Medicago
truncatula auf. MtN24 wird nur wiahrend der Rhiozobium meliloti induzierten Knotchenentstehung an
Wurzeln exprimiert (Gamas et al., 1996). Es kann also sein, dass diese Doméne eine Rolle in der

Interaktion zwischen Pflanzen und verschiedenen Mikroorganismen spielt.

Laure Cabriallac wertete ferner den Einfluss von abiotischem Stress (Kélte-, Trocken-, Salz-
oder osmotischer Stress) auf das Expressionsverhalten des /MP aus (Cabrillac, 2005). Dazu standen

Arraydaten der Genevestigator-Datenbank (www.genevestigator.ethz.ch; Zimmermann et al., 2004) in

Wurzel- und Blattgewebe zur Verfiigung. Interessanterweise wird die Expression des /MP in Wurzeln
durch Kilte und Trockenheit wenig beeinflusst und durch osmotischen und Salzstress eher
unterdriickt. Dagegen variiert die Expression in den Bléttern gravierend. Sie scheint zyklisch zu ver-
laufen: eine Erh6éhung der Transkriptmenge nach 30 min, nach 3 h ein Abfall bis zur Repression,

gefolgt von einer Induktion nach 6 oder 12 h und schlieBlich einer erneuten Reduktion nach 24 h.

4.6.1.2 PHANOTYPISCHE BESCHREIBUNG EINER /MP-DEFIZIENTEN ARABIDOPSIS-LINIE

Fiir eine funktionelle Charakterisierung des IMP wurden Pflanzen mit einer T-DNA-Insertion
im 2. Exon des /MP mit Wildtyppflanzen (WT) verglichen. Mit Hilfe von Genotypisierungen konnte
gezeigt werden, dass die Insertion tatséchlich vorhanden ist. AuBerdem wird nach Behandlung der
Pflanzen mit Elicitoren in imp/-1 im Gegensatz zum WT kein Transkript mehr gebildet. Nachdem auf
diese Weise abgesichert wurde, dass das Gen tatsichlich defekt ist, wurden verschiedene
Untersuchungen fiir eine phinotypische Beschreibung der impi-1-Mutante vorgenommen. Dabei ist
zu bedenken, dass die Aufgaben des IMP auch von dem homologen Protein unbekannter Funktion

(At2g39518) iibernommen werden konnten, so dass ein Phénotyp nicht erkennbrar wire.

Fiir verschiedene Proteine (ERECTA, Godiard ef al., 2003; BRI1, Zhou et al., 2004; HASEA,
Jinn et al., 2000) konnten in ko-Pflanzen Wachstums- und Entwicklungsénderungen wahrgenommen
werden. Fiir die Funktionsverlustmutante imp/-1 des IMP gibt es jedoch beziiglich des WTs keine
makroskopisch sichtbaren Anderungen des Gesamtbilds und der Entwicklung. Deshalb wiren in
Zukunft auch eine mikroskopische Betrachtung der Anatomie der Pflanze und/oder die Untersuchung

des Einflusses entwicklungssteuernder Hormone nétig.

Microarray-Analysen, die im Rahmen von A¢GenExpress durchgefiihrt wurden, wiesen eine
erhohte Transkriptakkumulation des /MP in den Wurzeln auf. Es ist daher denkbar, dass ein Aus-
bleiben der Expression einen starken Effekt auf das Verhalten der /MP-defizienten Pflanzen unter
physiologischen Stressbedingungen haben konnte. Das Wurzelwachstum von impl-1- und WT-
Pflanzen wurde deshalb unter Zugabe einiger abiotischer Stressoren zum Medium analysiert (Kapitel
3.3.1.3.3). Die stimulusabhingige Expression des /MP scheint jedoch fiir die allgemeine Wurzelent-
wicklung nicht von essenzieller Bedeutung zu sein, da erstens ein Gendefekt keinen Einfluss auf ihr
Aussehen und ihr Wachstum unter Kontrollbedingungen hat und zweitens die abiotischen Stressoren
(Salz, Mannitol und Methyljasmonat) in impl-I-Keimlingen keine verdnderte Wirkung auf das
Wachstum oder die Vitalitdt im Vergleich zum WT zeigen. Dies deutet entweder darauthin, dass das

IMP zwar induziert wird, aber nicht an pflanzlichen Prozessen, die bei abiotischem Stress ausgeldst
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werden, beteiligt ist oder seine Funktion von anderen Proteinen (wie z.B. von At2g39518) iiber-
nommen werden kann.

Die verstirkte Transkriptakkumulation des /MP nach PAMP- oder Pathogenbehandlung
konnte darauf hinweisen, dass das kodierte Protein in die Signalerkennung oder -weiterleitung und
somit in die Pathogenabwehr involviert ist. Aufgrund der erhohten Expression des IMP nach
Behandlung mit nichtpathogenen Bakterien (der apathogenen Typ III-Sekretionsmutanten Pst hrcC
und dem Nichtwirtsstamm Psph) in den Microarray-Analysen wurden impI-1- und WT-Pflanzen mit
diesen beiden Bakterienstimmen inokuliert. Das Wachstum der Bakterien in den Blittern zeigte
jedoch keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 3.17) in der WT- und der impi-1-Linie. Es ist zu
iiberpriifen, ob die Inokulation von virulenten Pst DC3000 in impl-1-Pflanzen zur Auspriagung eines
vom WT verschiedenen Phénotyps fithrt. Wenn das IMP als positiver Regulator in der Pathogen-
abwehr eine Rolle spielt, sollten die Bakterien sich in /MP-defizienten Linien besser vermehren
koénnen. Sollte es ein negativer Regulator sein, wiirde die Vermehrung der virulenten Pst DC3000 in
der impI-1-Linie eingeschriankt werden, sie wiirde resistenter sein. Es ist auch zu iiberlegen, welche
Methode der Inokulation der Bakterien genutzt wird, da festgestellt wurde, dass Infiltrieren und
Bespriihen der Blitter von Arabidopsis mit Bakterien einen unterschiedlichen Effekt auf die Infektion
hatte (Zipfel et al., 2004). Bakterien des Stammes Pst DC3000, die direkt in den Interzellularraum der
Blitter infiltriert wurden, wuchsen in fIs2-17-Pflanzen mit der gleichen Geschwindigkeit wie in WT-
Pflanzen und verursachten die gleichen sichtbaren Krankheitssymptome innerhalb der ersten Woche
nach Infektion (Zipfel et al., 2004). Im Gegensatz dazu wiesen fls2-17-Pflanzen eine schnellere und
intensivere Entwicklung von Krankheitssysmptomen auf, wenn die Pflanzen mit Psz DC3000
Bakterien bespriiht wurden (Zipfel et al., 2004).

Wie in Kapitel 3.3.1.3.2 angesprochen, ist die Uberpriifung von Markergenen, die fiir be-
stimmte Signalwege charakteristisch sind, eine weitere Moglichkeit, die Reaktion einer /MP-defi-
zienten Pflanze auf Pathogenstress zu untersuchen. In dieser Arbeit wurden PRI als klassisches
Markergen fiir die Abwehr in Pflanzen (Fellbrich et al., 2002; Zipfel et al., 2004), MPK3 als typische
MAP-Kinase in Abwehrreaktionen (Asai et al., 2002; Navarro et al., 2004) und MAPKKK]15 als MAP-
Kinase-Kinase-Kinase, die zur MEKK-Unterfamilie gehort (74/R, www.arabidopsis.org), néher be-

trachtet. Allerdings konnten bei keinem der angefiihrten Gene signifikante Expressionsunterschiede
zwischen impI-1- und WT-Pflanzen nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.3.1.3.2). Zum Teil lag es
an der relativ hohen Verwundungsreaktion, was in der MgCl,-Kontrolle sichtbar ist. D.h. aber nicht,
dass das IMP nicht in die Abwehr von Pathogenen involviert sein konnte. Es wére auch moglich, dass
die Funktion des IMP von einem anderen Protein (wie At2g39518) iibernommen wird und somit sein
Fehlen keinen bedeutenden Einfluss hétte. Damit das ausgeschlossen werden kann, miissten
Doppelmutanten dieser beiden Gene (At2g39530 und At2g3918) hergestellt und analysiert werden.
Um zu iberpriifen, welche Rolle das IMP bei der Pathogenabwehr iibernimmt, kdnnten auch
Microarray-Analysen mit RNA aus WT- und impl-1-Pflanzen, die mit verschiedenen Elicitoren

infiltriert wurden, durchgefiihrt werden.
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46.2 CHARAKTERISIERUNG DESPHYTOSULFOKINREZEPTORS

Um potentielle Pathogene zu erkennen und entsprechende Abwehrreaktionen auszulSsen,
besitzen Pflanzen eine Reihe an zytosolischen und membranstindigen Rezeptoren. Das Genom von
Arabidopsis thaliana kodiert unter anderem eine Familie von membranstéindigen Rezeptoren, zu denen
ca. 600 rezeptordhnliche Kinasen (RLKs) gehdren und deren grofite Unterfamilie (ca. 235) LRR-
Rezeptorkinasen (LRR-RLK) bilden (Morillo and Tax, 2006). Obwohl die Funktion der meisten LRR-
RLKSs noch nicht bekannt ist, zeichnet sich ab, dass sie in eine Vielzahl von Vorgingen in der Pflanze
involviert sind. So ist nachgewiesen, dass sie eine Rolle in der Brassinosteroiderkennung, wie z.B.
BRI1, BRL1-3 oder BAK1 (Cano-Delgado et al., 2004; Li and Chory, 1997; Li et al., 2002; Zhou et
al., 2004), in der Meristemdifferenzierung (CLAVATA) (Clark et al, 1997) in der Pflanzen-
abwehr/Pathogenerkennung [FLS2 (Gomez-Gomez and Boller, 2000) und EFR (Zipfel et al., 2006)],
in der bakteriellen Erkennung durch Xa21 (Song et al., 1995) und in vielen weiteren Prozessen spielen
(Dievart and Clark, 2003). Fiir die LRR-RLK ERECTA konnte auflerdem eine duale Rolle aufgezeigt
werden: Sie beeinflusst Entwicklungsvorginge wie die Bliitenbildung (Lease et al., 2001; Torii et al.,
1996) und ist auBerdem an der pflanzlichen Immunitit gegeniiber bakteriellen und pilzlichen Infek-
tionen beteiligt (Godiard et al., 2003; Llorente et al., 2005).

In unserer Gruppe wurden umfangreiche Microarray-Analysen mit Fokus auf Patho-
gen/PAMP-induzierte LRR-RLKs durchgefiihrt (siche auch AtGenExpress-Initiative). Von den 235
LRR-RLKs werden 49 durch Pathogene und/oder PAMPs induziert (Kemmerling et al., 2007). Eine
dieser induzierten LRR-RLKSs ist BAK1, die nicht nur als Corezeptor von BRI1 im Brassinosteroid-
Signalweg agiert, sondern auch in die Einddimmung von mikrobiell induziertem Zelltod involviert ist
(Kemmerling et al., 2007) und eventuell als Interaktor von FLS2 fungiert (Chinchilla et al., 2007).
Eine weitere von diesen induzierten LRR-RLKSs ist der Phytosulfokinrezeptor AtPSKRI.

4.6.2.1 ALLGEMEINE INFORMATION ZUM PHYTOSULFOKINREZEPTOR

Matsubayashi und Mitarbeiter haben gezeigt, dass die Phytosulfokinerkennung in Karotte
durch eine LRR-RLK, den Phytosulfokinrezeptor DcPSKR1 vermittelt wird (Matsubayashi et al.,
2002). Phytosulfokine werden in PSK-oo und PSK-B unterschieden, wobei PSK-o. das primére
Signalmolekiil ist, dass flir die Zell-Zell-Kommunikation verantwortlich ist und an verschiedenen
Differenzierungs- und Entwicklungsreaktionen in der Zelle beteiligt ist (siche Kapitel 3.3.2.1). Im
vergangenen Jahr konnte dieselbe Gruppe zeigen, dass At2g02220 (AtPSKR1) mit groBer
Wahrscheinlichkeit ein Ortholog von DcPSKR1 ist (Matsubayashi et al., 2006). AtPSKR1 besteht, wie
alle LRR-RLKs, aus einer extrazelluliren Doméne mit leucinreichen Wiederholungen und einer
intrazelluldren Kinasedomaine, die iiber eine Transmembrandoméne miteinander verbunden sind (siche
Abbildung 3.20 und Abbildung 7.5). Zwischen der 17. und 18. LRR befindet sich eine 36-AS-grofie
Inseldomine, wie sie auch fiir den Brassinosteroidrezeptor BRI1 beschrieben wurde und die mit der
direkt angrenzenden LRR essenziell fiir die Ligandenbindung ist (Kinoshita et al., 2005). Typisch fiir
extrazelluldre Dominen pflanzlicher LRR-Rezeptoren sind Cysteine, die oft gepaart vorliegen. Zwei
dieser Paare flankieren die LRRs, so auch in AtPSKRI1 (siche Abbildung 7.5). Welche Funktion sie
hier haben, ist aber noch unklar. Im Fall von CLAVATA 1 sind sie fiir eine Homodimerbildung
verantwortlich (Trotochaud et al., 1999).
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Durch eine BLASTP-Analyse (Altschul ez al., 1997) wurden drei Proteine gefunden, die auf
Proteinebene zu 58 % (At5g42440), zu 47 % (At5g53890) und zu 42 % (Atlg72300) mit AtPSKR1
identisch sind. Laut T4/R (www.arabidopsis.org) ist At5g42440 Teil einer Proteinkinasefamilie, die
Ahnlichkeit mit AtPSKR1 aufweist. At5g53890 und At1g72300 sind beides LRR-RLKs der LRR-Xb-
Unterfamilie, die AtPSKR1 und OsPSKR1 sowie einander dhneln (www.arabidopsis.org). Keine

dieser Kinasen scheint jedoch signifikant auf PAMP-Stress zu reagieren (Datenbankvergleich mit dem
Programm Genevestigator www.genevestigator.ethz.ch; Zimmermann et al., 2004 und Zipfel et al.,
20006).

4.6.2.2 ANALYSE DER ATPSKR I-EXPRESSION

Wie schon bei der Analyse des IMP beschrieben, war eine der Zielstellungen die
Charakterisierung der Funktion des AtPSKR1 in der PAMP-Erkennung und Pathogenabwehr. Bei der
Microarray-Analyse der AtGenExpress-Daten wurde deswegen besonderes Augenmerk auf die Be-
handlung mit PAMPs und Pathogenen gelegt. Es hat sich gezeigt, dass die Transkriptmenge von
AtPSKRI durch bakterielle PAMPs wie flg22 und HrpZp,, nach 1 h leicht (ca. 3,5 - 4-fach), nach 4 h
deutlich erhoht (ca. 8 — 11-fach) vorliegt. Eine geringfiigig erhdhte Expression (ca. 3-fach) ist auch
nach Infiltration mit NLPp, zu erkennen. Auf die Behandlung mit LPS reagiert AtPSKRI jedoch nach
1 und 4 h nicht. Eine RT-PCR-Analyse wurde nur fiir flg22 und HrpZpg,, durchgefiihrt und weist dort
eine erhohte Transkriptmenge nach 1 und 4 h auf (siehe Kapitel 3.3.2.1).

Die Microarray-Analyse nach Pathogenbehandlung ergab eine geringe Erhéhung der Trans-
kriptmenge durch Inokulation mit dem Nichtwirtsbakterium Psph und mit der apathogenen Typ III-
Sekretionsmutante Pst hrcC™ nach 6 und 24 h. RT-PCR-Analysen zeigten jedoch, dass alle vier ge-
testeten Bakteriensuspensionen, also auch die des virulenten Stamms Pst DC3000 und des avirulenten
Stamms Pst avrRpm1, eine Expressionssteigerung des AtPSKRI zu allen untersuchten Zeitpunkten (2,
6 und 24 h) zur Folge hatten. Dieses Ergebnis deutet darauthin, dass AtPSKRI1 eine Rolle in der
Pathogenabwehr spielen konnte.

4623 CHARAKTERISIERUNG DER ATPSKR [ MUTATIONSLINIEN

Um die Auswirkungen eines Gendefekts im AtPSKRI-Gen beziiglich des Wachstums, der
Abwehr von Pathogenen oder wihrend der Behandlung mit abiotischem Stress zu erforschen, waren
vier T-DNA-Insertionslinien verfiigbar (Alonso et al., 2003; Samson et al., 2002). Fiir drei der vier
Linien konnte das Vorhandensein der T-DNA-Insertionen im A¢PSKRI-Gen mit Hilfe von PCRs
nachgewiesen werden. Eine Insertion befindet sich im LRR-Bereich (pskri-4), eine in der Kinase-

doméne (pskrI-3) und eine in der Promotorregion (pskr-2; siehe Kapitel 3.3.2.3).

Untersuchungen auf Transkriptebene deuten darauf hin, dass pskr1-3 und pskr1-4 keinen voll-
stindigen Rezeptor mehr kodieren (sieche Kapitel 3.3.2.4) und dass das Protein in seiner Funktion
folglich eingeschrénkt sein wird. Liegen T-DNA-Insertionen im Promotorbereich, sind alle moglichen
Varianten einer Deregulation denkbar. Es kann zu einer verstirkten Expression, zu einem volligen
Ausfall, zu einer verdnderten Stressresponsivitdt oder zu einer verdnderten Organspezifitit der Expres-
sion kommen. Analysen der pskr/-2-Linie, deren Insertion in der Promotorregion liegt, zeigten keine
Expressionsinaktivierung oder Uberexprimierung des AtPSKRI, da mit allen getesteten Primerkom-
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binationen WT-gleiche PCR-Produkte gebildet wurden. Es kann aber trotzdem mdglich sein, dass
psrkl-2 anders reagiert als der WT.

4624 DIE PHANOTYPISCHE BESCHREIBUNG A TPSKR I-DEFIZIENTER/VERRINGERTER
LINIEN

4.6.2.4.1 Entwicklungsphinotypen

Wie schon erwéhnt sind einige Mitglieder der RLK-Familie in Entwicklungsprozesse invol-
viert. CLAVATA 1 reguliert z.B. die Zelldifferenzierung im Apikalmeristem und im Meristem der
Bliiten (Clark et al., 1997; Stone et al., 1998) oder HAESA ist an der Regulation von Abszissions-
prozessen beteiligt (Jinn et al., 2000). Ein Fehlen dieser Gene &duBert sich in einem verdnderten
Phénotyp der Pflanzen (Clark et al, 1997; Jinn et al., 2000; Stone et al, 1998). Die T-DNA-
Insertionslinien des A¢tPSKRI wurden deshalb zunéchst auf einen makroskopisch verdnderten Phino-
typ hin untersucht. Matsubayashi et al. (2006) haben WT-Pflanzen (Ler) mit der ko-Linie pskri-1
(Insertion liegt im LRR-Bereich; Ler) und ihrer iiberexprimierenden Linie AtPSKRIox in ihrem
Wachstum und Aussehen unter Dauerlicht verglichen. Wihrend der ersten drei Wochen waren die
Keimlinge und kleinen Pflanzchen in ihrem Wachstum und ihrer Entwicklung nicht voneinander zu
unterscheiden. Die pskri-1-Pflanzen zeigten aber nach vier Wochen verfrithte Alterungserschei-
nungen, und alle Blatter waren 6 Wochen nach der Keimung abgestorben. Die {iberexprimierenden
Pflanzen entwickelten dagegen groBere Blétter als der WT und wiesen eine verspétete Alterung auf
(Matsubayashi et al., 2006).

Die in dieser Arbeit betrachteten loss-of-function-Mutanten unterschieden sich in ihrem
Wachstumsverhalten. pskri-3-Pflanzen wuchsen vorerst unter Kurztagbedingungen langsamer als der
WT, pskri-2 und pskri-4 dagegen dhnlich wie der WT. Das geringere Wachstum war jedoch nicht auf
eine schlechtere Keimungsrate zuriickzufiihren. Da Matsubayashi et al. (2006) mit Dauerlicht-
bedingungen arbeiteten, wurden die hier verwendeten T-DNA-Insertionslinien zum Vergleich unter
verschiedenen Lichtverhdltnissen (Kurz-/Langtag und Dauerlicht) angezogen (Matsubayashi et al.,
20006). Die pskri-3-Pflanzen zeigten unter den verschiedenen Lichteinfliissen immer ein langsameres
Wachstum. Die von Matsubayashi ef al. (2006) beobachteten Alterungserscheinungen waren jedoch
nur unter Dauerlichtbedingungen und hauptsichlich fiir pskri-3 (Insertion in der Kinasedoméine)
sichtbar. Hier waren nach etwa vier Wochen erste Anzeichen von Alterung zu erkennen, die jedoch
nicht so gravierend wie bei Matsubayashi und Mitarbeitern ausfielen. Das konnte an dem verwendeten
Okotyp liegen: Matsubayashi et al. (2006) arbeiteten im Ler-Hintergrund, pskrl-3 ist im Col-0-
Hintergrund. Da weder in pskri-1 noch in pskri-3 PSKRI-Transkripte vorhanden waren [siehe
Abbildung 3.23 und (Matsubayashi et al., 2006)], ist es moglich, dass die friihe Seneszenz auf das
Fehlen des Phytosulfokinrezeptors zuriickzufiihren ist. Die kleinere Wuchsform kann jedoch auch von

einer weiteren Insertion in der hier charakterisierten T-DNA-Insertionslinie stammen.

pskrl-4, deren Insertion im LRR-Bereich liegt und im Ws-0-Hintergrund eingefiihrt wurde,
zeigte im Vergleich von ko zu WT keine verfrithte Seneszenz. Das scheint den Beobachtungen von
Matsubayashi und Mitarbeitern insofern zu widersprechen, da die Insertion von pskri-1 ebenfalls im
LRR-Bereich liegt (Matsubayashi et al., 2006). Wihrend sich die pskri-I-Insertion in der Region der
15. LRR befindet, ist sie in pskri-4 in der dritten LRR. LRR-Motive spielen in der Ligandenbindung
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und -erkennung eine wichtige Rolle (Di Matteo et al., 2003; Gomez-Gomez et al., 2001; Kinoshita et
al., 2005; Kobe and Kajava, 2001). Fiir die Phytosulfokinbindung in Karotte sind die ersten 15 AS der
Inseldoméne des Rezeptors DcPSKR1 notwendig (Shinohara et al., 2007). Dieser Bereich ist auch im
Arabidopsis-PSK-Rezeptor AtPSK1 sehr konserviert. Das ldsst die Annahme zu, dass diese Region
ebenfalls die Ligandenbindungsstelle ist. Fiir pskri-4 konnte in diesem Bereich noch ein
Resttranskript nachgewiesen werden (Abbildung 3.23, Primer 1). Es ist also mdglich, dass der geringe
Anteil an AtPSKR1 ausreichend ist, um die verfrithten Alterungserscheinungen zu verhindern.
AuBerdem stimmen, wie schon erwihnt, die Arabidopsis-Okotypen nicht iiberein: Ler (pskri-I)
gegeniiber Ws (pskri-4).

Das langsamere Wachstum der pskrl-3-Linie war auch in Wurzellingenuntersuchungen auf
den 2 MS-Kontrollplatten zu sehen (siche Kapitel 3.3.2.5.2). Allerdings war dieses verringerte
Wachstum nicht mehr vorhanden, wenn die Pflanzchen auf 2 MS-Platten mit 100 mM NaCl wuchsen.
Das Wurzelldingenwachstum der untersuchten Linien unterschied sich nicht signifikant. Das wiirde
bedeuten, dass der Zusatz von Salz das langsamere Wachsen der pskri-3 autheben wiirde.

4.6.24.2 Pathogenphénotypen

Wie auch fiir das integrale Membranprotein wurde die Reaktion der T-DNA-InsertionsLinien
des AtPSKR1 auf phytopathogene Bakterien getestet. Erste Versuche deuten darauthin, dass das
Wachstum von virulenten Pst DC3000 nach Applikation in die Blétter der pskrl-3- und pskri-4-
Pflanzen verringert ist (siche Abbildung 3.25, Patricia Rodriguez). Das wiirde bedeuten, dass
AtPSKR1 als negativer Regulator in der Pathogenabwehr fungieren wiirde. Wird Pst DC3000 in
Anwesenheit von AtPSRK1 im Wildtyp erkannt, wird die Aktivierung einer Reihe von Abwehr-
mechanismen verhindert. Pst DC3000 kann sich also uneingeschrinkt vermehren und die Pflanze
schiadigen. In den Mutationslinien wird dagegen die Auslésung von Abwehrreaktionen nicht unter-
bunden, was sich in einer erhdhten Resistenz gegeniiber Pst DC3000 manifestiert. Diese Hypothese
wurde in einem vorldufigen Experiment durch die Transkription von DRK4d, einer abwehrbezogenen
Kinase, bestdtigt. DRK4d wurde im Gegensatz zum WT in pskr1-3 nach Infiltration der Blitter mit Ps¢
DC3000 exprimiert (Daten nicht gezeigt).

Da es sich bei AtPSKR1 um einen potentiellen Phytosulfokinrezeptor handelt, wére es auch
interessant herauszufinden, was passieren wiirde, wenn Pflanzen zundchst mit Phytosulfokinen

behandelt und anschlielend auf Bakterienwachstum getestet wiirden.
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5 Zusammenfassung

) ZUSAMMENFASSUNG

Ein tieferes Verstdndnis von Signalvorgéngen bei Reaktionen der angeborenen Immunitit in
Pflanzen erfordert die Identifizierung neuer Komponenten der entsprechenden Signalwege. Da fiir
einige Signalkomponenten wie die PAMP-Rezeptoren FLS2 und EFR gezeigt werden konnte, dass sie
durch die Einwirkung von PAMPs transkriptionell aktiviert werden, wurden intensive Expressions-

analysen durchgefiihrt.

Ziel dieser Arbeit war es, durch PAMP-Behandlung differenziell exprimierte Gene mit Signal-
transduktionseigenschaften in Petroselinum crispum und Arabidopsis thaliana zu identifizieren, sie
gegeniiber zu stellen und miteinander zu vergleichen, um anschlieBend eine molekulare und funk-
tionelle Charakterisierung ausgewéhlter Kandidaten im Modellsystem Arabidopsis thaliana vorzu-

nehmen.

Die Ergebnisse der vergleichenden Analyse PAMP-induzierbarer Gene in Petersilie und
Arabidopsis lieBen erkennen, dass Pflanzen fiir bestimmte Mikroorganismen charakteristische PAMPs
zu erkennen scheinen, allerdings nicht auf eine PAMP-spezifische Art und Weise reagieren. Das
deutet daraufhin, dass PAMPs eine generische Reaktion auf ,,Nicht-Selbst* reprasentierende Molekiile
ausldsen und die Konvergenz der Signalwege sehr zeitig nach Ligandenerkennung erfolgt. Uberdies
sind die Signalkaskaden, die nach PAMP-Erkennung ausgeldst werden, konserviert. Nach Bindung der
Liganden an die entsprechenden Rezeptoren werden die Signale zur Aktivierung verschiedener

Abwehrmechanismen in unterschiedlichen Pflanzen auf die gleiche Art und Weise weitergeleitet.

Fiir die molekulare und funktionelle Beschreibung in Arabidopsis thaliana wurden zwei Gene
ausgewahlt (At2g39530 und At2g02220), deren Expression eine starke Reaktion auf die Behandlung
mit PAMPs sowohl in Petersilie als auch in Arabidopsis zeigten und die im Fall von At2g02220 als
rezeptordhnliche Kinase eine direkte Funktion bei der Erkennung oder Weiterleitung des Signals
haben konnten (Gomez-Gomez and Boller, 2002; Zipfel et al., 2006).

Die Expression des integralen Membranproteins IMP (At2g39530) wird durch die Behandlung
von PAMPs oder Pathogenen stark induziert. Eine untersuchte T-DNA-Insertionslinie impl-1 wies
jedoch keine phénotypisch sichtbaren Verdnderungen beziiglich ihrer Entwicklung und gegeniiber
einer PAMP- oder Pathogenbehandlung auf. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass der nichtvor-
handene Phénotyp von einem kiirzlich annotierten unbekannten Protein (At2g39518) ausgeglichen und
seine Funktion von ihm iibernommen wird. Damit das ausgeschlossen werden kann, miissten in
Zukunft Doppelmutanten dieser beiden Gene (At2g39530 und At2g39518) hergestellt und analysiert

werden.

Der Phytosulfokinrezeptor AtPSKR1 (At2g02220) ist eine der 49 durch Pathogene und/oder
PAMPs induzierten LRR-RLKSs des Transkriptoms von Arabidopsis thaliana. Er scheint wie auch die
beiden gut charakterisierten LRR-RLKs ERECTA und BAKI1 eine duale Funktion zu haben.
AtPSKRI1 erkennt einerseits Phytosulfokine, die an verschiedenen Differenzierungs- und Entwick-
lungsreaktionen in der Zelle beteiligt sind, konnte andererseits aber auch als negativer Regulator in der
Abwehr von virulenten Pst DC3000 eine Rolle spielen. Die Expression des A¢tPSKRI wird wie auch
die des IMP stark durch PAMPs oder Pathogene induziert. Von den drei untersuchten T-DNA-
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5 Zusammenfassung

Insertionslinien (pskri-2, pskri-3 und pskri-4) scheint nur pskri-3 eine vom WT differenzierte
Entwicklung aufzuweisen. pskrI-3-Pflanzen wachsen langsamer als der WT und zeigen eine verfriihte
Seneszenz. Erste Versuche deuten daraufhin, dass pskri-3 auBerdem resistenter als der WT gegeniiber
Pst DC3000-Behandlung ist.
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7 Anhang

ANHANG

ANHANG A: PRIMER FUR DIE CDNA-AFLP-ANALYSE

Wenn nicht anders angegeben, ist immer die 5°-3’-Leserichtung aufgefiihrt.

Apol Adapter:
5/- CTC GTA
CAT
Taql Adapter:
5/- GAC GAT
TA
Apol+0 Primer:
CTC GTA GAC
Apo+2 Primer:
1. GAC TGC
2. GAC TGC
3. GAC TGC
4. GAC TGC
5. GAC TGC
6. GAC TGC
7. GAC TGC
8. GAC TGC
9. GAC TGC
10. GAC TGC
11. GAC TGC
12. GAC TGC
13. GAC TGC
14. GAC TGC
15. GAC TGC
16. GAC TGC

GAC
CTG

GAG
CTC

TGC

GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

TGC
ACG

TCC
AGG

GTA

CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA
CCA

GTA
CAT

TGA
ACT

CCA

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

cc
GGT TAA-phosph-5'

C
GGC-phosph-5'

ATT

TAA
TAT
TAG
TAC
TTA
TTT
TTG
TTC
TGA
TGT
TGG
TGC
TCA
TCT
TCG
TCC

Taql+0 Primer:
GAC GAT GAG
Taql+2 Primer:
1. GAT GAG
2. GAT GAG
3. GAT GAG
4. GAT GAG
5. GAT GAG
6. GAT GAG
7. GAT GAG
8. GAT GAG
9. GAT GAG
10. GAT GAG
11. GAT GAG
12. GAT GAG
13. GAT GAG
14. GAT GAG
15. GAT GAG
16. GAT GAG

TCC

TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC

TGA

TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA

CCG

CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG

AAT
AAG
AAC
ATA
ATT
ATG
ATC
AGA
AGT
AGG
AGC
ACA
ACT
ACG
ACC




7 Anhang

ANHANG B: WEITERE VERWENDETE OLIGONUKLEOTIDE

Tabelle 7-1: Zusammenstellung der verwendeten Oligonukleotide fiir die RT-PCRsin Petersilie.

Primername Oligosequenz (5'-3' -Richtung) TdTa [°C] Zyklenzahl
18Sf GAT GGT AGG ATA GTG GCC TA 57,3/50 18
18Sr TGG TTC AGA CTA GGA CGG TA 55,3/50 18
pcl77-3f ACT GCC CCG GCT TCT ACA G 61,0/53 28
pcl77-3r GTC GCT GAT CCA CTT CAA AAG A 58,4/53 28
pcl196-3f GCA TAA TTT TGG CAG GAA 49,1/50 25
pcl96-3r GCA ATT GGC TAG CGA GAA G 56,7/50 25
pc417-4f TAA AGG CGG TGA GTT GTT 51,4/47 25
pc417-4r GTG GCA TCG ACG GCT RAG 58,2/47 25
pc482-2f ACG CAG AGC AGA AGG GTT TA 57,3/55 28
pc482-2r GTC AAG CGC TCT GCA ATA ACA 57,9/55 28
pc510-3f TTC TTC ACA TAC CGA TCA ATT A 52,8/50 29
pc510-3r CCT TTT ATG CCA AGA TCA AG 53,2/50 29
pcS583-1f AAA CCC CAT ACA ACA AAA 46,9/50 28
pcS583-1r GCT TAC AAT TCC GGG GCT TAT 57,9/50 28
pc629-1f GTA CCC GGG GAA CAA ACT 56,0/50 28
pc629-1r TGG ATA CCT GCA AAC TAC CC 57,3/50 28
pc675-1f TCC GGC TCC ACA TCT ACA CAT TCT 62,7/55 29
pc675-1r GCG GTG GAG GCG GTT GA 60,0/55 29
pc781-1f TAC CAA CAG CAA AGA CGA TGA GA 58,9/50 29
pc781-1r TTC TTC TTC TTG CTG GGG TCA C 60,3/50 29
pc787-2f AGT GTT GTA ATG CTA GCT TTT GAG 57,6/55 28
pc787-2r TTG CCC CAT AAT TCA CTT CC 55,3/55 28
pc804-1f ACA CTG CAA CAC CAT ACA AA 53,2/53 28
pc804-1r GCT GGA TCA GTG CGT GAG 58,2/53 28
yg25-1f GCT TCG GTT CCA GGA TGT TA 57,3/55 27
yg25-1r ARG GAA GCT ACT GCC ACC AAT 57,9/55 27
yg36-1f TGA AARA TTA GTT TAC CGT CTC TGA 55,9/52 30
yg36-1r AAT CCA AAA CTT TCA ACC TAC TTG 55,9/52 30
yg55-1f AGG GTA ACA TGG ACT GGA 53,7/50 27
yg55-1r ATC TGG AAT ARA TGT GAG G 50,2/50 27
yg55-2f CTT CAA GAT AGT CCA GTC AAA TAC 57,6/55 25
yg55-2r TAC TTC CAC TAC TGT CGC TCA CTG 62,7/55 25
yg57-1f CTG CGA GTG ATC TTG GGA ATA 57,9/55 27
yg57-1r TTG ACA GCC TTT ACA GIG AA 53,2/55 27
yg68-2f CCA TGG AAG TGG CTG AAC A 56,7/55 27
yg68-2r ARA GGC GGC TTG GAG AAC 56,0/55 27
yg70-2f GCA TAA TCA GTA CCG AAG TT 53,2/50 25
yg70-2r GTT TGC ACA CCG AGA ATA 51,4/50 25
yg70-4f GTG GGG GCA TTG TGT TAG T 56,7/53 30
yg70-4r TGG AAA CCT CAG CAA ATA CC 55,3/53 30
yg88-1-1f AGG ACC TGT CTG GAA TCA AA 55,3/55 27
yg88-1-1r GGC TAG CCG TGT AAC TCT G 58,8/55 27
yg88-1-2f GCT GTT GTC GTT GCT CTC AC 59,4/55 23
yg88-1-2r GCA ARA ACC AARA ACA TCA CCA 54,0/55 23

i
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ygl42-2f CAC CGG AAA TCG GGT CAT T 56,7/50 28
ygl42-2r CCG GCA AAC TTC CAC TAA GC 59,4/50 28
yg207-3f TGT GGG TCA AAA TCA ACT G 52,4/50 28
yg207-3r TGC TGG CAC ATT AGG ATA 51,4/50 28
yg228-2f CCA CTC TCA CCA GGA AAT AG 57,3/55 23
yg228-2r TAA ACC CAC ATA CTC ACC AA 53,2/55 23
yg230-2f CGT TCT GCA GAG TGT CAC 56,0/55 27-28
yg230-2r GAA GGG CCT CCG ACC AC 60,0/55 27-28
yg230-4f TGG ATT TCA CGA TAC TTG 49,1/50 27
yg230-4r GCT TGC AGG TGT ACT AAA AC 55,3/50 27
yg233-1f GAT GGG TGG CTG TGG TT 55,2/53 25
yg233-1r AGG AGC TTC ATT CCA AGT GT 55,3/53 25
yg235-1f TTA GCG ATG CAG GAG CTG TTA TT 58,9/50 28
yg235-1r CTT CTT TCG CTA TCC CTA CAA TG 58,9/50 28
yg307-4f CCT ACC ACT TTT GCT ACA CG 57,3/55 27-28
yg307-4r GCC GAC ACC CGA ATC AC 57,6/55 27-28
yg313-1f AAT TAG CTT CCC CGA ACC 53,7/48 25
yg313-1r ATT TCC ATG TAG CTT GTA TT 49,1/48 25
yg315-1f ATC AAT GGC AGC AAT CC 50,4/50 25-27
yg315-1r GGT ACG GGA ATG ATG TTG 53,7/50 25-27
yg322-1f CCC TCT CAC AAC TTC AAT CT 55,3/52-53 30
yg322-1r TTG GCA GTIG TTG GGA TGG 56,0/52-53 30
yg395-1f TGA ATC AGC TTT ACG AGA TG 53,2/48-50 30
yg395-1r ARA TGG GAC GAG GAC AG 52,8/48-50 30
yg400-1-2f GCT GAG CTT GGC AAC TT 52,8/50 27-28
yg400-1-2r GTT AAG GCG CAA GAA AAT A 50,2/50 27-28
yg521-2-1f GAG GTG GCA TTA GAG GCA TCA 59,8/50 32
yg521-2-1r GAG CTG TGA GCA TCG CAG TTA C 62,1/50 32
yg528-1f AAC TCG CTC AAC TTT ATT CCT C 56,5/50 28
yg528-1r CCC AAG GTT GTT ACG GTA GTIT 57,9/50 28
yg532-1-4f GTA CTA AAC TCT CCC TTC C 54,5/50 32
yg532-1-4r GCA GTG TAG CAT AGT AGT TG 55,3/50 32
yg544-1f CAG GGT GGT GCA GGA GGA G 63,1/55 27
yg544-1r CTA TTT TTA TTG GCT TAC AGT CC 55,3/55 27
yg550-1-3f CAA GAG AAG ATG CAT ATA ATC AGC 57,6/55 25
yg550-1-3r ATA GCT TTC TCG GAG ACT TGT TCA 59,3/55 25
yg832-4f AAA AAG CCT TTA CAT TCC AGT C 54,7/50 28
yg832-4r GGA TCG CTG CAT CTC CA 55,2/50 28

il
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Tabelle 7-2: Zusammenstellung der verwendeten RACE-Oligonuklectidein Petersilie.

Primername Oligosequenz (5'-3'-Richtung) Ts[°C]
GR3' GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AAC G 64,6
GR5' CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA 66,0
RACE-pc25f CCG CAT TGG TGG CAG TAG CTT CCT TC 68,0
RACE-pc25r GCC ACC AAT GCG GTT TTC TCT AGT TGC T 66,6
RACE-pc36-11-2 ATA TGT GGA GTT GCA AGT AGG 65,0
RACE-pc36-1r-2 CCT ACT TGC AAC TCC ACA TAT GTC CTC 65,0
RACE-pc36f CCG TCT CTG AAG TTC CTG AAT CTG TCC 66,5
RACE-pc36r GGT AGC AAG TTG TGG GAC AGA TTC AGG 66,5
RACE-pc68-21-2 ACG TAT GCC CCA TGG AAG TGG CTG AAC 68,0
RACE-pc68-2r-2 GGC TTG GAG AAC CAC CTG TTT GGA AGA 66,5
RACE-pc68f GTT CTC CAA GCC GC 68,0
RACE-pc68-r GCT CTG CTG TTC AGC CAC TTC CAT GG 68,0
RACE-pc88-1-1f GCA CAC TCT TCA CTT TGC GTG GGG ACA 68,0
RACE-pc88-1-1r AGC CAC ATC ACC ATT GCC ATC CTT G 64,6
RACE-pc88-1-1r-2 GTC CCC ACG CAA AGT GAA GAG TGT GCT 68,0
RACE-pc88-1-1r-3 CCA ATT TGA TTC CAG ACA GGT CCT G 63,0
RACE-pc207-3f GGG TCA AAA TCA ACT GCT GTT CTT CCG C 66,6
RACE-pc207-3f-2 GGT GCA AGA TAT CCT AAT GTG CCA GC 64,8
RACE-pc207-3r TTC TGG AGA TTG TCA GCG GAA GAA CAG C 66,6
RACE-pc207-3r-2 GCT GGC ACA TTA GGA TAT CTT GCA CC 64,8
RACE-pc228-2f ACT CTC ACC AGG AAA TAG GGG CTG ACC A 68,0
RACE-pc228-2f-2 GGC TGT AGT GTA CTC TGT CGC ACC AA 66,4
RACE-pc228-2r CGT CTG CTC TAG ATA CTA TCG TGC ACC 66,5
RACE-pc228-2r-2 TCC TGG TGA GAG TGG AGT GGA CCA GCT 69,5
RACE-pc258-1f CGG TAC GAC CCC GTT CAA GGG AAT AA 66,4
RACE-pc258-1f-2 CGA GTA CAT GGC GCC CGA AAT GAT AC 66,4
RACE-pc258-1r GTG ATC TCT GTG TCT GAC TCG GCA ACA 66,5
RACE-pc258-1r-2 TCC ACT GCA TAG TCG TGG CCT TTG CCT 68,0
RACE-pc315-1f TTC GGG GAT CAA TGG CAG CAA TCC T 64,6
RACE-pc315-1r GTG ATG CGT TTG CGG AAA TGG AAG C 64,6
RACE-pc315f-2 TCA CTC CTC CGC GCA ACC ATT GCA ACA T 68,0
RACE-pc322-1£-3 AGG AGA CTT CCT AGC AGA GCT TGG GA 66,4
RACE-pc322f GTT TGC GAG ATG GCC GGT TTG TTG 64,4
RACE-pc322f-2 CCA TGT CAA CCA TCC CAA CAC TGC CAA G 68,0
RACE-pc322r CAG TGT TGG GAT GGT TGA CAT GGC CC 68,0
RACE-pc544-1£-3 CAC AAC AGC TTG CCC TCT ACT TTG TT 63,2
RACE-pc544-11-3 TGA TCT TGT TGG CGA GGG AAG AAG CC 66,4
RACE-pc544f GGT GGT GCA GGA GGA GGT AAA CTG TG 68,0
RACE-pc544£-2 GCA GCA AGG TGA AAT CTG AGG ACT GT 64,8
RACE-pc544r AAC AAC TGC CAG GCA CTT GCA CCA GAT G 68,0
RACE-pc544r-2 CCT GCA CCA CCC TGC GAA AAA AAG G 66,3
RACE-pc832-4f CTC TGG CCA GTC ATA GCA TCT TGG AGA T 66,6
RACE-pc832-4f-2 TGG AGA TGC AGC GAT CCA TCC TTC A 64,6
RACE-pc832-4r GAT GAA GGA TGG ATC GCT GCA TCT CC 66,4
RACE-pc832-4r-2 GAT GCT ATG ACT GGC CAG AGT TAT GCT G 66,6

v



7 Anhang

Tabelle 7-3: Zusammenstellung weiterer verwendeter Oligonukleotide in Petersilie.

Primername Bemerkung Oligosequenz (5'-3' -Richtung) TgTa [°C] | Zyklenzahl
35S _promoterl, Xho | Transformation ctc gag ATC TGG GCT GTC CTC TCC ARAA T 68,0

35S _promoterU_Xho | Transformation ctc gag CCT ACT CCA AAA ATG TCA AAG AT 63,9

35S _pRT100-F Transformation GCA TAT AAG AAA CCC TTA GTA TG 57,5/52 30
35S_pRT100-R Transformation TCT CAA TAG CCC TCT GGT C 57,3/52 30
Fl-pc25f Xhol Transformation ctc gag ATG GCA CCA CCA CCA CC 67,8/50 30
Fl-pc25r_Xbal Transformation tct aga TTA GGC TCT CTT AGG GAG C 63,0/50 30
Fl-pc315f Xhol Transformation ctc gag ATG TTA AAC CAA AAA CTC CTC CC 65,3/52 30
Fl-pc315r_Xbal Transformation tct aga TTC ACC GAA AAG ATG TT 55,3/52 30
Hyg cds-f Transformation CGC AAG GAA TCG GTC AAT ACA CTA 61,0/52 30
Hyg cds-r Transformation ACT TCT ACA CAG CCA TCG GTC CAG 64,4/52 30
HYG-F Transformation GAT CAT GAG CGG AGA ATT AAG 57.4/55 30
HYG-R Transformation AAT TCC CAT CTT GAA AGA AAT ATA G 57,6/55 30
ko-pc258-f Transformation CAA CAA CAA ACT AAC ACA ACC ATC 57,6/50 30
ko-pc258-r Transformation TGA CGT CAT CTG AGA ACA TTT T 54,7/50 30
ko-pe322-f Transformation GGT AAT AAG CCC ATG CCA GAG AAT 61,0/55 30
ko-pc322-r Transformation AGG GGG TTT TGA GGA GTG TTG AT 60,6/55 30
ko-pc36f Transformation AAG CTT TTA AGT TTC CAT CCA TAC 55,9/50 30
ko-pc36r Transformation CTT ACC TTT CAG CCG TTT AC 55,3/50 30
M13forYG CGG GCC TCT TCG CTA TTA CG 61,4/60 30
MI13revYG CAC CCC AGG CTT TAC ACT TTA TGC 62,7/60 30
macro_rev Fiir Macroarrays GCC AGT GTG ATG GAT ATC TGC AGA 60,0 30
macro_for Fir Macroarrays AAC GGC CGC CAG TGT GCT GGA ATT 60,0 30
NOS_promoter Transformation GAT ATC AAC ACT GAT AGT TTA AAC TGA AGG 61,3
NOS_terminator Transformation GAT CTA GTA ACA TAG ATG ACA CC 57,1
Nos_terminator Kpn | Transformation GGT ACC GAT CTA GTA ACA TAG ATG ACA CC 65,3
Nospromoter_Kpn Transformation GGT ACC AAC ACT GAT AGT TTA AAC TGA AGG 64,0

enthélt M 13 uni (-43)
uni von MWG GGT TTT CCC AGT CAC GAC GTT GT 57,0/50 30
enthélt M13 rev (-29)

rev von MWG TTC ACA CAG GAA ACA GCT ATG AC 53,0/50 30
SpelSmalT35Sfor 35S terminator AAT ACT AGT CCC GGG CGG CCA TGC TAG AGT 70,9/55 30
SpelT35Srev 35S terminator AAT ACT AGT AGG TCA CTG GAT TTT GGT TTT 61,3/55 30
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Tabelle 7-4: Zusammenstellung der verwendeten Oligonukleotide fir Genotypisierungen oder RT-PCRs
in Arabidopsisthaliana.

Primername Gen Oligosequenz (5'-3'-Richtung) T/Ta [°C]* Zyklenzahl*
Salk_Lba Fiir Salk-Linien | TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G 64

Flag LB4 Fiir FLAG-Linien | GTG CCC ACG GAA TAG TTT TGG 59,8

407D02-RP At2g02220 TCC TCA GGG CTG TTA CCA G 58,8/50 28-30
407D02-LP At2g02220 GAC CGG AAT CAC CTG CAA T 56,7/50 28-30
At2g02220F At2g02220 CGA CCG GCT TTT AAT CTA CIC G 60,3/55 30
At2g02220R At2g02220 GCA ATC TCG AGA ACC CGA AAC ATC 62,7/55 30
At2g02220R-2 At2g02220 GAC CGC AAT CAC CGG ATA ACT TC 62,4/53-57 30
At4g21390-RP-2 [ At4g21390 CAA CAA GAC ACC GAA GCT GT 57,3/50-52 28-30
At4g21390-LP At4g21390 GCT GTG AAG AGA TTG TCT GG 57,3/50-52 28-30
578A06-RP At5g41990 GCT CAT GAT CCT CAT GGG 56,0/50 28
578A06-LP At5g41990 AAG GGA TGG AGG CAA GGA 56,7/50 28
At5g41990-RP At5g41990 TTG CCA AGA GAC TGA GGC 56,0/52 30
At5g41990-LP At5g41990 GGA GAG GAG CTT TCA AGA C 56,7/52 30
N539779-LP At4g33920 GAG CTG CTC TGG AAG AAG 56,0

N539779-RP At4g33920 GAG TTG TCC TCA ACG GTT TC 57,3

N635730-LP At4g33920 CCA CCA ACT CAA CAC ACA C 56,7

N635730-RP At4g33920 CTA GAA GCT TCA GGT CCA CC 59,4

234E06-RP Atlg74360 TGT CAT GTC TGG TTT TCG ACC 57,9/50 28-30
234E06-LP At1g74360 CAG GTG AGA TTC CTG CAA G 56,7/50 28-30
At5g55090-R2 At5g55090 ATC CAA CAC AGT ACT AGG AG 55,3/56 30
At5g55090F At5g55090 ATA GGT CGA GGC TCA ACA GC 59,4/56 30
eFla-s At1g07920/30/40 | TCA CAT CAA CAT TGT GGT CAT TGG 59,3/50 25
eFla-as At1g07920/30/40 | TTG ATC TGG TCA AGA GCC TAC AG 60,6/50 25
a-N856397 At5g25930 CCG AAG AAA ATC GGT ACT TGG TC 62,9/62 30
b-N856397 At5g25930 CTC TTC ACT GCC ACA CAT TGT CCC 66,9/62 30
b-N508584/508585 | At2g02220 GGT TCG ATC CCG GTT TCT CTG 61,8/53 30
N508584/85 At2g02220 GAA CAA GAT TTG GAT GCT GTG CTC 61/53 30
N506900/533210 | At2g02220 AGC TTC TTA TTT CTT CTT CTIT C 52,8/50 30
b2-N506900 At2g02220 TGC CTA TCC GTT GAA CGA CAA A 58,4

At2¢39530F At2g39530 AGT GCT CCT TCT CCT TAG GG 59,4/54 28-30
At2g39530R At2g39530 GAG ACT GGA ACT GGT CGT TT 57,3/54 28-30
PR-1s At2g14610 TCG TCT TTG TAG CTC TTG TAG GTG 61/57 30
PR-1 as At2g14610 TAG ATT CTC GTA ATC TCA GCT CT 57,1/57 30
At3g45640-R MPK3 CGA ACT CAA AAG AGA ATG GCT T 56,5/53 30
At3g45640-F MPK3 TAC GAT ATC TTC GGT AGT TTA TIC G 58,1/53 30
Atlg51820-for At1g51820 CCT GAT CGA AGG TGA AAC TCA TGT A 64,1/63 29
Atlg51820-rev Atlg51820 AAG TGC CAA ATG TCG CAT TGG TAG G 65,8/63 29

* Die in der Tabelle angegebenen T, und Zyklenzahlen beziehen sich auf ihre Verwendung in RT-PCR-

Analysen. In der Regel wurden die Genotypisierungen bei 50 °C (T,) und 40 Zyklen durchgefiihrt.

vi
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ANHANG C: SEQUENZEN UND SEQUENZVERGLEICHE DES|MP UND DES
ATPSKR1

71

128

20
185

39
242

58
311

61
374

67
431

86
482
552
103
613
113
670
132
727
151
784
170
841
911
981

gaacatctta gccttaatca ttttcatctt actctttaaa
ATG GCT CCA CCA CCT CCG GCA CCA CCG TCC GTT

M A
CTT AGG
L R

P P P P A P P S \Y%
TT TTG ACC GCG GCT TTC CTC CTC ATA
v L T A A F L L I

ACC GTC ACT CTC GAA ATT TCA AGC ACG TCT ATC

T Y%

T L E I S S T S I

GCT TAT AG gtaaataaat tatttacctt ctctgtgaaa

A Y

R

ttacctattt tttgcatata tgtttggatt catcattcat

GTC ATC GGA CTA GTT TAC GCC GTT GTA CAA CTG

Y% I

G L A% Y A v v Q L

ACC GGA AAA ACA CAT CCT CTT ACT TAT CAG TTC

T G

K T H P L T Y Q F

gtatttatat catttttgag gaaatactat ctttaaatac

tatataacaa aatctggttc aaatttggac ag GTA ATA

A% I

GCG GCA GGA TTT GGA GTG AGC AAA GAT TTG AAA

A A

G F G \Y% S K D L K

TTT GAT TCG ACT GAT CCA GTG GAT AAG TTC TTT

F D

S T D P Y% D K F F

CTT CTT CTC TTC GCA TTC GTC TCT CTT GCC GTT

L L
CTT TCC
L S

L F A F % S L A %

AAA CGA CCA GTT CCA GTC TCx

-—
K R P v P v S

TAA

attatgcttc cttcatttta attcaccaat cgtggaattt

gggtcacgtt accaaataca tatattactt tgttggctac

atttct

Abbildung 7.1: Genomische Sequenz des|MP Gens.
Die kodierende Sequenz steht in GroBbuchstaben. Die nichtkodierenden Bereiche stehen in Kleinbuchstaben.
Der Ort der T-DNA-Insertion ist mit einem blauen rechteckigen Pfeil markiert. Die Lage und Sequenzen der

benutzten Primer sind blau unterlegt.

Die Pfeile geben

cgtaacgat taattaac aagatttat
gcg g 5 g9 gaag

ACG TTG AGG ACrYyeiicei eIy eINe
T L R T \ L L L
ACG GTG GTC CTC ATC AGC ACC AAC
T v v L I S T N
AAA TTG CCT TTC AAC GAT GTC TAT
K L P F N D v Y

attttgtatc caatatttga ctaactattt

gaag A TAC A’lg CTG TCC GCT GCC
Y M L S A A
TTC TTA ACA ATC TCC CAA TTT GCC
F L T I S Q F A
GAT TTC TAC GGT GAT AAG
D F Y G D K
attaaaatta taagtcatac tgtatattga
TCA TAT TTA CTT GCA ACG GGT TCG
S Y L L A T G S
GAC ACA TAC ATA GCA TTA ATA GAA
D T Y I A L I E
AGT AAA GGA TAT GCA TCG GCC AGT
S K G Y A S A S
TTA TCC GTT TTC TCA TCC CTT GCT
L S v 15 S S L A
acacaca tatgatcatt gtaaccctac
aataagatta tacgcttttt aagattcttt

atatctcgca aggctatgtt tgggagtact

jeweils die 5°-3° Leserichtung an. Die

Aminosduresequenz des Proteins IMP ist proportional zur Nukleotidsequenz dargestellt. Gelb unterlegt sind die
moglichen Transmembrandoménen, die mit Hilfe des Programms PSORT (Version 6.4) vorausgesagt wurden.

Vil
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At2g39530 MAPPPPAPPSVTLRTVLLLLRVLTAAFLLITVVLISTNTVTLEISSTSIKLPFNDVYAYR 60

Af2g39518 MAPPPPSPPAVSLKVLLLLLRVLTGVFLVIALIILSTNSVTIVSQGSALKFHFKDVYAYR 60
KEAREE h KoKk RREEEAEE KA adkaazaza: T PR X traky EahEEEEL

At2g39530 YHMLSAAVIGLVYAVVOLFLTISQFATGKTHPLTYQFDFYGDKVISYLLATGSAAGFGVSK 120
At2g39518 YMLSAAVIGLVYAVIQLFFTISEFATGVKNPFNYQLDFYGDKLISYLVATGSAAGFGVTK 120

EERRRRERREREER AR s AXR s FRET 2% AR s RERREX RA XK s RARERAREETR g &

At2g39530 DLEDTYIALIEFDSTDPVDKFFSKGYASASLLLFAFVSLAVLSVFSSLALSKRPVPVS 178
At2g39518 DLEKDTFLALVALDSTDPVDKFFSKGYASASLLLFAFICLAVLSVFSSFANARKRN---- 174

ﬂ’tt‘ﬂ"x: . tﬂ': :ﬂt#ﬂtﬂ'ﬁtt‘xt#ﬂttﬁt#tttttﬂ': . ﬂ’tttttttt: 1{: . **

Abbildung 7.2: CLUSTAL-W Sequenzvergleich desIMP und des nahesten Verwandten At2g39518.

Die Proteinsequenzen des IMP (At2g39530) und seines nahesten Verwandten At2g39518 wurden mit dem
Programm CLUSTAL-W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) gegeniibergestellt. Die () unter dem Alignment
zeigen konservative Aminoséure-Austausche, ein (.) markiert semi-konservative Austausche und ein (*) zeigt
gleiche Aminoséuren in beiden Sequenzen an.

PIMP1 HTPPPTSTVPP-———YVSLIVRILTLICLLISFIVIATNNQTVSTVAGDVKIKFKDFYAYR 57

Hypoihelisches Protem MTEPSSSTPSP-—-VISLVLRLLTFISILISLIILTNNSATIVVNSTELKLRFKDVHAYR 57

IMP MAPPPPAPPSVTLRTVLLLLRVLTAAFLLITVVLISTNTVTLEISSTSIKLPFNDVYAYR 60
LI R HELE R R A H IR P HEE R R R R A

PIMP1 YLIATVIIGHMAYTLLQIAFSISLLTTGNRIG--GEGFLLFDFYGDKFISYFLVTGAAASF 115

Hypothetisches Protein  YMLFALVVGLPYILLOQIVFGIYHVSNGKRISSSGESLLOFDFYADKVMSYILETGTGAXF 117

IMP YMLSAAVIGLVYAVVQLFLTISQF ATGKTHP----LTYQFDFYGDKVISYLLATGSAAGF 116
Kee o sohes X se%s s ¥ L1 F FERXT FX o FF e KW KR

PIMP1 GMTQDLEKQL---—--- EG3DNYSKFLNTSNAAASLCLIGFFFAVASSIFSSYNLPKRI-- 166

Hypothetisches Protein GATLDLKEVFS—-—--- ELGSNYNKFFNKGSAAASFILFAFLFTAVSSVFSSLALPKEL-- 170

IMP GUSKDLKDTYIALIEFDSTDPYDKFFSKGYASASLLLFAFVSLAVLSVFSSLALSKRPYP 176
* 3§ ®ET; H . F*Fz,,, FpEE; ¥ ¥, . FIEEET ¥ Wy

PIMP1 ——

Hyvpothetisches Protem  --

IMP Vs 178

Abbildung 7.3: Proteinsequenzver gleich mdglicher homologer Proteine des IMP.

Die Proteinsequenz des IMP (At2g39530) wurde mit zwei homologen Proteinen, die ebenfalls eine Doméne
unbekannter Funktion (DUF 588) besitzen, mit dem Programm CLUSTAL-W (http:/www.ebi.ac.uk/clustalw/)
verglichen. PIMP1 = pathogen-induced plasma membrane protein 1 aus Capsicum annum. Das hypothetische
Protein ist aus Vitis vinifera. Die (:) unter dem Alignment zeigen konservative Aminoséure-Austausche, ein (.)
markiert semi-konservative Austausche und ein (*) zeigt identische Aminoséuren in allen Sequenzen an.

viil
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

tatttagaga
cacactcaat
acacaaatta
tcttettett
aactcttcca
ttgctgttgce
attgatcatc
tcaagggttt
cttcttcctce
CAGAGTTACT
ATGACCTCGA
TCAATTCTTC
ACACCGGAAG
AATCTCTCGG
ATTCGATCCC
ATGATCTCTC
TTTCTTCAAA
TTAGGGTTGT
AATGTGTCTT
NEENTTTGTT
g
GTTCGTTGAG
ATTTGTTTTC
TAGGTCAGAC
TGAATCTGCT
CGATGATTGC
AGAATCTACC
GACAAGTACC
CGAGTTTGGC
CTTTGGTTCT
TCGAGAAGCT
GGTTAAGCTC
CTATCCCGAG
CGTTTACAGG
TCTCAGTCAA
GAGCGTTGCA
ATCTCTCTGG
TGAAATGGAA
AAGCTCTTGA
TCTCGTTTCT
GTGGTCAGTT
ACAGATTCCC

aagactttcc
tataattgac
attcacaaaa
tatttaaaga
ctttctatct
gtgttgaagt
atctaaaatg
ttgttgaatc
tgttcttgaa
ATGTTTCTTC
AGCCTTACGT
TTCTTCTACA
AGTTATTAGA
GAAGCTAGAT
TCTTTCGATT
CGGCGGAATC
TAAATTCAAT
GAAACTTGCG
GCTTGAGCAT
TCATCTCAAA
TCGTGAGATT
CGGTGAAATC
CAATGGATTC
TAACTTGAGG
TTTGAACTCT
GGATTGCAAG
AGAGAGTTTC
TAATATCTCT
TACATTGAAT
TAAGGTGCTT
GAGTAATGAA
CTGGATTGGT
AGAGATCCCT
TGAGCCATCT
ATACAATCAG
ACCTATTTGG
TGCATTATCT
TCTCTCTAAT
GTCGAAGTTC
TCAGACGTTT
CTGTTCTGAA

taagtcaatg
aaaacacgga
tatttggaaa
tttttactgt
ctctctagaa
caaaagtcgc
gcaataatca
ttaattcttc
ATGCGTGTTC
TATTCCTCGG
GACTTCATAG
GACTGCTGCA
TTGGAGCTTG
GAGATTAGGG
TTCAACTTGA
CCAACAAGTA
GGGTCGCTTC
GTGAACTACT
CTCTGTCTTG
AGATTGAATC
AGGAATCTCT
CCTGATGTGT
ATTGGAGGAA
AACAATTCTT
CTTGATTTAG
CGGTTAAAGA
AAGAACTTCG
TCAGCGCTTG
TTCCATGGAG
GTAGTGGCGA
CTTCAGTTGT
GACTTCAAGG
AAGAGCTTAA
CCTGATTTCC
ATTTTCGGGT
GAGGAGTTTG
GGATCAATAC
AACCGTCTTT
AGTGTTGCTT
CCAAACTCGA
GGTACTGAGA

ttattgatta
aaagatttgt
aataatattt
ttgctctgta
ttttgcttgce
catttttctc
gaaaacccgt
tctcaaagtt
ATCGTTTTTG
AATCTCAGAC
CACAZSECGA

agacttcata
ctataacaaa
attcaaagct
tcagaaaaaa
attaaaacaa
tctcttgcectt
ttcgtatact
tcttecttta
TGTGATCGTC
CACCTCCAGG
ACCAAAACCA

tatgactaaa
ttttccaaaa
tcttatttet
gaccaaacac
cacccactac
cttcatcttc
ctcagatttc
tattcttett
ATCTTCCTCA
TGCCATCCAC
GATGGTTGGA

ACTGEer\eeeeqy v uierNeGiNe ey VNI T CAAACA

GGAACAAAAA
TTCTTAATCT
AGAATCTACA
TAAATC£E%C
CGTCTCATAT
TCGCCGGAAA
GTATGAACGA
TTTTAGGGAT
CAAGTCTTGT
TCGACGAATT
TACCTAAATC
TATCGGGTCG
GTACCAATAG
ACGTTAACCT
AGAGCTTATC
GGATACTTCA
AGGCTTTACC
ATTGTAGGCT
TGGATCTTTC
CTCTGTTCTA
CTAAGTTAGA
CGTTCTTTAT
TCCCGCCAAC
GTAATCTGAA
CTAGCTCGCT
CGGGTTCGAT
ATAACAATCT
GCTTTGAGAG
GTGCATTGAT

GCTGTCGGGG
CTCTCGAAAC
AACTCTTGAT
AGCTCTGCAA
CTGCCATAAC
CTTCACTTCC

AAGTTGTCTG
TTCATCAAAG
TTGAGCTCTA
AGTTTTGATC
TCTACTCAAA
GGGTTTGGGA

INGINVANCTGGT AACATCCCTG

TCAAGAGAAT
TCGTCTTGAT
GCCTCAGTTA
GTTGGCGAAT
TTTGATGTTG
ATTCAATGGG
CGCGAGGAAC
TTACTTCTCG
GCATTGCAAG
CGATGATTCA
TACTGGTTCG
TTGGAACCGT
CTTGGATTTA
GAGTCTCACT
GAAAAGAAAC
GATTGAGCTT
GAAGCTTCAT
TTCTGGTATG
CCCGGTTTCT
CTCGGGAGTA
TAACCATCTC
CAAACGGTCA

CGTCTCTCTG
GTTTCTTGGA
AAGTTTTTCT
TCACCGAGTT
AATTGTACGG
AGGTTACCTG
ACCTTCCATG
TTATCGAATT
AACTTGACGA
AGTCTTCATT
ATGCCGAGGT
TTAACCGGCG
TCTAACAACT
AGCCGTAATA
GAGAGCGCGA
GGTCATAACA
GTGTTTGATT
ACGAGCTTGG
CTGCAACAGC
ATACCTTCCG
TGCGGGGAAC
AGAAGAAGCA

X



7 Anhang

2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

GAGGAGGTGA
TTCTCTCGTT
AAGAATCCGA
TGTTTCAGAG
TTGATCAAGC
CAGACGGTAA
AATTCGAAGC
GAGGATTCTG
GCTTAGACTA
GTCTTAGAAT
CTCATATCTT
CTCATTTAGC
CTGATTTGGT
CTTACAAAGG
GACCGGTGGA
TGAAGCATGA
ATAAAG.

AGAGGCCAAC
aatatcagag
tgtaaatagt
cagtttatga
aaatgaaaaa
agcaatttaa
ctttgtggat
atatatatat
actatagtca

atattgt

CATTGGAATG
GATTGTGTTG
GAGCATGAAT
CAATGATAAA
TAACATCATT
GAAAGTTGCG
AGAAGTTGAA
TTTCTACAAA
TTGGCTACAC
CGCTCAAGGT
ACACCGCGAT
GGATTTCGGA
TGGAACTTTA
CGATGTGTAT
TATGTGTAAA
GAGTCGAGCA

GACTCAACAG
acactatgat
tttcagataa
ttcagattca
tctttttgta
atgagcaaca
actctgttga
ttggtagcta
attttttgtt

GCGATTGGGA TAGCGTTTGG TTCGGTTTTT

CGTGCTCGTA GACGGTCAGG AGAAGTTGAT

CGTAAAGAAC TCGGAGAGAT TGGATCTAAG

GAGCTCTCTT ATGATGACCT TTTGGACTCA

GGCTGTGGCG GGTTTGGTAT GGTTTACAAA

PNNOEVAGAAGT TATCCGGTGA TTGCGGTCHY

ACACTCTCAA GAGCACAGCA TCCAAATCTT

—_
A SEACCCCONT TR ARTCTANGECE T2 TA TG

GAGCGTAACG
GCTGCAAAAG
ATTAAATCGA
CTCGCAAGGC
GGTTACATTC
AGTTTCGGAG
CCGAAAGGGT
AGCGAGGTTT

TTAGTCTCTT
acattttgta
taatttgttt
gacattaaag
gtgtttcaga
tagattaata
ttatgttata
aattcctttt

aagaatccat

ACGGTCCAGC
GGTTACTTTA
GTAATATTCT
TGATGAGTCC
CTCCGGAATA
TTGTGCTTCT
GTAGGGATCT
TCGATCCGTT

TTGTTTATG
GGCTTGATGA
gggagtgatt
cttcgttttce
atactagaca
aataatgagt
atttgtgtta
ccttttagag
ggtcttcaac

tacattaact

GTTGTTGAAG
CTTGCATGAA
TCTCGACGAG
TTACGAGACG
CGGGCAAGCT
CGAGCTTTTA
GATCTCGTGG
AATATACAGT
TTTAAGCGAA
TGTCTAGaag
ttcatacttt
ttcttccatt
gaacatatac
tcttgaaaaa
catctttatt
atttttggtt
aaaagaattc

tattttttat

CTTTTGACTC
CCGGAGATAG
CTTGTGGTTT
ACAAATAGTT
GCAACGTTAC
ATCGAAAGAG
GTTCTTCTCC
GAAAACGGAA
TGGAAAACAC
GGGTGTGATC
AATTTCAACT
CATGTAAGTA
TCGGTTGCTA
ACCGATAAAA
GTCGTCAAGA
AAAGAGAATG
AACCCGAAAC
aaagaggaac
tgagatacaa
ttttttatct
tgtctcagaa
acatgtctca
ctgtgatttg
taattaaaaa

cttttggcca
gggtgtgaaa

Legende:
T-DNA-Insertionen

N506900 (pskrl-2) F* N508584 N508585 (pskrl-3) “B FLAG_407D02 (pskri-4)

Primer

T-DNA-Verifizierungsprimer (N506900/533210 und a-N506900/N53321)
T-DNA-Verifizierungs- und RT-PCR-Primer (b-N508584/N50858 und N508584/85, Kombination 1)
B T-DNA-Verifizierungs- und RT-PCR-Primer (407D02-LP und 407D02-RP, Kombination 4)
B RT-PCR-Primer (At2g02220F und At2g02220R, Kombination 3)
B RT-PCR-Primer (b-N508584/N50858 und At2g02220R-2, Kombination 2)

Abbildung 7.4: Genomische Sequenz des AtPSKR1 Gens.

Die kodierende Sequenz steht in GroBbuchstaben. Die nichtkodierenden Bereiche stehen in Kleinbuchstaben.
Die Orte der T-DNA-Insertionen sind durch farbige rechteckige Pfeile markiert. Die Lage und Sequenzen der
benutzten Primer sind den T-DNA-Insertionen entsprechend farbig unterlegt. Die Pfeile geben jeweils die 5°-3°
Leserichtung an. Die in der Legende angegebenen Kombinationen entsprechen denen in Abbildung 3.22.
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Signalpeptid

N-Terminus

LRR-Doméne (1-17)

Inseldoméne

LRR-Doméne (18-21)

Juxtamembran,
extrazelluldr

Transmembrandoméne

Juxtamembran,
intrazellulér

Ser/Thr Proteinkinase-
domine

C-Terminus

1

MRVHRFCVIVIFLTELLCFFYSSES
26
QTTSRCHPHDLEALRDFIAHLEPKP
DGWINSSSSTDMeNWTGIT@®NSNNTGR

EfcNkklsBxLsEsfckEDE
IR SRNF I KDS[BLSEFNLKN
LOTEDRS SNDESECEETS

s

NLPA
LOSFDE@SSNKF SHECHNSTQ

IRVVKEAVNY FARNFTSGFGKCVL
LEHEC GMNEIT N-ED FHEKR

LNLEGIQEN SLSRE RNLSS
LVREDVSWNLFS E DVFDELPQ
LKFFLGQTNGFI ksfansPs
LNLENERNNSHS RLMLNCTAMIA
LNSEDEGTNRF RL ENIPDCKR
LKNVN@ARNTFH ESFKNFES
LSYFS SNSSIANISSALGILQHCKN

LTT TLNFHGEALBDDSSLHFEK
LK VVANC T SM RW SSSNE
LOL D SWN GDFKA

TKLESLTS

LF D SNNSFT E KS

492
RNISVNEPSPDFPFFMKRNESARALQYNQIFGFPPT
528

Eclcun WEEFGNEKK

SEBp
LUVFDEKWNALISES SSISGMTS
s IS

LEABDgsNN QOESF
LSKFSVAYN SGGQFQT

Lxx.x.xxleT lx-x xL XX
I

620

FPNSSFESNHLEGEHRFPESEGTESALT

648

KRSRRSRGGDIGMAIGIAFGSVFLLTLLSLIVLRARRR

686
SGEVDPEIEESESMNRKELGEIGSKLVVLFQSNDKELSYDDLL
DSTNSF

734

DQANT IGCGGFGMVYKATLPDGKKVAIKKLSGDCGQIEREFEAE
TLSRAQHPNLVLLRGFCFYKNDRLLIYSYMENGSLDYWLHERND
GPALLKWKTRLRIAQGAAKGLLYLHEGCDPHILHRDIKSSNILL
DENFNSHLADFGLARLMSPYETHVSTDLVGTLGYIPPEYGQASV
ATYKGDVYSFGVVLLELLTDKRPVDMCKPKGCRDL I SWVVKMKH
ESRASEVFDPLIYSKENDKEMFRVLEIACLCLSENPKQRPTTQQ

LVSWL
1006
DDV*

Abbildung 7.5: AtPSKR1 kodiert eine L RR-Rezeptorkinase.
Die Primérstruktur des AtPSKR1 Proteins ist unterteilt in das vorausgesagte Signalpeptid; die N-terminale
Doméne, die die gepaarten Cys-Reste (schwarze Rechtecke, die durch eine Linie miteinander verbunden sind)
enthilt; die LRR-Doméne mit AS, die entsprechend der LRR-Konsensussequenz (eingerahmt) farbig markiert
sind; die extrazellulire Juxtamembran mit gepaarten Cys-Resten (schwarze Rechtecke, die durch eine Linie
miteinander verbunden sind); die Transmembrandoméne mit hydrophoben AS (grau unterlegt), die von
basischen AS (fett) eingeschlossen sind; die intrazellulire Juxtamembran mit dem putativen Endozytosemotiv
YXX@ (unterstrichen); die Ser/Thr Kinasedoméne und das C-terminale Ende. Die T-DNA-Insertionsstellen sind
durch eine gelbe senkrechte Linie in der 3. LRR und eine rotbraune senkrechte Linie in der Kinasedoméne

gekennzeichnet.

xi
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ANHANG D: TABELLEN

Tabelle 7-5: Liste aller cDNA-AFL P-Klone.

Nr.  Fragment Lé&ng Beschreibung Organismus Agl Code/ BlastX  GO-Biologischer Prozess
[bp] Accession#
2 PC1-2 260 putative RNA helicase (see 473-2) Oryza sativa AAO72375 14/33 -
3 PC1-3 262 ATP binding / ATP-dependent helicase Arabidopsis thaliana At3g18600 3178 -
4 PC2-1 155 polyprotein Potato virus Y ABC70481 14/33 -
5 PC2-2 156  polyprotein Potato virus Y ABC70481 14/33 -
9 PC3H-2 143 peroxidase precursor (see 113-2) Petroselinum crispum AAA98491 19/25 response to oxidative stress
14 PC4-3 116 structural constituent of ribosome (see 182-4) Arabidopsis thaliana Atlgl5250 30/36 protein biosynthesis, ribosome biogenesis
15 PC5-1 81  putative senescence-associated protein Pisum sativum BAB33421 26/26 -
16 PC5-2 81  putative senescence-associated protein Pisum sativum BAB33421 26/26 -
19 PC6 394 unknown protein Arabidopsis thaliana At3g01740 26/70 biological_process unknown
20 PC8 139 unknown protein (see 10) Arabidopsis thaliana At2g39530 16/29 biological_process unknown
21 PCY-1 123 HSP70; ATP binding (see 21-1) Arabidopsis thaliana At3g12580 39/40 protein folding; response to heat; response to virus
22 PC9-2 123 HSP70; ATP binding (see 21-1) Arabidopsis thaliana At3g12580  39/40  protein folding; response to heat; response to virus
23 PC9-3 123 HSP70; ATP binding (see 21-1) Arabidopsis thaliana At3g12580  39/40  protein folding; response to heat; response to virus
24 PC9-4 123 HSP70; ATP binding (see 21-1) Arabidopsis thaliana At3g12580 39/40 protein folding; response to heat; response to virus
25 PC10-1 141 integral membrane protein (see 25) Arabidopsis thaliana At2g39530 17/31 biological_process unknown
26 PC10-2 141  integral membrane protein (see 25) Arabidopsis thaliana At2g39530 17/31 biological_process unknown
27 PC10-4 141  integral membrane protein (see 25) Arabidopsis thaliana At2g39530 17/31 biological_process unknown
28 PC10-3 123 HSP70; ATP binding (see 21-1) Arabidopsis thaliana At3g12580 39/40 protein folding; response to heat; response to virus
33 PCI12 102 transferase, transferring glycosyl groups (see 43-3) Arabidopsis thaliana At1g05170 1820 protein amino acid glycosylation
42 PC15-1 67  ADLID; GTP binding / GTPase Arabidopsis thaliana At2g44590 19/21 biological process unknown
43 PC15-2 76  unknown protein Arabidopsis thaliana At3g55840 12/22 biological_process unknown
44 PC15-3 76 unknown protein Arabidopsis thaliana At3g55840 14/21 biological_process unknown
50 PC17-3 118 catalytic/ protein phosphatase type 2C Arabidopsis thaliana At1g79630 14/18 N-terminal protein myristoylation
52 PC20-3 141  integral membrane protein (see 10) Arabidopsis thaliana At2g39530 17/31 biological process unknown
53 PC20-4 177  integral membrane protein (see 8) Arabidopsis thaliana At2g39530 18/32 biological process unknown
54 PC21-1 123 HSP70; ATP binding (see 9) At3gl12580 39/40 protein folding; response to heat; response to virus
55 PC21-2 123 HSP70; ATP binding (see 9) At3g12580 39/40 protein folding; response to heat; response to virus
56 PC21-3 123 HSP70; ATP binding (see 9) Arabidopsis thaliana At3g12580 39/40 protein folding; response to heat; response to virus
57 PC21-4 123 HSP70; ATP binding (see 34) Arabidopsis thaliana At3g12580  39/40  protein folding; response to heat; response to virus
59 PC23-2 253 unknown protein Arabidopsis thaliana At2g31410 56/79 -
60 PC23-3 253 unknown protein Arabidopsis thaliana At2g31410 56/79 -
62 PC24-1 156  down syndrome cell adhesion molecule Aedes aegypti EAT37388 15/41 -
63 PC24-2 156 down syndrome cell adhesion molecule Aedes aegypti EAT37388 15/41 -
65 PC24-4 158  structural constituent of ribosome Arabidopsis thaliana At5g20290 44/51 protein biosynthesis ; ribosome biogenesis
66 PC25-1 141  integral membrane protein (see 20) Arabidopsis thaliana At2g39530 17/31 biological process unknown
67 PC25-2 141 integral membrane protein (see 20) Arabidopsis thaliana At2g39530 17/31 biological process unknown
68 PC25-3 141 integral membrane protein (see 20) Arabidopsis thaliana At2g39530 17/31 biological process unknown
69 PC25-4 141  integral membrane protein (see 20) Arabidopsis thaliana At2g39530 17/31 biological process unknown
71 PC27-4 123 transferase, transferring glycosyl groups Arabidopsis thaliana At5g41460 32/40 biological process unknown
78 PC28-1 103 ATMRP5 Arabidopsis thaliana At1g04120 31/34 transport
82 PC29-2 86  aspartic-type endopeptidase/ pepsin A Arabidopsis thaliana At3g51340 15/23 proteolysis
83 PC29-3 85 aspartic-type endopeptidase/ pepsin A Arabidopsis thaliana At3g51340 16/28 proteolysis
101 PC34 155 HSP70; ATP binding Arabidopsis thaliana At3gl12580 18/19 protein folding; response to heat; response to virus
106 PC36-1 114 putative leucine-rich repeat transmembrane protein kinase Atlgl4390 18/36 protein amino acid phosphorylation
107 PC36-4 114 putative leucine-rich repeat transmembrane protein kinase Arabidopsis thaliana Atlgl4390 18/36 protein amino acid phosphorylation
108 PC36-2 111 phosphoinositide 5-phosphatase Arabidopsis thaliana At3g43220 25/36 biological process unknown
109 PC36-3 111 nucleotide binding Arabidopsis thaliana At4g01860 18/35 biological process unknown
114 PC38-1 59 oxidoreductase/ zinc ion binding Arabidopsis thaliana At3g56460  16/19 -
133 PC43-3 101 transferase, transferring glycosyl groups (see 12) Arabidopsis thaliana At1g05170 28/31 protein amino acid glycosylation
136 PC44-2 120 unknown protein Arabidopsis thaliana At4g01400 20/36 biological process unknown
137 PC44-3 111 phosphoinositide 5-phosphatase (see 36-2) Arabidopsis thaliana At3g43220 25/36 biological process unknown
138 PC44-4 111 phosphoinositide 5-phosphatase (see 36-2) Arabidopsis thaliana At3g43220 25/36 biological process unknown
139 PC45-1 104 amino acid permease At3g30390 26/34 amino acid transport
149 PC48-1 111 catalytic/ epoxide hydrolase/ hydrolase Arabidopsis thaliana Atdg02340 21/36 aromatic compound metabolism
150 PC48-2 111 catalytic/ epoxide hydrolase/ hydrolase Arabidopsis thaliana At4g02340  21/36  aromatic compound metabolism
151 PC48-3 111 catalytic/ epoxide hydrolase/ hydrolase Arabidopsis thaliana At4g02340  21/36  aromatic compound metabolism
152 PC48-4 111  catalytic/ epoxide hydrolase/ hydrolase Arabidopsis thaliana At4g02340 21/36 aromatic compound metabolism
156  PC49-4 102 unknown protein Arabidopsis thaliana At3g54190 31/33 biological process unknown
177 PC55-1 196 pectinesterase Arabidopsis thaliana At2g47550 28/44 cell wall modification
178 PC55-2 155 ATP binding / casein kinase I Arabidopsis thaliana At5g44100 50/51 protein amino acid phosphorylation
179 PC55-3 155 ATP binding / casein kinase I Arabidopsis thaliana At5g44100 50/51 protein amino acid phosphorylation
180  PCs5-4 196  pectinesterase Arabidopsis thaliana At2g47550 28/44 cell wall modification
184  PC56-3 179 oxidoreductase Arabidopsis thaliana At1g59960 24/51 -
185 PC57-1 137 iron ion binding / lipoxygenase Arabidopsis thaliana Atl1g72520 24/50 defense response, jasmonic acid biosynthesis
187  PC57-3 137 iron ion binding / lipoxygenase Arabidopsis thaliana Atl1g72520 24/50 defense response, jasmonic acid biosynthesis
188 PC57-4 137 iron ion binding / lipoxygenase Arabidopsis thaliana At1g72520 24/50 defense response, jasmonic acid biosynthesis
197 PC60-1 51 structural constituent of ribosome (see 95-4) Arabidopsis thaliana Atlg67430 16/16 protein biosynthesis
198 PC60-2 51 structural constituent of ribosome (see 95-4) Arabidopsis thaliana Atlg67430 16/16 protein biosynthesis
200 PC60-4 51 structural constituent of ribosome (see 95-4) Arabidopsis thaliana Atlg67430 16/16 protein biosynthesis
216 PC64-4 250 similar to hydrocephalus-inducing protein Rattus norvegicus XP_226468  25/77 -
218 PC65-2 203 GTP cyclohydrolase I Arabidopsis thaliana At3g07270 2023 biosynthesis
220  PC65-4 116 unknown protein O-linked GlcNAc transferase like protein Arabidopsis thaliana At3g04830 32/38 biological process unknown
230 PC68-2 94 protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase Arabidopsis thaliana A2g17220 2531 protein amino acid phosphorylation
231 PC68-3 94 protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase Arabidopsis thaliana A2g17220  26/31 protein amino acid phosphorylation
232 PC68-4 94 protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase Arabidopsis thaliana At2g17220 26/31 protein amino acid phosphorylation
233 PC69-1 106  similar to UPF2 regulator of nonsense transcripts homolog Strongylocentrotus p. XP_ 795243 14/25 -
234 PC69-2 179 putative gag-pol polyprotein Solanum demissum AAT38758 36/57 DNA integration
235 PC69-3 179  putative gag-pol polyprotein Solanum demissum AAT38758 36/57 DNA integration
237 PC70-1 148  ATP binding / microtubule motor Arabidopsis thaliana At3g49650 16/22 microtubule-based movement
238 PC70-2 190  calcium ion binding Arabidopsis thaliana At5g28900 42/46 biological process unknown

Xii
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239
240
242
244
249
255
256
258
271
273
274
291
293
294
296
297
298
299
300
303
304
307
314
316
318
319
320
323
325
326
338
339
347
348
349
351
352
354
355
356
357
358
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
394
395
398
399
401
402
411
414
415
416
417
419
420

PC70-3

PC88-1-1
PC88-1-2
PC88-2-1
PC89-1-2
PC89-3-1
PC90-1

142
146
135
116
79

140
140
140
140
140
140

134
109
132

174
136
136
161
275
343
299
178
159
206
206
178
160
206
51

48

298
299
289
181
181
134
181
181
181
181
295
165
287
292
165
164
161
165
165
291
291
164
164
135
164

297
275
143
339
381

384
328
314
180
313
297
297
297
288
292
223
218
219
187
286
91

91

90

281
281

cysteine protease (see 131-4)

calcium ion binding

transferase/ transferase, transferring glycosyl groups
transferase, transferring glycosyl groups

POP2 (POLLEN-PISTIL INCOMPATIBILITY 2)
endoxyloglucantransferase
endoxyloglucantransferase
endoxyloglucantransferase

ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding

RHMI (see 86-3)

antiporter/ drug transporter (see pc87-1)

serine rich protein

ATP binding / nucleoside-triphosphatase/ nucleotide binding
RHMI (see 85-1)

oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
antiporter/ drug transporter (see pc85-3)

CIPK17 (CBL-interacting protein kinase 17)
ATGLR2.8 (see 252-1)

transferase

unknown protein

structural constituent of ribosome (see 100-2-1)
ATEXPB2 (ARABIDOPSIS THALIANA EXPANSIN B2)
ATGLR2.8 (see 88-1-1)

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

hydrolase (see 92-2)

ATEXPB2 (ARABIDOPSIS THALIANA EXPANSIN B2)
ATGLR2.8 (see 88-1-1)

hydrolase (see 90-3)

structural constituent of ribosome (see 60-1)
transcription factor (see 545-1-4)

ATGCH

unknown protein

structural constituent of ribosome

structural constituent of ribosome (see 89-1-2)
structural constituent of ribosome (see 89-1-2)
hypothetical protein PdenDRAFT_2922 (see 623-4)
structural constituent of ribosome (see 89-1-2)
structural constituent of ribosome (see 89-1-2)
structural constituent of ribosome (see 89-1-2)
structural constituent of ribosome (see 89-1-2)
trans-cinnamate 4 monooxygease (C4H)
cyclophilin (see 670-2-3)

NHL25 (NDR1/HIN1-LIKE 25)

peroxidase (see 108-1-2)

cyclophilin (see 107-1-2)

cyclophilin (see 107-1-2)

cyclophilin (see 107-1-2)

cyclophilin (see 107-1-2)

cyclophilin (see 107-1-2)

peroxidase (see 107-1-4)

peroxidase (see 107-1-4)

cyclophilin (see 107-1-2)

cyclophilin (see 107-1-2)

cyclophilin (see 107-1-2)

cyclophilin (see 107-1-2)

polyubiquitin

peroxidase (see 107-1-4)

conserved hypothetical protein

cytochrome P450 71D8

ribose-5-phosphate isomerase

anionic peroxidase (see 535-1)

anionic peroxidase (see 535-1)

cysteine-type endopeptidase/ cysteine-type peptidase
AALP

putative Ac transposase

cytochrome P450 (CYP94Al)

protein serine;
unknown protein
unknown protein
(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

similar to vacuolar ATP-synthase subunit B isoform

peroxidase (see 107-1-4)

structural constituent of ribosome

0s0120790200 (ev. see 408-2)

UBP16 (UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 16)

608 acidic ribosomal protein PO

RNA binding / structural constituent of ribosome

fatty acid desaturase/hydroxylase-like protein ELI7.1 (see 256-4)
fatty acid desaturase/hydroxylase-like protein ELI7.1 (see 256-4)
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

kinase/ ribokinase

kinase/ ribokinase

Vigna mungo
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arachis hypogaea
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Paracoccus denitrificans
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Euphorbia esula
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Euphorbia esula
Euphorbia esula
Euphorbia esula
Euphorbia esula
Euphorbia esula
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Euphorbia esula
Euphorbia esula
Euphorbia esula
Euphorbia esula

Zea mays
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Glycine max
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Vicia sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Euphorbia esula
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

BAA92495
At5g61790
At4g02500
At1g53290
At3g22200
AF349963
AF349963
AF349963
Atlg61620
Atlg61620
Atlg61620
At1g78570
At5g10420
ABH09320
Atlg67120
At1g78570
At1g23740
At5g10420
At1g48260
A2g29110
At5g07860
At4g24310
Atlg74270
Atl 65680
A2g29110
Ag21130
A2g01670
At1g65680
A2¢29110
A201670
Atlg67430
At2g40140
At5g64300
At2g20940
A2g47610
At1g74270
At1g74270
ZP_00630617
At1g74270
Atlg74270
Atlg74270
Atlg74270
Q43033
AAF65770
At5g36970
At5g05340
AAF65770
AAF65770
AAF65770
AAF65770
AAF65770
At5g05340
At5g05340
AAF65770
AAF65770
AAF65770
AAF65770
AAB21993
At5g05340
ABE80754
CAAT71517
At3g04790
AAA98491
AAA98491
At1g02305
At5g60360
AAF19546
AAD10204
Atlgl3750
At5¢35690
At5¢35690
BAB68539
At4g38510
At5g05340
At5g62300
BAF06404
At4g24560
AF227622
At5g20160
AAG24521
AAG24521
AR21130
At5g51830
At5g51830

15/17
30/37
22/34
29/38
19/22
23/27
23/27
23/27
15/17
15/17
15/17
14/17
34/44
20/25
13/17
14/17
42/56
23/30
14/19
25/52
48/91
38/61
51/61
34/53
21/47
47/56
42/68
35/56
21/47
42/68
16/16
13/15
75/87
14/17
27/28
50/60
50/60
27/34
50/60
50/60
50/60
50/60
95/98
50/52
35/62
49/62
50/52
50/52
50/52
50/52
50/52
49/79
48/79
50/52
50/52
50/52
50/52
39/48
21/56
23/59
22/32
21/25
88/89
88/89
21/25
37/52
51/103
43/59
52/66
34/62
34/62
34/64
42/42
49/79
33/34
16/16
27/43
45/61
60/63
24/24
24/24
27/29
521712
521712

proteolysis

biological process unknown

protein amino acid glycosylation

biotin biosynthesis; pollen tube adhesion
carbohydrate metabolism, glucan metabolism
carbohydrate metabolism, glucan metabolism
carbol bolism, glucan
protein ubiquitination

protein ubiquitination

protein ubiquitination
nucleotide-sugar metabolism

multidrug transport, ripening

nucleotide-sugar metabolism

multidrug transport, ripening

protein amino acid phosphorylation; signal transduction
calcium ion homeostasis; response to light stimulus
biological process unknown

biological process unknown

protein biosynthesis, ribosome biogenesis

cell wall modification during multidimensional cell growth
calcium ion homeostasis; response to light stimulus
protein folding

biological process unknown

cell wall modification during multidimensional cell growth
calcium ion homeostasis; response to light stimulus
biological process unknown

protein biosynthesis

regulation of transcription

riboflavin biosynthesis

biological process unknown

protein biosynthesis [pmid 11598216]
protein biosynthesis, ribosome biogenesis
protein biosynthesis, ribosome biogenesis
protein biosynthesis, ribosome biogenesis
protein biosynthesis, ribosome biogenesis
protein biosynthesis, ribosome biogenesis
protein biosynthesis, ribosome biogenesis
Lignin bi hesis; P I id
protein folding

defense response to pathogen

response to oxidative stress

protein folding

protein folding

protein folding

protein folding

protein folding

response to oxidative stress
response to oxidative stress
protein folding

protein folding

protein folding

protein folding

protein modification
response to oxidative stress

Secondary
5-phos
response to oxidative stress

transport &
ibose 1 i

response to oxidative stress
proteolysis
proteolysis

Secondary
biological process unknown

transport &

electron transport

ATP biosynthesis, ATP synthesis coupled proton transport
response to oxidative stress

protein biosynthesis

ubiquitin-dependent protein catabolism

protein biosynthesis, ribosome biogenesis

protein biosynthesis; ribosome biogenesis and assembly
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation

protein folding

acetate f

sucrose ; sucrose

acetate sucrose bi ; sucrose

xiil



7 Anhang

421
422
423
424
425
426
427
428
431
434
435
436
437
439
442
443
445
447
448
449
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
480
481
482
483
485
486
487
488
489
490
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
507
508
509
511
512
516
517
524
529
530
536
538
539
540
542
547
548
549
550

PC125-3
PC125-4
PC126-1
PC126-2
PC126-3
PC126-4
PCI129-1
PC129-2
PC130-1
PC131-1
PC131-2
PC131-3
PC131-4
PC132-2
PC133-1
PC133-2
PC133-4
PC134-2
PC134-3
PC134-4
PC137-1
PC137-3
PC137-4
PC137-2
PC138-1
PC138-2
PC138-3
PC138-4
PC139-1
PC139-2
PC139-3
PC140-1
PC140-2
PC140-3
PC140-4
PC141-1
PCl141-2
PC141-3
PCl141-4
PC142-1
PC142-3
PC142-2
PC142-4
PC143-3
PC144-1
PC144-2
PC144-3
PC145-1
PC145-4
PC145-2
PC145-3
PC146-1
PC146-2
PC146-4
PC147-1
PC147-2
PC147-3
PC147-4
PC148-1
PC148-2
PC148-3
PC148-4
PC149-1
PC149-3
PC149-4
PC150-3
PC150-4
PC152-1
PC152-3
PC152-4
PC154-4
PC155-1
PC156-4
PC158-1
PC158-4
PC159-4
PC161-2
PCl161-4
PC161-3
PC162-2
PC163-2
PC163-4
PC164-1-1
PC164-1-2

281
281
292
281
280
292
264
289
279
218
175
216
168
97
46
46
46
92
93
65
291
291
292
288
283
97
283
283
283
97
217
283
282
274
97
168
165
165
165
93
93
87
87
454
293
293
292
292
292
310
377
293
293
293
154
153
153
153
153
153
153
153
417
414
414
259
400
296
296
87
77
46
46
247
247
294
174
223
224
174
174
174
176
174

kinase/ ribokinase

kinase/ ribokinase
peroxidase (see 107-1-4)
kinase/ ribokinase (see 125)
kinase/ ribokinase (see 125)

S1 self-incompatibility locus-linked pollen 3.15 protein
protein AX1108-carrot (embryogenesis-associated protein)
PREDICTED: similar to CG30266-PA isoform 2

copper ion binding

unknown protein

unknown protein

subtilisin-like protease C1 (see 235)
Cysteine protease (see 70-3)

anionic peroxidase, putative

omega-3 fatty acid desaturase (see 764-1)
omega-3 fatty acid desaturase (see 764-1)
omega-3 fatty acid desaturase (see 764-1)
sucrose synthase isoform I

ATTIM44-2

unknown protein

peroxidase (see 107-1-4)

peroxidase (see 107-1-4)

peroxidase (see 107-1-4)

ATBPM1

RSZ33 (see 139-1)

unknown protein (see 139-2)

RSZ33 (see 139-1)

RSZ33 (see 139-1)

RSZ33 (see 138-1)

unknown protein (see 138-2)

protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase

RSZ33 (see 139-1)

RSZ33 (see 139-1)

pathogenesis-related protein PR1-3 (PR1)
unknown protein (see 138-2)
PREDICTED: similar to otogelin; MLEMP
unknown protein

unknown protein

unknown protein

calcium ion binding

calcium ion binding

LRX2 (LEUCINE-RICH REPEAT/EXTENSIN 2)
LRX2 (LEUCINE-RICH REPEAT/EXTENSIN 2)

(+)-pulegone reductase
oxidoreductase (see 145-3)
oxidoreductase (see 145-3)
oxidoreductase (see 596-1)
peroxidase (see 107-1-4)
peroxidase (see 107-1-4)
FLAY (fasciclin-like arabinogal protei
oxidoreductase (see 144-1)
oxidoreductase (see 144-1)
oxidoreductase (see 144-1)
oxidoreductase (see 144-1)
ATP binding

ATP binding

ATP binding

ATP binding

ATP binding (see 147)
ATP binding (see 147)
ATP binding (see 147)
ATP binding (see 147)
unknown protein

unknown protein
unknown protein

PHR2 (PHOTOLYASE/BLUE-LIGHT RECEPTOR 2)
GS2

Glutamine synthetase, chloroplast precursor,
1 fruct hosol

9)

oxidoreductase

clongation factor 1-alpha

mtHSC70-2 (HEAT SHOCK PROTEIN 70)
omega-3 fatty acid desaturase (see 764-1)
omega-3 fatty acid desaturase (see 764-1)
ATP binding / protein binding (see 206-3)
ATP binding / protein binding (see 206-3)
zinc finger DNA-binding protein
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
conserved hypothetical protein
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 161-4)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)

(isomerizing)

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petunia inflata
Daucus carota

Apis mellifera
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Glycine max

Vigna mungo
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Danio rerio
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Mentha x piperita
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Schistosoma japonicum
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Catharanthus roseus
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

At5g51830
At5g51830
At5205340
At5g51830
At5g51830
AAQ09997
BAA03455
XP_623643
A2g40370
A2g48110
At5g51570
AAD02075
BAA92495
Atlgl4540
AAB72241
AAB72241
AAB72241
CAAT76056
AR2g36110
A3g57420
At5205340
At5205340
At5205340
At5g19000
A2g37340
AR2g27660
A2g37340
A2g37340
A2g37340
A©2g27660
At3g04690
A2g37340
A2g37340
P19418
AR2g27660
XP_688432
At5g11090
At5g11090
At5g11090
At109210
At109210
At162440
At162440
AAQ75423
At5206060
At5206060
At5206060
At5205340
At505340
At103870
At5206060
At5206060
At5206060
At5g06060
At5g48620
At5g48620
At548620
At548620
At548620
At5g48620
At5g48620
At548620
At1g56290
At1g56290
At1g56290
A2g47590
AAB71693
A13g24090
At1g16720
AAQI6109
At5¢09590
AAB72241
AAB72241
A15g26360
A5g26360
CAF74934
At1g23740
At1g23740
ABE92227
At1g23740
At1g23740
At1g23740
At1g23740
At1g23740

52/72
52/72
47/78
51/72
51/72
15/33
59/87
2177
21/49
49/71
55/58
29/50
15/17
1320
15/15
15/15
15/15
23/24
16/28
18/21
29/44
32/51
49/79
46/68
65/94
16/30
71/94
71/94
72/94
16/30
28/65
72/94
72/94
63/71
16/30
14/45
38/51
38/51
38/51
26/30
26/30
20/28
20/28
29/58
55/82
55/82
55/82
49/79
49/79
59/101
35/50
55/85
56/85
56/85
21/42
21/42
21/42
23/43
22/43
23/43
23/43
23/43
69/116
61/138
84/134
36/48
47/67
91/98
40/52
1526
17/18
15/15
15/15
44/47
44/47
53/85
30/39
42/61
17129
42/56
30/39
30/39
42/56
42/56

acetate

sucrose

acetate fe sucrose bi

sucrose

response to oxidative stress

acetate fe sucl

sucrose

se

acetate fe

sucrose

sucrose
electron transport; metabolism

biological process unknown

sucrose

N-terminal protein myristoylation [pmid 12912986]
negative regulation of enzyme activity; proteolysis

proteolysis
response to oxidative stress

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation

protein targeting to mitochondrion

response to oxidative stress
response to oxidative stress
response to oxidative stress
biological process unknown

nuclear mRNA splicing, via spliceosome; spliccosome assembly

nuclear mRNA splicing, via spliceosome; spliceosome assembly

nuclear mRNA splicing, via spliccosome; spliceosome assembly

nuclear mRNA spl

protein amino acid phosphorylation

icing, via spliceosome; spliceosome assembly

nuclear mRNA splicing, via spliceosome; spliccosome assembly

nuclear mRNA splicing, via spliceosome; spliccosome assembly

defense response

biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown

cellular )i is during diffe
cellular )i is during diffe
metabolism
metabolism
metabolism

response to oxidative stress
response to oxidative stress
cell adhesion

metabolism

metabolism

metabolism

metabolism

apoptosis; defense response; defense response to pathogen

apoptosis; defense response; defense response to pathogen
apoptosis; defense response; defense response to pathogen
apoptosis; defense response; defense response to pathogen
apoptosis; defense response; defense response to pathogen
apoptosis; defense response; defense response to pathogen
apoptosis; defense response; defense response to pathogen
apoptosis; defense response; defense response to pathogen

DNA repair

metabolism

protein folding; response to heat; response to virus
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation

cellular protein metabolism
cellular protein metabolism

X1V
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551
552
553
554
555
557
558
559
560
561
562
563
570
572
573
574
575
576
578
579
580
581
582
583
584
586
587
588
589
590
591
593
594
595
596
597
605
606
608
609
610
611
612
613
614
616
618
619
621
623
624
625
626
628
636
637
638
639
641
642
643
644
654
655
656
657
658
668
669
670
671
673
675
678
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689

PC164-2-2
PC164-2-1
PC164-2-4
PC167-1
PC167-2
PC167-3
PC167-4
PC168-1
PC168-2
PC168-3
PC175-2
PC175-4
PC177-1
PC177-2
PC177-3
PC177-4
PC178-2
PC178-3
PC178-4
PC180-1
PC180-2
PC180-3
PC180-4
PC182-2
PC182-3
PC182-4
PC184-1
PC184-2
PC184-4
PC185-1
PC185-2
PC185-3
PC185-4
PC187-2
PC190-1
PC190-2
PC190-4
PC191-1
PC191-4
PC191-2
PC191-3
PC195-1
PC195-2
PC195-4
PC196-2
PC196-3
PC197-2
PC197-4
PC197-5
PC198-1
PC198-2
PC198-4
PC200-4
PC201-1
PC201-2
PC201-4
PC202-1
PC202-2
PC202-3
PC202-4
PC206-3
PC206-4
PC207-1
PC207-2
PC207-3
PC210-1
PC210-2
PC210-3
PC210-4
PC211-2
PC211-4
PC212-3
PC215-1
PC215-2
PC215-3
PC215-4
PC216-1
PC216-3
PC216-2
PC216-4
PC217-1
PC217-2

174
176
174
118
118
315
322
322
322
238
236
238
191
219
233
141
209
216
229
237
216
217
171
133
171
141
142
135
235
235
235
174
169
170
169
235
169
203
174
169
169
171
163
409
406
174
349
350
378
373
364
238
237
245
174
178
174
174

154
156
156
140
156
143
140
140
141
324
235
225
168
160
160
419
432
169
189
168
168
271
276
242
252

oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
copper ion binding

copper ion binding

unknown protein (see 470-1)

transferase, transferring hexosyl groups
transferase, transferring hexosyl groups
transferase, transferring hexosyl groups
unknown protein

protein sering ine kinase

kinase/ protein-ty
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
SENI1 (DARK INDUCIBLE 1)

SENI (DARK INDUCIBLE 1)

unknown protein (see 216-1)

70 kD heatshockprotein (see 182-2)
ubiquitin-protein ligase (see 388-3)
Phenylalanine ammonia-lyase 1 (see 596-2)
SGS3 (SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3) (see 280-4)
malate dehydrogenase/ oxidoreductase

Phenylalanine ammonia-lyase 1 (see 177-4)

unknown protein

ATPUP3 (see 345-4)

kinase
catalytic/ i
70 kD heatshockprotein (see 727-4)
electron carrier (ev. 543-3)

structural constituent of ribosome (see 4-3)
unknown protein (see 470-1)

unknown protein (see470-1)
unknown protein (see470-1)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2)
unknown protein (see 216-1)
unknown protein (see 216-1)
unknown protein (see 216-1)
unknown protein (see470-1)
unknown protein (see 216-1)
protein tyrosi ine i

hydrogen-exporting ATPase

unknown protein (see 216-1)

unknown protein

trans-cinnamate 4 monooxygease (C4H)
hypothetical protein

ATGPAT6/GPATG; acyltransferase (see 797-2)
ATGPAT6/GPATG; acyltransferase (see 797-2)
S-norcoclaurine synthase 2

ubiquitin-protein ligase

ubiquitin-protein ligase

HSP81-3

Eli7.7, andere Eli7 (see 287-4)

unknown protein (see 470-1)

component of 9-1-1 complex

protein sering kinase/ protein-ty
amino acid permease/ amino acid transporter
S-norcoclaurine synthase 2

ine kinase (see 228-4)

pathogenesis-related 10 protein PR10-2
S-norcoclaurine synthase 2

S-norcoclaurine synthase 2

S-norcoclaurine synthase 2 (BUT apo at 183)
oxidoreductase

oxidoreductase

oxidoreductase

ATP binding / protein binding (see 158-1)

RPS15A (RIBOSOMAL PROTEIN S15A)

RNA polymerase II transcription factor

ATP binding / protein binding (see 158-1)

protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
hypothetical protein PTD2_09632

oxidoreductase/ zinc ion binding (see 417-1)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 417-1)

14 KD proline-rich protein DC2.15 precursor

ATPase/ i i leotide binding
unknown protein (see 212-3)

unknown protein (see 211-4)

putative beta-amyrin synthase (see 245-3)
hypothetical protein

unknown protein (see 216-1)

membrane alanyl aminopeptidase
unknown protein (see 177-1)

unknown protein (see 177-1)

unknown protein

unknown protein

oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2 & 210-2)
in 3-O-glucoside-6"-O-mal

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Medicago sativa
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Medicago sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Methanococcus j.
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Papaver somniferum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Dictyostelium d.
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Papaver somniferum
Papaver somniferum
Papaver somniferum
Papaver somniferum
Papaver somniferum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Pseudoalteromonas t.
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Centella asiatica
Magnetospirillum g.
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Verbena x hybrida

AU23740  42/56
AUg23740  42/56
At1g23740  42/56
A3g09220  18/39
At3g09220  24/39
A2g46150  31/80
At3g28340  68/105
A13g28340  68/105
At3g28340  68/105
At1g49000  37/54
AQgI8470  21/71
Atlg23740  30/58
AMg3STI0  33/54
At4g3ST70  38/55
A2gl5220  49/62
CAA67588 1621
A2¢35930  42/69
CAA34715  69/71
At5¢23570  19/46
At5g43330  56/70
CAA34715  69/71
At1g26850  55/71
At1g28220  17/39
A3gS1550  28/37
AtIg22170  13/18
CAA67588 1621
At1g30740 17727
Atlgl5250  31/39
ARg46150  31/79
AR2g46150  31/79
AR2g46150  31/79
At1g23740  42/56
A2g15220  47/58
A2gI5220  47/58
A2gI5220  47/58
ARg46150  31/79
AQgI5220  47/58
At5g56610  53/67
A5208670  57/57
Agl5220  47/58
Agl5220  47/58
TCMO_PETCI 26/26
NP_247974  17/41
AREISII0  102/133
AREISII0  88/122
AAXS56304  17/48
A3g52450  52/86
A3g52450  52/86
At5g56010  42/60
AF239832  14/15
AQg46150  33/82
XP_644078  15/49
At5g40540  72/78
A4g38250  35/86
AAX56304  17/48
AAXS6076  14/43
AAXS6304  17/48
AAX56304  17/48
AAX56304  17/48
AtIg0I800  27/45
AtIg0I800  28/48
At1g01800  28/48
A5€26360  43/46
At1g07770  34/40
At3gl0330 21727
A15g26360  43/46
Atlgl6670 30138
ZP 01136035 14/33
AU1g23740  27/46
AUg23740  27/46
CAA33476 3739
At4g02480  18/24
Atlg70505  29/50
Atlg70505  29/50
AAS01523 101139
CAJ30048  37/41
ARgI5220  45/56
AU63770  40/62
AQgI5220  28/36
AQgI5220  28/36
At1g54320  58/83
At1g54320  58/83
At1g23740  42/56
AAST7403  32/71

biological process unknown
carbohydrate biosynthesis
carbohydrate biosynthesis
carbohydrate biosynthesis
biological process unknown
protein amino acid phosphorylation

aging; response to light stimulus; response to sucrose stimulus

aging; response to light stimulus;

defense response to pathogen

sponse to sucrose stimulus

protein ubiquitination
Phenylpropanoid biosynthesis; first step
virus induced gene silencing

malate ism; tr

jc acid cycle
Phenylpropanoid biosynthesis; first step

protein amino acid phosphorylation
glycolysis; metabolism

electron transport

protein biosynthesis, ribosome biogenesis
biological process unknown

biological process unknown

biological process unknown

defense response to pathogen

defense response to pathogen

defense response to pathogen

biological process unknown

defense response to pathogen

protein amino acid dephosphorylation
ATP biosynthesis; ATP synthesis coupled proton transport
defense response to pathogen

defense response to pathogen

Lignin bi 1 prop

second step
metabolism

metabolism

protein ubiquitination

protein ubiquitination

protein folding; response to heat

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
biological process unknown

protein amino acid phosphorylation

amino acid transport

metabolism

metabolism

metabolism

cellular protein metabolism

protein biosynthesis

regulation of DN initiation
cellular protein metabolism

protein amino acid phosphorylation

May be connected with the initiation of embryogenesis
biological process unknown

biological process unknown

metabolism

defense response to pathogen

proteolysis

defense response to pathogen

defense response to pathogen

biological process unknown

biological process unknown

XV
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690
691
692
693
694
696
697
698
699
700
701
702
704
705
706
707
708
709
712
713
717
722
727
728
729
730
731
732
733
736
738
739
740
743
744
747
748
749
751
752
753
754
761
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
777
779
780
781
785
786
787
788
789
790
792
793
794
799
800
801
802
803
804
806
807
808
809
811
812
815
816
817

250
244
235
235
234
201
201
212
211
168
168
173
171
173
169
170
169
169
169
169
102
81

72

235
202
237
170
170
169
159
160
145
137

91

223
225
225
130

130
130
84

70

66

66

315
336
336
356
281
280
277
277
235
279
265
164
160
235
419
419

281

unknown protein (see 216-1)

Tyrosin-Decarboxylase (see 312-1)

unknown protein (see 470-1)

unknown protein (see 470-1)

unknown protein (see 470-1)

APS1

APS1

protein Ser/Thr kinase/ protein Tyr kinase/ sugar binding (see 661-2)
2,3-bi mutase
unknown protein (see 216-1)

unknown protein (see 216-1)

ACSI (ACC SYNTHASE 1) (see 246-1)

unknown protein (see 216-1)

unknown protein (see 216-1)

unknown protein (see 216-1)

unknown protein (see 216-1)

unknown protein (see 216-1)

unknown protein (see 216-1)

unknown protein (see 216-1)

unknown protein (see 216-1)

PWD (PHOSPHOGLUCAN WATER DIKINASE)
X-Pro dipeptidase-like protein (sce 249-2)

putative cinnamyl-alcohol dehydrogenase (see 580-1)
ATSKI11

hypothetical protein RoseRSDRAFT 4270

protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase (see 198-2)

unknown protein

unknown protein

unknown protein

BXL2 (BETA-XYLOSIDASE 2)

protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
MUR3 (MURUS 3)

alcohol acyltransferase

SKIP4 (SKP1 INTERACTING PARTNER 4)

SKIP4 (SKP1 INTERACTING PARTNER 4)

COR413-PM2

oxidoreductase/ zinc ion binding

oxidoreductase/ zinc ion binding

subtilisin-like protease C1 (see 131-3)

subtilisin-like protease C1 (see 131-3)

subtilisin-like protease C1 (see 131-3)

subtilisin-like protease C1 (see 131-3)

CYP86A2; oxygen binding
1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase/ zinc ion binding
LACS6 (LONG-CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 6)
(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

transcription factor

RBOHD (RESPIRATORY BURST OXIDASE PROTEIN D)
RBOHD (RESPIRATORY BURST OXIDASE PROTEIN D)
unknown protein

Phenylalanine ammonia-lyase 1 (see 690-1)

protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding

Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Roseiflexus sp. RS-1
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Fragaria x ananassa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
thaliana

Arabidopsis thaliana
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana

L-aspartate oxidase/ disulfide oxit o

bidopsis thaliana

L-aspartate oxidase/ disulfide oxis OxXi
unknown protein (see 470-1)

oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2 & 210-2)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 162-2 & 210-2)
carboxylic ester hydrolase/ hydrolase, acting on ester bonds
immediate-early fungal elicitor protein CMPG1, Elil7 (see 334-4)
unknown protein (see 470-1)

putative beta-amyrin synthase (see 215-1)

putative beta-amyrin synthase (see 215-1)

ACS1 (ACC SYNTHASE 1) (see 220-3)

ACS1 (ACC SYNTHASE 1) (see 220-3)

unknown protein

ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding (see 247-3)
ACS1 (ACC SYNTHASE 1) (see 220-3)

ACSI1 (ACC SYNTHASE 1) (see 220-3)
ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding (see 246-4)
protein binding

protein binding

X-Pro dipeptidase-like protein (see 225-2)

X-Pro dipeptidase-like protein (see 225-2)
cinnamyl-alcohol dehydrogenase (CAD) (see 580-1)
omega-6 fatty acid desaturase (EC 1.14.99.-) (see 355-1)
unknown protein

(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)
(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)
electron carrier (see 397-1)

ATGLR2.8

ATGLR2.8

conserved hypothetical protein (see 664-2-3)
unknown protein

unknown protein

is thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Centella asiatica
Centella asiatica
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Paracoccus denitrificans
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

A2g15220  49/61
AAA33861  40/40
ARg46150  31/79
ARg46150  31/79
ARg46150  31/79
At3g22890  59/66
At3g22890  59/66
At4g27300  27/69
At3g08590  50/57
At2g15220  28/36
A2g15220  28/36
ABg61510  32/39
ARgI5220  41/50
At2g15220  40/45
At2g15220  26/31
At2g15220  43/57
At2g15220  43/57
At2g15220  43/57
A2g15220  46/58
A2g15220  46/57
A15g26570  16/30
At4g29500 20126
At1g72680  16/24
At5g26751  75/77
ZP_01355879 14/34
At5g40540  51/54
At3gd4100  13/29
At3gd4100  19/40
ABgd4100 13129
Atlg02640  37/52
At3g20860  25/39
At2g20370  38/47
AF193789  13/18
AB3g61350 21725
AB3g61350 21725
At3g50830  20/31
At5g24760  60/74
AL524760  60/74
AADO2075  21/44
AADO2075  21/44
AADO2075  21/44
AADO2075  21/44
At4g00360 22127
At4g33240  19/22
At3g05970  18/22
BAB68539  17/21
Atlgs0600 1527
At5g47910  56/68
At5g47910  56/68
At3g52370  73/103
CAA34715  74/74
At4g34100  66/92
At5gl4760  49/57
At5gl4760  49/57
ARg46150  31/79
AtIg23740 21729
At1g23740  41/56
At5g45670  45/54
AAK69402  14/17
At2g46150  30/79
AAS01523  104/139
AAS01523  104/139
A3g61510  51/60
ABg61510  50/58
At3g53990  17/31
Atlg65430  48/51
At3g61510  50/58
AB3g61510  50/58
Atlg65430  49/51
At1g03440 1925
At1g03440 19725
At4g29500 21726
At4g29500 21126
At1g72860  16/24
AABB0696  29/35
At1g27760  31/43
BAB68539  48/94
BAB68539  48/94
At1g26420  18/47
ARg9110  20/32
ARE9110 20132

ZP_00630616 46/65
At5g47570 18/21
At5g47570 18/21

defense response to pathogen
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown

sulfate ; sulfate

sulfate ; sulfate
protein amino acid phosphorylation
acetate fermentation; aerobic glycerol catabolism
defense response to pathogen

defense response to pathogen

ethylene biosynthesis

defense response to pathogen
defense response to pathogen
defense response to pathogen
defense response to pathogen
defense response to pathogen
defense response to pathogen
defense response to pathogen
defense response to pathogen
starch metabolism, protein amino acid autophosphorylation
lignin biosynthesis [pmid 8219046]
meristem organization; phosphorylation
protein amino acid phosphorylation
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
carbohydrate metabolism
protein amino acid phosphorylation

d t organization; fucose bit

biological process unknown

biological process unknown

response to stress

negative regulation of enzyme activity; proteolysis
negative regulation of enzyme activity; proteolysis
negative regulation of enzyme activity; proteolysis
negative regulation of enzyme activity; proteolysis
fatty acid metabolism

fatty acid oxidation; metabolism; n-octane oxidation
electron transport

regulation of transcription

defense response; oxygen and reactive oxygen species metabolism
defense response; oxygen and reactive oxygen species metabolism
cell adhesion

Phenylpropanoid biosynthesis; first step

protein ubiquitination

electron transport; NAD biosynthesis

electron transport; NAD biosynthesis

biological process unknown

lipid metabolism

protein ubiquitination

biological process unknown

metabolism

metabolism

cethylene biosynthesis

ethylene biosynthesis

response to stress

protein ubiquitination

ethylene biosynthesis

ethylene biosynthesis

protein ubiquitination

signal transduction

signal transduction

lignin biosynthesis [pmid 8219046]

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
biological process unknown

electron transport

electron transport

electron transport

calcium ion homeostasis; response to light stimulus
calcium ion homeostasis; response to light stimulus
biological process unknown

biological process unknown

XVi
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818
819
820
821
822
823
824
825
826
828
829
830
831
832
833
834
839
840
843
845
846
847
848
850
851
853
854
855
856
857
858
859
860
863
864
865
866
868
869
870
876
877
883
889
895
896
897
899
900
901
902
903
904
907
908
909
910
911
915
916
917
918
923
924
926
928
929
936
941
942
945
946
947
948
949
950
952
953
954
963
966
967
968
969

PC253-4
PC254-1
PC254-4
PC254-2
PC254-3
PC255-1-1
PC255-1-2
PC255-1-3
PC255-1-4
PC255-2-2
PC255-2-3
PC255-2-4
PC256-1
PC256-2
PC256-3
PC256-4
PC258-1
PC258-2
PC259-1
PC259-3
PC259-4
PC261-1
PC261-2
PC261-4
PC262-1
PC262-3
PC262-4
PC263-1
PC263-2
PC263-3
PC263-4
PC264-1
PC264-2
PC265-1
PC265-2
PC265-3
PC265-4
PC266-2
PC266-3
PC266-4
PC268-2
PC268-3
PC271-1
PC273-3
PC275-1
PC275-2
PC275-3
PC276-1
PC276-2
PC276-3
PC276-4
PC277-1
PC277-2
PC278-1
PC278-2
PC278-4
PC278-3
PC279-1
PC280-1
PC280-2
PC280-3
PC280-4
PC282-1
PC282-4
PC282-3
PC283-2
PC283-3
PC285-2
PC287-3
PC287-4
PC288-2
PC288-4
PC289-1
PC289-4
PC289-2
PC289-3
PC290-2
PC290-3
PC290-4
PC293-1
PC293-4
PC294-1
PC294-2
PC294-3

283
270

unknown protein
anionic peroxidase (see 113-2)

ca 20:anionic peroxidase (see 113-2)

270
265
468
469
472
466
260
258
287
171
172
166
171
281
212
272
272
265
269
272
269
212
203
206
98

89

98

98

70

70

287
271
290
273
233
166
165
165
140
274
182
281
276
276
271
271
271
275
207
221
95

95

95

96

54

281
280
212
282
71

71

69

350
340
128
211
303
272
271
172
171
171
172
128
128
124
255
212
254
212
212

APX1

similar to zinc finger protein 91 (HPF7, HTF10)
BPF-1a protein

BPF-1a protein

BPF-1a protein

BPF-1a protein

electron carrier (see pc300-3)

WNKS8

tyrosin/dopa decarboxylase

protein transporter (see 289-1)

protein transporter (see 289-1)

GAD2 (GLUTAMATE DECARBOXYLASE 2) (see 445-4)
fatty acid desaturase/hydroxylase-like protein EIi7.1 (see 289-3)
AGC2-1 (OXIDATIVE SIGNAL-INDUCIBLEI)
Tyr-DC (Eli 5) (see 312-1)

SQD2 (SULFOQUINOVOSYLDIACYLGLYCEROL 2)
protein transporter

UBP6 (UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 6)
anionic peroxidase (see 113-2)

pectate lyase

calcium ion binding

SHD (SHEPHERD)

icoti leotide diphosphorylase (carboxylating)
Putative NADPH HC toxin reductase

protein sering kinase/ protein-t; ine kinase
TIMS50
NRPD2a

NRPD2a

(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

copper ion binding

ARA7

unknown protein

F-box protein family (see 347-2)

structural constituent of ribosome

serine-type endopeptidase inhibitor (see 301-2)

serine-type endopeptidase inhibitor (see 301-2)

electron carrier (see 718-4) (BUT no taq)

ALDH3H1; aldehyde dehydrogenase

nucleotide binding signal recognition particle S4KD protein 2 (SRP54)
protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase/ sugar binding
hypothetical protein

DC2.15 like protein

DC2.15 like protein

protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase (see 564-1)
hypothetical protein CYB_0720

ATGPX6 (GLUTATHIONE PEROXIDASE 6)
ubiquitin-protein ligase (see 564-4)

putative chromosome partition protein SmC

EDGP precursor (see 566-2)

calmodulin binding (see 787-2)

calmodulin binding (see 787-2)

calmodulin binding (see 787-2)

GTP binding / translation initiation factor

spermidine synthase (see 446-4)

ATP-dependent helicase/ nucleic acid binding / transcription regulator
ATP-dependent helicase/ nucleic acid binding / transcription regulator
Tyr-DC (Eli 5) (see 312-1)

SGS3 (SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3) (see 178-2)
secreted glycoprotein EP4, 47K, precursor

secreted glycoprotein EP4, 47K, precursor

unknown protein

acyltransferase-like protein (see 774-3)

unknown protein

CNBTI (CYCLIC NUCLEOTIDE-BINDING TRANSPORTER 1) (see290-2)
(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

Eli7.7 (see 197-4)

unknown protein

putative ammonium transporter

protein transporter (see 256-1)

protein transporter (see 256-1)

hypothetical protein Badol_01000417

fatty acid desaturase/hydroxylase-like protein Eli7.1 (see 256-4)
CNBTI (CYCLIC NUCLEOTIDE-BINDING TRANSPORTER 1) (see285-2)
CNBTI (CYCLIC NUCLEOTIDE-BINDING TRANSPORTER 1) (see285-2)
unknown

PP2A-1

Tyr-DC (Eli 5) (see 312-1)

putative 3-ketoacyl-acyl carrier protein reductase

Tyr-DC (Eli 5) (see 312-1)

Tyr-DC (Eli 5) (see 312-1)

Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Danio rerio
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Papaver somniferum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Plasmodium chabaudi c.
Daucus carota
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Synechococcus sp.
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Treponema denticola
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Malus x domestica
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Bifidobacterium a.
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Oryza sativa
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum

At5g47570
AAA98491
AAA98491
At107890
XP_694208
CAA48413
CAA48413
CAA48413
CAA48413
At1g30760
At5g41990
AAC61842
At5g16880
At5g16880
Atlg65960
AAG24521
At3g25250
AAA33861
At5g01220
Atdgl6143
At1g51710
AAA98491
Atlg67750
At1g53210
At4g24190
At2g01350
BAC79712
At1g06840
At1g55900
A3g23780
At3g23780
BAB68539
BAB68539
At4g39830
At4gl9640
At2g18740
At4g22030
At5g35530
At5g43580
At5g43580
At5g44400
At1g44170
At1g48900
At4g03230
XP_745411
BAA99575
BAA99575
At2¢28590
YP_476967
Atdg11600
At2g44900
NP_972102
BAA03413
A2g26190
A12¢26190
A1226190
At2g05830
BAC20170
At2g46020
At2g46020
AAA33861
At5g23570
AAA98926
AAA98926
Atdgl 1860
At3g26040
At3g07090
At3gl7700
BAB68539
AF239832
A2g28310
NP_915679
At5g16880
At5g16880
ZP_01029720
AAG24521
At3gl7700
At3gl7700
AAG09294
At1g59830
AAA33861
BAC57400
AAA33861
AAA33861

18/21
41/46
39/40
57/65
31/96
85/116
103/158
71/95
103/151
43/72
14/24
33/81
30/56
30/56
43/55
49/50
39/59
70/70
49/55
44/50
74/86
43/43
46/52
29/81
29/34
48/52
34/68
26/32
21/29
1521
15/21
16/22
16/22
20/39
19/22
32/33
1326
43/60
14/21
12/21
16/27
21/36
79/90
27/36
18/65
38/44
38/44
30/43
13/35
48/66
23/30
16/50
41/51
25/28
25/28
25/28
27/31
14/17
86/93
87/93
70/70
18/51
21/23
21/23
21/22
38/79
73/107
30/40
29/59
65/87
47/61
79/89
25/45
30/56
15/40
49/50
30/40
30/40
14/14
59/72
69/70
25/47
69/70
68/70

biological process unknown
response to oxidative stress
response to oxidative stress
response to reactive oxygen species

protein modification; regulation of transcription

protein modification; regulation of transcription

protein modification; regulation of transcription

protein modification; regulation of transcription

electron transport

protein amino acid phosphorylation

amino acid and derivative metabolism; carboxylic acid metabolism

intra-Golgi transport; intracellular protein transport

intra-Golgi transport; intracellular protein transport
1 bolism; nitrogen p boli:

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation

protein amino acid phosphorylation

cellular response to phosphate starvation; glycolipid biosynthesis
intracellular protein transport; protein import into nucleus
protein deubiquitination

response to oxidative stress

biological process unknown

protein folding; regulation of meristem organization
NAD bi 1t pyridine nucleotide bi hesi
cellular metabolism

protein amino acid phosphorylation

biological process unknown

DNA methylation; RNA interference, production of siRNA; transcription
DNA methylation; RNA interference, production of siRNA; transcription
electron transport

electron transport

intracellular protein transport;small GTPase mediated signal transduction
mRNA processing

biological process unknown

protein biosynthesis

response to wounding

response to wounding

electron transport

metabolism

protein targeting

protein amino acid phosphorylation

lipid transport

lipid transport

protein amino acid phosphorylation

response to oxidative stress

ubiquitin-dependent protein catabolism

proteolysis

N-terminal protein myristoylation

N-terminal protein myristoylation

N-terminal protein myristoylation

cellular biosynthesis; translational initiation
biological process unknown

biological process unknown

virus induced gene silencing

lipid metabolism

lipid metabolism

biological process unknown

biological process unknown

biological process unknown

ion transport

electron transport

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
biological process unknown

transport

intra-Golgi transport; intracellular protein transport
intra-Golgi transport; intracellular protein transport
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation

ion transport

ion transport

biological process unknown

metabolism

xvii
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970

971

982

985

987

988

991

992

993

994

995

996

998

999

1000
1001
1002
1010
1011
1012
1013
1014
1019
1020
1021
1022
1025
1026
1027
1028
1030
1031
1032
1033
1034
1036
1039
1040
1041
1042
1051
1053
1062
1063
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1075
1079
1084
1085
1091
1092
1093
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1109
1115
1116
1118
1119
1122
1123
1124
1125
1127
1128
1129
1130
1132
1137
1139
1140

PC294-4
PC295-1
PC297-4
PC298-3
PC299-1
PC299-2
PC300-1
PC300-2
PC300-3
PC300-4
PC301-1
PC301-2
PC301-4
PC303-1
PC303-2
PC303-4
PC303-3
PC307-4
PC308-1
PC308-2
PC308-3
PC308-4
PC310-1
PC310-2
PC310-3
PC310-4
PC311-3
PC311-4
PC312-1
PC312-2
PC312-4
PC313-1
PC313-2
PC313-3
PC313-4
PC314-2
PC315-1
PC315-3
PC315-4
PC315-2
PC318-1
PC318-3
PC320-3
PC321-2
PC321-4
PC321-6
PC322-1
PC322-2
PC322-3
PC322-4
PC323-1
PC323-4
PC323-2
PC324-1
PC325-1
PC326-2
PC326-3
PC328-1
PC328-2
PC328-3
PC329-1
PC329-2
PC329-4
PC329-3
PC330-1
PC330-2
PC330-3
PC332-3
PC334-1
PC334-2
PC334-4
PC335-1
PC335-3
PC336-1-1
PC336-1-4
PC336-1-2
PC336-2-1
PC336-2-2
PC336-2-4
PC336-2-3
PC340-3
PC345-1
PC345-4
PC346-1

211 Tyr-DC (Eli 5) (see 312-1)
213 Tyr-DC (Eli 5) (see 312-1)

/' unknown protein

270  hydroxymethylbilane synthase (HMBS)

289 bergaptol O-methyltransferase

283 ACT7

210 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding (see 569-1)
153 catalytic/ protein phosphatase type 2C (see 569-2)

211 electron carrier (see364-3)

269 CYP72A11; monooxygenase/ oxygen binding (BUT no apo)
210 extra-large guanine nucleotide binding protein, putative

213 serine-type endopeptidase inhibitor (see 266-3)

213 cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 372-3)
147 Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein 231 (see 315)

144 cytochrome P450

144 cytochrome P450

134 probable 60S ribosomal protein L27a

161 GTP binding

166  serine-type endopeptidase inhibitor (see 266-3)

171  hAT family dimerisation domain, putative

172 hAT family dimeris:
172 hAT family dimerisation domain, putative

301 ATL3

271 Tyrosin-Decarboxylase (see 312-1)

280 electron carrier (see 432-3)

299 electron carrier (see 432-3)

122 i i ipid delta-4

212 Tyr-DC (Eli5) (see 312-1)

246 Tyr-DC (EIiS) (see 311-4)

269  fructose-bisphosphate aldolase

248 isoflavone reductase related protein

213 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
212 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
212 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
213 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
179 Eli 7.5 (see 352-3)

147 Avr9/CE-9 rapidly elicited protein 231 (glycosyltransferase) (303-1)
147 AV9/CE9 rapidly elicited protein 231 (glycosyltransferase) (303-1)
147 AV9/CE9 rapidly elicited protein 231 (glycosyltransferase) (303-1)
144 calmodulin binding (see 787-2)

105 serine-type endopeptidase inhibitor (see 360-3)

70 (S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

135 SGS3 (SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3) (see 178-2)
205 expressed protein

257 probable urea transport protein

262 hypothetical protein

226  serine/threonine protein kinase-like

on domain, putative

226  serine/threonine protein kinase-like

226  serine/threonine protein kinase-like

226  serine/threonine protein kinase-like

152 unknown protein

152 unknown protein

154 RNA binding / aconitate hydratase/ hydro-lyase/ iron ion binding / lyase
95 calmodulin binding (see 787-2)

57 unknown protein

196 PHSI (PROPYZAMIDE-HYPERSENSITIVE 1)

199  cytochrome P450 (see 454-3)

250 PAD2

257 PAD2

250 PAD2

239 unknown protein

239 putative protein kinase

238 unknown protein

240 ADA2A

205 SMP2

205 SMP2

205 SMP2

103 binding / transporter

328 conserved hypothetical protein (see 664-2-3 )

327 conserved hypothetical protein (see 664-2-3 )

328  immediate-carly fungal elicitor protein CMPGI, Elil7 (see 243-2)
140 ubiquitin

139 putative ACC-synthase 1

340 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding (sce 628-3)
340 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding (see 628-3)
140 unknown protein

241 unknown protein

241 unknown protein

241 unknown protein

236 putative hydroxyproline-rich glycoprotein

640 ? unknown protein (see 630-1-1)

141 carnitine racemase/ catalytic

108 ATPUP3 (see 180-2)

83 transposase

Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Pisum sativum

Ammi majus
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Petunia x hybrida
Petunia x hybrida
Picea mariana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Medicago truncatula
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Pyrus communis
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Bacteroides fragilis
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Petroselinum crispum
Glomus mosseae
Lactuca sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Pisum sativum

AAA33861
AAA33861
At5g61820
CAAS1820
AAR24096
At5209810
A12g02960
A13g62260
At1g30760
A3gl4650
At131930
At5g43580
BAD24818
At1g19300
BAC53892
BAC53892
AAC32151
At4g18800
At543580
ABES8160
ABES8160
ABES8160
At1g72310
AAA33861
At126420
At1g26420
At3g61580
AAA33861
AAA33861
A2g01140
AAC24001
A2g42350
A2g42350
A2g42350
A2g42350
AAG23926
At1g19300
At1g19300
At1g19300
A2g26190
At3g61980
BAB68539
At5g23570
At1g31940
BAD48607
A2g36430
At5g35960
At5235960
At5g35960
At5g35960
At3g57400
At3g57400
A2g05710
A2¢26190
A2g42700
At5¢23720
AAD47832
At566140
At566140
At5g66140
Atlg15030
AAK27806
At1g15030
At3g07740
At4g37120
At4g37120
At4g37120
A2g37890
ZP_00630616
ZP_00630616
AAK69402
CAB96869
AAP14019
At5201960
At5201960
At4g31880
A3g62650
A3g62650
At3g62650
AAN04190
At5206370
Atdgl4440
At1g28220
AAX51974

63/64
68/71
68/132
46/66
58/62
70/71
40/61
30/47
29/59
38/73
52/57
14/21
51/26
36/47
26/46
26/46
32/43
22/25
14/21
29/55
32/59
32/59
43/85
68/69
49/88
53/98
28/40
70/70
72/72
79/89
2326
24/31
29/61
29/61
24/31
59/59
37/47
37/47
37/47
21722
16/22
16/22
17/43
19/24
17/33
61/86
51/73
51/73
51/73
51/73
37/49
37/49
19/21
24/28
15/19
52/65
41/64
58/73
39/74
39/52
45/71
22/72
47/79
29/53
48/68
48/68
48/68
26/34
42/61
42/56
46/50
20/21
42/46
100/113
101/113
17/35
22/61
23/61
23/61
23/72
15/28
1521
12/22
2327

biological process unknown

Porphyrin biosynthesis by the C5 pathway
lignin
cytoskeleton organization and biogenesis; response to auxin stimulus

protein ubiquitination

regulation of DNA-depend

electron transport

electron transport

response to wounding

carbohydrate biosynthesis

Anthocyanin biosynthesis

Anthocyanin biosynthesis

protein biosynthesis

intracellular protein transport; mall GTPase mediated signal transduction

response to wounding

protein ubiquitination

electron transport

electron transport

lipid metabolism

pentose-phosphate shunt

regulation of nitrogen utilization

protein ubiquitination

protein ubiquitination

protein ubiquitination

protein ubiquitination

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation

carbohydrate biosynthesis

carbohydrate biosynthesis

carbohydrate biosynthesis

N-terminal protein myristoylation

biological process unknown

electron transport

virus induced gene silencing

biological process unknown

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

N-terminal protein myristoylation

N-terminal protein myristoylation

metabolism

N-terminal protein myristoylation

biological process unknown

protein amino acid dephosphorylation

electron transport

ubiquitin-dependent protein catabolism

ubiquitin-dependent protein catabolism
biquitin-d dent protein boli:

biological process unknown

protein amino acid phosphorylation

biological process unknown

biological process unknown

positive regulation of cell proliferation; RNA splicing
positive regulation of cell proliferation; RNA splicing
positive regulation of cell proliferation; RNA splicing
mitochondrial transport; transport

protein ubiquitination

biosynthesis; cthylene biosynthesis; ripening

protein ubiquitination

protein ubiquitination

biological process unknown

biological process unknown

biological process unknown

biological process unknown

metabolism

xviil
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1141
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1186
1187
1190
1192
1193
1194
1195
1198
1200
1201
1202
1204
1205
1206
1209
1210
1213
1214
1216
1220
1221
1222
1223
1226
1227
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239
1244
1249
1250
1251
1253
1254
1255
1260
1261
1262
1266
1268
1279
1281
1283
1285

PC346-2
PC347-1
PC347-3
PC347-2
PC347-4
PC348-1
PC348-2
PC348-3
PC348-4
PC349-1
PC349-2
PC349-3
PC349-4
PC350-1
PC350-3
PC350-4
PC351-1
PC351-2
PC351-3
PC351-4
PC352-3
PC352-4
PC353-1
PC353-2
PC353-3
PC353-4
PC355-1
PC355-3
PC355-2
PC355-4
PC356-1
PC356-2
PC356-3
PC356-4
PC357-1
PC357-3
PC357-4
PC358-3
PC359-1
PC359-2
PC359-3
PC359-4
PC360-3
PC361-1
PC361-2
PC361-3
PC362-1
PC362-2
PC362-3
PC363-2
PC363-3
PC364-2
PC364-3
PC365-1
PC366-1
PC366-2
PC366-3
PC366-4
PC367-3
PC367-4
PC368-2-1
PC368-2-2
PC368-2-3
PC368-2-4
PC369-1
PC369-2
PC369-3
PC369-4
PC371-1
PC372-2
PC372-3
PC372-4
PC373-2
PC373-3
PC373-4
PC375-1
PC375-2
PC375-4
PC376-3
PC377-1
PC380-2
PC381-2
PC381-4
PC382-2

transposase

ATTPS8

EDGP precursor (see 763-4)

F-box protein family (see 796-4)

trehalose-phosphate synthase [UDP-forming]

F-box protein family (see 796-4)

F-box protein family (see 796-4)

F-box protein family (see 796-4)

F-box protein family (see 796-4)

protein ser/thr kinase/ protein-tyr kinase/ sugar binding (see 654)
protein ser/thr kinase/ protein-tyr Kinase/ sugar binding (see 654)
protein ser/thr kinase/ protein-tyr Kinase/ sugar binding (see 654)
protein ser/thr kinase/ protein-tyr kinase/ sugar binding (sce 654)
retrotransposon protein, putative, unclassified

protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
catalytic

PHTS

kinase

AHA4

PHTS

Eli 7.5 (see 314-2)

calcium ion binding

Esterase/lipase/thioesterase (see 358-3)
Esterase/lipase/thioesterase (see 358-3)
Esterase/lipase/thioesterase (see 358-3)
Esterase/lipase/thioesterase (see 358-3)

omega-6 fatty acid desaturase (EC 1.14.99.-) (see 355-3)
omega-6 fatty acid desaturase (EC 1.14.99.-) (see 355-1)
TUB6 (BETA-6 TUBULIN)

TUB6 (BETA-6 TUBULIN)

ARP2/RPL3B

CIP1 (COP1-INTERACTIVE PROTEIN 1)

UBQ3 (POLYUBIQUITIN 3)

UBQ3 (POLYUBIQUITIN 3)

peroxidase

peroxidase

peroxidase

Esterase/lipase/thioesterase (see 353-1)

protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase/ sugar binding
senescence-associated cysteine protease
senescence-associated cysteine protease

MLO8

serine-type endopeptidase inhibitor (see 318-1)

ATP binding / glycine-tRNA ligase/ tRNA ligase

ATP binding / glycine-tRNA ligase/ tRNA ligase

ATP binding / glycine-tRNA ligase/ tRNA ligase

AT?2 (see 489-1)

unknown protein

SKIP2 (SKP1 INTERACTING PARTNER 2)

similar to SCO-spondin

similar to SCO-spondin

pathogenesis-related protein-like protein 2

electron carrier (see255-2-2)

unknown protein

electron carrier

electron carrier

electron carrier (beste Sequenz)

electron carrier

YLS9 (YELLOW-LEAF-SPECIFIC GENE 9)

YLS9 (YELLOW-LEAF-SPECIFIC GENE 9)

RPS6 (RIBOSOMAL PROTEIN S6) (see 369-2)

RPS6 (RIBOSOMAL PROTEIN S6) (see 369-2)

RPS6 (RIBOSOMAL PROTEIN S6) (see 369-2)

RPS6 (RIBOSOMAL PROTEIN $6) (see 369-2)
DNA-binding response regulator, LuxR family

RPS6 (RIBOSOMAL PROTEIN $6) (see 368-2-1)
RPS6 (RIBOSOMAL PROTEIN S6) (see 380-2)
putative ribosomal protein
unknown protein (see 411-1-2)
hydrolase, ing O-glycosyl
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 375-1)
peroxidase (see 107-1-4)

acyltransferase

ALATS (ALANYL-TRNA SYNTHETASE)

ALATS (ALANYL-TRNA SYNTHETASE)

cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 638-3)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 638-3)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 638-3)
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
dihydroorotase (see 602-3)

RPS6 (RIBOSOMAL PROTEIN $6) (see 368-2-1)
conserved hypothetical protein

unknown protein

electron carrier

Pisum sativum
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Medicago truncatula
Medicago truncatula
Medicago truncatula
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Populus alba
Populus alba
Populus alba
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana
Brassica oleracea
Brassica oleracea
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Rattus norvegicus
Rattus norvegicus
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Caulobacter crescentus
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Brassica rapa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Artemisia annua
Beta vulgaris
Arabidopsis thaliana
Shewanella oneidensis
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

AAX51974
At1g70290
BAA03413
At4¢22030
At1g70290
At422030
At422030
At4g22030
At4g22030
At4g27290
At4g27290
At4g27290
At427290
ABF97084
At3g09830
At5g61840
At2g32830
At4g08850
At3g47950
A2g32830
AAG23926
At5g61790
ABES8701
ABES8701
ABES8701
ABE88701
AAB80696
AAB80696
At5g12250
At5g12250
At1g61580
At5g41790
At5g03240
At5g03240
BAEI6616
BAEI6616
BAEI6616
ABES8701
At4¢27290
AAL60580
AAL60580
At2g17480
At3g61980
At1g29880
At1g29880
At1g29880
At122360
Atdgl5610
At5g67250
CAF33425
CAF33425
BAD04048
At1g30760
At2¢32980
At2¢34790
At2¢34790
At2g34790
At2g34790
At2g35980
At2g35980
At4g31700
At4g31700
At4g31700
At4g31700
NP_419575
At4g31700
At4g31700
BAA11393
At132690
A2g26600
BAD24818
NP_196153
At4200400
At1g50200
At1g50200
BAD24818
BAD24818
BAD24818
CAA04872
CAC80990
At4g31700
NP_717426
At2g46900
At4g20840

23/27
107/123
89/113
S51/113
110/123
50/111
52/111
35/71
44/103
19/59
17/35
31/63
23/59
24/32
21/44
39/45
40/60
1725
39/41
30/49
36/36
24/29
22/33
22/33
22/33
22/33
61/63
63/75
56/56
56/56
50/61
32/57
37/37
37/37
40/66
41/62
59/79
18/30
20/23
54/71
56/71
53/70
16/22
119/135
87/138
118/135
28/39
23/47
22/29
14/36
14/36
34/39
26/52
74/85
30/52
26/47
31/52
32/53
67/132
67/132
64/67
63/67
61/67
71/80
14/44
67/80
67/80
34/41
28/81
32/39
26/67
49/79
38/66
53/92
52/83
71/80
71/80
71/80
28/33
16/21
33/35
21/69
39/69
28/31

metabolism; trehalose biosynthesis
proteolysis

biological process unknown

metabolism; trehalose biosynthesis

biological process unknown

biological process unknown

biological process unknown

biological process unknown

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation
biological process unknown

phosphate transport; transport

protein amino acid phosphorylation

cation transport; metabolism; proton transport
phosphate transport; transport

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
microtubule-based process; response to cold
microtubule-based process; response to cold
protein biosynthesis

regulation of protein import into nucleus
response to light stimulus; ubiquitin-dependent protein catabolism
response to light stimulus; ubiquitin-dependent protein catabolism
response to oxidative stress

response to oxidative stress

response to oxidative stress

protein amino acid phosphorylation
proteolysis

proteolysis

cell death; defense response

biological process unknown

glycyl-tRNA aminoacylation; protein biosynthesis
glycyl-tRNA aminoacylation; protein biosynthesis
glycyl-tRNA aminoacylation; protein biosynthesis
metabolism

biological process unknown

N-terminal protein myristoylation

defense response

electron transport

electron transport

electron transport

electron transport

electron transport

response to pathogen

response to pathogen

protein biosynthesis

protein biosynthesis

protein biosynthesis

protein biosynthesis

protein biosynthesis

protein biosynthesis

protein biosynthesis

biological process unknown

carbohydrate metabolism

response to oxidative stress

metabolism

alanyl-tRNA aminoacylation

alanyl-tRNA aminoacylation

Ethylene biosynthesis; last step

pyrimidine nucleotide biosynthesis

protein biosynthesis

biological process unknown

electron transport

Xix
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1292
1295
1298
1299
1303
1304
1305
1307
1311
1312
1313
1314
1316
1322
1327
1328
1329
1332
1333
1334
1335
1336
1337
1341
1342
1344
1345
1346
1347
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
1375
1376
1377
1378
1379
1380
1384
1388
1389
1390
1391
1392
1393
1394
1396
1397
1398
1400
1401
1402
1408
1409
1410
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1426

PC414-1-2

175
180
123
122
197
179
181
179
157
95

94

94

232
171
141
207
181
136
135
135
135
180
144
173
176
122
122
125
125
176
177
175
175
159
166
92

83

76

85

78

122
132
76

76

76

76

92

308
312
320
314
178
199
173
173
65

387
552
421
361
128
361
361
360
118
119
118
112
112
114
94

196
199
157
336
336
69

300
300
300
300
266
266
268

dihydrolipoamide dehydrogenase precursor
ubiquitin-protein ligase (see 394)

Proteinase inhibitor 113, potato inhibitor I
Proteinase inhibitor 113, potato inhibitor I
structural constituent of ribosome / transcription regulator
copper ion binding

DNA-dependent ATPase/nucleotide binding
unknown protein

ubiquitin-protein ligase (see 177-3)

WRKY4 (see 508-4)

WRKY4 (see 508-4)

WRKY4 (see 508-4)

(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)
ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
copia-type reverse transcriptase-like protein
putative glucosyltransferase-2

putative glucosyltransferase-2
ubiquitin-protein ligase (see 384-4)
ubiquitin-protein ligase (see 384-4)
ubiquitin-protein ligase (see 384-4)
ubiquitin-protein ligase (see 384-4)

SYP124; t-SNARE

oxidoreductase (see 591-1)

EMB2386 (see 817-2)

patatin-like protein I, see (399-1)
(S)-reticuline oxidase-like protein (see 748-2)
(S)-reticuline oxidase-like protein (see 748-2)
putative signal peptidase T

putative signal peptidase T

patatin-like protein I or 3, (see 396-3)
patatin-like protein I or 3, (see 396-3)
patatin-like protein I or 3, (see 396-3)
patatin-like protein I or 3, (see 396-3)

Lycopersicon esculentum
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Daucus carota
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum

disulfide oxidoreductase/ monooxygenase/
protein binding

unknown protein (see 401-2-

unknown protein

hypothetical protein LOC_Os11g16310 (ident. mit 401-1-4)
DPE2 (DISPROPORTIONATING ENZYME 2)

ATP binding / transmembrane receptor

(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)
OSJNBa0052012.20 (putative reverse transcriptase)
hypothetical protein LOC_Os11g16310 (ident. mit 401-1-4)
hypothetical protein LOC_Os11g16310 (ident. mit 401-1-4)
hypothetical protein LOC_Os11g16310 (ident. mit 401-1-4)
hypothetical protein LOC_Os11g16310 (ident. mit 401-1-4)
unknown protein (see 400-1-3)

Pathogenesis-related protein

structural constituent of ribosome

putative peroxidase
unknown protein

putative peroxidase
N L

unknown protein

unknown

HSP81-2

hypothetical protein predicted by FGENESH etc.
catalytic

rac GTPase activating protein 3 (see 406)
ethylene-responsive element binding protein 1 homolog
rac GTPase activating protein 3 (see 405-2-3)
rac GTPase activating protein 3 (see 405-2-3)
rac GTPase activating protein 3 (see 405-2-3)
IAR4

IAR4

IAR4

RNA binding / nucleic acid binding / protein transporter (see 590-2)
conserved hypothetical protein (see 665-2-2)
beta-glucan binding protein

putative protein

unknown protein (see 371-1)

unknown protein (see 371-1)

ubiquitin (see 597-4)

unknown protein

unknown protein

putative S-receptor kinase (see 414-2-4)

plasma membrane H+-ATPase

plasma membrane H+-ATPase

plasma membrane H+-ATPase

plasma membrane H+-ATPase

putative helicase (see 414-2-1)

putative helicase (see 414-2-1)

ANAC092; transcription factor

is thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Solanum tuberosum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Zinnia clegans
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Lotus japonicus
Matricaria chamomilla
Lotus japonicus
Lotus japonicus
Lotus japonicus
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Corynebacterium efficiens
Phaseolus vulgaris
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Lycopersicon esculentum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

AAN23154
At3g07370
ABES3038
ABES3038
At2g44120
At3g09220
At2g16440
At3g56040
At2¢35930
AAG35658
AAG35658
AAG35658
BAB68539
At5g60250
CAB75469
BAC57706
BAC57706
At3g07370
At3g07370
At3g07370
AB3g07370
At1g61290
At4g23420
At1g02780
AAF98369
BAB68539
BAB68539
At2g30440
At2g30440
AAF98369
AAF98369
AAF98369
AAF98369
At5g61290
At5g21090
AR2g21270
Atlg17630
ABA92487
A2g40840
At5g17880
BAB68539
NP_914902
ABA92487
ABA92487
ABA92487
ABA92487
ARg21270
AAB47235
Atl 04480
CAJ77506

At5g55060
At3g15530
CAI54302

At3g15530
At3g16590
At3g55840
At5g56030
NP_910689
At4g33850
AAC62626
BAA87068
AAC62626
AAC62626
AAC62626
At1g24180
Atlg24180
Atlg24180
At3g25150
NP_738153
AAF19265
At5g16470
At1g32690
At1g32690
CAA51679
Atdg16146
Atdg16146
BAD82381
BADI6685
BADI6685
BADI6685
BADI6685
A2g05080
At2g05080
At5g39610

38/44
21/42
30/40
29/40
58/65
15/28
54/59
27/36
23/51
30/30
30/30
30/30
32/74
16/41
33/47
37/68
27/68
19/38
19/38
19/38
19/38
17/30
37/47
21/22
31/57
22/32
22/32
28/35
28/35
32/57
32/57
32/57
32/57
18/37
44/53
26/30
17/26
12/23
18/27
16/25
22/32
19/39
12/23
12/23
12/23
12/23
26/30
15/16
58/61
53/76
45/100
35/50
33/49
14/19
17/42
15/19
121/128
2225
56/76
40/97
38/42
40/97
42/97
41/86
38/39
29/30
38/39
22/36
1723
18/26
1926
23/82
28/82
46/50
16/23
16/23
15/22
94/99
94/99
94/99
94/99
34/70
34/70
54/68

electron transport

protein ubiquitination
protein biosynthesis

DNA replication initiation
biological process unknown
protein ubiquitination
regulation of transcription
regulation of transcription
regulation of transcription
electron transport

protein ubiquitination
metabolism

metabolism

protein ubiquitination
protein ubiquitination
protein ubiquitination
protein ubiquitination

fusion

protein

metabolism

protein biosynthesis; ribosome biogenesis

lipid metabolism

electron transport

electron transport

proteolysis

proteolysis

lipid metabolism

lipid metabolism

lipid metabolism

lipid metabolism

electron transport

signal transduction
biquitin-d dent protein

biological process unknown

maltose metabolism

apoptosis; defense response; defense response to pathogen

electron transport
biquitin-depend

defense response

protein biosynthesis

response to oxidative stress

protein

biological process unknown

biological process unknown

protein folding

fatty acid biosynthesis

regulation of transcription, DNA-dependent

metabolism

metabolism

metabolism

nucleocytoplasmic transport; protein import into nucleus
regulation of transcription

biological process unknown

biological process unknown

protein modification

protein amino acid phosphorylation

cation transport; metabolism; proton transport
cation transport; metabolism; proton transport
cation transport; metabolism; proton transport
cation transport; metabolism; proton transport
biological process unknown

biological process unknown

development

XX
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1427
1428
1429
1430
1431
1432
1433
1434
1436
1438
1439
1448
1484
1485
1486
1487
1489
1490
1491
1492
1493
1494
1497
1499
1500
1503
1507
1516
1517
1518
1532
1533
1535
1537
1538
1539
1540
1541
1542
1549
1550
1551
1552
1554
1556
1557
1558
1559
1560
1561
1562
1564
1565
1566
1569
1572
1573
1575
1578
1581
1582
1583
1584
1585
1586
1587
1588
1589
1590
1591
1592
1593
1594
1595
1596
1602
1604
1605
1606
1607
1609
1624
1625
1626

269
265
139
139
70

139
139
139
107
142
109

290
290
290
292
83

119
225
187
187
187

107

166

115
115
115
358
130
217
219
218
216
154
158
158
75
107
129
254
255
255
257
199
137
134
137
188
188
188
187
162
166
<193
166
147
139
120
131
119
94
67
67
67
67

191
191
191

ANACO092; transcription factor

putative helicase (see 414-1-1)

ribonuclease/ transcriptional repressor (see 416-1)
ribonuclease/ transcriptional repressor (see 416-1)

putative S-receptor kinase (see 412-3)

ribonuclease/ transcriptional repressor (see 414-2)
ribonuclease/ transcriptional repressor (see 414-2)
ribonuclease/ transcriptional repressor (see 414-2)
oxidoreductase/ zinc ion binding (see 210-3)

putative phosphate transporter OsPT8

ATSRI1 (SERINE/THREONINE PROTEIN KINASE 1)
unknown protein (see 512-1)

unknown protein

unknown protein

unknown protein

unknown protein

ATP binding / ATPase/ nucleoside-triphosphatase/ nucleotide binding
electron carrier (see 310-3)

nuclease/ nucleic acid binding

PREDICTED: similar to dysfusion CG32474-PA
PREDICTED: similar to dysfusion CG32474-PA
PREDICTED: similar to dysfusion CG32474-PA

ATP binding / ATPase/ nucleoside-triphosphatase/ nucleotide binding
ATP-dependent in bindi in bi
lactoylglutathione lyase
lactoylglutathione lyase

ribosomal protein L15

pre-mRNA splicing factor, putative
pre-mRNA splicing factor, putative

pre-mRNA splicing factor, putative

germin (oxalate oxidase) -like protein

CDC25

GAD2 (GLUTAMATE DECARBOXYLASE 2) (see 256-3)
germin-like protein 3 (see 448-2)

germin-like protein 3 (see 448-2)

spermidine synthase (see 279-1)

germin-like protein 3 (see 446-2)

germin-like protein 3 (see 446-2)

germin-like protein 3 (see 446-2)

DRT100 (DNA-DAMAGE REPAIR/TOLERATION 100)
DRT100 (DNA-DAMAGE REPAIR/TOLERATION 100)
DRT100 (DNA-DAMAGE REPAIR/TOLERATION 100)
protein sering kinase/ protein-tyrosine kinase
cytochrome P450 (see 326-3)

catalytic

catalytic

catalytic

catalytic

calcium ion binding

protein binding

protein binding

structural constituent of ribosome

TOM20-3

cytochrome P450 (see 326-3)

unknown protein (see 456-1)

unknown protein (see 455-2)
unknown protein (see 455-2)
unknown protein

ATP binding / nucleoside-triphosphatase/ nucleotide binding
calmodulin binding

calmodulin binding

calmodulin binding

Hypothetical protein CBG02772
Hypothetical protein CBG02772
Hypothetical protein CBG02772
Hypothetical protein CBG02772
unknown protein (see 470-1)
catalytic

unknown protein

cytochrome P450 (see 326-3)
protein binding/ ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding (see 569-1)
unknown protein

protein transporter/ transporter
unknown protein (see 470-1)
putative glutamyl-tRNA reductase
unknown protein (see 470-1)
cytochrome P450

cytochrome P450

cytochrome P450

cytochrome P450

cytochrome P450

unknown protein (see 471-3)
unknown protein (see 471-3)
unknown protein (see 471-3)

fon binding

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Apis mellifera

Apis mellifera

Apis mellifera
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Oryza sativa

Malus x domestica
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Caenorhabditis briggsae
Caenorhabditis briggsae
Caenorhabditis briggsae
Caenorhabditis briggsae
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Panax ginseng
Panax ginseng
Panax ginseng
Panax ginseng
Panax ginseng
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

At5¢39610
At2g05080
At5g10960
At5g10960
BADS2381
At5g10960
At5g10960
At5g10960
At1g23740
AAN39049
At5g01820
At5g01750
At1gl9180
Atlgl9180
Atlgl9180
Atlgl9180
At5g40010
At1g26420
At5¢61780
XP_624744
XP_624744
XP_624744
At3g28580
At5g44800
Atlgl5380
Atlgl5380
AANO8216
At3g49430
At3g49430
At3g49430
NP_914653
At5g03455
Atlg65960
AAC04834
AAC04834
BAC20170
AAC04834
AAC04834
AAC04834
At3g12610
At3g12610
At3gl2610
At2g32850
AAD47832
Atlg34340
Atlg34340
Atl1g34340
Atlg34340
Atlg24620
At2g28650
At2g28650
At2g47610
At3g27080
AADA47832
At5g40720
At5g40720
At5g40720
At5g01710
At2g27600
At3g58480
At3g58480
At3g58480
CAE59408
CAE59408
CAE59408
CAES9408
At2g46150
At3g23540
Atlg14990
AAD47832
At2g02960
At3g06250
At1262020
A2g46150
AAG13620
At2g46150
BADI5331
BADI5331
BADIS331
BADIS331
BADI5331
AL2g46150
At2g46150
At2g46150

74/89
34/70
35/44
35/44
18/22
35/44
35/44
35/44
1520
28/46
22/41
14/17
33/118
35/118
35/118
33/118
24/27
20/39
57/74
13/37
13/37
13/37
16/27
17/33
15/18
15/18
72/82
24/26
24/26
24/26
12/14
25/33
43/55
12/14
12/14
15/18
12/14
12/14
12/14
25/37
25/37
25/37
43/77
19/42
47/66
47/66
47/66
27/46
31/50
25/44
25/44
18/21
13/19
18/40
24/58
28/82
30/82
18/31
52/68
24/38
24/38
24/38
16/47
16/47
16/47
16/47
18/24
34/39
11/17
20/45
22/28
24/37
29/33
20/35
26/38
18/24
17721
1721
17/21
17/21
19/23
31/61
31/61
31/61

development

biological process unknown

negative regulation of transcription; RNA modification
negative regulation of transcription; RNA modification
protein amino acid phosphorylation

negative regulation of transcription; RNA modification
negative regulation of transcription; RNA modification
negative regulation of transcription; RNA modification

phosphate transport; transport
protein amino acid phosphorylation; signal transduction
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
electron transport
biological process unknown
chromatin assembly or disassembly; regulation of transcription
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
protein biosynthesis
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
protein amino acid phosphorylation

1 bolism; nitrogen p

signal transduction
signal transduction
signal transduction
protein amino acid phosphorylation
electron transport
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
exocytosis; vesicle docking during exocytosis
exocytosis; vesicle docking during exocytosis
protein biosynthesis
protein targeting to mitochondrion
electron transport
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
electron transport
protein ubiquitination
response to red or far red light
ER to Golgi transport; intracellular protein transport
biological process unknown
porphyrin biosynthesis by the C5 pathway
biological process unknown
electron transport
electron transport
electron transport
electron transport
electron transport
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown

xxi



7 Anhang

1627
1628
1629
1630
1631
1634
1635
1636
1637
1643
1648
1652
1655
1657
1658
1659
1663
1665
1669
1670
1671
1672
1673
1678
1679
1681
1684
1685
1686
1698
1699
1700
1701
1702
1703
1706
1707
1708
1709
1710
1712
1713
1714
1715
1720
1722
1724
1725
1727
1728
1729
1730
1732
1733
1734
1735
1736
1737
1738
1739
1740
1741
1742
1743
1744
1745
1746
1747
1748
1749
1750
1751
1752
1753
1755
1756
1757
1758
1762
1765
1766
1767
1768
1769

PC470-4
PC471-1
PC471-2
PC471-3
PC471-4
PC472-3
PC472-4
PC473-1
PC473-2
PC474-3
PC476-1
PC477-1
PC477-3
PC478-2
PC478-4
PC478-3
PC479-4
PC480-2
PC481-2
PC481-3
PC481-4
PC482-1
PC482-2
PC483-3
PC483-4
PC484-2
PC485-1
PC485-2
PC485-3
PC488-3
PC488-4
PC489-1
PC489-2
PC489-3
PC489-4
PC490-3
PC490-4
PC491-1
PC491-2
PC491-3
PC492-1
PC492-2
PC492-3
PC492-4
PC494-1
PC494-3
PC495-1
PC495-2
PC495-4
PC496-1
PC496-3
PC496-4
PC497-1
PC497-2
PC497-3
PC497-4
PC498-1
PC498-2
PC498-3
PC498-4
PC499-1
PC499-2
PC499-3
PC499-4
PC500-1
PC500-2
PC500-3
PC500-4
PC501-1
PC501-2
PC501-3
PC501-4
PC502-1
PC502-2
PC502-3
PC503-1
PC503-2
PC503-4
PC504-3
PC505-2
PC505-3
PC505-4
PC506-1
PC506-2

191
155
154
191
156
191
137
217
260
67
409
271
262
252
252
237
179
<171
396
259
440
332
340
303
278
177
93
133
130
416
231
229
289
285
285
187
145
268
270
264
155
214
214
214
153
153
112
112
112
246
246
248
130
130
131
129
100
100
101
100
94
94
94
94
92
100
100
73
263
263
263
263
175
169
168
170
168
168
150
127
127
127
124
124

unknown protein (see 471-3)
ubiquitin-protein ligase

high molecular weight heat shock protein
unknown protein (see 470)
ubiquitin-protein ligase

unknown protein (see 470)

hydrol hydrolyzing O-gly 1
anionic peroxidase (see 261-1)
putative RNA helicase (see 1-2)
oxidoreductase

unknown protein (see 766-1)
unknown protein

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Malus x domestica
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

ATPase, coupled to of sut

isate phytylpren:

isate phytylpren
ABC 1 protein
Lifr protein
hypothetical protein
EDGP precursor (see 763-4)
PAPS-reductase-like protein (see 651-2)
EDGP precursor (see 763-4)
protein binding (BUT no apo)
catalytic/ protein phosphatase type 2C (BUT no apo)
anionic peroxidase (see 261-1) (BUT no taq)
S-adenosylmethionine decarboxylase (BUT no apo)
transcription factor similar to VPI/ABI3 family regulatory protein
ubiquitin-protein ligase
RPL27A (RIBOSOMAL PROTEIN L27A)
cytochrome P450 (see PC674-4)
unknown protein (see 456-4)
AT2 (see 362-1)
AT2 (see 488-4)
EP4b
subtilisin-like protein C1 (see 608-1)
catalytic/ hydrolase (see 608-4)

th in S-aromatic
CYP86AT; oxygen binding
ATSGS1
unknown protein
GTP binding / GTPase
transferase, transferring glycosyl groups
RLK902 (see 611-2)
RLK902 (see 611-2)
RLK902 (see 611-2)
dnaK-type molecular chaperone hsp70
dnaK-type molecular chaperone hsp70
S-locus receptor-like kinase RLK 11

(SAT)

S-locus receptor-like kinase RLK 11
S-locus receptor-like kinase RLK 11
J20 (DNAJ-LIKE 20)
J20 (DNAJ-LIKE 20)
J20 (DNAJ-LIKE 20)

is thaliana
Glycine max
Glycine max
Nicotiana plumbaginifolia
Mus musculus

Mus musculus
Daucus carota
Catharanthus roseus
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Glycine max
Arabidopsis thaliana
Gentiana triflora
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

bet: hydrolase, O-glycosyl bidopsis thaliana
bet: i hydrolase, O-glycosyl bidopsis thaliana
bet idase/ hydrolase, O-glycosyl bidopsis thaliana
b hydrolase, O-glycosyl bidopsis thaliana

unknown protein

unknown protein

unknown protein

unknown protein

1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase
1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase
1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase
I-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase

putative pectinesterase

unknown protein

unknown protein

SDH2-1

immediate-carly fungal elicitor protein CMPG1, Elil7 (see 334-4)
immediate-carly fungal elicitor protein CMPG1, Elil7 (see 334-4)
immediate-carly fungal elicitor protein CMPG1, Elil7 (see 334-4)
immediate-carly fungal elicitor protein CMPG1, Elil7 (see 334-4)
rhodopsin-like receptor

transcription factor

transcription factor (see 503-1)

transcription factor (see 502-3)

transcription factor (see 502-3)

transcription factor (see 502-3)

DEK1

DNA binding / transcription factor (see 524-1)

DNA binding / transcription factor (see 524-1)

DNA binding / transcription factor (see 524-1)

ADH2 (see 525-1)

ADH2 (see 525-1)

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Verbascum thapsus
Verbascum thapsus

A2g46150
At3g52450
AAF34134
AR2g46150
At3g52450
A2g46150
At1g19940
AAA98491
AAOT2375
At3g51680
At4g04480
At5¢23040
At2¢36380
AAX56086
AAX56086
CAC40990
AAH31929
XP_156355
BAA03413
AABO5871
BAA03413
At4gI8670
At4g33920
AAA98491
AABS8854
At4g32010
At5g43190
At1g23290
AADA7832
At5g40720
At1g22360
At1g22360
AAA98927
AAN12272
A13g62860
BAA74428
At1g63710
At1gl0930
At5g52590
A2g14120
At5g47780
At3g17840
At3g17840
At3g17840
AAX95352
AAX95352
AAMO90696
AAM90696
AAM90696
Atdg13830
At4g13830
Atdg13830
At3g54440
At3g54440
At3g54440
At3g54440
Atdgl3350
Atdgl3350
Atdgl3350
At4gl3350
CAA81749
CAA81749
CAA81749
CAA81749
AAT38097
Atdgl3350
Atdgl3350
A3g27380
AAK69402
AAK69402
AAK69402
AAK69402
At4g34150
At1gl3290
At3g55980
At3g55980
At3g55980
At3g55980
At1g55350
At5g64750
At5g64750
At5g64750
AALOS686
AALO8686

31/61
37/49
33/44
31/61
37/47
31/61
18/24
30/37
14/33
16/21
61/133
29/41
37/50
19/33
19/33
51/78
15/42
16/44
59/92
68/85
59/93
42/55
30/67
72/87
18/36
27/58
16/26
2121
15/42
26/65
29/70
39/73
25/52
34/73
82/94
22/54
22/36
13/16
38/49
26/42
27/34
37/70
37/70
37/70
19/19
20/33
22/31
23/32
20/31
11/23
11/23
11/23
21/42
21/42
21/42
21/42
28/33
28/33
28/33
28/33
27/31
27/31
27/31
27/31
15/30
28/33
28/33
20/21
43/50
43/50
43/50
43/50
39/58
43/52
28/60
1723
29/60
29/60
30/49
22/36
22/36
22/36
27/39
27/39

biological process unknown

protein ubiquitination

protein folding; response to unfolded protein
biological process unknown

protein ubiquitination

biological process unknown

carbohydrate metabolism

response to oxidative stress

metabolism

biological process unknown

proteolysis

metabolism; sulfate reduction, APS pathway
proteolysis

response to oxidative stress

Amine and polyamine biosynthesis

regulation of transcription
B
q

protein
protein biosynthesis
electron transport
biological process unknown
metabolism

metabolism

lipid metabolism

negative regulation of enzyme activity; proteolysis
aromatic compound metabolism

development

fatty acid metabolism

DNA metabolism

biological process unknown

carbohydrate biosynthesis

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation
protein amino acid phosphorylation
protein amino acid phosphorylation
protein folding

protein folding

protein folding

carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
regulation of GTPase activity
regulation of GTPase activity
regulation of GTPase activity
regulation of GTPase activity
Ethylene biosynthesis; last step
Ethylene biosynthesis; last step
Ethylene biosynthesis; last step
Ethylene biosynthesis;

ast step
cell wall modification

regulation of GTPase activity

regulation of GTPase activity

mitochondrial electron transport, succinate to ubiquinone
protein ubiquitination

protein ubiquitination

protein ubiquitination

protein ubiquitination

G-protein coupled receptor protein signaling pathway

regulation of transcription

regulation of transcription

regulation of transcription

regulation of transcription

cell fate specification; embryonic development
regulation of transcription, DNA-dependent
regulation of transcription, DNA-dependent
regulation of transcription, DNA-dependent

xxil
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1770
1771
1776
1777
1778
1779
1781
1782
1786
1787
1788
1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
1799
1800
1801
1803
1804
1805
1807
1808
1809
1810
1819
1820
1822
1823
1824
1825
1826
1827
1828
1829
1830
1831
1832
1833
1834
1835
1836
1837
1838
1839
1840
1841
1843
1844
1847
1848
1849
1850
1851
1854
1855
1856
1859
1863
1864
1865
1866
1867
1868
1869
1870
1871
1872
1873
1874
1879
1881
1882
1886
1891
1892
1893
1894
1897

PC521
PC521-1-1
PC521-1-4
PC521-2-1
PC521-2-2
PC521-2-3
PC521-2-4
PC522-1-1
PC522-1-2
PC522-1-3
PC522-2-1
PC522-2-2
PC523-1
PC523-2
PC523-3
PC523-4
PC524-1
PC524-4
PC525-1
PC525-4
PC526-1
PC527-1
PC527-3
PC527-2
PC527-4
PC528-1
PC528-2
PC528-3
PC528-4
PC529-1
PC529-2
PC529-3
PC529-4
PC531-1
PC531-3
PC531-4
PC532-1-4
PC533-1-1
PC533-1-2
PC533-1-3
PC533-1-4
PC533-2-3

124
124
381
260
269
252
87
87
81

181
178
89

90

90

91

287
282
287
286
228
217
243
167
170
162
174
128
129
121
366
354
376
251
248
246
243
198
246
98

263
238
239
196
196
194
194
191
194
195
191
193
100
99

87

247
244
91

127
125
124
124
91

148
148
147
148
164
163
163
164
249
221
291
192
135
161
198
139
139
139
138
137
87

ADH2 (see 525-1)
ADH2 (see 525-1)

EDS1 (ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1)
hydroxy cinnamoyl transferase (see 521-1-2)

expressed protein

WRKY4 (see 389-1)

translation elongation factor (see 533-2-3)

translation elongation factor (see 533-2-3)

antiporter/ drug transporter/ transporter

antiporter/ drug transporter/ transporter

Thiamine biosynthesis protein ThiC

transferase, transferring glycosyl groups

unknown protein (see 422-1)

unknown protein (see 422-1)

unknown protein (see 422-1)

protein serine/threonine kinase/protein-tyrosine kinase/ sugar binding
unknown protein

unknown protein

unknown protein

unknown protein

BIN2 (BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2)
unknown protein

immediate-early fungal elicitor protein CMPG1, Eli17 (see 334-4)
unknown protein

unknown protein

ATP binding / ATP-dependent helicase/ helicase/ nucleic acid binding
electron carrier (see 707-4)

plasma membrane H+-ATPase

plasma membrane H+-ATPase

ribosomal protein S18

unknown protein

glycosyl transferase, family 2

nucleic acid binding / transcription factor/ zinc ion binding
putative uclacyanin 3 (see 529-3)

putative uclacyanin 3 (see 529-3)

putative uclacyanin 3

putative uclacyanin 3 (see 529-3)

phosphorylase/ transferase, transferring glycosyl groups
hydroxy cinnamoyl transferase (see 521-1-2)

unknown protein

immediate-early fungal elicitor protein CMPG1, Eli17 (see 334-2)
hydroxy cinnamoyl transferase (see 508-2)

hydroxy cinnamoyl transferase (see 508-2)

patatin-like protein 3 (see 399)

patatin-like protein 3 (see 399)

patatin-like protein 3 (see 399)

patatin-like protein 3 (see 399)

patatin-like protein 3 (see 399)

patatin-like protein 3 (see 399)

patatin-like protein 3 (see 399)

patatin-like protein 3 (see 399)

patatin-like protein 3 (see 399)

unknown protein

unknown protein (see 520-3)

catalytic/ hydrolase

H+-exporting ATPase (EC 3.6.3.6), plasmamembrane
pleiotropic drug resistance (PDR) like protein (see 812-2)
FAD binding / aldehyde-lyase/ oxidoreductase (see 526-1)
DNA binding / transcription factor (see 505-2)

ADH?2 (see 525-1)

ADH?2 (see 506-1)

ADH2 (see 506-1)

FAD binding / aldehyde-lyase/ oxidoreductase (see 523-4)
receptor related protein kinase-like (LRR)

receptor related protein kinase-like (LRR)

acyl-CoA oxidase

hydroperoxide lyase

transcription factor

transcription factor

transcription factor

transcription factor

EIG-124

transcription factor Pti 4

putative uclacyanin 3 (see 519-2-2)

pathogenesis-related protein-like protein 1

leucine-rich repeat receptor-like protein kinase

elicitor induced glycoprotein iEP4

patatin-like protein 3 (see 521-1-1)

unknown protein (see 533-1-1)

unknown protein (see 532-1-4)

unknown protein (see 532-1-4)

unknown protein (see 532-1-4)

unknown protein (see 532-1-4)

translation elongation factor (see 509-2)

Verbascum thapsus
Verbascum thapsus
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Burkholderia vietnamensis
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Daucus carota
Drosophila melanogaster
Arabidopsis thaliana
Verminephrobacter ciseniac
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Prunus persica
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Verbascum thapsus
Verbascum thapsus
Verbascum thapsus
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Aedes aegypti
Medicago sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Lycopersicon esculentum
Oryza sativa
Daucus carota

Pyrus pyrifolia
Daucus carota
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

AALO8686
AALO8686
At3g48090
CAD47830
At1g70480
AAG35658
At1g57720
At1g57720
At4g23030
At4g23030
ZP_00426125
At1g70090
At5g01750
At5g01750
At5g01750
At4g21390
A2g42760
At2g42760
A2g42760
A2g42760
AtdgI8710
At1g74790
AAK69402
At5g38200
At5g38200
At2g47680
At1g30700
BADI6688
BADI6688
NP_476964
At2g36220
EAT71611
At2g23740
BAD24983
BAD24983
BAD24983
BAD24983
At3g29320
CAD47830
Atlg45688
AAK69402
CAD47830
CAD47830
AAF98369
AAF98369
AAF98369
AAF98369
AAF98369
AAF98369
AAF98369
AAF98369
AAF98369
Atlg45688
Atlg45688
At3g48410
CAB69824
BAB92011
At5g51950
At5g64750
AALO08686
AALO08686
AALO08686
At5g51950
At5g25930
At5g25930
EAT48670
CAB54847
At5g52510
At5g52510
At5¢52510
At5¢52510
BAB16426
AAC50047
BAD24983
BAD04841
AAT28309
AAB50843
AAF98369
A2g36090
A2g36090
At2¢36090
At2¢36090
At2g36090
At1g57720

27/39
27/39
53/102
69/77
28/42
29/37
24/28
24/28
18/27
18/27
16/47
32/35
13127
1629
1629
16/29
17/40
1324
17/40
28/55
57/58
21/34
1820
30/44
31/47
18/30

defense response; lipid metabolism; systemic acquired resistance
biological process unknown

regulation of transcription

translational elongation

translational elongation

multidrug transport

multidrug transport

carbohydrate biosynthesis
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown

protein amino acid phosphorylation
brassinosteroid mediated signaling
biological process unknown
protein ubiquitination

biological process unknown
biological process unknown
nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolism

17/29(58) electron transport

25/26
41/42
36/42
17/30
23/70
30/65
21/46
25/64
28/69
20/36
24/47
67/75
15127
42/50
25/37
33/68
36/48
31/56
38/57
47/61
47/61
38/57
36/49
36/49
47/61
13/18
15/30
14/21
7177
28/34
23/29
21/36
19/32
26/39
26/39
23/29
27/49
27/49
10/18
22/34
32/54
32/54
32/54
32/54
40/56
32/46
37/66
12/14
20/35
26/48
33/38
23/46
22/46
14/25
14/25
14/25
24/28

cation transport; metabolism; proton transport
cation transport; metabolism; proton transport
protein biosynthesis

biological process unknown

chromatin modification

electron transport

electron transport

electron transport

electron transport

carbohydrate metabolism
biological process unknown

protein ubiquitination

lipid metabolism

lipid metabolism

lipid metabolism

lipid metabolism

lipid metabolism

lipid metabolism

lipid metabolism

lipid metabolism

lipid metabolism

biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown

cation transport; metabolism; proton transport
general defense

electron transport

regulation of transcription, DNA-dependent
electron transport

protein amino acid phosphorylation
protein amino acid phosphorylation
electron transport

regulation of transcription
regulation of transcription
regulation of transcription
regulation of transcription

regulation of transcription, DNA-dependent
electron transport

defense response

protein amino acid phosphorylation

lipid metabolism

lipid metabolism

biological pro
biological process unknown

ss unknown

biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
translational elongation
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1898
1903
1905
1906
1907
1909
1910
1912
1923
1927
1928
1929
1930
1931
1932
1938
1939
1940
1941
1942
1943
1944
1945
1946
1948
1949
1950
1952
1957
1962
1963
1964
1965
1966
1967
1968
1969
1970
1976
1980
1988
1989
2000
2004
2015
2017
2018
2020
2024
2027
2028
2029
2031
2032
2034
2039
2040
2041
2042
2044
2046
2047
2048
2049
2050
2051
2052
2053
2054
2055
2056
2057
2058
2059
2061
2062
2065
2066
2067
2068
2069
2070
2071
2072

PC533-2-4
PC535-1
PC535-4
PC536-3
PC536-4
PC538-3
PC538-4
PC539-2
PC543-1
PC544-1
PC544-2
PC544-4
PC544-3
PC545-1-1
PC545-1-4
PC545-2-2
PC546-1
PC546-2
PC546-4
PC546-3
PC547-1-1
PC547-1-4
PC547-1-2
PC547-1-3
PC547-2-2
PC547-2-3
PC547-2-4
PC549-3
PC550-1-3
PC550-2-3
PC551-1
PC551-2
PC551-3
PC551-4
PC552-1
PC552-3
PC552-4
PC552-2
PC554-2
PC555-2
PC557-2
PC557-3
PC560-2
PC561-2
PC564-1
PC564-3
PC564-4
PC566-2
PC567-2
PC568-1
PC568-2
PC568-3
PC569-1
PC569-2
PC569-4
PC575-1
PC575-2
PC575-3
PC575-4
PC576-2
PC576-4
PC577-1
PC577-2
PC577-3
PC577-4
PC578-1
PC578-2
PC578-3
PC578-4
PC579-1
PC579-2
PC579-3
PC579-4
PC580-1
PC580-3
PC580-3'
PC581-2
PC581-3
PC581-4
PC582-1
PC582-2
PC582-3
PC582-4
PC583-1

71
194
192
202
188
153
153
133
165
260
260
260
260
201
60
198
159
159
159
151
144
144
143
415
140
144
140
65
146
144
107
108
107
107
175
175
175
136
161
130
81
368
269
216
271
271
277
221
198
481
455
473
209
152
209
129
570
137
562
373
376
143
282
371
229
198
187
187
199
187
181
187
187
171
<296
266
59
83
83
310
310
308
303
323

alcohol dehydrogenase
anionic peroxidase (see 113-2)
unknown protein

put. 4-methyl-5(B -thiazol

glycine dehydrogenase A

protein binding / voltage-gated potassium channel
protein binding / voltage-gated potassium channel
ATP binding / nucleoside-triphospt

electron carrier/ oxidoreductase
calmodulin-binding protein

calmodulin-binding protein

calmodulin-binding protein

LIP1

T17H7.4

transcription factor (see 96-1)

oxidoreductase

calreticulin precursor

calreticulin precursor

calreticulin precursor

putative protein phosphatase

de binding

enzyme

Calamus usitatus
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Flaveria pringlei
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana plumbaginifolia
Nicotiana plumbaginifolia
Nicotiana plumbaginifolia
Oryza sativa

TAR3 (IAA-ALANINE RESISTANT 3); llopeptidase bidopsis thaliana
TAR3 (IAA-ALANINE RESISTANT 3); lopeptidase bidopsis thaliana
unknown protein Arabidopsis thaliana
isoflavone reductase related protein Pyrus communis

TAR3 (IAA-ALANINE RESISTANT 3); 11 idase bidopsis thaliana
TAR3 (IAA-ALANINE RESISTANT 3); 11 idase bidopsis thaliana
TAR3 (IAA-ALANINE RESISTANT 3); 11 idase is thaliana

unknown protein

ATP binding

RPSS (RESISTANT TO P. SYRINGAE 5) (similar to 550-1-3)
protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
ubiquitin-protein ligase

ubiquitin-protein ligase

ubiquitin-protein ligase

oxidoreductase

PDF1

protein transporter

expressed protein (see 796-3)

anionic peroxidase (see 113-2)

transporter

phenylcoumaran benzylic ether reductase homolog F2
protein serine/threonine Kinase/ protein-tyrosine kinase (see 276-1)
ATGPX6 (GLUTATHIONE PEROXIDASE 6)
ubiquitin-protein ligase putative arm repeat protein (see 276-4)
EDGP precursor (see 763-4)

Intl

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Forsythia x intermedia
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Citrobacter freundii

ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein serine/tt
Mal d 1-associated protein

structural constituent of ribosome / transcription regulator
protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding (see 300-1)
catalytic/ protein phosphatase type 2C (see 300-2)
cytochrome P450 monooxygenase CYP72A68

ACLA-3

Pirin

probable epoxide hydrolase (EC 3.3.2.3)

Pirin

expressed protein

unknown protein

transferase, transferring glycosyl groups

unknown protein

unknown protein

unknown protein

PPI1 (PROTON PUMP INTERACTOR 1)

unknown protein (see 579-1)

unknown protein (see 579-1)

PPII (PROTON PUMP INTERACTOR 1)

unknown protein (see 578-2)

MGD1 (MONOGALACTOSYLDIACYLGLYCEROL SYNTHASE 1)
protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
unknown protein (see 578-2)

oxidoreductase (see 228-1)

ILR1 (IAA-LEUCINE RESISTANT 1) (BUT no apo)
putative IAA amido hydrolase

kinesin motor protein-related

protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
PABS

PABS

PABS

Proteasome component region PCI

XPOIA

is thaliana
Malus x domestica
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Glycine max
Arabidopsis thaliana
Lycopersicon esculentum
Solanum tuberosum
Lycopersicon esculentum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana

AABI7255
AAA98491
At1g53280
BAD54224
CAA81076
At5g41330
At5g41330
At4g24850
At5g44360
At4g31000
At4g31000
At4g31000
A12¢20860
AAD32929
At2g40140
At2g36690
CAA95999
CAA95999
CAA95999
BAB12036
Atlg51760
Atlg51760
Atlg15060
AAC24001
Atlg51760
Atlg51760
Atlg51760
At1g44960
At5g43730
Atlgl2220
At5g15730
At5g15730
At5g15730
At5g15730
At1g20780
At1g20780
At1g20780
At4g23430
At3g25800
At3g15980
At3g46430
AAA98491
At5¢35160
AAF64175
At2g28590
Atdgl 1600
At2g44900
BAA03413
AAL59385
Atlg77280
AAP86780
At3g13580
At2g02960
At3g62260
ABC68405
At1209430
AAF22236
AAA81891
AAF22236
At5924740
At2¢39690
At1g05170
XP_466550
Atlg35350
At1g28100
At4g27500
Atdgl6144
Atdgl6144
At4g27500
Atdgl6144
At4g31780
Atlg73760
Atdgl6144
At1g72680
At3g02875
BAC20815
A12021380
Atlg56145
Atlg56145
At1g49760
At1g49760
At1g49760
ABE93374
At5g17020

2123
63/64
37/63
25/48
38/40
22729
22729
15/24
16/36
34/85
34/85
34/85
45/46
17/19
17/19
31/45
48/52
48/52
48/52
36/49
41/46
41/46
27/37
80/103
40/45
40/46
40/45
18/21
1526
18/40
27/32
28/33
28/33
28/33
40/55
40/55
40/55
18/23
47/53
23/44
2026
33/36
21/33
1829
30/43
51/66
37/55
31/39
15/16
63/116
55/107
64/98
47/70
30/47
43/69
41/43
82/124
16/22
85/124
32/80
74/93
41/47
42/92
36/58
55/73
19/40
29/51
28/51
18/32
27/51
45/60
17/39
28/51
35/55
52/78
43/61
15/17
1726
1726
27/46
45/84
39/80
38/49
2021

response to oxidative stress
biological process unknown
potassium ion transport
potassium ion transport
electron transport

glycine catabolism; lipoic acid biosynthesis

regulation of transcription

biosynthesis

protein amino acid dephosphorylation

proteolysis

proteolysis

regulation of nitrogen utilization

proteolysis

proteolysis

proteolysis

biological process unknown

apoptosis; defense response; defense response to pathogen

defense response; hypersensitive response

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein ubiquitination

protein ubiquitination

protein ubiquitination

metabolism

regulation of phosphorylation

intracellular protein transport

biological process unknown

response to oxidative stress

transport

regulation of nitrogen utilization

protein amino acid phosphorylation

response to oxidative stress
biquitin-dependent protein

proteolysis

protein amino acid phosphorylation; response to stress
protein biosynthesis
protein ubiquitination
electron transport
acetyl-CoA biosynthesis
biological process unknown
protein amino acid glycosylation
biological process unknown
regulation of proton transport
biological process unknown
biological process unknown
regulation of proton transport
biological process unknown
I . P -
3 8 P
protein ubiquitination
biological process unknown

lignin biosynthesis

auxin metabolism; proteolysis
proteolysis

microtubule-based movement
protein amino acid phosphorylation
protein amino acid phosphorylation

protein export from nucleus; protein import into nucleus, docking
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2075
2076
2077
2078
2079
2082
2084
2085
2088
2089
2090
2091
2092
2093
2095
2096
2097
2099
2100
2102
2103
2105
2106
2107
2108
2109
2110
2112
2113
2114
2115
2116
2117
2118
2119
2120
2121
2122
2123
2124
2127
2132
2133
2134
2135
2138
2139
2140
2141
2144
2146
2147
2152
2155
2156
2157
2158
2159
2160
2161
2162
2163
2164
2165
2166
2167
2169
2170
2171
2173
2174
2175
2176
2177
2178
2179
2184
2185
2186
2188
2189
2190
2191
2192

PC600:
PC600-2-3
PC600-2-4
PC602-1
PC602-2
PC602-3
PC602-4
PC603-3
PC604-1
PC604-2
PC605-3
PC606-2
PC607-1
PC607-2
PC607-3
PC607-4
PC608-1
PC608-2
PC608-3
PC608-4
PC609-1
PC609-2
PC609-3
PC609-4
PC610-2
PC610-3
PC610-4
PC611-2
PC611-3
PC611-4
PC614-1
PC614-2
PC614-3
PC614-4
PC617-1
PC617-2
PC617-3
PC618-2-1
PC618-2-2
PC618-2-3
PC618-2-4
PC620-1

198
<320
<307
<303
<237
249
131
128
438
438
446
450
385
233
381
311
317
317
223
215
221
388
385
390
249
250
249
250
249
267
251
229
231
229
229
211
194
222
224
144
153
436
433
388
437
176
176
175
176
153
140
138
73
637
299
297
297
297
285
289
285
285
260
260
260
260
305
260
247
214
214
214
186
153
153
153
94
94
94
305
209
315
374
306

heat shock protein 70

oxidoreductase (see 395-2) (BUT no taq)

tumor-related protein (BUT no apo)

anionic peroxidase (see 113-2)

coatomer alpha subunit-like protein

anionic peroxidase (see 589-4)

unknown protein (see 764-4)

conserved hypothetical protein (ihnlich 664-1-1) (see 738)
G protein beta subunit 2

G protein beta subunit 2

isocitrate dehdrogenase (NADP+)

protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
ABIILI

acitic chitinase

peroxidase precursor (see 113-2)

NADH-glutamate synthase

RNA binding / nucleic acid binding / protein transporter (see 408-1)
CDC48 (CELL DIVISION CYCLE 48)

oxidoreductase (see 395-2)

glycosyltransferase NTGTSb

oxidoreductase

probable transposas

- soybean transposon mariner element Soymarl

probable transposase - soybean transposon mariner clement Soymarl
CRT3 (CALRETICULIN 3)

ERHC3048

gamete-specific homeodomain protein (see 595-1)
ERHC3048

gamete-specific homeodomain protein (see 594-2)
hypothetical protein SAV5905

gamete-specific homeodomain protein (see 594-2)
ERHC3048

oxidoreductase

Phenylalanine ammonia-lyase 1 (see 240-2)
TATA-binding protein

TATA-binding protein

Rab geranylgeranyl transferase beta subunit

eukaryotic translation initiation factor 2 beta subunit-like chain
Rab geranylgeranyl transferase beta subunit

ubiquitin (see 412-1)

ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
peroxisomal membrane protein 22 kDa (PMP22)
nucleotide binding

unknown protein

unknown protein

heat shock protein binding / unfolded protein binding
unknown protein

unknown protein

dihydroorotase (see 377-1)

unknown protein

pleiotropic drug resistance (PDR)-type ABC transporter (see 523-3)
beta-amylase PCT-BMY] (see 786-2)

putative MtN19 (see 628-4)

S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme
ATZW10

BI type cyclin

kinase (see 610-2)

kinase (see 610-2)

kinase (see 610-2)

subtilisin-like protease C1 (see 489-3)

probable cell-wall-bound EP4 protein, 45K, precursor
subtilisin-like protease C1 (see 489-3)

catalytic/ hydrolase (see 489-4)

unknown protein

unknown protein

unknown protein

unknown protein

kinase (see 607-2) (BUT no Apo)

Nod-factor receptor la

DNA binding

RLK902 (see 492-1)

RLK902 (see 492-1)

RLK902 (see 492-1)

F-box

elicitor induced glycoprotein iEP4

elicitor induced glycoprotein iEP4

SAB (SABRE)

MAPIC (METHIONINE AMINOPEPTIDASE 1B)
MAPIC (METHIONINE AMINOPEPTIDASE 1B)
putative polyprotein-related

ACRE 74 (U-box, homologous to PC CMPG1) (see 620-3)
putative cinnamyl alcohol dehydrogenase (Os10g0194200) (see 701-2-4)
metal ion binding

probable retroelement polyprotein

ACRE 74 (U-box, homologous to PC CMPG1) (see 618-2-1)

Rhynchopus sp. AAQ24864
Arabidopsis thaliana At4g23420
Nicotiana glanca x N.langsdorfii BAA0S475
Petroselinum crispum AAA98491
Lotus comiculatus var. Japonicu: CAE45585

Petroselinum crispum AAA98491
Arabidopsis thaliana Atlg73430
Corynebacterium efficiens NP_738153
Solanum tuberosum AAL07488
Solanum tuberosum AAL07488
Apium graveolens CAA73139
Arabidopsis thaliana At1g73950
Arabidopsis thaliana At2g46225
Glycine max BAA77676
Petroselinum crispum AAA98491
Medicago sativa AAB46617
Arabidopsis thaliana At3g25150
Arabidopsis thaliana At3g09840
Arabidopsis thaliana At4g23420
Nicotiana tabacum BAD93690
Arabidopsis thaliana Atdg23340
Medicago truncatula ABES81132
Medicago truncatula ABE81132
Arabidopsis thaliana At1g08450
Homo sapiens AAQ88908
Chlamydomonas reinhardtii AAL14119
Homo sapiens AAQ88908
Chlamydomonas reinhardtii AAL14119
Streptomyces avermitilis NP_827082
Chlamydomonas reinhardtii AALI14119
Homo sapiens AAQ88908
Arabidopsis thaliana At5g06060
Petroselinum crispum CAA34715
Zea mays AAA65942
Zea mays AAA65942
Metasequoia glyptostroboides BAB91474
Solanum tuberosum ABB86256
Metasequoia glyptostroboides  BAB91474
Lycopersicon esculentum CAA51679
Arabidopsis thaliana Atlgl2470
Arabidopsis thaliana At4g04470
Arabidopsis thaliana At1g72960
Arabidopsis thaliana At427720
Arabidopsis thaliana At1g64650
Arabidopsis thaliana At3g08970
Arabidopsis thaliana Atdgl4746
Arabidopsis thaliana Atdgl4746
Beta vulgaris CAC80990
Arabidopsis thaliana At4gl4746
Nicotiana tabacum BAD07483
Solanum tuberosum AAK84008
Oryza sativa BADO01246
Ipomoea nil Q96471
Arabidopsis thaliana At2g32900
Daucus carota BACI15746
Arabidopsis thaliana At1g19390
Arabidopsis thaliana Atl1g19390
Arabidopsis thaliana At1gl19390
Glycine max AANI12272
Daucus carota 856181
Glycine max AANI12272
Arabidopsis thaliana At3g62860
Oryza sativa NP_922728
Oryza sativa NP_922728
Oryza sativa NP_922728
Oryza sativa NP_922728
Arabidopsis thaliana At1g19390

Lotus corniculatus var. Japonicu: CAE02591
Arabidopsis thaliana At1g51060
Arabidopsis thaliana At3g17840
Arabidopsis thaliana At3g17840
Arabidopsis thaliana At3g17840
Prunus mume BAC66626
Daucus carota AAB50843
Daucus carota AAB50843
Arabidopsis thaliana At1g58250
Arabidopsis thaliana Atlgl13270
Arabidopsis thaliana Atlgl3270
Medicago truncatula ABE77847
Nicotiana tabacum AAP03884
Oryza sativa NP_00106428
Arabidopsis thaliana Atdgl4710
Arabidopsis thaliana AAG10812
Nicotiana tabacum AAP03884

22/65
18/23
18/30
33/46
16/36
34/35
26/35
13/15
66/76
66/76
143/148
54/104
35/54
27/41
31/31
49/55
16/21
39/48
15/23
30/46
34/51
21/46
25/74
85/107
16/37
17/40
16/37
17/40
15/41
16/37
16/37
44/75
31/36
73/76
73/76
61/70
26/29
59/68
47/47
43/47
27/35
47/70
54/72
26/51
86/144
27/62
27/62
21/23
26/62
36/51
19/36
24/37
20/23
98/164
23/24
69/98
69/98
69/98
34/73
25/52
34/73
82/94
55/90
55/90
53/90
53/90
60/98
22/38
41/43
37/70
37/70
32/70
23/69
22/47
23/47
38/50
24/30
23/30
22/31
48/106
37/46
78/90
25/75
32/78

metabolism

response to oxidative stress

ER to Golgi vesicle-mediated transport; intracellular protein transport
response to oxidative stress

intracellular protein transport

signal transduction

signal transduction

glyoxylate cycle; isocitrate metabolism; metabolism
protein ubiquitination

actin trichome.
carbohydrate metabolism
response to oxidative stress
Glutamine synthetase/GOGAT pathway /assimilation of ammonia
nucleocytoplasmic transport; protein import into nucleus

(sensu

metabolism
metabolism
metabolism
biological process unknown

metabolism

Phenylpropanoid biosynthesis; first step
Transcription

Transcription

translational initiation
protein modification
protein ubiquitination
biological process unknown
biological process unknown

protein folding
biological process unknown
biological process unknown
pyrimidine nucleotide biosynthesis
biological process unknown
general defense

car ism; p ide
Amine and polyamine biosynthesis
chromosome segregation
cell eyele; cell division; regulation of progression through cell cycle
protein amino acid phosphorylation
protein amino acid phosphorylation
protein amino acid phosphorylation
negative regulation of enzyme activity; proteolysis
lipid metabolism
negative regulation of enzyme activity; proteolysis.
aromatic compound metabolism
protein amino acid phosphorylation
cell wall catabolism; protein amino acid phosphorylation

ion and bi 5

assembly
protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

lipid metabolism

lipid metabolism

multidimensional cell growth

N-terminal protein amino acid modification; proteolysis
N-terminal protein amino acid modification; proteolysis

protein ubiquitination
biological process unknown
DNA integration

protein ubiquitination
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2193
2194
2195
2198
2200
2201
2202
2203
2204
2205
2207
2208
2209
2210
2211
2212
2213
2214
2215
2216
2218
2219
2220
2221
2222
2224
2225
2226
2227
2228
2229
2230
2231
2232
2233
2234
2235
2236
2237
2239
2240
2241
2243
2244
2246
2248
2249
2250
2251
2252
2253
2254
2255
2256
2257
2258
2260
2261
2262
2264
2266
2272
2274
2275
2276
2277
2279
2280
2282
2283
2284
2285
2294
2295
2296
2297
2298
2299
2300
2301
2302
2303
2304
2305

PC620-2
PC620-3
PC620-4
PC621-3
PC623-1
PC623-2
PC623-3
PC623-4
PC624-1
PC624-2
PC624-4
PC625-1
PC625-2
PC625-3
PC625-4
PC628-1
PC628-2
PC628-3
PC628-4
PC629-1
PC629-3
PC629-4
PC630-1-1
PC630-1-2
PC630-1-3
PC630-2-1
PC630-2-2
PC630-2-3
PC630-2-4
PC631-1
PC631-2
PC631-3
PC631-4
PC632-1
PC632-2
PC632-3
PC632-4
PC634-1
PC634-2
PC634-4
PC637-1
PC637-2
PC637-4
PC638-1
PC638-3
PC639-1
PC639-2
PC639-3
PC639-4
PC640-1
PC640-2
PC640-3
PC640-4
PC642-1
PC642-2
PC642-3
PC643-1
PC643-2
PC643-3
PC644-1
PC644-3
PC649-1
PC651-1
PC651-2
PC651-3
PC651-4
PC652-2
PC652-3
PC654-1
PC654-2
PC654-3
PC654-4
PC660-1
PC660-2
PC660-3
PC660-4
PC661-1
PC661-2
PC661-3
PC661-4
PC662-1
PC662-2
PC662-3
PC662-4

304
305
304
238
485
485
182
128
315
303
312
253
252
252
252
313
253
340
327
162
162
128
701
74
701
383
383
383
383
234
233
233
234
207
206
207
206
186
185
101
101
145
152
294
242
394
274
322
406
244
245
226
249
172
169
169
227
149
129
157
125
<409
253
254
252
254
214
185
95
95
95
92
116
97
116
116
359
354
187
358
288
288
291
288

ACRE 74 (U-box, homologous to PC CMPG1) (see 618-2-1)
ACRE 74 (U-box, homologous to PC CMPG1) (see 618-2-1)
ACRE 74 (U-box, homologous to PC CMPG1) (see 618-2-1)
mutator-like transposase-like protein

SRC2

SRC2

oxidoreductase

hypothetical protein PdenDRAFT 2922 (see 100-2-4)
putative receptor-like protein kinase

4-coumarate--CoA ligase (4CI-1)

MAPKKK19 (see 628-1)

PAPS-reductase-like protein (see 481-3)

unknown protein (see 651-1)

PAPS-reductase-like protein (see 481-3)
PAPS-reductase-like protein (see 481-3)

MAPKKKI19 (see 624-4)

PAPS-reductase-like protein (see 625-3)

protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding (see 336-1-1)
putative MtN19 (see 604-2)

protein serine/threonine kinase/protein-tyrosine kinase
protein serine/threonine kinase/protein-tyrosine kinase
CYP83A1 (CYTOCHROME P450 83A1); oxygen binding
unknown protein (see 340-3) (BUT 2x taq)
OSINBa0039G19.7 (see 634-1)

unknown protein (see 340-3) (BUT 2x taq)

CSLD3 (CELLULOSE SYNTHASE-LIKE 3)

CSLD3 (CELLULOSE SYNTHASE-LIKE 3)

CSLD3 (CELLULOSE SYNTHASE-LIKE 3)

CSLD3 (CELLULOSE SYNTHASE-LIKE 3)
oxidoreductase

S-adenosylmethionine decarboxylase uORF
S-adenosylmethionine decarboxylase uORF
oxidoreductase

protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
OSINBa0004N05.26

Pathogenesis-related protein A (PR1-1)
OSINBa0004N05.26

OSJNBa0039G19.7 (see 630-1-2)

unknown protein

expansin S2 precursor

expansin S2 precursor

unknown protein

strictosidine synthase

Biotin synthase protein (EC 2.8.1.6),gene: BIOB

cell attachment protein in somatic embryogenesis
unknown protein (BUT no taq)

hypothetical protein, conserved (BUT no apo)

hypothetical protein, conserved (BUT no taq)

unknown protein (BUT no taq)

unknown protein

unknown protein

putative phosphate transporter OsPT 12

rab-type small GTP-binding protein

catalytic/ hydrolase

binding

binding

lipoxygenase (EC 1.13.11.12) (BUT 2x apo)
lipoxygenase (EC 1.13.11.12)

WRKY1

putative cytosolic tRNA-Ala synthetase

ATDGK1/DGK1 (DIACYLGLYCEROL KINASE 1)

zinc ion binding (BUT no taq)

unknown protein (see 625-2)

PAPS-reductase-like protein (see 481-3)

cytoplasmic malate dehydrogenase (see 790-2)
unknown protein

unknown protein

Acyl-ACP thioesterase

protein ser/thr kinase/ protein-tyr kinase/ sugar binding (sce 349)
protein ser/thr kinase/ protein-tyr kinase/ sugar binding (sce 349)
protein ser/thr kinase/ protein-tyr Kinase/ sugar binding (see 349)
putative Serine carboxypeptidase 11T

unknown protein

protein ser/thr kinase/ protein-tyr kinase/ sugar binding (see 349)
unknown protein

unknown protein

OSINBb0017101.25

protein ser/thr kinase/ protein-tyr kinase/ sugar binding (see 349)
anionic peroxidase (see 113-2)

NADH glutamate dehydrogenase

KU80

KU80

KU80

KU80

Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Glycine max
Glycine max
Arabidopsis thaliana
Paracoccus denitrificans
Oryza sativa
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Catharanthus roseus
Arabidopsis thaliana
Catharanthus roseus
Catharanthus roseus
Arabidopsis thaliana
Catharanthus roseus
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Petroselinum crispum
Oryza sativa

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Cucumis sativus
Cucumis sativus
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Azoarcus sp. EbN1
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Leishmania major
Leishmania major
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Cicer arietinum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Petroselinum crispum
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Catharanthus roseus
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Helianthus annus
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Petroselinum crispum
Nicotiana plumbaginifolia
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

AAP03884
AAP03884
AAP03884
BAB10320
BAA19769
BAA19769
At5g64250
ZP_00630617
AAMO1884
P14912
At5¢67080
AAB05871
At430010
AABO3871
AABO3871
At5g67080
AAB05871
At5g01960
BAD01246
Atlg74360
Atlg74360
At4g13770
At5g06370
XP_474637
At5g06370
At3g03050
At3g03050
At3g03050
At3g03050
A©2g36690
AAR84407
AAR84407
At2g36690
At1g28040
XP_473162
CAA31086
XP_473162
XP_474637
Atlgd7550
AAB37749
AAB37749
Atlg65720
At3g51450
CAI06685
BAD24818
Atlg45150
CAJ02928
CAJ02928
Atlgd5150
Atlg05575
At1g05575
AAN39053
BAA76426
A2g32150
At3g03790
At3g03790
CAAS8859
CAAS8859
AAD55974
ABG65948
At5g07920
At1g19270
At4g30010
AAB05871
NP_921996
At5g13500
At3g21190
CAC80371
At4g27290
At4g27290
At4g27290
At3g45010
At5g54370
At4g27290
At5g54370
At5g54370
XP_474384
At4g27300
AAA98491
CAA69600
At1g48050
At1g48050
At1 48050
Atl 48050

39/80
47/105
39/78
39/71
29/66
31/61
38/49
25/30
50/69
20/24
15/20
25/51
29/52
40/88
33/88
1520
34/57
100/113
27/45
39/54
39/54
15/34
136/174
1724
134/174
99/127
103/127
103/127
102/127
42/61
25/40
2020
42/61
24/64
41/65
56/59
41/65
18/26
25/32
32/33
2225
18/27
17/37
15/51
57/65
84/115
20/52
20/58
49/77
23/44
28/49
29/42
75/82
25/49
23/37
35/55
22/31
32/43
39/39
2124
38/42
75/101
56/81
43/70
63/70
50/71
24/32
56/60
23/31
23/31
23/31
22/29
29/37
15120
29/37
29/37
13/41
34/53
55/61
49/56
46/93
45/93
17/35
46/93

protein ubiquitination

protein ubiquitination

protein ubiquitination

metabolism

protein amino acid phosphorylation

general phenylpropanoid metabolism
protein amino acid phosphorylation
metabolism; sulfate reduction, APS pathway
biological process unknown

metabolism; sulfate reduction, APS pathway
metabolism; sulfate reduction, APS pathway
protein amino acid phosphorylation
metabolism; sulfate reduction, APS pathway
protein ubiquitination

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation
glucosinolate biosynthesis; response to UV
biological process unknown

biological process unknown

cell wall biosynthesis; cellulose biosynthesis
cell wall biosynthesis; cellulose biosynthesis
cell wall biosynthesis; cellulose biosynthesis
cell wall biosynthesis; cellulose biosynthesis
biosynthesis

biosynthesis

protein ubiquitination

defense response

biological process unknown

cell wall organization and biogenesis (sensu Magnoliophyta)
cell wall organization and biogenesis (sensu Magnoliophyta)
biological process unknown

alkaloid biosynthesis; biosynthesis

biological process unknown

biological process unknown

biological process unknown

biological process unknown

phosphate transport; transport

protein biosynthesis

metabolism

biological process unknown

biological process unknown

electron transport; fatty acid biosynthesis

electron transport; fatty acid biosynthesis

regulation of transcription

intracellular signaling cascade; protein kinase C activation
biological process unknown

metabolism; sulfate reduction, APS pathway

biological process unknown

fatty acid biosynthesis

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

protein amino acid phosphorylation

biological process unknown

protein amino acid phosphorylation

biological process unknown

biological process unknown

protein amino acid phosphorylation

response to oxidative stress

double-strand break repair via nonhomologous end-joining
double-strand break repair via nonhomologous end-joi
double-strand break repair via nonhomologous end-j
double-strand break repair via nonhomologous end-joining

XXV
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2306
2307
2308
2309
2310
2311
2312
2313
2314
2315
2316
2317
2318
2319
2320
2321
2323
2324
2325
2327
2329
2330
2334
2337
2339
2340
2341
2342
2343
2345
2346
2347
2349
2351
2354
2355
2356
2357
2358
2359
2360
2361
2362
2363
2364
2369
2370
2375
2377
2378
2379
2380
2381
2382
2383
2384
2385
2386
2387
2388
2389
2390
2391
2392
2393
2394
2395
2397
2398
2399
2400
2401
2402
2403
2404
2406
2409
2412
2413
2414
2415
2416
2417
2418

PC663-1

PC663-2

PC663-3

PC663-4

PC664-1-1
PC664-1-2
PC664-1-3
PC664-1-4
PC664-2-1
PC664-2-2
PC664-2-3
PC664-2-4
PC665-1-1
PC665-1-2
PC665-1-3
PC665-1-4
PC665-2-2

PC665-2-4
PC666-2
PC666-4
PC667-1
PC668-1
PC668-4
PC669-2
PC669-3
PC669-4
PC670-1-1
PC670-2-1
PC670-2-3
PC670-2-4
PC672-1
PC672-3
PC674-1
PC674-4
PC675-1
PC675-2
PC675-3
PC675-4
PC676-1
PC676-2
PC676-3
PC676-4
PC677-1
PC677-2
PC678-3
PC678-4
PC683-1
PC683-3
PC683-4
PC684-1
PC684-2
PC684-3
PC684-4
PC685-1
PC685-2
PC685-3
PC685-4
PC686-1
PC686-2
PC686-3
PC686-4
PC687-1
PC687-2
PC687-3
PC687-4
PC689-1
PC689-3
PC689-4
PC690-1
PC690-2
PC690-3
PC690-4

PC691-1-4
PC691-2-3
PC692-2
PC692-3
PC692-4
PC693-1
PC693-2
PC693-3
PC693-4

273
278
277
272
243
337
243
243
243
246
244
242
243
201
243
243
238
196
238
239
220
234
155
175
100
89

90

164
162
162
47

160
263
204
198
194
195
197
197
156
156
157
156
296
148
142
146
125
125
152
260
258
243
257
150
243
232
252
244
186
244
186
243
244
243
243
194
149
207
198
210
237
201
246
241
147
160
172
234
233
115
121
115
115

hypothetical protein MtrDRAFT_AC151668g16v1
hypothetical protein MtrDRAFT_AC151668g16v1

nucleic acid binding

hypothetical protein MtrDRAFT_AC151668g16v1
conserved hypothetical protein (see 334-1)

zinc finger (C3HH4-type RING finger) family protein
conserved hypothetical protein (see 253-1)

conserved hypothetical protein (see 664-2-3)

conserved hypothetical protein (see 664-1-3)

conserved hypothetical protein (see 664-1-3)

conserved hypothetical protein (see 664-1-3)

conserved hypothetical protein (see 664-1-3)

conserved hypothetical protein (see 664-1-3)

peroxidase (see 722-2)

conserved hypothetical protein (see 664-1-3)

conserved hypothetical protein (see 664-1-3)

conserved hypothetical protein (ihnlich 664-1-1) (see 738)
peroxidase, cationic (dhnlich 665-1-2)

conserved hypothetical protein (dhnlich 664-1-1) (see 738)
conserved hypothetical protein (dhnlich 664-1-1) (see 738)
peroxidase (see 722-2)

E-class P450, group I (BUT no taq)

bacterial-induced class III peroxidase (see 691-1-4)

matrix metalloproteinase

catalytic

putative RNA-binding protein

putative RNA-binding protein

cyclophilin

Cyclophilin (see 108-1-1)

Cyclophilin (see 108-1-1)

ATP binding / cysteine-tRNA ligase

bacterial-induced class III peroxidase (see 691-1-4)
peroxidase (see 722-2)

transferase/ transferase, transferring glycosyl groups
cytochrome P450 (see 326-3)

kinase/ protein-ty
kinase/ protein-tyrosine kinase
Zinc finger, RING-type; Thioredoxin-related

ine kinase

protein sering

protein sering

Zinc finger, RING-type; Thioredoxin-related
Tyr-DC 2

Tyr-DC 2

Tyr-DC 2

Tyr-DC 2

conserved hypothetical protein (see 684-1)
oxidoreductase (see 724-3)

NPC4 (NONSPECIFIC PHOSPHOLIPASE C4)
GTP binding (see 735-1)

unknown protein

unknown protein

ammonium transporter

conserved hypothetical protein (see 685-2)
NADH glutamate dehydrogenase

conserved hypothetical protein (see 685-2)
conserved hypothetical protein (see 685-2)
oxidoreductase (see 724-3)

conserved hypothetical protein (see 687-1)
ECALI; calcium-transporting ATPase

Ser/Thr protein kinase

uctokinase beta subunit

P
serpin-like protein

60S ribosomal protien L27a

serpin-like protein

conserved hypothetical protein (see 691-1-1)
conserved hypothetical protein (see 691-1-1)
-1)
conserved hypothetical protein (see 691-1-1)
protein binding

enoyl-CoA-hydratase

cytochrome P450

Phenylalanine ammonia-lyase 1 (see 240-2)
Tyr-DC (see 312-1)

inositol or

conserved hypothetical protein (see 691-1

1 kinase/
peroxidase (see 672-3)

conserved hypothetical protein (see 692-2)
conserved hypothetical protein (see 692-2)
bacterial-induced class III peroxidase (see 672-1)
GTP binding (see 735-1)

conserved hypothetical protein (see 677-1)
conserved hypothetical protein (see 677-1)
conserved hypothetical protein (see 677-1)
eucaroytic translation initiation factor 4A-1
eucaroytic translation initiation factor 4A-1
eucaroytic translation initiation factor 4A-1
eucaroytic translation initiation factor 4A-1

Medicago truncatula
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Paracoccus denitrificans
Arabidopsis thaliana
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans

ABE87175
ABE87175
At1g19860
ABES7175
ZP_00630616
At3g46620
ZP_00630616
ZP_00630616
ZP_00630616
ZP_00630616
ZP_00630616

Corynebacterium efficiens YBAC18353

Paracoccus denitrificans
Linum usitatissimum
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Corynebacterium efficiens
Vigna angularis
Corynebacterium efficiens
Corynebacterium efficiens
Linum usitatissimum
Medicago truncatula
Gossypium hirsutum
Cucumis sativus
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Oryza sativa

Euphorbia esula
Euphorbia esula
Euphorbia esula
Arabidopsis thaliana
Gossypium hirsutum
Linum usitatissimum
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Medicago truncatula
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Paracoccus denitrificans
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Paracoccus denitrificans
Vitis vinifera
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Arabidopsis thaliana
Paracoccus denitrificans
Arabidopsis thaliana
Lotus japonicus

Citrus x paradisi

Citrus x paradisi

Panax ginseng

Citrus x paradisi
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Arabidopsis thaliana
Avicennia marina
Asparagus officinalis
Petroselinum crispum
Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Linum usitatissimum
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Gossypium hirsutum
Arabidopsis thaliana
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Paracoccus denitrificans
Elaeis oleifera

Elaeis oleifera

Elaeis oleifera

Elaeis oleifera

ZP_00630616
AAB02926
ZP_00630616
ZP_00630616
NP_738153
BAA01950
NP_738153
NP_738153
AAB02926
ABE81445
AAL93154
CAB76364
At3g05170
AAG21903
AAG21903
AAF65770
AAF65770
AAF65770
At3g56300
AAL93154
AAB02926
At5g01250
AAD47832
At3g57120
At3g57120
ABE85589
ABE85589
Q06086
Q06086
Q06086
Q06086
ZP_00630616
At3gl3610
At3g03530
At3g62290
AR2g16650
At2g16650
At3g24290
ZP_00630616
CACI8730
ZP_00630616
ZP_00630616
A3gI3610
ZP_00630616
At1g07810
BAD95981
AAC67586
AANT6362
BAA96068
AANT6362
ZP_00630616
ZP_00630616
ZP_00630616
ZP_00630616
At4g32640
AAF01467
BAB40323
CAA34715
AAA33861
At2g03890
AAB02926
ZP_00630616
ZP_00630616
AAL93154
At3g62290
ZP_00630616
ZP_00630616
ZP_00630616
AAK74073
AAK74073
AAK74073
AAK74073

19/30
20/30
28/45
20/30
42/56
57115
43/61
42/56
28/57
32/81
42/83
13/14
43/61
56/66
42/56
38/80
21/38
36/45
10/16
13/14
60/78
16/32
29/38
20/32
23/26
21/29
2529
43/49
32/34
33/34
14/15
28/38
58/68
22/43
19/33
36/48
36/48
36/57
36/57
29/31
30/31
51/51
30/31
43/61
29/37
25/39
15/16
24/40
24/40
39/45
40/83
29/41
43/61
44/61
36/49
44/61
26/34
45/82
26/27
38/61
35/47
38/61
42/61
40/81
43/61
42/61
24/28
21/27
34/51
33/33
26/38
36/78
57/66
42/56
22/32
41/44
32/40
15/24
15/24
15/24
38/38
31/40
37/38
38/38

biological process unknown

response to oxidative stress
response to oxidative stress
response to oxidative stress

response to oxidative stress

metabolism

protein folding

protein folding

protein folding

cysteinyl-tRNA aminoacylation

response to oxidative stress

response to oxidative stress

biological process unknown

electron transport

protein amino acid phosphorylation
protein amino acid phosphorylation
secondary metabolism

phospholipid catabolism

N-terminal protein myristoylation
biological process unknown

biological process unknown

transport

amino acid metabolism

secondary metabolism

manganese ion homeostasis; response to manganese ion
protein amino acid phosphorylation
glycolysis

protein biosynthesis, ribosome biogenesis
ER to Golgi transport; intracellular protein transport
metabolism

electron transport

Phenylpropanoid biosynthesis; first step

response to oxidative stress
response to oxidative stress
N-terminal protein myristoylation
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2423 PC695-1 134 putative helicase Oryza sativa AAKS54302 17/37 -

2426 PC695-4 160 hypothetical protein Ecan 02000441 Ehrlichia canis str. Jake ZP_00211102 28/42 -

2427  PC696-1 202 HUA enhancer 2 (HEN2)/DexH-box RNA helicase, putative Arabidopsis thaliana At2g06990 60/66 RNA metabolism; specification of floral organ identity
2429  PC696-3 200 PAA2; endopeptidase/ peptidase/ threonine endopeptidase (see 697-1) Arabidopsis thaliana At2g05840 57/65 biquitin-dependent protein boli:

2430 PC696-4 200 PAA2; endopeptidase/ peptidase/ threonine endopeptidase (see 697-1) Arabidopsis thaliana At2g05840 56/65 biquitin-dependent protein boli:

2431 PC697-1 200 PAA2; endopeptidase/ peptidase/ threonine endopeptidase (see 696-3) Arabidopsis thaliana At2g05840 56/65 ubiquitin-dependent protein catabolism
2432 PC697-2 200 PAA2; endopeptidase/ peptidase/ threonine endopeptidase (see 696-3) Arabidopsis thaliana At2g05840 55/65 ubiquitin-dependent protein catabolism
2433 PC697-3 200  PAA2; endopeptidase/ peptidase/ threonine endopeptidase (see 696-3) Arabidopsis thaliana At2g05840 56/65 biquitin-ds dent protein boli

2434 PC697-4 200  PAA2; endopeptidase/ peptidase/ threonine endopeptidase (see 696-3) Arabidopsis thaliana At2g05840 57/65 biquitin-ds dent protein boli

2435 PC699-1 222 putative DNA-binding protein (ethylene responsive) Oryza sativa AAP44742 30/39 regulation of transcription, DNA-dependent
2438 PC699-4 225 Icil sporting ATPase/ in binding Arabidopsis thaliana At3g63380 68/74 calcium ion transport; cation transport; metabolism; proton transport
2439 PC700-1 140  SIGF (RNA POLYMERASE SIGMA-70 FACTOR) Arabidopsis thaliana At2g36990 1526 positive regulation of transcription

2442 PC700-4 139 putative MtN19 (see 604-2) Oryza sativa BADO01246 17/30 -

2444 PC701-1-2 325 protein binding Arabidopsis thaliana At2g28840 56/104 -

2446 PC701-1-4 323 protein binding Arabidopsis thaliana At2g28840 45/61 -

2447 PC701-2-1 328 CPK30; calcium- and calmodulin-dependent protein kinase (see 832-2) Arabidopsis thaliana At1g74740 75/109  abscisic acid mediated signaling; N-terminal protein myristoylation
2448 PC701-2-2 130 nucleic acid binding (see 709-4) Arabidopsis thaliana At5g32450 35/43 -

2449 PC701-2-3 328 CPK30; calcium- and calmodulin-dependent protein kinase (see 832-2) Arabidopsis thaliana At1g74740 75/109  abscisic acid mediated signaling; N-terminal protein myristoylation
2450 PC701-2-4 159 putative cinnamyl alcohol dehydrogenase (Os10g0194200) (see 618-2-2) Oryza sativa NP_00106428231/46 -

2451  PC704-1 130 ATP binding Arabidopsis thaliana At1g58807 21/41 apoptosis; defense response; defense response to pathogen
2452 PC704-2 130  ATP binding Arabidopsis thaliana Atlg58807  16/36  apoptosis; defense response; defense response to pathogen
2453 PC704-3 130  ATP binding Arabidopsis thaliana Atlg58807  20/41  apoptosis; defense response; defense response to pathogen
2455  PC705-1 104 homeobox leucine zipper protein Hb-2, dehydration-inducibl Ci T09784 20/35 regulation of transcription, DNA-dependent
2457 PC705-3 104 homeobox leucine zipper protein Hb-2, dehydration-inducibl C i i T09784 17/31 regulation of transcription, DNA-dependent
2458 PC705-4 104 homeobox leucine zipper protein Hb-2, dehydration-inducibl C i i T09784 17/31 regulation of transcription, DNA-dependent
2461 PC707-3 182  retrotransposon protein, putative, Ty3-gypsy subclass Oryza sativa ABA95229 35/56 DNA integration; RNA-dependent DNA replication
2462 PC707-4 174 electron carrier (see 516-1) Arabidopsis thaliana At1g30700 18/33 electron transport

2468 PC709-2 130  exostosin family protein Arabidopsis thaliana At5g62220 34/44 biological process unknown

2469  PC709-3 133 ATATHT; ATPase, coupled to movement of bidopsis thaliana At3gd7750 2123 N-terminal protein myristoylation

2470  PC709-4 130 nucleic acid binding (see 701-2-2) Arabidopsis thaliana At5g32450 37/43 -

2474 PC711-4 150 NtEIG-E80 (elicitor inducible gene product) Nicotiana tabacum BAB16427 27/45 -

2475 PC712-1 103 PERKI-like protein kinase (proline extensin-like receptor kinase) Nicotiana tabacum BAD06582 16/22 protein amino acid phosphorylation

2476 PC712-2 103 PERKI-like protein kinase (proline extensin-like receptor kinase) Nicotiana tabacum BAD06582 14/19 protein amino acid phosphorylation

2480 PC713-1-2 202 bacterial-induced class III peroxidase (see 691-1-4) Gossypium hirsutum AAL93154 27/38 response to oxidative stress

2482 PC713-1-4 202 cytochrome P450 (see 326-3) Nicotiana tabacum AADA47832 15/29 electron transport

2483 PC713-2-1 149 oxidoreductase (see 685-1) Arabidopsis thaliana At3gl3610 37/48 secondary metabolism

2484 PC713-2-2 149 oxidoreductase (see 685-1) Arabidopsis thaliana At3gl13610 37/48 secondary metabolism

2491 PC716-1 149 oxidoreductase (see 685-1) Arabidopsis thaliana At3gl3610 37/48 secondary metabolism

2492 PC716-2 149 oxidoreductase (see 685-1) Arabidopsis thaliana At3gl3610 36/48 secondary metabolism

2493 PC716-3 149 oxidoreductase (see 685-1) Arabidopsis thaliana At3gl3610  37/48 secondary metabolism

2494  PC716-4 149 oxidoreductase (see 685-1) Arabidopsis thaliana At3gl3610  36/47 secondary metabolism

2495 PC717-1 177 AMP binding / catalytic (see 740-4) Arabidopsis thaliana At3g48990 42/54 flavonoid biosynthesis; metabolism

2496 PC717-2 176  AMP binding / catalytic (see 740-4) Arabidopsis thaliana At3g48990 36/48 flavonoid biosynthesis; metabolism

2497 PC717-3 177  AMP binding / catalytic (see 740-4) Arabidopsis thaliana At3g48990 39/54 flavonoid biosynthesis; metabolism

2500 PC718-2 202 cytochrome P450 (see 326-3) Nicotiana tabacum AADA47832 1729 electron transport

2501 PC718-3 204 bacterial-induced class III peroxidase (see 691-1-4) Gossypium hirsutum AAL93154 27/38 response to oxidative stress

2502 PC718-4 224 electron carrier (see 268-2) Arabidopsis thaliana At5g44400 55/73 electron transport

2504  PC719-2 176 AMP binding / catalytic (see 740-3) Arabidopsis thaliana At3g48990 34/48 flavonoid biosynthesis; metabolism

2505 PC719-3 194 unknown protein Arabidopsis thaliana At3g61800 24/41 -

2506 PC719-4 194 expressed protein Arabidopsis thaliana At3g61800 42/63 -

2507 PC720-1 194 expressed protein Arabidopsis thaliana At3g61800 42/63 -

2508 PC720-2 154 bacterial-induced class III peroxidase (see 691-1-4) Gossypium hirsutum AAL93154 29/38 response to oxidative stress

2509 PC720-3 147  protein binding Arabidopsis thaliana At2g04740 41/47 -

2510 PC720-4 146  mannitol dehydrogenase (NAD-dependent mannitol DH), Eli 3 Petroselinum crispum P42754 22/23 -

2511 PC721-1 181  carbohydrate transporter/ sugar porter (see 724-1) Arabidopsis thaliana At2g20780 44/59 carbohydrate transport; transport

2512 PC721-2 181  carbohydrate transporter/ sugar porter (see 724-1) Arabidopsis thaliana At2g20780 44/59 carbohydrate transport; transport-

2513 PC721-3 181 carbohydrate transporter/ sugar porter (see 724-1) Arabidopsis thaliana At2g20780 34/58 carbohydrate transport; transport

2514 PC721-4 201 peroxidase (see 672-3) Linum usitatissimum AAB02926 58/66 response to oxidative stress

2515 PC722-1 202 peroxidase (see 672-3) Linum usitatissimum AAB02926  47/55 response to oxidative stress

2516 PC722-2 201 peroxidase (see 672-3) Linum usitatissimum AAB02926 57/66 response to oxidative stress

2517 PC722-3 201 peroxidase (see 672-3) Linum usitatissimum AAB02926 56/66 response to oxidative stress

2518 PC7224 202 cytochrome P450 (see 326-3) Nicotiana tabacum AADA47832 27/54 electron transport

2519 PC723-1 152 putative guanine nucleotide exchange factor Arabidopsis thaliana AAL74193 41/50 -

2521 PC723-3 156  putative guanine nucleotide exchange factor AAL74193 40/49 -

2522 PC723-4 151 putative guanine nucleotide exchange factor Arabidopsis thaliana AAL74193 40/49 -

2523 PC724-1 180 carbohydrate transporter/ sugar porter (see 721-1) Arabidopsis thaliana At2g20780 38/52 carbohydrate transport; transport

2524 PC724-2 149  GTP binding (see 735-1) Arabidopsis thaliana At3g62290 33/33 N-terminal protein myristoylation

2525 PCT724-3 149  oxidoreductase (see 685-1) Arabidopsis thaliana At3gl13610 37/48 secondary metabolism

2527 PC726-1 129 pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring) Arabidopsis thaliana At5g50850 34/43 -

2528 PC726-2 128 pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring) Arabidopsis thaliana At5g50850 23/28 -

2529 PC726-3 129  pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring) At5g50850 38/43 -

2530 PC726-4 153 structural constituent of ribosome Arabidopsis thaliana At3g49910 20/26 protein biosynthesis

2534 PC727-4 109  dnaK-type molecular chaperone hsp70 (see 177-2) Medicago sativa T09535 17120 -

2535 PC729-1 128  GTP binding (see 735-1) Arabidopsis thaliana At3g62290 31/31 N-terminal protein myristoylation

2536 PC729-2 128  GTP binding (see 735-1) Arabidopsis thaliana At3g62290 30/31 N-terminal protein myristoylation

2537 PC729-3 128  GTP binding (see 735-1) Arabidopsis thaliana At3g62290 31/31 N-terminal protein myristoylation

2541 PC730-3 128 GTP binding (see 735-1) Arabidopsis thaliana At3g62290 29/29 N-terminal protein myristoylation

2543  PC735-1 201 GTP binding (see 678-4) Arabidopsis thaliana At3g62290 38/52 N-terminal protein myristoylation

2544 PC735-2 238 cytochrome P450 (see 326-3) Nicotiana tabacum AADA47832 34/54 electron transport

2545 PC735-3 244 cytochrome P450 (see 326-3) Nicotiana tabacum AADA47832 25/46 electron transport

2547 PC738-1 243 conserved hypothetical protein (see 665-2-2) Corynebacterium efficiens NP_738153  28/71 -

2548 PC738-2 244 conserved hypothetical protein (see 665-2-2) Corynebacterium efficiens NP_738153  33/97 -

2549 PC738-3 249 IDH -1 (isocitrate dehydrogenase subunit 1) (NAD+ dependent) Arabidopsis thaliana At4g35260  46/53 -

2550 PC738-4 244 conserved hypothetical protein (see 665-2-2) Corynebacterium efficiens NP_738153  36/97 -
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2551
2552
2553
2556
2557
2559
2562
2563
2564
2565
2567
2568
2575
2576
2577
2578
2579
2580
2582
2583
2584
2585
2586
2587
2588
2589
2591
2592
2596
2597
2598
2606
2607
2608
2609
2611
2623
2624
2625
2629
2631
2632
2633
2634
2635
2636
2637
2638
2640
2641
2642
2643
2644
2645
2646
2650
2651
2653
2654
2655
2656
2657
2658
2659
2661
2663
2667
2668
2669
2671
2675
2677
2678
2679
2680
2683
2684
2691
2692
2694
2696
2697
2698
2700

PC760-

PC760-1-4
PC760-2-1
PC760-2-2
PC760-2-3
PC760-2-4
PC761-1-2

PC761-1-4
PC761-2-1
PC761-2-2
PC761-2-3
PC761-2-4
PC762-4
PC763-1
PC763-3
PC763-4
PC764-1
PC764-2
PC764-3
PC764-4
PC765-1
PC765-3
PC766-1
PC767-1
PC767-2
PC767-3
PC768-1
PC769-1
PC769-3
PC769-4
PC770-1
PC770-2
PC771-1
PC771-2
PC773-1
PC773-2
PC773-4
PC774-2
PC774-3
PC774-4
PC776-2

201
201
205
152
150
324
466
225
225
227
150
151
418
431
411
65

140
208
117
232
231
117
230
208
207
117
175
209
155
208
155
125
110
194
111
117
469
471
314
314
314
314
314
261
314
314
314
314
314
314
314
314
315
314
314
231
228
228
229
175
176
175
174
168
161
157
201
153
152
198
228
110
217
98

97

90

90

229
229
232
225
238
220
197

peroxidase (see 722-2)

peroxidase (see 722-2)

peroxidase (see 722-2)

EDGP precursor (see 763-4)

AMP binding / catalytic (see 717-1)
bacterial-induced class III peroxidase (see 691-1-4)

hvdrol T-dinhosnhate delt:

translation initiation factor eIF-4A.14

translation initiation factor eIF-4A.14

gb protein

cationic peroxidase 2 precursor (PNPC2)

Tyr-DC (see 312-1)

Cyclophilin D

cytochrome c-type biogenesis protein

putative LRR protein

PAL3 (PHENYL ALANINE AMMONIA-LYASE 3)
suppressor of K+ transport growth defekt-like protein
(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

phi-1 (phosphate-induced) (see 749-2)

hydro-lyase/ lyase

hydro-lyase/ lyase

phi-1 (phosphate-induced) (see 748-4)

vf 14-3-3 d protein

(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

60 S ribosomal protein L4 (L1)

peroxidase 2

(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

receptor protein kinase

(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

COGO0477: Permeases of the major facilitator superfamily
putative cinnamoyl-alcohol-dehydrogenase (CAD)

expressed protein

coatomer alpha subunit

coatomer alpha subunit

phi-1 (phosphate-induced) (see 748-4)

binding (see 811-3)

binding (see 811-3)

cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 759-3)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
cell attachment protein in somatic embryogenesis (see 758-2)
(S)-reticuline oxidase-like protein (see 397-1)

ATGSL03 (GLUCAN SYNTHASE-LIKE 3);

electron carrier

EDGP precursor (see 808-4)

omega-3 fatty acid desaturase (EC 1.14.99.) (see 156-1)

268 proteasome regulatory non-ATPase subunit 8

putative threonyl-tRNA synthetase

unknown protein (586-1)

unknown protein

pectinesterase

unknown protein (see 476-1)

ferred itrite
PMZ (see 781-1)
hypothetical protein CaO19_7420

40 S ribosomal protein S4

unknown protein

acyltransferase homolog

hypothetical protein

CYP71B6 (CYTOCHROME P450 71B6)
oxidoreductase (see 782-4)

transport inhibitor response 1 (TIR1), AtFBL1
transport inhibitor response 1 (TIR1), AtFBL2

GTP binding / translation elongation factor

AP2 domain-containing transcription factor (ethylene response)
3-isopropylmalate dehydratase large subunit

unknown protein

precursor

acyltransferase-like protein (see 283-2)
putative polyprotein
SCL21 (SCARECROW-LIKE 21); transcription factor

Linum usitatissimum
Linum usitatissimum
Linum usitatissimum
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Gossypium hirsutum
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Sorghum bicolor
Arachis hypogaea
Petroselinum crispum
Dictyostelium discoideum
Aquifex aeolicus
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Musa acuminata
Daucus carota
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Vicia faba

Daucus carota
Daucus carota
Prunus armeniaca
Scutellaria baicalensis
Daucus carota
Ipomoea trifida
Daucus carota
Yersinia intermedia ATCC
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Daucus carota
Petroselinum crispum
Oryza sativa

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Lycopersicon esculentum
Arabidopsis thaliana
Spinacia oleracea
Arabidopsis thaliana
Candida albicans
Prunus armeniaca
Arabidopsis thaliana
Gentiana triflora
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Trichodesmium erythraeum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

AAB02926
AAB02926
AAB02926
BAA03413
At3g48990
AAL93154
At1g79690
CAAS5641
CAAS5641
AALG68853
AAA32676
AAA33861
AAD50375
NP_213502
AA023085
At5g04230
AAL16668
BAB68539
BAA33810
At4g13430
Atdg13430
BAA33810
BABI17822
BAB68539
BAB68539
QIXF97
BAA77388
BAB68539
AAC23542
BAB68539
ZP_00834542
At5g19440
Atlg66860
A2g21390
A2g21390
BAA33810
At2g01600
A201600
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAB68539
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAD24818
BAB68539
At2g31960
At428570
BAA03413
AAB72241
BAB78487
BADO1219
Atlg73430
A2¢22660
CABO8077
At4g04480
P0S314
At3g28210
XP_716085
081363
At2g46420
BAA93452
NP_922520
A2g24180
Atdgl 1410
At3g62980
At3g62980
At2¢31060
CAC12822
ZP_00074911
At2¢39170
At3g26040
At4g04410
At2g04890

56/66
56/66
29/43
35/44
31/38
29/38
106/155
66/74
71/74
26/37
26/43
31/34
51/135
26/78
1925
19/20
46/46
33/66
24/38
53/77
44/61
26/38
1923
32/66
27/55
21/26
33/43
23/48
19129
32/66
20/47
23/41
23/34
31/37
29/36
26/38
80/145
85/162
102/104
102/104
102/104
101/104
98/104
38/80
101/104
100/104
101/104
101/104
102/104
102/104
102/104
101/104
75/76
101/104
98/104
33/74
61/75
54/74
46/49
58/58
37/40
27/39
13/15
15/34
25/35
18/49
59/66
26/42
17/42
45/48
43/69
13/23
43/48
17/32
1420
23/29
23/29
26/37
32/58
29/53
36/53
21/38
33/54
42/61

response to oxidative stress
response to oxidative stress
response to oxidative stress
proteolysis

flavonoid biosynthesis; metabolism
response to oxidative stress
isoprenoid biosynthesis

Protein biosynthesis

Protein biosynthesis

defense response; response to wounding
electron transport

amino acid metabolism; metabolism
amino acid metabolism; metabolism
electron transport

electron transport

protein biosynthesis

response to oxidative stress

electron transport

protein amino acid phosphorylation
electron transport

N-terminal protein myristoylation
N-terminal protein myristoylation

electron transport

electron transport
beta-1,3 glucan biosynthesis
electron transport

proteolysis
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
268 /ATP-dependent of

proteins

clectron transport; protein bi
intracellular protein transport
biological process unknown

is; threonyl-tRNA

Nitrate assimilation (denitrification); second step
biological process unknown

protein biosynthesis

biological process unknown

electron transport

metabolism

response to auxin stimulus; ubiquitin-dependent protein catabolism
response to auxin stimulus; ubiquitin-dependent protein catabolism
protein biosynthesis

regulation of transcription, DNA-dependent

biological process unknown

biological process unknown

regulation of transcription
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2701
2703
2704
2705
2706
2707
2708
2709
2710
2711
2712
2715
2716
2717
2719
2720
2721
2726
2731
2732
2733
2736
2737
2738
2739
2740
2741
2742
2743
2744
2745
2746
2747
2749
2750
2751
2752
2754
2755
2756
2757
2758
2760
2764
2766
2767
2768
2769
2771
2773
2774
2775
2776
2777
2779
2780
2781
2782
2783
2784
2785
2786
2787
2788
2789
2792
2793
2794
2795
2797
2798
2799
2800
2801
2804
2806
2817
2818
2819
2820
2821
2822
2823
2824

PC776-3
PC777-1
PC777-2
PC777-3
PC777-4
PC778-1
PC778-2
PC778-4
PC778-3
PC779-1
PC779-2
PC780-1
PC780-3
PC780-4
PC781-1
PC781-2
PC781-4
PC782-4
PC784-1
PC784-3
PC784-4
PC785-2
PC785-3
PC785-4
PC786-1
PC786-3
PC786-2
PC786-4
PC787-1
PC787-2
PC787-3
PC787-4
PC789-1
PC789-3
PC789-4
PC790-1
PC790-2
PC790-4
PC791-1
PC791-2
PC791-3
PC791-4
PC792-2
PC793-2
PC793-4
PC794-1
PC794-2
PC794-3
PC796-1
PC796-3
PC796-4
PC797-1
PC797-2
PC797-3
PC798-1
PC798-2
PC798-3
PC798-4
PC799-1
PC799-2
PC799-3
PC799-4
PC800-1
PC800-2
PC800-3
PC801-2
PC801-3
PCR01-4
PC802-1
PCR02-3
PCR02-4
PC803-1
PC803-2
PC803-3
PC804-1
PC804-3
PC808-2
PCR08-3
PCR08-4
PC809-1
PC809-2
PC809-3
PC809-4
PC810-1

195
457
456
405
262
309
309
309
<349
245
246
131
131
131
113
113
113
76
90
90
90
90
90
90
356
356
353
356
356
358
356
356
476
71

71
229
71

228
428
428
232
243
229
230
224
227
226
174
174
231
412
408
412
344
341
341
343
249
249
249
252
174
170
175
114
114
116
108
114
108
114
114
110
304
304
139
139
143
126
126
99

125
91

PRI-1

PHO1-like protein

PHOI-like protein

protein translation factor SUI1 homolog

60 S ribosomal protein L7A (RPL7aB)
Tyrosine protein kinase, active site

Tyrosine protein kinase, active site

Tyrosine protein kinase, active site

unknown protein

ATGCN4

ATGCN4

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

PMZ (see 767-2)

PMZ (see 767-2)

PMZ (see 767-2)

oxidoreductase (see 770-2)

carbohydrate oxidase

carbohydrate oxidase

carbohydrate oxidase

carbohydrate oxidase

carbohydrate oxidase

carbohydrate oxidase

putative xyloglucanase inhibitor (see 787-1)
putative xyloglucanase inhibitor (see 787-1)
beta-amylase PCT-BMYI (see 604-1)
calmodulin binding (see 787-2)

putative xyloglucanase inhibitor (see 786-1)
calmodulin binding (see 278-2)

putative xyloglucanase inhibitor (see 786-1)
putative xyloglucanase inhibitor (see 786-1)
unknown protein (FOL1_1)

putative cathepsin B-like cysteine protease
putative cathepsin B-like cysteine protease
putative cathepsin B-like cysteine protease
cytoplasmic malate dehydrogenase (see 651-3)
putative cathepsin B-like cysteine protease
cytoplasmic malate dehydrogenase (see 651-3)
unknown protein

unknown protein

cytoplasmic malate dehydrogenase (see 651-3)
protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase/ sugar binding
SHM4 (SERINE HYDROXYMETHYLTRANSFERASE 4)
F-box protein family (see 347-2)

unknown protein

peroxidase

peroxidase

putative cation transporter

expressed protein (see 557-2)

unknown protein (see 793-4)

CPK2 (Calmodulin-domain protein kinase CDPK ISOFORM 2)

Petroselinum crispum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Pimpinella brachycarpa
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Medicago truncatula
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Lactuca sativa
Lactuca sativa
Lactuca s:

Lactuca sativa
Lactuca sativa
Lactuca sativa
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Arabidopsis thaliana
Solanum tuberosum
Arabidopsis thaliana
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Beta procumbens
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
bidopsis thaliana

ATGPAT6/GPATG; 1 lycerol-3-phosphate O
CPK2 (Calmodulin-domain protein kinase CDPK ISOFORM 2)
unknown protein

(see 195-1)

CYP94BI; iron ion binding / monooxygenase/ oxygen binding
CYP94BI; iron ion binding / monooxygenase/ oxygen binding
unknown protein
secreted glycoprotein 3
secreted glycoprotein 3
secreted glycoprotein 3
unknown protein
putative disease resistance protein (CC-NBS-LRR class)
cytochrome P450 monooxygenase CYP83H2
ethylene-response factor 1 (ERF1)
oxidoreductase family (see pc802-3)
oxidoreductase family (see pc802-3)
putative heat shock protein
peroxidase
oxidoreductase family (see 801-2)
peroxidase
oxidoreductase family (see 801-2)
oxidoreductase family (see 801-2)
unknown protein
hypothetical protein
hypothetical protein
no apical meristem (NAM)-like protein (see 830-1)
no apical meristem (NAM)-like protein (see 830-1)
EDGP precursor (see 277-2)
putative protein kinase
putative protein kinase
lutamine-fructose-6-phospt inase 2
putative protein kinase
expressed protein

Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Ipomoea trifida
Ipomoea trifida
Ipomoea trifida
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Zea mays
Arabidopsis thaliana
Zea mays
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana benthamiana
Nicotiana benthamiana
Glycine max
Glycine max
Daucus carota
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

04552
Atlg14040
Atlgl4040
AAC61599
At3g62870
ABES1354
ABES1354
ABE81354
At5g64400
At3g54540
At3g54540
NP_918208
NP_918208
NP_918208
At3g28210
At3g28210
At3g28210
Atdgl1410
AAL77102
AAL77102
AAL77102
AAL77102
AAL77102
AAL77102
AAP84703
AAP84703
AAK84008
At2¢26190
AAP84703
A226190
AAP84703
AAP84703
Atlg15070
At4g01610
At4g01610
At4g01610
NP_921996
At4g01610
NP_921996
At2g44260
At2g44260
NP_921996
At4g27290
At4g13930
At4g22030
Atlg13570
Atlgl4550
Atlgl4550
CAD38520
At3g46430
At4g22030
At3g10660
A2g38110
At3g10660
BAC79895
At5g634350
At5g63450
BAC79895
AAA97903
AAA97903
AAA97903
Atlg19720
At1g33560
ABC59082
At3g23240
Atlg12550
Atlg12550
At3g47940
CAC21393
Atlg12550
CAC21393
Atlg12550
Atlgl2550
At3g43240
BAF02552
BAF02552
AANO03466
AANO03466
BAA03413
At3g22750
At3g22750
BAB03027
At3g22750
At5g56120

17/19
86/103
93/113
94/107
77/86
34/51
35/51
35/51
42/74
54/60
72/81
17/38
17/38
16/38
24/33
24/33
24/33
1320
2027
22/28
22/28
22/28
22/28
18/27
79/118
85/118
66/72
42/54
88/118
81/110
81/118
82/118
98/155
19/22
19/22
19/22
62/69
19/22
61/69
75/136
76/136
49/56
23/62
35/49
35/78
31/47
47/74
35/58
29/34
33/48
26/40
96/136
60/82
103/136
64/113
42/60
39/60
35/67
40/78
39/80
40/78
24/41
25/50
15/23
36/41
1929
1929
26/37
14/19
19/29
14/19
19/29
18/29
34/36
36/95
31/83
42/45
43/45
44/47
34/41
39/41
1524
27129
24/30

plant defense

biological process unknown
biological process unknown
protein biosynthesis
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
metabolism

electron transport

electron transport

electron transport

electron transport

electron transport

electron transport
proteolysis

proteolysis

car ide
N-terminal protein myristoylation
proteolysis

N-terminal protein myristoylation
proteolysis

proteolysis

proteolysis

proteolysis

proteolysis

proteolysis

protein amino acid phosphorylation
glycine metabolism; L-serine metabolism
biological process unknown

biological process unknown

response to oxidative stress

response to oxidative stress

biological process unknown

biological process unknown

N-terminal protein myristoylation; protein amino acid phosphorylation
metabolism

N-terminal protein myristoylation; protein amino acid phosphorylation
electron transport

electron transport

biological process unknown

electron transport

L-serine biosynthesis

L-serine biosynthesis

protein folding

response to oxidative stress

L-serine biosynthesis

response to oxidative stress

L-serine biosynthesis

L-serine biosynthesis

regulation of transcription

regulation of transcription

proteolysis
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7 Anhang

2825
2826
2827
2828
2829
2830
2831
2832
2833
2834
2835
2836
2840
2841
2842
2843
2844
2845
2846
2847
2848
2849
2850
2851
2852
2853
2855
2856
2857
2858
2859
2860
2861
2862
2863
2864
2865
2866
2871
2872
2873
2874
2877
2878
2880
2882
2883
2885
2886
2887
2888
2890
2891
2893
2898
2902
2903
2904
2911
2912
2913
2914
2915
2916
2917
2918
2919
2921
2923
2924
2926
2927
2929
2930

PC810-3
PC810-4
PC811-1
PC811-2
PC811-3
PC811-4
PC812-1
PC812-2
PC812-3
PC812-4
PC813-1
PC813-2
PC814-2
PC814-3
PC814-4
PC815-1
PC815-2
PC815-3
PC815-4
PC816-1
PC816-2
PC816-3
PC816-4
PC817-1
PC817-2
PC817-3
PC818-1
PC818-2
PC818-3
PC818-4
PC819-1
PC819-2
PC819-3
PC819-4
PC820-1
PC820-2
PC820-3
PC820-4
PC822-1
PC822-2
PC822-3
PC822-4
PC823-3
PC823-4
PC824-2
PCR24-4
PC825-1
PC825-3
PC825-4
PC826-1
PC826-2
PC826-4
PC827-1
PC827-3
PC828-4
PC829-4
PC830-1
PC830-2
PC832-1
PC832-2
PC832-3
PC832-4
PC833-1
PC833-2
PC833-3
PC833-4
PC835-1
PC835-3
PC836-1
PC836-4
PC836-3
PC837-1
PC837-3
PC837-4

72

90

468
468
140
443
358
346
350
356
316
317
232
230
233
204
205
205
205
193
193
188
193
170
173
171
122
122
124
113
114
117
119
119
120
114
123
124
555
555
566
564
555
554
222
342
243
248
243
235
224
236
224
234
224
176
139
139
276
271
278
276
207
276
214
276
230
230
243
240
298
226
230
237

CYP76C1; heme binding / iron ion binding / monooxygenase

carbohydrate oxidase (see 784)

unknown protein

unknown protein

expressed protein (see 758-1)

transporter

PDI-like protein

pleiotropic drug resistance (PDR) like protein (see 523-3)
putative xyloglucanase inhibitor (see 786-1)
putative xyloglucanase inhibitor (see 786-1)
unknown protein

ALATS (ALANYL-TRNA SYNTHETASE)
unknown protein

RNA binding / nucleic acid binding

RNA binding / nucleic acid binding

putative 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase
putative 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase
putative 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase
putative 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase
nectarin 5

nectarin §

expressed protein

nectarin 5

unknown protein

EMB2386 (see 396-2)

EMB2386 (see 396-2)

unknown protein (see 820-4)

unknown protein (see 820-4)

unknown protein (see 820-1)

acidic cellulase (EC 3.2.1.4) (see 819-1)

acidic cellulase (EC 3.2.1.4) (see 820-2)

stress enhanced protein 2 (SEP2)

stress enhanced protein 2 (SEP2)

stress enhanced protein 2 (SEP2)

unknown protein (see 818-3)

acidic cellulase (EC 3.2.1.4) (see 818-4)
unknown protein (see 818-3)

unknown protein (see 818-1)

AGO4-1 (see 823-4)

AGO4-1 (see 823-4)

protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
protein serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase
AGO4-2 or AGO4-1

AGO4-1

DNA-binding protein WRKY 3

Trypsin family protein, expressed

S. cerevisiae SEC31-like 2 isoform a
ATP-sulfurylase

nucleotide binding / transmembrane receptor
Tyr-DC (see 312-1)

putative oxysterol binding protein
polygalakturonase inhibiting protein

putative oxysterol binding protein

GDP dissociation inhibitor

putative oxysterol binding protein

patatin-like protein 3 (see 521-1-1)

no apical meristem (NAM)-like protein (see 808-2)
no apical meristem (NAM)-like protein (see 808-2)

ATCDPKI1; calcium- and calmodulin-dependent protein kinase
CPK30; calcium- and calmodulin-dependent protein kinase (see 701-2-1)
CPK30; calcium- and calmodulin-dependent protein kinase (see 701-2-1)
CPK30; calcium- and calmodulin-dependent protein kinase (see 701-2-1)

epoxide hydrolase

CPK30; calcium- and calmodulin-dependent protein kinase (see 832-2)

putative transmembrane transport protein

CPK30; calcium- and calmodulin-dependent protein kinase (see 832-2)

inner mitochondrial membrane protein

inner mitochondrial membrane protein

fatty acid desaturase/hydroxylase-like protein Eli7.1 (see 256-4)
fatty acid desaturase/hydroxylase-like protein EIi7.1 (see 256-4)
GTP binding

omega-6 fatty acid desaturase (EC 1.14.99.-) (see 355-1)
GTP binding (see 735-1, protein level)
Epidermis-specific secreted glycoprotein EP1 precursor

Arabidopsis thaliana At2g45560
Lactuca sativa AAL77102

Oryza sativa NP_914373
Oryza sativa NP_914373
Arabidopsis thaliana At2g01600
Arabidopsis thaliana At4g12650
Quercus suber CAC87937
Nicotiana tabacum BAB92011

Solanum tuberosum AAP84703

Solanum tuberosum AAP84703

Arabidopsis thaliana At3gl5395

Arabidopsis thaliana At1g50200
Arabidopsis thaliana At5g14310
Arabidopsis thaliana At3g52120
Arabidopsis thaliana At3g52120
Arabidopsis thaliana At1g06650
Arabidopsis thaliana At1g06650
Arabidopsis thaliana At1g06650
Arabidopsis thaliana At1g06650

Nicotiana langsdorffii x Nic AAP30840
Nicotiana langsdorffii x Nic AAP30840
Arabidopsis thaliana Atlgl3360
Nicotiana langsdorffii x Nic AAP30840

Arabidopsis thaliana At3g14870
Arabidopsis thaliana At1g02780
Arabidopsis thaliana At1g02780
Arabidopsis thaliana Atlgl8740
Arabidopsis thaliana Atlgl8740
Arabidopsis thaliana At1g74450
Citrus sinensis AABG65155
Citrus sinensis AABG65155
Arabidopsis thaliana At2g21970
Arabidopsis thaliana At2g21970
Arabidopsis thaliana At2g21970
Arabidopsis thaliana At1g74450
Citrus sinensis AABG65155
Arabidopsis thaliana At1g74450
Arabidopsis thaliana Atlgl8740
Nicotiana benthamiana ABC61504
Nicotiana benthamiana ABC61504
Arabidopsis thaliana At5g01850
Arabidopsis thaliana At5g01850
Nicotiana benthamiana ABC61505
Nicotiana benthamiana ABC61504
Petroselinum crispum S72445
Oryza sativa ABA92346
Homo sapiens NP_056305
Allium cepa AAF18998
Arabidopsis thaliana At5g17970
Petroselinum crispum AAA33861
Oryza sativa AAMI7165
Prunus persica AAQS56728
Oryza sativa AAM97165
Medicago truncatula CAF02075
Oryza sativa AAMI7165
Nicotiana tabacum AAF98369
Glycine max AAN03466
Glycine max AAN03466
Arabidopsis thaliana Atlgl18890
Arabidopsis thaliana At1g74740
Arabidopsis thaliana At1g74740
Arabidopsis thaliana At1g74740
Nicotiana tabacum AAB02006
Arabidopsis thaliana At1g74740
Streptomyces avermitilis NP_824731
Arabidopsis thaliana At1g74740
Arabidopsis thaliana Atl1g72750
Arabidopsis thaliana At1g72750
Petroselinum crispum AAG24521
Petroselinum crispum AAG24521
Arabidopsis thaliana At1g08410
Petroselinum crispum AABB0696
Arabidopsis thaliana At3g62290
Daucus carota Q39688

16/23
22/28
88/139
89/139
34/39
64/104
27175
29/38
47/69
84/118
29/45
28/35
1718
51/94
44/63
25/51
30/65
30/65
25/51
35/63
35/63
20/28
35/63
16/25
24/25
24/25
19/37
20/37
21/39
25/36
26/36
25/38
26/31
26/31
18/34
25/36
18/40
16/28
87/187
85/125
133/145
126/136
126/180
76/115
34/38
31/85
17/38
27/35
17/36
39/65
54/74
37/69
56/74
31/50
49/74
26/57
30/45
29/44
19126
19/27
19/27
23/32
23/40
19/30
17/46
23/32
45/90
49/90
48/61
22/26
24/45
24/35
63/70
41/48

electron transport

electron transport
N-terminal protein myristoylation
transport

electron transport

general defense

proteolysis

proteolysis

biological process unknown
alanyl-tRNA aminoacylation
biological process unknown
RNA processing

RNA processing

electron transport

electron transport

electron transport

biological process unknown

protein biosynthesis, ribosome biogenesis
protein biosynthesis, ribosome biogenesis
biological process unknown
biological process unknown
biological process unknown
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
photosynthesis light harvesting
photosynthesis light harvesting
photosynthesis light harvesting
biological process unknown
carbohydrate metabolism
biological process unknown
biological process unknown
protein amino acid phosphorylation
protein amino acid phosphorylation
regulation of transcription
proteolysis

sulfate assimilation
apoptosis; defense response; defense response to pathogen

steroid metabolism

steroid metabolism

protein transport; regulation of GTPase activity

steroid metabolism

lipid metabolism

regulation of transcription

regulation of transcription

abscisic acid mediated signaling; N-terminal protein myristoylation
abscisic acid mediated signaling; N-terminal protein myristoylation
abscisic acid mediated signaling; N-terminal protein myristoylation
abscisic acid mediated signaling; N-terminal protein myristoylation
aromatic compound metabolism

abscisic acid mediated signaling; N-terminal protein myristoylation
abscisic acid mediated signaling; N-terminal protein myristoylation
fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation

biological process unknown

fatty acid biosynthesis; fatty acid desaturation
N-terminal protein myristoylation

water transport
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7 Anhang

Weitere Tabellen sind auf der beigefiigten CD zu finden.
Dateinamen:
- Pc-Fragmentliste
- Tabellen als Ergdnzung fiir Abb.3.3
- Tabellen als Ergénzung fiir Abb.3.4-A
- Tabellen als Ergdnzung fiir Abb.3.4-B
- Tabellen als Ergénzung fiir Abb.3.5-A
- Tabellen als Ergdnzung fiir Abb.3.5-B
- Tabellen als Ergénzung fiir Abb.3.8-A
- Tabellen als Ergdnzung fiir Abb.3.8-B
- Tabellen als Ergénzung fiir Abb.3.9

- Tabellen als Ergdnzung fiir Abb.3.10

Zu Abbildung 3.3: Induktion der cDNA-AFLP-Fragmente pcl bis pc250 durch Pepl13 und
HrpZPsph-

Tabelle 7-6: Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-Behandlung nach 1 h induziert wird.

Tabelle 7-7: Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 1 h induziert wird.

Tabelle 7-8: Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und HrpZpy,,-Behandlung nach 1h
induziert wird.

Tabelle 7-9: Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-Behandlung nach 4 h induziert wird.

Tabelle 7-10: Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 4 h induziert wird.

Tabelle 7-11: Liste von Genen, deren Expression durch Pepl3- und HrpZpg,,-Behandlung nach 4 h
induziert wird.
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7 Anhang

Zu Abbildung 3.4: Induktion der cDNA-ALFP-Fragmente pc251 bis pc837.

Tabelle 7-12:
Tabelle 7-13:
Tabelle 7-14:
Tabelle 7-15:
Tabelle 7-16:

Tabelle 7-17:

Tabelle 7-18:

Tabelle 7-19:

Tabelle 7-20:

Tabelle 7-21:

Tabelle 7-22:

Tabelle 7-23:

Tabelle 7-24:

Tabelle 7-25:

Tabelle 7-26:
Tabelle 7-27:
Tabelle 7-28:
Tabelle 7-29:
Tabelle 7-30:

Tabelle 7-31:

Tabelle 7-32:

Tabelle 7-33:

Tabelle 7-34:

Tabelle 7-35:

Tabelle 7-36:

Tabelle 7-37:

Tabelle 7-38:

Tabelle 7-39:

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-Behandlung nach 1 h induziert wird.
Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 1 h induziert wird.
Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,-Behandlung nach 1 h induziert wird.
Liste von Genen, deren Expression durch LPS-Behandlung nach 1 h induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und HrpZp,,-Behandlung nach 1h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pepl3- und NLPp,-Behandlung nach 1h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und LPS-Behandlung nach 1 h induziert
wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,- und NLPp,-Behandlung nach 1h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,- und LPS-Behandlung nach 1 h induziert
wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, HrpZpg,- und NLPp,-Behandlung nach
1 h induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 1 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, NLPp,- und LPS-Behandlung nach 1 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpgy;-, NLPp,- und LPS-Behandlung nach 1 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13, HrpZpgs-, NLPp,- und LPS-Behandlung
nach 1 h induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-Behandlung nach 4 h induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 4 h induziert wird.
Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,-Behandlung nach 4 h induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch LPS-Behandlung nach 4 h induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pepl3 und HrpZpg,-Behandlung nach 4 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13 und NLPp,-Behandlung nach 4 h induziert
wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pepl3 und LPS-Behandlung nach 4 h induziert
wird.

Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,und LPS-Behandlung nach 4 h induziert
wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13, HrpZpg,, und NLPp,-Behandlung nach 4 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 4 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, NLPp,- und LPS-Behandlung nach 4 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-, NLPp,- und LPS-Behandlung nach 4 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, HrpZpgy-, NLPp,- und LPS-Behandlung
nach 4 h induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, HrpZpgy-, NLPp,- und LPS-Behandlung
nach 1 und 4 h induziert wird.
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Zu Abbildung 3.5: Verifikation der in cDNA-AFLP-Analysen beobachteten Induktion der
Genexpression durch Macroarray-Analysen.

Tabelle 7-40:
Tabelle 7-41:
Tabelle 7-42:
Tabelle 7-43:

Tabelle 7-44:

Tabelle 7-45:

Tabelle 7-46:

Tabelle 7-47:
Tabelle 7-48:
Tabelle 7-49:
Tabelle 7-50:

Tabelle 7-50:

Tabelle 7-51:

Tabelle 7-52:

Tabelle 7-53:

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-Behandlung nach 1 h induziert wird.
Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 1 h induziert wird.
Liste von Genen, deren Expression durch LPS-Behandlung nach 1 h induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und HrpZpg,,-Behandlung nach 1 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und LPS-Behandlung nach 1 h induziert
wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 1 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 1 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-Behandlung nach 4 h induziert wird.
Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 4 h induziert wird.
Liste von Genen, deren Expression durch LPS-Behandlung nach 4 h induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und HrpZp,,,-Behandlung nach 4 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und HrpZp,,-Behandlung nach 4 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und LPS-Behandlung nach 4 h induziert
wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 4 h
induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 4 h
induziert wird.
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Zu Abbildung 3.8: PAMP-induzierte Genexpression in 4. thaliana-Pflanzen.

Tabelle 7-54:

Tabelle 7-55:

Tabelle 7-56:

Tabelle 7-57:

Tabelle 7-58:

Tabelle 7-59:

Tabelle 7-60:

Tabelle 7-61:

Tabelle 7-62:

Tabelle 7-63:

Tabelle 7-64:

Tabelle 7-65:

Tabelle 7-66:

Tabelle 7-67:

Tabelle 7-68:

Tabelle 7-69:

Tabelle 7-70:

Tabelle 7-71:

Tabelle 7-72:

Tabelle 7-73:

Tabelle 7-74:

Tabelle 7-75:

Tabelle 7-76:

Tabelle 7-77:

Tabelle 7-78:

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-Behandlung nach 1 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 1 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,-Behandlung nach 1 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch LPS-Behandlung nach 1 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22- und HrpZp,,-Behandlung nach 1 h in A4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22- und NLPp,-Behandlung nach 1 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,- und NLPp,-Behandlung nach 1 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 1 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,- und NLPp,-Behandlung nach

1 hin A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 1 h
in A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-, NLPp,- und LPS-Behandlung nach 1 h
in A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,-, NLPp,- und LPS-Behandlung
nach 1 h in 4. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,-Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch LPS-Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22- und HrpZp,,-Behandlung nach 4 h in A4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22- und NLPp,-Behandlung nach 4 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,- und NLPp,-Behandlung nach 4 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,- und LPS-Behandlung nach 4 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,- und NLPp,-Behandlung nach

4 hin A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 4 h
in A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, NLPp,- und LPS-Behandlung nach 4 h in
A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-, NLPp,- und LPS-Behandlung nach 4 h
in A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,-, NLPpy- und LPS-Behandlung
nach 4 h in 4. thaliana-Pflanzen induziert wird.
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Zu Abbildung 3.9: PAMP-induzierte Genexpression in Arabidopsis-Protoplasten.

Tabelle 7-79:

Tabelle 7-80:

Tabelle 7-81:

Tabelle 7-82:

Tabelle 7-83:

Tabelle 7-84:

Tabelle 7-85:

Tabelle 7-86:

Tabelle 7-87:

Tabelle 7-88:

Tabelle 7-89:

Tabelle 7-90:

Tabelle 7-91:

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-Behandlung nach 1 h in 4. thaliana-
Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 1 h in 4. thaliana-
Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,-Behandlung nach 1 h in 4. thaliana-
Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch LPS-Behandlung nach 1 h in 4. thaliana-
Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22- und HrpZp,,-Behandlung nach 1 h in 4.
thaliana-Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22- und NLPp,-Behandlung nach 1 h in 4.
thaliana-Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22- und LPS-Behandlung nach 1 h in 4.
thaliana-Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,- und NLPp,-Behandlung nach 1 h in 4.
thaliana-Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 1 h in 4.
thaliana-Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,- und NLPp,-Behandlung nach

1 hin A. thaliana-Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 1 h
in A. thaliana-Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, NLPp,- und LPS-Behandlung nach 1 h in
A. thaliana-Protoplasten induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,-, NLPp,- und LPS-Behandlung
nach 1 h in A. thaliana-Protoplasten induziert wird.
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7 Anhang

Zu Abbildung 3.10: Vergleich der durch Pep13 und weiterer PAMPs hervorgerufenen
Induktion der Genexpression in Arabidopsis.

Tabelle 7-92:

Tabelle 7-93:

Tabelle 7-94:

Tabelle 7-95:

Tabelle 7-96:

Tabelle 7-97:

Tabelle 7-98:

Tabelle 7-99:

Tabelle 7-100:

Tabelle 7-101:

Tabelle 7-102:

Tabelle 7-103:

Tabelle 7-104:

Tabelle 7-105:

Tabelle 7-106:

Tabelle 7-107:

Tabelle 7-108:

Tabelle 7-109:

Tabelle 7-110:

Tabelle 7-111:

Tabelle 7-112:

Tabelle 7-113:

Tabelle 7-114:

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,-Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,-Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch LPS-Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-
Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und flg22-Behandlung nach 4 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und HrpZp,,-Behandlung nach 4 h in A.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und NLPp,-Behandlung nach 4 hin 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13- und LPS-Behandlung nach 4 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22- und HrpZp,,-Behandlung nach 4 h in A4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22- und NLPp,-Behandlung nach 4 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch HrpZpg,,- und NLPp,-Behandlung nach 4 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch NLPp,- und LPS-Behandlung nach 4 h in 4.
thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, flg22- und HrpZp,,-Behandlung nach
4 h in A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, HrpZpg,,- und NLPp,-Behandlung nach
4 hin A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, NLPp,- und LPS-Behandlung nach 4 h in
A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,- und NLPp,- Behandlung nach
4 hin A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,- und LPS-Behandlung nach 4 h
in A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, f1g22-, HrpZpg,,- und NLPp,-
Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, flg22-, HrpZpg,,-, und LPS-Behandlung
nach 4 h in 4. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, HrpZpg,,-, NLPp,- und LPS-Behandlung
nach 4 h in 4. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch flg22-, HrpZpg,,-, NLPpy- und LPS-Behandlung
nach 4 h in A. thaliana-Pflanzen induziert wird.

Liste von Genen, deren Expression durch Pep13-, flg22-, HrpZpgp,-, NLPp,- und LPS-
Behandlung nach 4 h in 4. thaliana-Pflanzen induziert wird.
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