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Zusammenfassung

Mutualistische und biotrophe Organismen sind auf die Versorgung mit Nahrstoffen aus
lebendem Wirtsgewebe angewiesen. Die Interaktion von Rhizobien und Leguminosen fihrt
zur Bildung symbiontischer Wurzelknéllchen und Stickstoff-fixierenden Bakteroiden. Wah-
rend der Bildung symbiontischer Kndlichen induzierte Gene wurden urspringlich als
Nodulin-Gene bezeichnet. Nodulin-ahnliche Gene in nicht-nodulierenden Pflanzen werden
mit einer Vielzahl verschiedener Transportprozesse assoziiert. Die Mitglieder Nodulin-ahn-
licher Proteine der MtN3/saliva/SWEET (SUGARS WILL EVENTUALLY BE EXPORTED
TRANSPORTER)-Familie bzw. der MtN21/EamA-like/UMAMIT (USUALLY ACIDS MOVE
IN AND OUT TRANSPORTER)-Familie wurden als bidirektionale Zucker- bzw. Amino-
saure-Transporter beschrieben.

Transporter der SWEET-Familie sind an verschiedenen physiologischen Prozessen
wahrend der pflanzlichen Entwicklung beteiligt. In Arabidopsis haben AtSWEET11 und
AtSWEET12 redundante Funktionen bei der Phloembeladung in source-Blattern. In Meso-
phylizellen gebildete Saccharose wird symplastisch zu den Phloemparenchymzellen trans-
portiert und durch AtSWEET11 und AtSWEET12 in den Apoplast entlassen. Die Saccha-
rose wird anschlieend durch den sekundar aktiven Saccharose-Protonen-Symporter
SUC2 (SUCROSE-PROTON SYMPORTER 2) zur Verteilung von Assimilaten in der Pflan-
ze in den Siebelement-Geleitzellkomplex geladen. Phloem-lokalisierte Saccharose-Trans-
porter in Reis werden bei der Etablierung von Kompatibilitat durch bakterielle Effektoren
umprogrammiert. Auch in Arabidopsis wurde die Induktion von Mitgliedern der SWEET-
Familie durch verschiedene Pathogene gezeigt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass voll expandierte Blatter von
sweetll/sweetl2-Doppelmutanten, unabhangig von der Dauer der Lichtphase, erhhte
Gehalte l6slicher Zucker und Starke Uber den gesamten Tagesverlauf aufweisen, welche
in sweetl1- und sweetl2-Einzelmutanten nicht zu beobachten war. Weiterhin konnte eine
transkriptionelle Regulation der beiden Transporter, mit Maxima in der Mitte der Dunkel-
phase, aufgezeigt werden. Die Analyse von Kohlenhydratgehalten in Reporterpflanzen, die
translationale AtSWEET11-YFP bzw. AtSWEET12-YFP (Yellow Fluorescent Protein)
Fusionsproteine unter der Kontrolle des endogenen oder des konstitutiven 35S-Promotors
im Wildtyp-Hintergrund exprimieren, deutet auf eine vorrangige Aktivitat von AtSWEET11
und AtSWEET12 wahrend der Lichtphase hin.

Infektionen von Arabidopsis mit den adaptierten (hemi)biotrophen Pathogenen
Pseudomonas syringae, Erysiphe cruciferarum oder Colletotrichum higginsianum resul-
tierten in einer Induktion von AtSWEET12-YFP im Leitgewebe, wobei weder AtSWEET11-
YFP noch AtSWEET12-YFP direkt an der Grenzflache der Pflanze-Pathogen-Interaktion

akkumulierten. Infektionsstellen von C. higginsianum und P. syringae waren zusatzlich
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durch eine Induktion des AtSWEET12-YFP-Reporterproteins im Umfeld der betroffenen
Zellen gekennzeichnet. Weder sweetl1-, noch sweetl2-Mutanten hatten einen negativen
Effekt auf die Proliferation der untersuchten Pathogene. Wahrend die Suszeptibilitat von
sweetll/sweetl2-Doppelmutanten gegentber P. syringae und E. cruciferarum nicht be-
eintrachtigt war, wiesen diese eine gesteigerte Resistenz gegentber C. higginsianum auf.
Hierbei wurde die friihe biotrophe Phase von einer gesteigerten Akkumulation von freier
und gebundener Salicylsdure und Camalexin begleitet. Weiterhin akkumulierte die Doppel-
mutante im Infektionsverlauf |8sliche Zucker starker als der Wildtyp. Wasserbehandelte
sweetll/sweetl2-Doppelmutanten waren ebenfalls durch gesteigerte Salicylsduregehalte
im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen gekennzeichnet. Zudem ergab eine GO-Annotations-
Analyse von Mikro-Array-Daten signifikant induzierter Gene wasserbehandelter Doppel-
mutanten eine Anreicherung von Abwehr-, SA-Biosynthese- und MAPK-Kaskaden-assozi-
ierter Gene. Diese Ergebnisse deuten auf einen positiven Einfluss des konstitutiv erhéhten
Kohlenhydratstatus auf die Abwehrkapazitat in der Interaktion der sweetll/sweetl2
Doppelmutanten mit C. higginsianum hin. Indizien fur eine Beteiligung von SWEET11 und
SWEET12 an der Zuckerversorgung der drei hier untersuchten Pathogene konnten auf-
grund des fehlenden Interaktionsphénotyps in Einzelmutanten und einer fehlenden Akku-
mulation der Transporter an der Wirts-Pathogen-Schnittstellen nicht ermittelt werden.
Neben der bereits beschriebenen Induktion von UMAMIT-Metabolit-Transportern
wahrend der Wurzelkndllchenbildung in Leguminosen konnte im Rahmen dieser Arbeit fir
drei Mitglieder dieser Familie eine transkriptionelle Induktion wahrend des Befalls mit E.
cruciferarum und C. higginsianum ermittelt werden. Der Verlust der Transporter
AtUMAMIT18 und AtUMAMIT29 hatte keinen Einfluss auf den Kohlenhydratstatus von
nicht infizierten source-Blattern am Ende der Lichtphase, resultierte aber in reduzierten
Gehalten an Glutamin, Glutaminséure, Asparagin und Arginin in umamit29 Mutanten. Nach
anfanglich verbesserter Etablierung von C. higginsianum in der friithen biotrophen Koloni-
sierung des Wirtsgewebes in umamitl8- und umamit29-Mutanten, konnte in der friihen
nekrotrophen Phase in umamitl8 kein Unterschied in der Besiedlung des Wirtsgewebes
im Vergleich zum Wildtyp ermittelt werden. Im Gegensatz dazu waren umamit29-Mutanten
auch durch eine gesteigerte Resistenz in dieser Infektionsphase gekennzeichnet. Beide
Mutanten zeigten zudem eine verminderte Suszeptibilitat gegentber dem obligat bio-
trophen Mehltau-Pathogen E. cruciferarum. Wahrend die Untersuchung der Transporter
der AtSWEET11 und AtSWEET12 keine Hinweise auf eine essenzielle Beteiligung in der
Ernahrung der Pathogene lieferte, kann eine Beteiligung der hier untersuchten UMAMIT-

Mitglieder nicht ausgeschlossen werden.



Summary

Mutualistic and biotrophic organisms rely on the provision of assimilates by intact host
cells. The interaction between bacteria of the genus Rhizobium and leguminous plants
results in the generation of symbiotic root nodules and nitrogen-fixing bacteroids. Nodulin
genes were described due to their specific expression during symbiotic root nodule
development. Nodulin-like genes of non-leguminous plants are associated with various
transport processes. Members of the nodulin-like protein families MtN3/saliva/SWEET
(SUGARS WILL EVENTUALLY BE EXPORTED TRANSPORTERS) and MtN21/EamA-
like/UMAMIT (USUALLY ACIDS MOVE IN AND OUT TRANSPORTERS) are described as
bidirectional sugar and amino acid transporters, respectively. Members of the SWEET
family are involved in different physiological processes during plant development. The
Arabidopsis transporters AtSWEET11 and AtSWEET12 perform redundant functions in
phloem loading. Sucrose is formed in mesophyll cells and diffuses symplasmically to
phloem parenchyma cells where AtSWEET11 and AtSWEET12 facilitate the efflux into the
apoplasm. Subsequently, sucrose is loaded into the sieve element-companion cell complex
by the secondary active proton-sucrose symporter SUC2 and is then transported into sink
tissues. Phloem localised sucrose transporters in rice are reprogrammed by bacterial
effectors to establish compatibility. Various members of the SWEET family are also
transcriptionally induced in Arabidopsis by different pathogens.

In this study, it was shown that mature leaves of sweetll/sweetl2 double mutants are
characterised by constantly elevated levels of soluble sugars and starch over a diurnal
cycle independent of the duration of the light period. This effect was absent in sweetll and
sweetl2 single mutants. Furthermaore, transcripts of the two transporter genes are subject
to diurnal regulation with maxima peaking in the middle of the dark period. Investigation of
carbohydrate pools in reporter lines expressing translational reporter gene fusions of
AtSWEET11-YFP or AtSWEET12-YFP (Yellow Fluorescent Protein) from either the
endogenous or the constitutive 35S promoter in the wild type background indicate a
predominant function of these transporters during the light period.

Infection of Arabidopsis with the adapted (hemi)biotrophic pathogens Pseudomonas
syringae, Erysiphe cruciferarum or Colletotrichum higginsianum led to the accumulation of
AtSWEET12-YFP in the vasculature, whereas accumulation of AtSWEET11-YFP or
AtSWEET12-YFP was absent from the plant-pathogen interface. However, challenge with
C. higginsianum and P. syringae led to the accumulation of AASWEET12-YFP in the vicinity
of infection sites. Loss of AtSWEET11 or AtSWEET12 did not negatively affect the
proliferation of the investigated pathogens. While the susceptibility of sweetll/sweetl?2

double mutants was not affected in the interaction with P. syringae or E. cruciferarum,



these plants exhibited increased resistance towards C. higginsianum. The early biotrophic
interaction was accompanied by a stronger accumulation of free and bound salicylic acid
and camalexin. With the progress of infection, double mutants also showed a stronger
accumulation of soluble sugars compared to the wild type. Water treated sweetl1/sweetl2
double mutants already showed significantly higher levels of total salicylic acid. Besides, a
GO term enrichment analysis of significantly induced genes in mock treated double mutant
plants were associated with plant defence response, SA biosynthesis and MAPK
cascades. The obtained dataset indicates a positive correlation between the elevated
carbohydrate status and the enhanced defence response of double mutant plants, which
results in increased resistance towards C. higginsianum infection. Owing to the absence
of transporter accumulation at the plant-pathogen interface and the fact that loss of the
transporters did not negatively affect pathogen proliferation, it seems unlikely that
AtSWEET11 and AtSWEET12 are substantially involved in sugar provision to the three
investigated adapted pathogens.

Besides the above mentioned induction of UMAMIT metabolite transporters during
nodule development, this work shows that three members of this family are induced upon
infection with the (hemi)biotrophic fungal pathogens E. cruciferarum and C. higginsianum.
Loss of AtUMAMIT18 or AtUMAMIT29 had no influence on leaf carbohydrate contents in
non-infected source leaves but resulted in reduced amounts of glutamine, glutamic acid,
asparagine and arginine in umamit29 at the end of the light period. Early biotrophic
establishment of C. higginsianum was accelerated in umamitl8 and umamit29 mutant
plants. However, early necrotrophic colonization did not differ between wild type and
umamitl8, while umamit29 showed increased resistance during the necrotrophic
colonization phase. Moreover, both mutants displayed reduced susceptibility to E.
cruciferarum. While the analysis of AtSWEET11 and AtSWEET12 did not reveal any
evidence for an involvement of these two transporters in pathogen nutrition, further work is
needed to determine the role of the three investigated UMAMIT family members for the

provision of organic nitrogen to the E. cruciferarum and C. higginsianum.
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1 Einleitung

(LQOHLWXQJ

Als die wichtigsten Priméarproduzenten organischer Substanzen aus anorganischen
Vorstufen an Land, sind Pflanzen auf die Versorgung mit Wasser und Mineralstoffen aus
dem Boden Uber das Wurzelsystem angewiesen. Diese Lebensstrategie bedingt jedoch
eine Immobilitdt und setzt Mechanismen voraus, um auf veranderte Umweltbedingungen

variabel zu reagieren.

1.1 Das pflanzliche Abwehrsystem

Die rezente Organismenwelt entstand im Laufe einer komplexen evolution&ren Entwick-
lung, welche im weitesten Sinne auf Interaktion mit der bzw. Perzeption ihrer Umwelt
beruht. Neben Herbivoren kénnen pathogene Mikroorganismen und die damit verbundene
Manipulation der pflanzlichen Physiologie einen entscheidenden Einfluss auf die pflanz-
liche Entwicklung ausuiben. Interaktionen, welche ausschlief3lich auf Kosten des Wirtes ba-
sieren, werden als parasitisch bezeichnet. Phytopathogene Lebensstrategien fihren zu-
dem zur Entwicklung von Krankheitssymptomen und bilden ein breites Spektrum an Her-
ausforderungen fir die pflanzliche Abwehr. Natirliche Offnungen wie Stomata oder Hyda-
thoden bzw. Wunden kénnen Bakterien als Zugang zum Interzellularraum dienen, wohin-
gegen Nematoden und Blattlause nadelartige Saugorgane in die Pflanzenzellen injizieren.
Biotrophe Pilze und Oomyceten differenzieren spezielle Hyphen fur die Erndhrung, welche
sich in Interzellularraumen oder innerhalb Zellen, umgeben von der eingestilpten Wirts-
plasmamembran, entwickeln (Jones und Dangl, 2006; Faulkner und Robatzek, 2012).
Interaktionen, bei welchen es zur Ausbildung von Krankheitssymptomen kommt, spiegeln
jedoch einen geringen Anteil der Pflanze-Pathogen-Interaktionen wider. In der Natur resul-
tiert ein Grof3teil der phytopathogenen Angriffsversuche in einer inkompatiblen Interaktion,
in welcher keine erfolgreiche Infektion etabliert werden kann. Grundelemente dieser Nicht-
Wirts-Resistenz sind neben der induzierbaren basalen Abwehr Komponenten der préafor-
mierten Abwehr, wie die Kutikula und Trichome als physikalische Barrieren bzw. konstitutiv
exprimierte antimikrobielle Substanzen (Mysore und Ryu, 2004). In der rassenspezifischen
Resistenz ist es einer ansonsten virulenten Pathogenart nicht moglich einzelne Sorten
bzw. Okotypen einer Pflanzenart zu besiedeln.

Trotz einer erstaunlichen Ahnlichkeit der Immunitat zwischen Pflanzen und Saugetieren
stutzt sich die pflanzliche Abwehrantwort, im Gegensatz zum adaptiven Immunsystem der
Vertebraten mit mobilen Abwehrzellen, auf ein zellbasiertes Immunsystem (Nurnberger,
2004; Zipfel & Felix, 2005). Pflanzen sind hierbei auf ein genetisch vorgegebenes Spek-
trum an Rezeptoren zur Erkennung phytopathogener Strukturen in der Zellperipherie und

im Zytoplasma angewiesen (Chisholm et al., 2006; Jones und Dangl, 2006).



1 Einleitung

1.1.1 Induzierbare Abwehrantworten

Die Fahigkeit von Pflanzen zwischen molekularem Selbst und Fremd zu unterscheiden
ermoglicht eine differenzielle Erkennung potenziell Schad-assoziierter Veranderungen.
Durch Pathogenbefall abgeloste Bestandteile der pflanzlichen Zellwand oder die
extrazellulare Perzeption, unter normalen Bedingungen, intrazellular lokalisierter Pflanzen-
molekile, konnen als beschadigungsassoziierte Molekulare Muster (DAMPs, Damage-
Associated Molecular Pattern) wahrgenommen werden. Innerhalb einer phylogenetisch
verwandten Pathogengruppe konservierte, strukturelle Makromolekile, sogenannte
PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Pattern), werden dagegen als wirtsfremde mole-
kulare Muster erkannt (Moghaddam und Van den Ende, 2012). Da die Erkennung mi-
krobieller Strukturkomponenten nicht nur auf pathogene Organismen beschrankt ist, wird
in der Literatur auch die Bezeichnung MAMPs (Mircobe-Associated Molecular Pattern) ver-
wendet. Da in dieser Arbeit ausschlieZlich mit phytopathogenen Organismen gearbeitet
wurde, wird im Weiteren die Bezeichnung PAMP gewahlt.

Durch PAMP-Erkennung vermittelte Resistenz wird als PAMP-vermittelte Immunitat
(PTI, PAMP-Triggered Immunitiy) bezeichnet (Jones & Dangl 2006) und kann als grund-
legende, basale Ebene der induzierbaren Abwehr verstanden werden (Boller und He,
2009). Die Sekretion von Effektorproteinen erméglicht adaptierten Pathogenen die PTI zu
manipulieren und kann in Effektor-vermittelte Suszeptibilitat (ETS, Effector-Triggered
Susceptibility) des Wirtes resultieren (Kapitel 1.1.1.1). Die zweite Ebene der induzierbaren
pflanzlichen Abwehr stellt die Effektor-vermittelte Immunitat (ETI, Effector-Triggered
Immunity) dar (Jones & Dangl, 2006). Dabei kann Erkennung sekretierter pathogener
Effektoren zur ETI-vermittelten, erfolgreichen Abwehr der Pathogene fuhren. Diese Er-
kennung von Effektoren resultiert in vielen Fallen in einer Hypersensitiven Reaktion (HR),
welche mit einem schnell ablaufenden programmiertem Zelltod assoziiert ist und zur Pro-
duktion antimikrobieller Substanzen sowie hydrolytischer Enzyme wie Chitinasen und -
1,3-Glucanasen im umliegenden Gewebe fiihrt (Spoel und Dong, 2012). Eine HR
vermindert damit die Verfligbarkeit von Wirtsassimilaten fiir biotrophe Pathogene
(Glazebrook, 2005) und fuhrt zur Steigerung der lokalen Resistenz (Spoel und Dong,
2012). Wahrend PTI eine prinzipiell generelle Reaktion auf eine begrenzte Anzahl konser-
vierter PAMPs wesentlicher Pathogengruppen darstellt, ist die ETI eine Abwehrantwort auf
spezifische, hochpolymorphe Effektoren angepasster Pathogenstdmme (Spoel und Dong,
2012).

1.1.1.1 Die Basale Abwehr

Die Erkennung von PAMPs bzw. DAMPs erfolgt tiber Plasmamembranstandige Rezep-

toren (PRRs, Pattern Recognition Receptors), die Resistenz gegen eine Vielzahl nicht-
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1 Einleitung

adaptierter Pathogene vermitteln, da konservierte Strukturen phylogenetisch verwandter
Pathogene erkannt werden. Diese Oberflachen-lokalisierten Rezeptorkinasen (RK) oder
Rezeptor-ahnlichen Proteine (RLP, Receptor Like Proteins) ermdglichen eine sensitive
und schnelle Erkennung potenzieller biotischer Gefahrensituationen. Derzeit bekannte
PRR-RKs sind aus einer Ligand-bindenden Ektodomaéne, einer Transmembran (TM)-
Doméne und einer intrazellularen Kinasedoméane aufgebaut. PRR-RLPs weisen bis auf die
fehlende Kinasedomé&ne einen vergleichbaren Aufbau auf. Nach bisherigem Wissen wird
davon ausgegangen, dass ihre kurze intrazellulare Region in Verbindung mit weiteren RKs
die Bindung von Liganden in ein intrazellulares Signal Gberfuhrt (Zipfel, 2014).

Die Perzeption von Peptiden wird, nach aktuellen Erkenntnisstand, durch PRRs mit
einer LRR (Leucine Rich Repeat)-Ektodoméne vermittelt, wohingegen die Wahrnehmung
von Zuckerkomponenten vorrangig Uber extrazellulare LysM-Doméanen vermittelt wird
(Monaghan und Zipfel, 2012). Kirzlich wurde in Arabidopsis die RLK LORE (Lipo-Oligo-
sacchride-specific Reduced Elicitation) beschrieben. Hierbei vermittelt die B-Typ (bulb-
type) Lektin S-Domane 1 die Wahrnehmung bakterieller Lipooligosacchride und die Akti-
vierung der PTI (Ranf et al., 2015).

Eine Bindung des bakteriellen Flagellins am PRR FLS2 (FLAGELLIN-SENSING 2)
(Chinchilla et al., 2006), des prokaryotischen Elongationsfaktors EF-Tu an ERF1 (EF-Tu
RECEPTOR 1) (Zipfel et al., 2006) oder die Aktivierung des Chitooligosaccharid-Rezeptors
CERK1 (CHITIN ELICITOR RECEPTOR KINASE 1) (Miya et al., 2007) fuhren zur
unverzuglichen Rekrutierung der LRR-RK BAK1 (RLK BRASSINOSTEROID INSEN-
SITIVE 1-ASSOCIATED KINASE 1) an die PRRs, welcher zur vollstandigen Aktivierung
des Immunsignals erforderlich ist. Die Assoziation von BAK1 mit verschiedenen LRR-RKs
oder RLPs flhrte zu der Hypothese, dass dieser fur ein breiteres Spektrum an Liganden
als Signalverstarker eine Rolle spielen kdnnte (Liebrand et al., 2014).

Peptidoglykane sind Hauptbestandteile bakterieller Zellwédnde und werden in Arabi-
dopsis Uber RLPs mit LysM-Ektodomé&nen erkannt. Spezifische Bindung an AtLYM1 und
AtLYM3 fuhrt zur CERK1-vermittelten Abwehrreaktion (Willmann et al., 2011). Die Aktivitat
von AtCERK1 ist weiterhin in die Generierung Chitin-vermittelter Immunsignale bei Infek-
tion mit phytopathogenen Pilzen involviert. Die direkte Bindung von Chitin-Oktameren an
die CERK1 LysM-Domanen vermittelt die CERK1-Dimerisierung und damit die Aktivierung
entsprechender Immunsignale (Miya et al., 2007; Liu et al., 2012). Die Perzeption von
Chitin vermittelt weiterhin den Verschluss von Plasmodesmata, den symplastischen Ver-
bindungen benachbarter Zellen, und kann zu CERK1-unabhangiger AtLYM2-vermittelter
Resistenz gegeniiber Pilzpathogenen fihren (Petutschnig et al., 2010; Shinya et al., 2012,;
Faulkner et al., 2013; Narusaka et al., 2013). Neuere Daten deuten darauf hin, dass PRR-

Komplexe auch in der Regulation von Zelltod-Reaktionen involviert sind. Eine krzlich ver-
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offentlichte Studie konnte zeigen, dass ein Aminosaureaustausch in der zweiten von drei
LysM-Domanen von AtCERKZ1 in einer gesteigerten SA-abhéngigen Zelltodantwort und
Resistenz gegen Mehltau resultiert. Interessanterweise war dieser Phanotyp unabhangig
von der Chitin-Signalweiterleitung und der Aktivitat der Kinase-Domane. Eine bisher nur in
tierischen Zellen beschriebene Ablésung der Ektodoméane, welche als weiteres Signal
agieren konnte, wurde hierbei auch fir CERK1 aufgedeckt (Petutschnig et al., 2014).

Weitere beschriebene pilzliche PAMPs sind Xylanasen (Ron und Avni, 2004), Avel
(Avirulence on Vel) (de Jonge et al., 2012; Zhang et al., 2014), Endopolygalakturonasen
und AVRLM1, wobei fir die drei letzteren noch keine direkte Bindung mit PRRs nach-
gewiesen werden konnte (Zipfel, 2014).

Neben der Erkennung von PAMPs kann auch durch Erkennung von DAMPs eine
Abwehrantwort ausgeldst werden. So erkennen in Arabidopsis die LRR-RKs PEPR1 (PEP
RECEPTOR 1) und PEPR2 Peptide deren Expression durch Verwundung oder PAMP-Per-
zeption induziert wird (Krol et al., 2010; Yamaguchi et al., 2010). Ebenso werden durch
pilzliche Polygalacturonasen freigesetzte Oligogalacturonide aus dem Pektinanteil der
pflanzlichen Zellwand durch die RK WAK1 (WALL-ASSOCIATED KINASE 1) erkannt
(Brutus et al., 2010). Ein weiteres Beispiel der DAMP-Erkennung in Pflanzen stellt extra-
zellulares ATP dar, welches durch Verwundung oder Pathogenbefall freigesetzt und durch
den Rezeptor DORN1/LecRK-1.9 wahrgenommen wird (zusammengefasst in Zipfel,
2014).

Zu friihen Reaktionen der PAMP- bzw. DAMP-Erkennung gehéren neben dem Anstieg
zytosolischer Calciumkonzentrationen auch die binnen weniger Minuten aktivierten MAPK
(Mitogen-Associated Protein Kinase)-Kaskaden und gesteigerte Produktion des Stress-
hormons Ethylen (Boller und Felix, 2009). MAPK-Kaskaden vermitteln die Weiterleitung
der PRR-detektierten extrazellularen Stimuli als intrazellulares Signal. Fir die PRRs FLS2
(Gomez-Gomez und Boller, 2002), EFR (Zipfel et al., 2006) und CERK1 (Miya et al., 2007)
konnte eine Stimulation von MAPK-Kaskaden gezeigt werden. Die PAMP-vermittelte An-
derung von Calciumstromen fiihrt dabei zur Induktion von Calcium-abh&ngigen Protein-
kinasen (CDPK, Calcium-Dependent Protein Kinases), welche neben reaktiven Sauerstoff-
spezies (ROS, Reactive Oxygen Species) teilweise in Signalfunktionen zur Regulation von
MAPK-Kaskaden eingebunden sind. Ebenso sind Calcium-ATPasen an der Einstellung
von Calcium-Konzentrationen und teilweise an der Regulation des programmierten Zell-
todes beteiligt (Zhu et al., 2010; Rasmussen et al., 2012). Die Stimulation dieser Kaskaden
kann Reaktionen auf einer Vielzahl zellularer Ebenen beeinflussen.

So fuhrt die Erkennung des konservierten, 22 Aminoséure grol3en Peptids des bak-
teriellen Flagellins (flg22) zur Stimulation von MAPKs und zur Phosphorylierung ver-
schiedener Membranproteine. Hierbei war mit RbohD (RESPIRATORY BURST OXIDASE
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HOMOLOGUE D), auch jene NADPH-Oxidase zu finden, welche den oxidativen Burst ver-
mittelt (Boller und Felix, 2009). Weiterhin deuten verschiedene Untersuchungen darauf hin,
dass unterschiedliche PAMPs trotz abweichender Regulation auf Ebene der PRRs zur
Deregulierung &hnlicher Genexpressionsmuster filhren kénnen und wahrscheinlich teil-
weise redundante Signalwege benutzen (Boller und Felix, 2009; Rasmussen et al., 2012).
Unter den durch PAMP-Perzeption transkriptionell hochregulierten Genen befanden sich
neben Transkriptionsfaktoren auch pathogenbezogene (PR, Pathogenesis Related) Gene.

1.1.1.2 Resistenzgen vermittelte Abwehr

Die pflanzliche Immunitat basiert bei Pathogenbefall auf der zellautonomen Wahrneh-
mung und Reaktion. Pathogene haben bemerkenswerte Fahigkeiten der Adaption an be-
stimmte Wirtsgenotypen entwickelt, wobei sekretierte Effektoren und Toxine eine entschei-
dende Rolle spielen. Effektoren und toxische Sekundarmetabolite kdnnen bei hemibio-
trophen und nekrotrophen Organismen entweder an der Zerstdérung des Wirtsgewebes,
der Unterdriickung der Immunantwort oder der Manipulation des Wirtsmetabolismus zur
Unterstltzung pathogener Proliferation beteiligt sein (van Kan, 2006; Cui et al., 2015; Lo
Presti et al., 2015). Wahrend liber Mechanismen der Ubermittlung pilzlicher Effektoren in
Pflanzenzellen noch relativ wenig bekannt ist, sind diese in bakteriellen Systemen gut er-
forscht. Eine Vielzahl Gram-negativer Bakterien verwendet ein Typ-llI-Sekretionssystem
(T3SS) um sogenannte Typ-lll Effektorproteine in das Zytoplasma ihrer eukaryotischen
Wirtszelle zu translozieren. Diese Effektorproteine kdnnen als Virulenz-Determinanten
Manipulationen des Wirtsorganismus zum Vorteil des Pathogens hervorrufen.

Die Co-Evolution von Effektoren und pflanzlichen Zielgenen kann durch zwei vorstell-
bare Szenarien erklart werden. In einer Art Wettrlisten (arms race model) werden auf bei-
den Seiten in kontinuierlichen Zyklen neue Innovationen fir Befall bzw. Abwehr entwickelt,
welche nur temporar in der Population fixiert werden (Dawkins und Krebs, 1979). Im
zweiten Modell (trench warfare model) wird dagegen von einer stabilen Etablierung von
pathogenen Effektor- und pflanzlichen Ziel-Allelen ausgegangen, wobei es jedoch uber
Generationen zu Schwankungen im Auftreten kommt (Stahl et al., 1999). Es wird ange-
nommen, dass das Auftreten der beiden Szenarien stark von Bedingungen des Selek-
tionsdrucks in Monokulturen oder natiirlichen System beeinflusst wird (Lo Presti et al.,
2015).

Ein gut untersuchtes Element dieser Co-Evolution stellt die Familie pflanzlicher intra-
zellularer NLR (Nucleotide binding *Leucin-rich Repeats)-Rezeptoren, oder sogenannte
Resistenz-Proteine (R-Proteine), dar. Diese dienen der direkten oder indirekten Erkennung
mikrobieller Effektorproteine und der Induktion einer robusten Abwehr, der sogenannten

ETI (Jones und Dangl, 2006). Weiterhin tragen sie zur Vermittlung von systemischer Resis-
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tenz (SAR, Systemic Acquired Resistance) zum praventiven Schutz distaler systemischer,
nicht infizierter Pflanzengewebe bei. NLRs kdnnen anhand ihrer charakteristischen N-
terminalen Domanen in TIR (Toll-Interleukinl Recep-tor)- und CC (Coiled Coil)-NLRs
differenziert werden, wobei die zugrundeliegenden Gene zu den sich am schnellsten entwi-
ckelnden in Pflanzen gehdren (Karasov et al., 2014, Cui et al., 2015). Um unnétige Akti-
vierung auf Kosten der pflanzlichen Entwicklung zu vermeiden, wird die Genexpression
von NLRs uber verschiedene Mechanismen reguliert (Staiger et al., 2013; Cui et al., 2015).

Die Effektor-Perzeption durch NLRs ist hoch spezifisch und kann entweder durch
direkte Interaktion mit dem Effektor oder durch indirekte Bindung eines weiteren Proteins,
welches entweder ein Zielprotein des Effektors oder ein strukturell &hnliches Kdderprotein
darstellt, erfolgen (Chisholm et al., 2006; van der Hoorn und Kamoun, 2008). Die Aktivi-
taten verschiedener Effektoren sind oft auf entscheidende Schnittstellen der Wirtsabwehr
fokussiert und kénnen Komponenten wie apoplastische Wirts-Proteasen (Effektoren mit
Protease-inhibitorischer Aktivitéat), das Ubiquitin-Proteasom System, pflanzliche Immun-
rezeptoren, die Biosynthese abwehrrelevanter Phytohormone oder das Vesikeltranspor-
tsystem betreffen (Lo Presti et al., 2015). Die Indirekte Effektor-NLR-Interaktion ermdglicht
einer relativ geringen Anzahl an Wirtsproteinen die Wahrnehmung einer Vielzahl schnell
evolvierender Effektoren (Mukhtar et al., 2011; Wessling et al., 2014). So Uberwachen die
beiden Arabidopsis Plasmamembran-Rezeptoren RPM1 (RESISTANCE TO P.
SYRINGAE PV MACULICOLA 1) und RPS2 (RESISTANCE TO P. SYRINGAE 2) das
Wirtsprotein RIN4 (RPM1-INTERACTING PROTEIN 4), welches durch verschiedene
Effektoren adressiert wird (Cui et al., 2015). Eine weitere taktische Innovation der
Resistenz vermittelt der CC-NLR Rezeptor Prf (PSEUDOMONAS RESISTANCE AND
FENTHION SENSITIVITY), der die Aktivitat von mehreren bakteriellen Effektoren erkennt.
Hierbei wird Prf durch die Kinase Pto, fur welche keine Funktion in der basalen Abwehr
aufgezeigt werden konnte, in einem inaktiven Status gehalten. Jedoch weist die Kinase-
domane von Pto Ahnlichkeiten zu denen von FLS2, ERF und BAK1, dem eigentlichen
Virulenz-Ziel des Effektors AvrPto, auf. Die Effektorerkennung einer Pto-Kinase des
Prf/Pto-Komplexes vermittelt die Aufhebung der negativen Regulation einer zweiten Pto
des Komplexes, welche die priméare Sensorkinase transphosphoryliert und damit die
Aktivierung der Abwehr und letztendlich HR vermittelt (Ntoukakis et al., 2014). So kénnen
Wirtsproteine ohne relevante Resistenzfunktion, aber &hnlicher Struktur zu Komponenten
der basalen Abwehr, Effektoren abfangen und ETI auslésen (van der Hoorn und Kamoun,
2008; Collier und Moffett, 2009; Cui et al., 2015). Auch heteromere Kombinationen von
NLR-Rezeptoren steigern das Erkennungsrepertoire von Pflanzen. Die TIR-NLR-
Rezeptoren RPS4 und RRS1 (RESISTANCE TO RALSTONIA SOLANACEARUM 1) sind

in der Abwehr von mindestens drei verschiedenen Pathogenen involviert, wobei die
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Bildung eines TIR-Domanen-Heterodimers zur Bildung eines funktionellen Effektor-
Erkennungs-Komplex erforderlich ist (Birker et al., 2009; Williams et al., 2014).

In Pflanzenzellen injizierte TAL (Transcription Activator-Like)-Effektoren von
Xanthomonas und Ralstonia induzieren durch Bindung an Promotoren von Wirtsgenen die
Expression von Suszeptibilitaitsgenen (Boch und Bonas, 2010; Streubel et al., 2013). Die
Rolle von TAL-Effektoren bei der Etablierung kompatibler Interaktionen wird in Kapitel 1.2.4
eingehender beleuchtet. Ein erstaunlicher Mechanismus wurde hierbei in Reis und Paprika
aufgedeckt, wo die Gegenwart von TAL-Effektor-Bindestellen stromaufwarts eines Resis-
tenzgens im Sinne eines Kdders zur Aktivierung der HR durch die entsprechenden TAL-
Effektoren fuhrt (Roemer et al., 2007; Kay und Bonas, 2009; Straul} et al., 2012).

1.1.1.3 Effektoren in der Interaktion von Pflanzen mit phytopathogen en Pilzen

Zu den am starksten spezialisierten pflanzlichen Pathogenen gehdren biotrophe Pilze,
welche Mechanismen entwickelt haben, um sich auf lebendem Wirtsgewebe zu entwickeln.
Um ihren Lebenszyklus abzuschlieBen, missen Vertreter wie Rost-, Brand- und Mehltau-
pilze der pflanzlichen Abwehr widerstehen und/oder diese unterdriicken (Perfect und
Green, 2001; Rafigi et al., 2012). Die grol3e Diversitat verschiedener pilzlicher Lebens-
strategien, von mutualistisch bis nekrotroph, beruht ebenfalls auf sekretierten Virulenz-
Determinanten, welche ihren Einfluss im Apoplasten, an der Wirts-Pathogen-Interaktions-
zone oder innerhalb der Pflanzenzelle entfalten (Rafiqi et al., 2012; Lo Presti et al., 2015).
Effektor-Proteine sind zumeist als kleine sekretierte ProteiQH ” $PLOQRVIXUHQ GHILC
und ihre Tertiarstruktur wird Gber Disulfidbricken stabilisiert, was eine gute Voraussetzung
darstellt, um unginstige apoplastische Bedingungen zu Uberstehen (Stergiopoulos et al.,
2013). Im Gegensatz zum funktionellen Verstandnis von bakteriellen Effektorproteinen ist
noch nicht viel tGber die Funktion pilzlicher Effektorproteine bekannt.

Eine vergleichende Genomanalyse fur potentiell sekretierte Proteine mit charakteris-
tischen Doméanen ergab eine Uberreprasentation von Genen des Sekundarmetabolismus
in saprophytischen, nekrotrophen und hemibiotrophen Pilzen. Im Gegensatz dazu waren
diese, wie auch Proteine mit hydrolytischer oder kohlenhydratbindender Aktivitat in Bio-
trophen deutlich weniger vertreten (Zuccaro et al., 2014). Ubereinstimmend dazu ergab
eine Analyse des Sekretoms von 84 Pflanzen-kolonisierenden Pilzen, einen héheren Anteil
sekretierter Pflanzenzellwand-degradierender Enzyme in nekrotrophen und hemibiotro-
phen Arten, im Vergleich zu biotrophen Vertretern. Dies ist auf die Adaption von biotrophen
Arten an lebendes Wirtsgewebe zurtickzufiihren und hat sich vermutlich zur Vermeidung
einer Abwehrinduktion etabliert. Pilze mit der h6chsten Anzahl sekretierter Proteine waren
hierbei in der Gruppe der Hemibiotrophen Uberreprasentiert, was wahrscheinlich auf die

zwei sequentiellen Infektionsphasen zuriickzufihren ist (Lo Presti et al., 2015). Hemibio-
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trophe Pilze durchlaufen nach der Penetration der Wirtszelle eine initiale biotrophe Wachs-
tumsphase, die anschlieRend in ein nekrotrophes Wachstum ubergeht (siehe auch 1.3.1)
(Mendgen und Hahn, 2002). Eine globale Transkriptionsanalyse des hemibiotrophen
Pathogens C. higginsianum ergab weiterhin, dass Gene, welche fir sekretierte Proteine
ohne funktionelle Annotation kodieren, vorrangig wahrend der initialen biotrophen Phase
exprimiert werden, wahrend der Anteil sekretierter lytischer Enzyme in der nekrotrophen
Phase zunimmt (O'Connell et al., 2012).

Prinzipiell werden Effektoren erst nach Kontakt mit potenziellen Wirtspflanzen expri-
miert, wobei das Expressionsprofil auch auf der Ebene unterschiedlicher Infektionsstadien
reguliert wird (Kleemann et al., 2012; O'Connell et al., 2012; Oekmen und Doehlemann,
2014). Ein Grofteil pilzlicher Effektoren wurde durch ihre Funktion als Avirulenz-Proteine
(Avr-Proteine) und der Aktivierung der R-Protein-vermittelten HR-Antwort charakterisiert.
Die zytoplasmatische Lokalisation der Mehrheit dieser korrespondierenden R-Proteine
deutet auf eine Translokation pilzlicher Effektorproteine in die Pflanzenzelle hin, jedoch ist
Uber die zugrundeliegenden Mechanismen bisher wenig bekannt (Lo Presti et al., 2015).
Ebenfalls sind im Gegensatz zu Bakterien und Oomyceten vergleichsweise wenige pilz-
liche Effektoren funktionell charakterisiert. Das Fehlen axenischer Kultivierbarkeit und
damit verminderte Zuganglichkeit flr genetische Manipulation wirken sich vor allem bei
obligat biotrophen Vertretern limitierend aus. So inhibieren Avr2 und Avrd aus
Cladosporium fulvum pflanzliche Cystein-Proteasen und tragen zum Schutz der pilzlichen
Zellwand gegen Chitinasen der Pflanze bei (Stergiopoulos und de Wit, 2009).

In der Interaktion des biotrophen Maisbeulenbrand-Erregers, Ustilago maydis, wurden
erfolgreich verschiedene Effektoren beschrieben. So inhibiert der im Apoplast akkumulie-
rende Effektor Pepl (PROTEIN ESSENTIAL DURING PENETRATION 1) die sekretierte
Peroxidase POX12 der Wirtspflanze Mais, einer wichtigen Komponente des ROS-gene-
rierenden Systems (Hemetsberger et al., 2012). Ebenfalls ist die Kolonisierung des
Pflanzengewebes von einer starken Sekretion von CMU1 (CHORISMAT MUTASE 1) be-
gleitet, die offenbar in das Zytoplasma der Wirtszelle aufgenommen wird. Die Aktivitat von
CMUL1 verringert hierbei die Verfligbarkeit der SA-Vorstufe Chorismat fiir den pflanzlichen
Stoffwechsel und Gibt damit einen entscheidenden Einfluss auf die Abwehr der Pflanze aus
(Djamei et al., 2011).

Die Infektion von C. higginsianum ist durch eine sequenzielle Abfolge einer biotrophen
und nekrotrophen Interaktionsphase gekennzeichnet (siehe 1.3.1). Eine Analyse von C.
higginsianum-Effektorkandidaten in verschiedenen Entwicklungsstadien zeigte, dass wéh-
rend der biotrophen Pra- und Postpenetrationsphase Gene aus 12 verschiedenen Clustern
des Sekundérmetabolismus das Transkriptom dominierten. Es wird vermutet, dass Pro-

dukte und Intermediate des Sekundarmetabolismus ahnliche Funktionen wie Effektor-
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proteine zur Manipulation des Wirtes Gbernehmen kdnnen. Weiterhin konnte gezeigt wer-
den, dass unterschiedliche Gruppen von potentiell sekretierten Effektoren (CSEP, Candi-
date Secreted Effector Proteins) korrelierend mit unterschiedlichen Infektionsstadien in
Wellen induziert wurden (Kleemann et al., 2012). Die Mehrheit der CSEPs war jedoch in
der biotrophen Interaktion prasent und deutet auf eine entscheidende Notwendigkeit der
Modulation der Wirtsantwort wahrend der biotrophen Phase hin. Es wird angenommen,
dass biotrophe Primérhyphen eine ahnliche Funktion wie Haustorien obligat biotropher
Pilze in puncto Nahrstoffaufnahme und Effektor-Sekretion tibernehmen (Oliver und Ipcho,
2004; Muench et al., 2008). In dieser Studie wurde jedoch kein Hinweis auf eine spezifische
transkriptionelle Umprogrammierung von Néhrstoff-Transportern des Pathogens wéahrend
der biotrophen Phase gefunden. Dies und die Induktion verschiedener plasmamembran-
standiger Transporter wahrend der nekrotrophen Phase, deuten auf eine vorrangige Funk-
tion der biotrophen Hyphen in der Effektor-Ubermittlung hin (O'Connell et al., 2012). Es ist
jedoch denkbar, dass das im Wirtsgewebe zur Verfigung stehende Substratspektrum wah-
rend der nekrotrophen Phase viel diverser ist als in der Biotrophie, so dass auch mehr ver-
schiedene Transportproteine benétigt werden. Bisher sind jedoch relativ wenige Effektoren
in Colletotrichum #Arten beschrieben. Untersuchungen des vermutlich sekretierten Pro-
teins CgDNS3 aus C. gloeosporioides deuten auf eine Beteiligung in der Unterdriickung ei-
ner Penetrations-vermittelten HR der Wirtszellen hin (Stephenson et al.,, 2000). CIH1
(COLLETOTRICHUM INTRACELLULAR HYPHA 1), welcher in C. lindemuthianum und C.
higginsianum charakterisiert wurde, enthalt ein Chitin-bindendes Lysin-Motiv in Tandem-
anordnung und ist vermutlich in der Maskierung von Chitin involviert (Perfect et al., 1998;
Takahara et al., 2009). Weiterhin ist der wahrend des Umschaltens auf nekrotrophes
Wachstum exprimierte NLP1 (NECROSIS AND ETHYLENE-INDUCING PROTEIN 1-LIKE
PROTEIN) aus C. higginsianum genauer untersucht worden. ChNLP1-induzierter Zelltod
in N. benthamiana konnte durch die Co-Expression verschiedener Biotrophie-induzierter
Effektoren unterdriickt werden (Yoshino et al., 2012). Obwohl nlp1-Mutanten nicht in ihrer
Virulenz beeintrachtigt waren, deuten die Daten darauf hin, dass die Balance von Effektor-
Proteinen im Ubergang zur Nekrotrophie hin in bestimmten Verhéltnissen eingestellt sind
(Lo Presti et al., 2015).

1.1.2 Die Salicylsdure-vermittelte Regulation der induzierbaren pflanzlichen
Abwehr

Die Aktivierung induzierbarer Immunreaktionen stellt einen streng regulierten Prozess
dar, um eine effektive und dennoch auf die pflanzliche Entwicklung optimal abgestimmte
Abwehr zu erméglichen. Die Induktion oder Unterdriickung von Abwehrgenen wird durch

ein Signalnetzwerk von Phytohormonen orchestriert, wobei Salicylsaure (SA, Salicylic
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Acid) und Jasmonsaure (JA, Jasmonic Acid) wesentliche regulatorische Funktionen Uber-
nehmen. Ein extensiver und komplexer Informationsaustausch zwischen verschiedenen
hormonellen Signalwegen erlaubt die Feinabstimmung transkriptioneller Programme. SA
vermittelt vorrangig Resistenzreaktionen gegen biotrophe und hemibiotrophe Phytopatho-
gene, wohingegen JA kritisch fur die Abwehr gegen Herbivoren und Nekrotrophe ist
(Glazebrook, 2005; Caarls et al., 2015). Die Wechselwirkung zwischen SA und JA ist prin-
zipiell antagonistisch, wobei in verschiedenen Untersuchungen eine Priorisierung einer
SA-vermittelten Reaktion gegeniiber JA-vermittelten aufgezeigt werden konnte (Spoel et
al., 2007; Koornneef et al., 2008). Neuere Daten deuten auf eine komplexe Konzentrations-
abhéngige Wechselwirkung zwischen den beiden Hormonsignalwegen hin (Boatwright und
Pajerowska-Mukhtar, 2013).

SA Ubernimmt eine entscheidende Funktion in der lokalen und systemischen Resistenz
(LAR bzw. SAR, Local / Systemic Acquired Resistance). Die Erkennung biotropher Patho-
gene bzw. derer Ubermittelter Effektoren fuhrt zur Induktion der SA-vermittelten Abwehr-
antwort im Rahmen der PTI und ETI und ist durch die Induktion charakteristischer PR-Pro-
teine, wie PR-1, PR-2 ( -1,3-Glukanase) und PR-5 (thaumatin-like), gepragt (Fu und Dong,
2013). Bei der ETI erfolgt die Bildung von SA schneller als bei der PTI. Ein zentraler Regu-
lator in dieser Signaltbermittlung ist EDS1 (ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1).
EDSL1 interagiert mit verschiedenen NLR-Rezeptoren, wobei die Interaktion mit den zwei
sequenzahnlichen Signalpartnern PAD4 (PHYTOALEXIN DEFICIENT 4) und SAG101
(SENESCENCE-ASSOCIATED GENE 101) und die Bildung von nukleozytoplasma-
tischen bzw. nukledren Komplexen entscheidend fur die Signalweiterleitung sind (Wiermer
et al., 2005; Wagner et al., 2013).

Die Biosynthese von SA wird aus dem Shikimat-Weg abgeleitet und kann prinzipiell
Uber zwei Wege erfolgen. Der Hauptanteil Pathogen-vermittelter SA-Produktion erfolgt
Uber einen zweistufigen Prozess von chloroplastidarer Isochorismat-Synthase (ICS) und
Isochorismat-Lyase (IPL) (Vlot et al., 2009). ICS1-defiziente Pflanzen (sid2, salicylic acid
induction deficient 2) weisen nur noch 5 bis 10 % Pathogen-induzierter SA auf, womit die
ICS1-vermittelte Bildung von SA einen entscheidenden Einfluss auf LAR und SAR ausiibt
(Wildermuth et al., 2001).

NPR1 (NON-EXPRESSER OF PATHOGENESIS-RELATED GENES 1) agiert als Co-
Aktivator der Transkription und ist ein zentraler Knotenpunkt der SAR-Regulation und wird
als direkte Verbindung zwischen der SA-Perzeption und der entsprechenden Genakti-
vierung erachtet. Die Erkennung eines Pathogenangriffs und die dadurch vermittelte Akti-
vierung des SA-Weges fiihren zu Anderungen im zellularen Redox-Status. Die Reduktion
zytoplasmatischer NPR1-Oligomere in die aktive monomere Form erméglicht die Perme-

ation in den Zellkern und die Aktivierung der Transkription SA-abhangiger Gene, wie PR1
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(Zhang et al., 2010; Seyfferth und Tsuda, 2014; Caarls et al., 2015). NPR3 und NPR4
weisen unterschiedliche SA-Affinitaten und NPR1-Bindekapazitaten auf. Dies ermoglicht
die Regulation der NPR1-Aktivitat in Bezug auf lokale SA-Konzentrationen und damit die
Starke der Abwehrreaktion von LAR und SAR (Fu et al., 2012).

1.2 Nodulin-dhnliche Proteine

Die symbiontische Interaktion zwischen Bakterien der Gattung Rhizobium und Legumi-
nosen basiert auf einem engen molekularen Dialog zwischen den Organismen und fuhrt
zur Bildung Stickstoff-fixierender Kndélichen (Crespi und Frugier, 2008). Pflanzliche Flavo-
noide und bakterielle Lipochitooligosaccharid-Molekiile, sogenannte Nod-Faktoren, vermit-
teln die Organogenese kolonisierter Pflanzenwurzeln und die Differenzierung der Bak-
terien zu Stickstoff-fixierenden Bakteroiden (Stacey et al., 2006; Kereszt et al., 2011). Die
dabei in den Leguminosen spezifisch in der Entwicklung symbiontischer Wurzel-knélichen
induzierten Gene wurden urspriinglich als Nodulin-Gene definiert (Legocki und Verma,
1980) und ergaben zum Beispiel 29 Kandidaten (MtN1 + MtN29) in der Medicago
truncatula - Rhizobium meliloti Interaktion (Gamas et al., 1996). Interessanterweise wurden
Homologe von Nodulin-Genen auch in Pflanzen gefunden, die der Nodulation nicht be-
fahigt sind. Im Arabidopsis Okotyp Col-0 wurden bisher 132 Nodulin-ahnliche Gene identi-
fiziert, welche in sieben Unterfamilien eingeteilt werden kénnen (Denancé et al., 2014).
Mindestens ein Ortholog aus jeder dieser sieben Familien konnte sowohl in allen Diko-
tyledonen als auch Monokotyledonen gefunden werden und stellt ein Indiz fir einen
zentralen Bestandteil von Nodulin-ahnlichen Proteinen im Genom von Bedecktsamern dar.
Dies deutet auf eine Evolution lange vor der Entstehung der Nodulation hin (Denancé et
al., 2014). Kandidaten dieser Familien stellen TM-Proteine in unterschiedlichen Kompar-
timenten dar, die in allen Organen und Entwicklungsstadien von Arabidopsis exprimiert
sein kénnen, was eine mdgliche Beteiligung an einem breiten Spektrum physiologischer
Funktionen skizziert.

Angehdrige der MtN3/saliva/SWEET Familie stellen die bisher am besten charak-
terisierten Mitglieder dar und sind an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt.
Aufgrund ihrer Transportspezifitat und ihres Expressionsmusters stehen sie, wie auch die
Mitglieder der MtN21/EamA-like/lUMAMIT Familie im Fokus aktueller Forschungsarbeiten
und sollen im Folgenden etwas genauer beleuchtet werden, da sie auch Gegenstand der

vorliegenden Doktorarbeit sind.
1.2.1 MtN21/EamA-like Transporter/UMAMIT

Vielzellige Organismen sind auf einen koordinierten inter- und intrazellularen Austausch

von Nahrstoffen sowie einer ausreichenden Versorgung aller Organe und Gewebe mit
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organischen Kohlenstoff- und Stickstoffgeriisten als Bausteine angewiesen, was Trans-
portproteine zu essenziellen Komponenten eukaryotischer Organismen macht.

Aminosauren haben einen wesentlichen Einfluss auf die pflanzliche Entwicklung und ihr
Metabolismus ist eng mit dem von Kohlenhydraten bzw. freien Zuckern verknipft. Die
Biosynthese von Aminosduren baut dabei auf der Verfligbarkeit von Kohlenstoffgeriisten
auf und Metabolite des Aminosaurekatabolismus kénnen wiederum tber den Citratzyklus
als Energiequelle genutzt werden. Alle stickstoffhaltigen Komponenten des Metabolismus
gehen auf die Synthese von Glutamin (GIn) zurtick, dem finalen Schritt der Assimilation
von anorganischem Stickstoff (Bernard und Habash, 2009). Neben den essentiellen
Eigenschaften von Aminosauren im Aufbau und Funktion von Proteinen spielen sie wich-
tige Rollen als Vorstufen der Synthese verschiedener Sekundarmetabolite, eine Gruppe
von Komponenten mit einer grof3en Diversitat und wichtigen Funktionen in der Signal-
Ubertragung, als Strukturkomponenten, in der Pathogenabwehr oder als Schutz vor UV-
Strahlung. Damit kommt Aminosauren eine entscheidende Rolle in der Adaption an
biotische und abiotische Umweltbedingungen zu (Sharma und Dietz, 2006; Szabados und
Savoure, 2010; Pratelli und Pilot, 2014).

In Pflanzen wurde der Import von Aminoséauren in Zellen sehr detailliert beschrieben,
wohingegen Uber Exportprozesse noch relativ wenig bekannt ist. Mitglieder der Familie
UMAMIT (Usually Multiple Acids Move In and out Transporters) kénnten am Export von
Aminosauren aus den Zellen beteiligt sein. Der Transfer von Aminosauren zwischen ver-
schiedenen Organen und ihr Kreislauf durch Xylem und Phloem ist Voraussetzung fir eine
optimale Stickstoff-verteilung in Pflanzen. Wahrend die Bezeichnung MtN21 wie unter 1.2
beschrieben auf die R. meliloti - M. truncatula Interaktion zurtickzufiihren ist (Gamas et al.,
1996), bezieht sich EamA-like auf eine charakteristische Metabolit-Transporter-Doméne
von Aminosaure-Exportern aus Escherichia coli (Franke et al., 2003; Livshits et al., 2003).

In einem Datenbank-Sequenzabgleich wurden alle Mitglieder der MtN21-Familie als
Membranproteine mit 10 bis 12 TM-Domanen vorhergesagt (ARAMEMNON Datenbank
(Schwacke et al., 2003; Denancé et al., 2014). Von 47 bekannten Mitgliedern dieser Trans-
porterfamilie in Arabidopsis wurden erst zwei in der Literatur beschrieben. AtSIAR1
(SILIQUES ARE RED 1) und AtWAT1 (WALLS ARE THIN 1) wurden hierbei bereits vor
der Umbenennung dieser Familie in UMAMIT charakterisiert (Ranocha et al., 2010; Ladwig
et al.,, 2012; Ranocha et al., 2013). AtUMAMIT18 (vorher AtSIAR1) wurde als bidirek-
tionaler Aminosaure-Transporter charakterisiert und Untersuchungen ergaben Import-
kapazitdten fur Glutamin, Histidin und Aspartat. Zusatzlich konnte ein Beitrag zur
Permeation von Glutamin, Valin, Citrullin und Isoleucin aus Zellen ermittelt werden. Histo-
logische Untersuchungen ergaben eine Plasmamembran-Lokalisation des Transporters in

unterschiedlichen Geweben. So konnte die Aktivitat des UMAMIT18-Promotors im vasku-
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laren Gewebe von source-Bléttern, im Perizykel der Wurzeln, in Staubgefal3en, an der
Chalaza von Samenanlagen und in sich entwickelnden Samen festgestellt werden. Es wird
vermutet, dass UMAMIT18 am Ausstrom Phloem-transportierter Aminosauren in den
Apoplast der Chalaza beteiligt ist, um die Versorgung angrenzender Zellen des Endo-
sperms und des Embryos zu gewahrleisten. Die Akkumulation von Anthocyanen ist ein
bekanntes Stresssymptom unter Stickstoff-limitierenden Bedingungen, wie kontinuierlicher
Belichtung. Die Akkumulation von Anthocyanen in Schoten von umamit18-Mutanten unter
diesen Bedingungen deutet auf eine entscheidende Rolle in der Verteilung von orga-
nischem Stickstoff und der Aminosédure-Homoéostase des Transporters in diesen Organen
hin (Ladwig et al., 2012).

Das zweite bisher beschriebene Mitglied, AtUMAMITS (vorher AtWAT1), wurde als
Tonoplast-lokalisiertes Protein beschrieben, welches einen wesentlichen Einfluss auf die
korrekte Ausbildung sekundéarer Zellwédnde von Xylem- und interfaszikularen Fasern von
Arabidopsis-Stangeln hat (Ranocha et al., 2010). Funktionsverlust von WAT1 flhrte zur
massiven Herunterregulierung der Expression Auxin-assoziierter Gene und reduzierten
Auxin-Gehalten, welche mit Beeintrachtigungen der Stangel-Entwicklung korrelierten
(Ranocha et al., 2010). In jungeren Untersuchungen konnte in Ankniipfung an diese Daten
UMAMITS als Vermittler (facilitator) des vakuoldren Auxin-Exports beschrieben werden
(Ranocha et al., 2013). Ferner fuhrt eine Funktionsstérung dieses Transporters zur Resis-
tenz gegen ein relativ breites Spektrum vaskularer Pathogene, was auf konstitutiv erhdhte
SA-Gehalte in watl Wurzeln zurtickzufiihren war. Ebenso war eine generelle Suppression
des Indol-Metabolismus durch eine bestandige Herunterregulierung von Genen der Indol-
glucosinolat-Biosynthese festgestellt worden, welche weiterhin die Tryptohan-Biosynthese
betraf. Dies filihrte zu reduzierten Mengen an Tryptophan, Indol-3-Essigsaure und Neo-
glucobrassicin, der Hauptform von Indolglucosinolaten in Wurzeln. Die Autoren vermu-
teten, dass dies durch eine Verschiebung des Metabolitflusses in der Indol-Biosynthese
zugunsten von SA, welche tber Chorismat verbunden sind, bedingt wurde (Denancé et
al., 2013).

1.2.2 Zuckertransport in Pflanzen

Zucker Ubernehmen eine zentrale Rolle im Stoffwechsel aller lebenden Organismen.
Die adaquate Steuerung von Stoffwechsel- und Transportprozessen basiert dabei auf einer
sensitiven Wahrnehmung zellularer Zuckergehalte.

Bisher charakterisierte Zucker-Transporter kdnnen in drei Zucker-Transporter-Super-
familien unterteilt werden, Glucose Transporter (GLUT), die Sodium-Glucose Symporters
(SGLTs) und die Familie der SWEETs (Sugars Will Eventually be Exported Transporter)
(Chen et al., 2015a). Mitglieder der GLUT-Transporter arbeiten Gber Uniport-Mechanismen
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und sind aus zwolf TM-Doméanen aufgebaut, was ein Charakteristikum der Major Facilitator
Superfamily (MFS) ist. Der menschliche Glukose-Transporter GLUT1, das bekannteste
Beispiel dieser Familie, bildet vermutlich Tetramere und ist durch einen sogenannten
accelerated-exchange Transport gekennzeichnet. Der zugrundeliegende Mechanismus
einer gesteigerten unidirektionalen Zuckeraufnahmerate bei Anwesenheit intrazellularer
Zucker ist jedoch noch nicht geklart (Chen et al., 2015a). Mitglieder der SGLT kdnnen in
die grof3e Sodium-Solute Family (SSF) eingeordnet werden, eine Transporterfamilie wel-
che fir gekoppelte, substratspezifische Transportprozesse verantwortlich ist. Die Trans-
porter besitzen 14 TM-Domanen, wobei die Topologie keine Ahnlichkeit zu GLUTs oder
SWEETs aufweist und darauf hindeutet, dass SGLTs sich unabhangig von anderen
Zucker-Transportern entwickelt haben (Chen et al., 2015a). Mitglieder der SWEET-Familie
werden zur MtN3/saliva/Familie (PFAM database code PF03083) zugeordnet und weisen
eine weite Verbreitung unter Eukaryoten auf. Ebenso konnten bakterielle Homologe (Semi-
SWEETS) in Prokaryoten beschrieben werden (Chen et al., 2010; Xuan et al., 2013; Chen
et al., 2015a).

1.2.3 Zucker-Transporter der MtN3/saliva/SWEET-Familie

Analog zur urspringlichen Nomenklatur MtN21 fir die Transporter-Familie UMAMIT
geht die Bezeichnung MtN3 auf Sequenzéhnlichkeiten Rhizobium-induzierter Gene in
Medicago-Kndllchen zuriick (Gamas et al., 1996). Die Rolle von MtN3-Orthologen in Reis
und Arabidopsis im Zuckertransport fuhrte zur Umbenennung in SWEET (Chen et al.,
2010; Denancé et al., 2014).

Die Verteilung in Mesophylizellen assimilierter Kohlenstoffe in Pflanzen stellt einen
mehrstufigen Prozess dar und hat einen maf3geblichen Einfluss auf das Wachstum und
die Entwicklung von Pflanzen. Die Synthese von Saccharose, der vorrangigen Transport-
form von Kohlenstoffassimilaten, findet im Zytoplasma direkt aus Produkten der Photosyn-
these oder durch nachtliche Mobilisierung transitorischer Starkereserven aus Chloroplas-
ten statt. Saccharose stellt als dominantes Osmotikum im Phloemsaft vermutlich die
treibende Kraft der Translokation aller anderen gelésten Komponenten im Phloem dar
(Muench, 1927; Turgeon, 2010; Eom et al., 2015). Nach aktuellem Wissenstand, wird
davon ausgegangen, dass hierfiir Saccharose symplastisch in die Nahe des vaskularen
Gewebes von Blattern transportiert wird (Geiger et al., 1974; Chen et al.,, 2012). Die
Beladung des Phloems mit Kohlenstoffassimilaten in voll expandierten Blattern, dem Bil-
dungsort (source), fur die Versorgung von Bedarfs-Organen (sink) kann prinzipiell tber
zwei grundlegende Mechanismen erfolgen. Die symplastische Beladung setzt Verbin-
dungen, sogenannte Plasmodesmata, zur Diffusion von Zuckern zwischen Phloemparen-

chymzellen und dem Siebelement-Geleitzellkomplex voraus. In Pflanzenarten wie Arabi-
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dopsis, welche nur wenige oder keine symplastischen Verbindungen von Phloemparen-
chymzellen und Geleitzellen aufweisen, ist ein apoplastischer Zwischenschritt zur Bela-
dung des Phloems mit Saccharose notwendig. Der geringe Abstand von wenigen Mikro-
metern zwischen Entladung der Saccharose und direkter Aufnahme in den Siebelement-
Geleitzellkomplex resultiert in niedrigen apoplastischen Kohlenstoffkonzentrationen auf
Gesamtblattebene und stellt unglinstige Entwicklungsbedingungen fur Apoplast-resi-
dierende Pathogene dar. Dieser Mechanismus konnte sich im Laufe der Evolution zum
pflanzlichen Vorteil entwickelt haben (Eom et al., 2015). Es wurde gezeigt, dass die
redundanten Saccharose-Transporter AtSWEET11 und AtSWEET12 am Export von
Saccharose aus Phloemparenchymzellen in den Apoplasten beteiligt sind (Chen et al.,
2012), um die Beladung des Siebelement-Geleitzellkomplex durch den sekundar aktiven
Protonen-Saccharose Co-Transporter SUC2 zu versorgen (Truernit und Sauer, 1995;
Gottwald et al., 2000; Srivastava et al., 2009a). Saccharose-Transporter (SUTs, Sucrose
Transporter), wie AtSUC2, agieren als Saccharose/Protonen-Symporter unter Bedin-
gungen eines negativen Membranpotenzials und ermdglichen den Transport von Saccha-
rose entgegen eines Konzentrationsgradienten in allen Organen (Sauer, 2007; Shiratake,
2007; Ayre, 2011). Die Phloementladung in sink-Geweben bzw. die generelle Wieder-
aufnahme von Saccharose aus dem Apoplast zur Versorgung von sink-Geweben oder der
Transport in die Vakuole stellen funktionelle Beispiele fur diese Transporter dar (Sauer,
2007; Shiratake, 2007; Ayre, 2011). Evidenzen deuten darauf hin, dass Mitglieder der
SWEET-Familie ebenfalls in eine Vielzahl von Prozessen mit einem apoplastischen
Zwischenschritt, wie der Nektarsekretion, dem Transport Uber die Samenschale oder
Transportprozesse zum Tapetum, involviert sind (Chen et al., 2010; Chen et al., 2012;
Chen et al., 2015b).

Im Genom von Arabidopsis wurden 17 Mitglieder dieser Familie identifiziert, welche in
vier phylogenetische Klassen (I bis 1V) unterteilt werden kénnen (Chen et al., 2010). Diese
Subklassifizierung spiegelt jedoch keine klassenspezifische physiologische Aufgabe,
sondern prinzipielle Zucker-Transporteigenschaften wider (Eom et al., 2015). So weisen
die Transporter der Klasse lll, AASWEET9 bis 15, alle Spezifitat fir Saccharose auf (Chen
et al., 2012; Lin et al., 2014; Eom et al., 2015).

Ein Schlussel-Charakteristikum eukaryotischer SWEETS ist die Zusammensetzung aus
sieben TM-Doménen, wohingegen prokaryotische Homologe nur aus drei dieser Doméanen
aufgebaut sind (Chen et al., 2010; Xuan et al., 2013). Bisherige Untersuchungen deuten
darauf hin, dass SemiSWEET Dimere ausreichend zur Bildung einer Translokationspore
sind, was eine Funktionalitdit von SWEET-Monomeren impliziert. Untersuchungen mittels
Split-Ubiquitin Hefe-Zwei-Hybrid- bzw. Split-GFP (Green Fluorescent Protein)-Assays er-

gaben jedoch auch die Moéglichkeit zur Bildung von SWEET-Homo- und Heterooligomeren
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in Arabidopsis (Xuan et al., 2013) und deuten eine weitere Ebene der Komplexitat physio-
logischer Funktionen an.

Die Abwesenheit einer pH-Abhangigkeit dieser Transporter ermoglicht sowohl die Auf-
nahme als auch den Ausstrom von Zuckern entlang eines Konzentrationsgradienten, was
prinzipiell auf eine Funktion als Uniporter hindeutet (Chen et al., 2010; Chen et al., 2012;
Lin et al., 2014). Ein weiteres Merkmal eukaryotischer SWEETSs ist der, mit 16 bis 120
Aminoséauren relativ lange, zytosolische C-Terminus, welcher multiple Phosphorylierungs-
stellen aber auch eine relativ geringe Konservierung zwischen Isoformen bzw. nah ver-
wandten Arten aufweist. Dies konnte auf eine zentrale Interaktionsebene fir andere Pro-
teine darstellen bzw. eine Funktion in der Signalleitung, zum Beispiel als Zuckerrezeptoren
(Transzeptoren) hinweisen (Chen et al., 2015a).

Bisher wurde eine Beteiligung dieser Transporter in einer Vielzahl physiologischer Pro-
zesse aufgezeigt. Wie oben bereits erwahnt sind die Saccharose-Transporter AtSWEET11
und AtSWEET12 in Prozesse der Phloembeladung involviert. Wahrend Einzelmutanten
keinen physiologischen Phanotyp aufwiesen, waren sweetll/sweetl2-Doppelmutanten
durch erhdhte Starkegehalte am Ende der Dunkelperiode, eine stark reduzierte Zucker-
exsudationsrate und gesteigerte AtSWEET13 Expression charakterisiert (Chen et al.,
2012), was die funktionelle Redundanz der beiden Proteine bei der Phloembeladung be-
legt. In einer kirzlich veréffentlichten Studie konnte eine Beteiligung von AtSWEET11,
AtSWEET12 und AtSWEET15 in der Samenbeladung aufdeckt werden. Hierbei waren
sweetll/sweetl2/sweetl5-Tripelmutanten aufgrund eines deutlich verminderten Assimi-
lattransfers vom Integument zum entwickelnden Embryo durch eine verschlechterte
Samen- und Embryonalentwicklung charakterisiert (Chen et al., 2015Db).

Weiterhin wurden Nektarien-spezifische Transporter in Arabidopsis, Brassica und
Nicotiana identifiziert (Lin et al., 2014). Die Funktion von SWEET9 als Saccharose-Trans-
porter passt in diesem Zusammenhang auch in die vorherrschende Meinung, dass
Saccharose im Nektarparenchym synthetisiert, in den Apoplast sekretiert wird und dort fir
weitere Prozesse zur Verfigung steht (Eom et al., 2015). Neben der Beteiligung an der
Nektarsekretion gibt es Hinweise aus Genexpressionsanalysen, dass wenigstens vier
Arabidopsis SWEETSs in der Versorgung der Gametophyten eine Rolle spielen kdnnten
(Bock et al., 2006). Weiterhin wurden AtSWEET16 und AtSWEET17 als Tonoplast-loka-
lisierte bidirektionale Zucker-Transporter beschrieben. Beide Transporter werden offenbar
auf niedrigem Niveau in Blattern und vorrangig in Wurzeln exprimiert. Histologische Unter-
suchungen ergaben eine vorherrschende Expression von AtASWEET17 in der Wurzelrinde.
Wahrend AtSWEET16 den Transport von Glukose, Fruktose und Saccharose vermittelt,
wird AtSWEET17 eine Schlisselrolle bei der Fruktose-Homdostase in Wurzeln zuge-
schrieben (Klemens et al., 2013; Guo et al., 2014).
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1.2.4 Die Rolle von Mitgliedern der SWEET-Familie in Pflanze-Pathogen-

Interaktionen

Der Zellwandraum stellt aufgrund seiner geringen Assimilatkonzentrationen ein wenig
geeignetes Milieu fur die Proliferation von Pathogenen dar (Rico und Preston, 2008; Eom
et al., 2015). Adaptierte Pathogene haben offenbar in einer Co-Evolution Mechanismen
entwickelt, die Zuckerverfiigbarkeit in ihrem kolonisierten Umfeld zu erhéhen. So wurde
eine Beteiligung von SWEETSs in Pflanze-Pathogen Interaktionen aufgedeckt. Phytopatho-
gene Arten der Gattung Xanthomonas spp. translozieren TAL-Effektoren Uber das T3SS
in das pflanzliche zZytoplasma (Van den Ackerveken et al., 1996; Boch und Bonas, 2010;
Buettner, 2012). Eine Kernlokalisations-Sequenz vermittelt den Transport der Effektoren
in den Kern und erméglicht die Bindung an Promotorregionen der Zielgene, die daraufhin
transkriptionell induziert werden (Boch und Bonas, 2010).

Es wird davon ausgegangen, dass die Induktion von Suszeptibilitits-Genen dazu bei-
tragt, den Befall des Wirtes zu ermoglichen und verbesserte Bedingungen fir Wachstum
und Vermehrung des Pathogens zu schaffen (Yang et al., 2006). Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (im Weiteren als X. oryzae bezeichnet) und Xanthomonas oryzae pv. oryzicola ver-
ursachen bakterielle Weil3blattrigkeit bzw. die bakterielle Streifenkrankheit, welche zu den
verheerendsten Krankheiten in Reis gehdren (Richter et al., 2014). Beide Pathogene ent-
halten eine relativ grof3e Anzahl TAL-kodierender Gene (Antony et al., 2010) und die TAL-
Effektor-vermittelte Manipulation der Wirtsgenexpression stellt einen wesentlichen
Bestandteil ihrer Virulenz dar. In Reis wurden drei Mitglieder der SWEET-Familie als Ziele
mehrerer TAL-Effektoren unterschiedlicher X. oryzae iStdmme beschrieben.
OsSWEET11 und OsSWEET13 werden durch die Effektoren PthXol und wahrscheinlich
auch durch PthXo2 adressiert, wohingegen OsSWEET14 Ziel vier verschiedener TAL-
Effektoren unterschiedlicher X. oryzae-Stamme ist (Richter et al., 2014). Tests mit kiinstlich
modifizierten TAL-Effektoren ergaben, dass eine artifizielle Induktion von OsSWEET12,
OsSWEET13 und OsSWEET15 ebenfalls unterstiitzend auf die bakterielle Kolonisierung
wirken kann (Li et al., 2013; Streubel et al., 2013).

Wie unter 1.1.1.2 bereits erwdhnt haben Pflanzen Resistenzmechanismen entwickelt,
um TAL-Effektoren bzw. die von diesen vermittelte Aktivierung von Zielgenen zu erkennen
und mit einer Abwehrreaktion zu verknipfen (Gu et al., 2005; Roemer et al., 2007).
Weiterhin kbnnen Mutationen in TAL-Effektorbindestellen die Basis einer Resistenz dar-
stellen (Yang et al., 2006; Chu et al., 20064a; Liu et al., 2011). Veranderungen in der Wirts-
Promotorregion Uberfiihren dabei diese Virulenz-Ziele in einen fur TAL-Effektoren nicht-
aktivierbaren Status und verhindern damit den Beitrag des Genproduktes zur Virulenz des
Pathogens (Chu et al., 2006a; Antony et al., 2010; Liu et al., 2011; Yuan et al., 2011).
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Ebenso konnte gezeigt werden, dass der TAL-Effektor TAL20 von Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis den Saccharose-Transporter MeSWEET10 adressiert (Cohn et
al., 2014). Jedoch war eine Deletion von TAL20 nur mit einer moderaten Reduktion der
Virulenz verbunden. Ferner war die in planta Proliferation eines X. axonopodis pv.
manihotis-Stammes mit beeintrachtigter Saccharose-Aufnahme nicht betroffen (Cohn et
al., 2014), was darauf hindeutet, dass die Induktion von MeSWEET10 durch X. axonopodis
pv. manihotis verzichtbar fur die Pathogenitat ist.

Weiterhin ergab die Interaktionen von Arabidopsis (Chen et al., 2010) bzw. Vitis vinifera
(Chong et al., 2014) mit adaptierten Pathogenen eine Pathogen-spezifische Induktion von
SWEET-Genen unterschiedlicher Klassen und wurde dahingehend interpretiert, dass die
Vermittlung einer gesteigerten SWEET-Expression zur Unterstiitzung der Virulenz von
Pathogenen einen weit verbreiteten Mechanismus darstellen kénnte (Chen et al., 2010;
Eom et al., 2015). Infektion von Arabidopsis mit P. syringae vermittelte eine nahezu 100-
fach gesteigerte Expression von AtSWEET4 (Chen et al., 2010), wobei der Funktions-
verlust dieses Transporters keinen Einfluss auf die bakterielle Proliferation ergab (Chong
et al., 2014). Der Befall mit dem nekrotrophen Pathogen Botrytis cinerea bewirkt eine mas-
sive Induktion von SWEET4 in V. vinivera (Chong et al., 2014), welche in Arabidopsis im
entsprechenden Homolog AtSWEET4 nur schwach ausgepragt war (Chen et al., 2010).
Jedoch vermittelte der Verlust von AtSWEET4 eine gesteigerte Resistenz gegen B. cinerea
(Ferrari et al., 2007; Chong et al., 2014), wobei der molekulare Mechanismus der Induktion
von SWEET4 noch unbekannt ist. TAL-Effektoren wurden bisher nur in der Gattung
Xanthomonas und weniger verwandte Homologe in Ralstonia solanacearum gefunden
(Boch und Bonas, 2010).

1.3 Verwendete Pathosysteme

Pilzliche Phytopathogene haben verschiedene Strategien entwickelt ihre Versorgung
mit Wasser und Nahrstoffen zu sichern. Pilze kdonnen, basierend auf ihren Infektions-
strategien, in biotroph, hemibiotroph und nekrotroph kolonisierende Parasiten unterteilt
werden (Mendgen und Hahn, 2002). Obligat nekrotrophe Vertreter, wie der Verursacher
der Grauschimmelfaule B. cinerea, téten befallenes Pflanzengewebe ab und setzen das
abgestorbene Pflanzenmaterial fir das eigene Wachstum um (van Kan, 2006). Gegen-
satzlich dazu ist die Interaktion obligat biotropher Pathogene, wie Erisyphe ssp. ober
Uromyces spp., durch eine stabile und komplexe Interaktion mit lebenden Wirtszellen ge-
préagt, bei der ein pilzliches Haustorium zur Nahrstoffaufnahme in einer kolonisierten Wirts-
zelle ausgebildet wird (O'Connell und Panstruga, 2006). Colletotrichum spp. sind bis auf
wenige nekrotrophe Vertreter (Peres et al., 2005) durch einen hemibiotrophen Lebensstil
charakterisiert, einer sequentiellen Abfolge von biotropher und nekrotropher Interaktions-

phase.
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1.3.1 Colletotrichum higginsianum

Die groRe Ascomyceten-Gattung Colletotrichum spp. schliel3t 6konomisch wichtige
Pflanzenpathogene ein. Der Befall einer Vielzahl von Nutzpflanzen wie Hulsenfriichte,
Getreide und tropische Friichte fuhrt zu einer als Anthracnose bezeichneten Krankheit
(Bailey und Jeger, 1992; Muench et al., 2008). Colletotrichum-Conidien werden durch
Wassertropfen auf Pflanzenmaterial in der naheren Umgebung verteilt und bleiben durch
passive hydrophobe Interaktionen an der Wirts-Kutikula haften. Hydrophobe Eigen-
schaften pflanzlicher Oberflachenwachse bilden ein Wirts-spezifisches Signal zur Kei-
mung und Appressorienbildung (Podila et al., 1993). Der Keimungsprozess fuhrt zur Bil-
dung eines Keimschlauches aus einer der beiden Tochterzellen des Conidiums. Das Ende
des Keimschlauches schwillt nach Abgrenzung durch ein gebildetes Septum zu einem
Appressorium an, welches sich zu einer asymmetrischen, polarisierten Zelle von gewdlbter
Form mit zur pflanzlichen Epidermis abgeflachter Basis entwickelt. Die Reifung eines
Appressoriums ist ein komplexer Vorgang und ist die Voraussetzung einer erfolgreichen
Penetration von Pflanzenzellen. Sekretion extrazellularer Haftmaterialien, Bildung der
basalen Penetrationspore, Ablagerung zusatzlicher Zellwandschichten und die Ein-
lagerung des phenolischen Polymers Melanin in die Zellwand stellen wichtige Schritte in
diesem Prozess dar (Perfect et al., 1999). Die Einlagerung von Melanin fuhrt zu einer semi-
permeablen Zellwand und ermdglicht mit der Bildung eines hohen Turgor-Drucks ein
grundlegendes Erfordernis zur Penetration der Wirtszelle (Deising et al., 2000). Dieser
Druck wird wahrend des Penetrationsprozesses der pflanzlichen Zellwand zur Ausstilpung
des Penetrationsschlauches Uber die nicht-melanisierte Penetrationspore eingesetzt.
Nach Durchbrechen der Kutikula und der pflanzlichen Zellwand bilden sich ausladend
knollige Infektionsvesikel und Primarhyphen, welche wéhrend der biotrophen Interaktion
auf die initial penetrierte Zelle beschrankt bleiben. Die sich entwickelnden Pilzstrukturen
sind durch einen engen Kontakt mit der eingestilpten Wirts-Plasmamembran gekenn-
zeichnet und bilden eine weite Pflanze-Pilz-Interaktionszone entlang der Oberflache der
biotrophen Hyphen. Die Untersuchung biotropher Hyphen ergab separate Grenzflachen-
korper zwischen pflanzlichen und pilzlichen Kompartimenten, welche auf einen Stoffaus-
tausch hindeuten (Kleemann et al., 2012). Der Beginn der nekrotrophen Phase ist durch
die Bildung schmaler, schnellwachsender Sekundarhyphen gekennzeichnet, welche die
Plasmamembran infizierter Zellen zerstéren. Nach kurzer Zeit sind makroskopisch lokale
Blattnekrosen und Anthracnose auf befallenen Blattern erkennbar. Der asexuelle Zyklus
wird durch die Bildung von Acervuli, welche die Conidien enthalten, auf dem nekrotischen
Blattgewebe abgeschlossen (Perfect et al., 1999).

Eigenschaften wie geringe GroR3e, kurze Generationszeit, ein kompaktes und bereits
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sequenziertes Genom und eine Vielzahl erhéltlicher Mutanten haben entscheidend zur
Entwicklung von Arabidopsis zu einem wichtigen Modellorganismus beigetragen
(Koornneef und Meinke, 2010). C. higginsianum kann im Gegensatz zu obligat biotrophen
Phytopathogenen axenisch kultiviert und transformiert werden und stellt ein adaptiertes
Pathogen fir A. thaliana dar (O'Connell et al., 2004). Diese Bedingungen bieten eine gute
Voraussetzung fur die Untersuchung der biotrophen und nekrotrophen Interaktion bzw.
dem Ubergang zwischen beiden Interaktions-Phasen (Liu et al., 2007; Chanda et al., 2008;
Huser et al., 2009; Kleemann et al., 2012; Engelsdorf et al., 2013). Arabidopsis-Okotypen
variieren in der Suszeptibilitdit gegenuber C. higginsianum (Narusaka et al., 2004,
O'Connell et al., 2004; Birker et al., 2009). 53 % von 116 bewerteten Arabidopsis-Okotypen
waren resistent, 8 % vollstandig suszeptibel und 39 % zeigten einen intermediaren Phano-
typ gegen C. higginsianum (Birker et al., 2009). In resistenten Okotypen konnten zwei
genomische Resistenzorte, RCH1 (RECOGNITION OF COLLETOTRICHUM
HIGGINSIANUML1) und RCH2 ermittelt werden (Narusaka et al., 2004, Birker et al., 2009;
Narusaka et al., 2009). RCH1, welcher die Resistenz des Okotypes Eil-0 gegen C.
higginsianum vermittelt, konnte dabei nur in einem von 37 untersuchten Okotypen ermittelt
werden (Narusaka et al., 2004) und war mit der Entwicklung von HR und der Akkumulation
von ROS assoziiert. Zudem wurde ein starkerer Einfluss von JA- und Ethylen-abhangigen
Abwehrreaktionen vermutet (Narusaka et al., 2004). Im Gegensatz dazu konnte in anderen
Studien ein vorrangiger Einfluss SA- und Ethylen-abh&ngiger Signalwege aufgezeigt
werden (O'Connell et al., 2004; Liu et al., 2007). Obwohl der Mechanismus RCH1-
vermittelter Resistenz bisher nicht vollstandig geklart werden konnte, zeigte eine spatere
Studie den Verlust des Resistenzeffektes in abgetrennten Blattern. Die in abgetrennten
Blattern gesteigerte Suszeptibilitdt von Eil-O war jedoch nicht auf eine Stérung der basalen
Abwehr zurtickzufihren, da die HR-assoziierte Kallose-Ablagerung und ROS-Bildung wei-
terhin deutlich starker als in Col-0 infizierten Blattern ausgepragt war (Liu et al., 2007).
Dennoch scheint die basale Abwehr einen Einfluss auf die Suszeptibilitdt von Arabidopsis
fur C. higginsianum zu haben, da eine verminderte Aktivitat des NADP-MALIC ENZYME 2
(NADP-ME2) zu verminderter Resistenz der Pflanzen fiihrte, was durch verringerte Bildung
von ROS und Kallose-Ablagerung begleitet war (Voll et al., 2012). Der Resistenzort RCH2
vermittelt Resistenz in vier Arabidopsis-Okotypen geographisch unterschiedlichen Ur-
sprungs und war im Gegensatz zu RCH1 nicht mit einer HR und ROS-Akkumulation, son-
dern einer erh6hten Penetrationsresistenz assoziiert (Birker et al., 2009). Es zeigte sich,
dass zwei TIR-NLR -Gene (RPS4, RRS1), welche in der Interaktion mit P. syringae bzw.
Ralstonia solanacearum als R-Gene identifiziert wurden (Gassmann et al., 1999;
Deslandes et al., 2002), eine duale Resistenz in den (")kotypen Ws-0, Kondara, Gifu-2 und

Can-0 gegen C. higginsianum vermitteln (Birker et al., 2009; Narusaka et al., 2009).
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Nicht-Wirts Resistenz von Arabidopsis gegen verschiedene Colletotrichum Arten wird
bereits in der prainvasiven Phase wahrend der Bildung des Penetrationsschlauches ver-
mittelt und fuhrt zu deutlichen Ablagerungen von Kallose-Papillen (Shimada et al., 2006;
Birker et al., 2009). Eine polare Organisation von Aktin-Filamenten zur Kontaktstelle mit
dem Appressorium spielt bei der Nicht-Wirts-Resistenz eine wesentliche Rolle. Eine In-
fektion mit adaptierten C. higginsianum-Arten ergab weiterhin eine deutlich verminderte
Ablagerung von Kallose-Papillen, was darauf schlieRen lasst, dass adaptierte
Colletotrichum-Arten Mechanismen zur Vermeidung der prainvasiven Abwehr besitzen
(Shimada et al., 2006).

Der Kohlenhydratmetabolismus befallener Pflanzen stellt ebenfalls einen entschei-
denden Faktor im Ausgang der Interaktion dar. Engelsdorf et al. (2013) konnten in Unter-
suchungen von Arabidopsis-Mutanten mit Stérungen im zentralen Kohlenhydrat-Meta-
bolismus eine starke negative Korrelation zwischen diurnaler Kohlenhydratakkumulation
und pilzlicher Proliferation aufzeigen. Systematische Analysen induzierter Mangelbedin-
gungen deuteten darauf hin, dass die Kohlenhydratversorgung des Pilzes durch den Wirt
in der biotrophen Phase vernachlassigbar ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sehr
niedrige Gehalte l6slicher Zucker das Wachstum von C. higginsianum nicht begrenzen und
ein verringerter Fluss von Kohlensoff in transitorische Starke wahrend der Infektion wahr-
scheinlich auf den Kohlenstoffbedarf in der Abwehrreaktion zurtickzuftihren ist. Kohlen-
stoffmangel war vor allem mit massiven Nachteilen fur den Wirt in der nekrotrophen Koloni-
sierungsphase verbunden. In dieser Phase ist die pilzliche Proliferation stark erhoht, wes-
halb sich eine Begrenzung der Abwehrreaktion durch Kohlenhydratmangel besonders
stark auswirken kdnnte. So waren die Gesamtgehalte an SA und Camalexin in starkefreien
Mutanten bei 4 dpi (days post infection) deutlich reduziert. Eine in Kontrollblattern nicht be-
obachtete Reduktion nicht-abwehrbezogener Sekundarmetabolite in infizierten Blattern
starkefreier Mutanten im Vergleich zum Wildtyp, deutet auf eine limitierte Kapazitat zur
Synthese von Sekundarmetaboliten hin (Engelsdorf, 2013). Aus diesen Daten kann ge-
schlussfolgert werden, dass eine reduzierte Kohlenhydratverfiigbarkeit einen dampfenden

Effekt auf induzierbare Abwehrreaktionen ausibt (Engelsdorf et al., 2013).
1.3.2 Erysiphe cruciferarum

Biotrophe Ascomyceten der Ordnung Erysiphales verursachen Schaden auf einer Viel-
zahl von Mono- und Dikotyledonen Pflanzen. Mehltau reprasentiert ein Paradigma fur
hochspezialisierte, obligat biotrophe Parasiten, welche durch eine langlebige Interaktion
auf lebenden Wirtszellen propagieren. Der dabei weitestgehend auf Epidermiszellen be-
schrankte asexuelle Lebenszyklus wird durch die Erkennung geeigneter physiko-

chemischer Oberflacheneigenschaften einer potenziellen Wirtspflanze initiiert. In Conidio-
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sporen von Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) fuhrt diese Erkennung in Kirze zur
schnellen Mobilisierung von Reservestoffen fir den folgenden Keimungsprozess und die
Appressorienbildung (Bindschedler et al., 2009; Noir et al., 2009). Der Ubergang von epi-
phytischem Wachstum zur erfolgreichen Invasion der ersten Epidermiszelle stellt den ent-
scheidenden Schritt in der Pathogenese dar. So tragen das Syntaxin PEN1, die
Peroxisom-lokalisierte Myrosinase PEN2 und der plasmamembranstandige ABC (ATP
Binding Cassette)-Transporter PEN3 entscheidend zur Abwehr nicht-adaptierter Mehltau-
Pathogene bei. Der PEN1-vermittelte sekretorische Membrantransport erméglicht die
Sekretion von Exosomen zur Bildung von Papillen (Nielsen und Thordal-Christensen,
2013). PEN2 ist an der Hydrolyse von Indol-Glukosinolaten beteiligt und PEN3 vermittelt
den Export dieser Tryptophan-abgeleiteten Sekundarmetabolite zur basalen Abwehr in
den Apoplast (Bednarek et al., 2009; Johansson et al., 2014).

Eine erfolgreiche Invasion adaptierter Mehltaupilze resultiert in der Etablierung eines
haustorialen Komplexes, welcher aus dem pilzlichen Haustorium, der extrahaustorialen
Membran (EHM) und der dazwischenliegenden extrahaustorialen Matrix besteht. Es wird
davon ausgegangen, dass der Wirt wesentlich zur Bildung der EHM, welche deutlich von
konventionellen Plasmamembranen abweicht, beitragt (Hueckelhoven et al., 2013). Die
anschlieende Kolonisierung des Pflanzengewebes ist von der Unterdriickung des
Zelltodes abhangig. Die negativen Regulatoren SA-abhangiger Abwehrprozesse EDR4
(ENHANCED DISEASE REISTANCE 4) und die konservierte Proteinkinase EDRL1 sind fur
die vollstédndige Suszeptibilitat in Arabidopsis notwendig und ihr Verlust resultiert in einer
durch SA-Signale vermittelten und Zelltod-assoziierten Postpenetrations-Resistenz gegen
G. cichoracearum (Frye und Innes, 1998; Wu et al., 2015).

Die Etablierung von Haustorien ist ein Charakteristikum obligat biotropher Pilze und
fuhrt zur Generierung eines zusatzlichen Verbrauchsgewebes (sink), welches mit hetero-
trophen Geweben des Wirtes um Nahrstoffe konkurriert (Voegele und Mendgen, 2003;
O'Connell und Panstruga, 2006). Vermutlich stellt Glukose die vorrangige Kohlenstoff-
guelle dieser Pathogene dar (Clark und Hall, 1998; Sutton et al., 1999). Infektionen von
Ackerbohne (Vicia faba) mit dem biotrophen Rostpilz Urumyces fabae resultiert in einer
gesteigerten Expression eines pilzlichen Hexose-Transporters an der Plasmamembran
von Haustorien (Voegele et al.,, 2001). Die gesteigerte Aufnahme von Zuckern in be-
fallenes Wirtsgewebe deutet auf einen héheren Verbrauch von Kohlenhydraten hin, [&sst
aber keine Schliisse auf eine Beteiligung bei der Ernahrung des Pathogens oder der Ab-
wehr des Wirtes zu. In der Interaktion von Arabidopsis mit E. cruciferarum wurde ebenfalls
eine gesteigerte Glukoseaufnahme infizierter Blatter beobachtet. Diese war begleitet von
einer Induktion des Monosaccharid-Transporters STP4 (SUGAR TRANSPORT PROTEIN

4), gesteigerter Expression von Zellwand-Invertase und erhohter Invertase-Aktivitat.
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Dadurch gesteigerte extrazellulare Hexosekonzentrationen kdnnten hierbei durch Auf-
nahme Uber Haustorien der Versorgung der pilzlichen Ernéhrung dienen. Jedoch war die
Akkumulation des Transporters nicht nur auf infizierte Zellen beschrankt und macht auch
in diesem Fall eine Aussage uber eine Beteiligung in der Pathogenernéhrung bzw. der Ab-
wehr schwierig (Fotopoulos et al., 2003).

1.3.3 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

Das Gram-negative, stabchenférmige Bakterium P. syringae stellt ebenfalls ein 6kono-
misch wichtiges Pathogen dar. P. syringae kann als lokal infizierendes, hemibiotrophes
Pathogen beschrieben werden, welches vorrangig oberirdische Pflanzenorgane, wie
Blatter und Frichte besiedelt. Die Infektion bleibt im Wesentlichen auf die initiale Infek-
tionsstelle beschrankt. Der Lebenszyklus erfolgreicher P. syringae Stamme kann grob in
zwei wesentliche Phasen unterteilt werden. Die initiale epiphytische Phase nach Erreichen
einer gesunden Pflanze und die anschlielende endophytische Phase, nach dem Zugang
in die Interzellularraume Gber Wunden oder natiirliche Offnungen wie Stomata. Unter vor-
teilhaften Bedingungen wie hoher Luftfeuchtigkeit und moderaten Temperaturen, kann es
im suszeptiblen Wirt zu einer massiven Proliferation ohne erkennbaren Zelltod im Pflan-
zengewebe kommen. In der spaten Phase der Pathogenese, beim Erreichen der maximal
tragbaren Bakterienpopulation des infizierten Gewebes, stirbt das Wirtsgewebe ab, wobei
nekrotische Lasionen sichtbar werden. Diese hemibiotrophe Pathogenese stellt wie bei C.
higginsianum einen zu obligat biotrophen bzw. nekrotrophen Arten intermediéren Lebens-
stil dar (Katagiri et al., 2002).

Wie oben ausflhrlich beschrieben, stellt die basale Abwehr nach der Wahrnehmung
von PAMPs den primaren Mechanismus der pflanzlichen Abwehr dar (Mackey et al., 2003).
Ebenso konnten auch im P. syringae *Arabidopsis Pathosystem Hinweise fur eine Co-
Evolution und daraus resultierender ETS bzw. ETI aufgezeigt werden (Alfano und Collmer,
2004; Nomura et al., 2005). Das Genom von P. syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000)
kodiert fur sechs verschiedene Tat (twin-arginine transporter) Sekretions-Systeme (I £VI)
(Xin und He, 2013), wobei die Systeme von Typ Il und Il wesentlich in der Virulenz invol-
viert sind. Das Tat-System ist unter Gram-negativen Bakterien gut konserviert und am
Export gefalteter Proteine in den periplasmatischen Raum beteiligt (Palmer und Berks,
2012). Das Typ Il Sekretions-System (T2SS) ist vermutlich an der Sekretion Zellwand-
degradierender Enzyme wie Pektin-Lyasen oder Cellulasen beteiligt (Xin und He, 2013).
Weiterhin spielen sekretierte bakterielle Toxine eine wichtige Rolle in der Virulenz von P.
syringae. Ein bekanntes Beispiel ist Coronatin, ein unspezifisches Polyketid-Toxin, dessen
Bildung eng mit der Expression von T3SS-Genen abgestimmt ist. Das Toxin fordert auf

verschiedenen Ebenen die bakterielle Virulenz. Es ist ebenso bekannt, dass Coronatin das
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pflanzliche Methyl-Jasmonat imitiert, welches in der pflanzlichen Abwehr gegen Herbi-
voren und nekrotrophe Pathogen involviert ist (Weiler et al., 1994). Die im wesentlichen
antagonistische Regulation der SA- und JA-vermittelten Signalwege wird dadurch zugun-
sten des Pathogens von SA in Richtung JA verschoben (Block et al., 2005).

Das T3SS wird durch hrp (hypersensitive response and pathogenicity) und hrc (hrp
conseved) Gene kodiert, welche die Bildung eines Injektionsnadel-ahnlichen supramole-
kularen Komplexes Uber die bakterielle Hille ermdglichen. Dieser Komplex ist ein entschei-
dender Faktor in der Pathogenitat von P. syringae und vielen anderen Gram-negativen
bakteriellen Pathogenen von Pflanzen und Tieren, da er die Translokation von Typ IlI-
Effektoren ermoglicht (Buettner und He, 2009; Buettner, 2012). Datenbankanalysen er-
gaben wenigstens 28 aktive Effektoren in Pst DC3000, wovon 18 in Gen-Clustern kodiert
vorliegen, welche das hrp-Gen-Cluster flankieren (Xin und He, 2013). Redundante Effek-
tor-Gruppen (REG) bestimmen Uber einen Grof3teil der Virulenz, wobei von einer syner-
gistischen Funktionsweise verschiedener REGs ausgegangen wird, um die Wirtsabwehr
im Sinne einer aggressiven Bakterien-Proliferation zu manipulieren (Kvitko et al., 2009).
Ziele von Typ llI-Effektoren sind auf allen Ebenen der pflanzlichen Abwehr zu finden. Sie
interagieren mit Komponenten der PTI, dem Abwehr-assoziierten Vesikeltransport oder
Schlisselkomponenten der ETI (RIN4, EDS1) (zusammengefasst in Xin und He, 2013).

Uber die Erndhrungsstrategien von P. syringae ist noch relativ wenig bekannt, was im
Wesentlichen auf Schwierigkeiten der Bewertung in planta proliferierender Organismen
zurickzufuhren ist. Bioinformatische Analysen des P. syringae-Genoms konnten eine
relativ grof3e Zahl an Proteinen mit moglicher Zuckertransportfunktion und eine relativ ge-
ringe Zahl an Proteinen mit Aminosaure-Permease-Doméne aufdecken (Buell et al., 2003;
Joardar et al., 2005; Rico und Preston, 2008). Bisherige Erkenntnisse deuten darauf hin,
dass pflanzenpathogene P. syringae Stdmme im Gegensatz zu apathogenen Pseudo-
monas-Arten ein reduziertes Spektrum verwertbarer Nahrstoffe aufweisen (Rico und
Preston, 2008). Eine Hypothese zur Erklarung dieser Ergebnisse kénnte die spezifische
Anpassung von P. syringae an limitierte Ressourcen im pflanzlichen Apoplast sein. Bio-
chemische Untersuchungen der metabolischen Zusammensetzung dieses Kompartimen-
tes zeigten, dass diese Nische weniger reichhaltig an Nahrstoffen ist als andere Pseu-
domonas-Habitate. Weiterfihrende Analysen konnten eine gute bakterielle Proliferation
und Induktion von hrp Genen in Apoplast-Extrakten aus Tomate zeigen und die oben
genannte Vermutung einer Habitatanpassung untermauern. In der gleichen Studie konnte
eine Nutzung von -Aminobuttersaure (GABA), Aspartat, Glutamat, Fruktose, Glukose,
Citrat, Succinat und Malat aufgezeigt werden. Die Fahigkeit zur Nutzung dieser Metabolite
korrelierte im Wesentlichen mit der Aktivitat der entsprechenden bakteriellen Stoffwechsel-

wege. Uberraschenderweise ergab die Bewertung Apoplast-induzierter Stoffwechselwege
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der Nahrstoffassimilation keinen entsprechenden Stoffwechselweg fur Saccharose (Rico
und Preston, 2008). Es wurde hingegen gezeigt, dass Saccharose im Apoplast von Toma-
tenblattern verfugbar ist (Joosten et al., 1990). Die Autoren vermuteten eine Nutzung von
Saccharose unter Bedingungen limitierter Verflgbarkeit bevorzugter Kohlenstoffquellen
(Rico und Preston, 2008).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ein Beitrag der Pathogen-vermittelten Rekrutierung von Metabolit-Transportern des
Wirtes fiur die erfolgreiche Besiedlung des Wirtsgewebes wurde in den letzten Jahren
intensiv erforscht. In Vorarbeiten erhobene Transkriptomdaten von C. higginsianum-
infizierten Arabidopsis-Blattern ergaben eine deutliche transkriptionelle Induktion von
AtSWEET12 und verschiedenen Transportern der AtUMAMIT-Familie. Um die physio-
logische Funktion dieser Transporter und ihre Rolle in der Interaktion mit Pathogenen zu
analysieren, sollten unter Verwendung von T-DNA-Insertionsmutanten und translationalen

Reportergenfusionlinien vorrangig zwei Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Welche physiologische Rolle spielen die redundanten, Phloemparenchym-lokalisierten
Transporter AASWEET11 und AtSWEET12 sowie die potenziellen Aminosaure-Trans-
porter AtUMAMIT18, AtUMAMIT29 und AtUMAMIT40 in Arabidopsis source-Blattern?

2. Sind diese Transporter fur die Erndhrung bzw. die Interaktion mit dem hemibiotrophen
Bakterium P. syringae pv. tomato DC3000, dem biotrophen Mehltaupathogen E.
cruciferarum und dem hemibiotrophen Ascomyceten C. higginsianum von

substanzieller Bedeutung?
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2 Ergebnisse
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In verschiedenen Untersuchungen wurde die Verfligbarkeit von Kohlenstoff fur die
pflanzliche Entwicklung (z.B. Gibon et al., 2009; Graf et al., 2010; Sulpice et al., 2010) und
in der Interaktion mit Pathogenen untersucht (z.B. Sutton et al., 1999; Chen et al., 2010;
Wabhl et al., 2010; Moghaddam und Van den Ende, 2012; Engelsdorf et al., 2013; Streubel
et al., 2013). So ergab eine Analyse der Wechselbeziehung zwischen Starkegehalten am
Ende der Lichtphase und der Biomasse-Akkumulation in Arabidopsis eine negative Korre-
lation (Sulpice et al., 2009). Ebenso kann sich sowohl vorzeitige Erschépfung transito-
rischer Starkereserven (Gibon et al., 2004a), wie auch unvollstandiger nachtlicher Starke-
abbau nachteilig auf das pflanzliche Wachstum auswirken (Graf et al., 2010). Eine gestei-
gerte Expression von AtSUC2 in Geleitzellen sowie eine T-DNA-vermittelte Stérung dieses
sekundéar aktiven Transportmechanismus fiihrte zu gesteigerten Kohlenhydratgehalten in
source-Blattern und verminderten Wachstum (Srivastava et al., 2008; Dasgupta et al.,
2014). Die deutlichen Wachstumseinbuf3en von suc2-Mutanten sind hierbei durch eine feh-
lende Verteilung von Photoassimilaten auf heterotrophe sink-Organe zurtickzufiihren
(Srivastava et al., 2008). Ebenso wurden nachteilige Einflisse der pflanzlichen Entwick-
lung durch das Fehlen der Saccharose-Transporter AASWEET11 und AtSWEET12 berich-
tet (Chen et al., 2012). Dies macht deutlich, dass Manipulationen abgestimmter Prozesse
der Phloembeladung entscheidende Einflisse auf die pflanzliche Entwicklung ausiben

kdnnen.

2.1 Der veranderte Kohlenhydratmetabolismus in sweetll/sweetl?2 -

Doppelmutanten hat einen negativen Einfluss auf das Wachstum

Untersuchungen haben gezeigt, dass Prozesse wie Wachstum und Erhaltung sowohl
in der Licht-, als auch in der Dunkelperiode stattfinden und eng mit der photosynthetischen
Kohlenstoffassimilierung im Licht assoziiert sind (Walter et al., 2002; Nozue und Maloof,
2006; Smith und Stitt, 2007). Die Speicherung transienter Kohlenhydratreserven ist dabei
so reguliert, dass die Assimilation am Tag die Umsatze der folgenden Dunkelphase ab-
deckt (Gibon et al., 2004a; Gibon et al., 2009). Der pflanzliche Kohlenhydratmetabolismus
hat damit einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung und das Wachstum der Pflan-
ze (Caspar et al., 1991; Yu et al., 2001; Srivastava et al., 2009a; Dasgupta et al., 2014).

T-DNA-Insertionen in AtSWEET11 und AtSWEET12 zeigen unter Starklichtbedin-
gungen (400 +450 uE m2 st) eine Reduktion des Blattrosetten-Durchmessers von zwan-
zig bis funfunddreil3ig Prozent (Chen et al., 2012). In den hier durchgefihrten Versuchen
wurde unter den verwendeten Wachstumsbedingungen (100 HE m2 s1) ebenfalls eine

Tendenz zu vermindertem Wachstum der Doppelmutante beobachtet. Um diesen Eindruck
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experimentell zu verifizieren, wurden Pflanzen unter 8h/16h (Kurztag, KT)-, 12h/12h (12h)-
bzw. 16h/8h (Langtag, LT)-Licht/Dunkel (L/D)-Rhythmen kultiviert und das Wachstum tber
sieben bis elf Tage in zwei unabhangigen Messreihen unter Verwendung eines Laser-
scanners untersucht (Abbildung 2-1 und 2-2). Die Analyse der Blattflachen ergab, mit einer
Ausnahme bei einer Wiederholung unter 12h/12h L/D-Bedingungen (Abbildung 2-1 B),
verringerte Werte bei Pflanzen der Doppelmutante sweetll/sweetl2 im Vergleich zum
Wildtyp (Abbildung 2-1). Dabei waren die Blattflachen unter KT-Bedingungen um 12 % bis
15 %, unter 12h-Bedinungen um 15 % und im LT um 13 % reduziert. Die Daten der Einzel-
mutanten ergaben keine konsistenten Unterschiede. Um die inkonsistenten Resultate im
12h L/D-Rhythmus in Hinsicht auf eine verminderte Blattflache der Doppelmutante weiter-
fuhrend zu bestatigen, wurde die Flache der jingsten voll expandierten Blatter bewertet
(Tabelle 2-1). Hierbei zeigte sich, dass die Blattflachen vollstdndig expandierter Blatter der
Doppelmutante, im Vergleich zum Wildtyp, signifikant reduziert waren (Tabelle 2-1). Da die
Messung des Blattscanners die Blattflache aller gebildeten Blatter einer Rosette bewertet,
wurde ebenfalls das arithmetische Mittel der Blattanzahl pro Rosette aus sieben unabhén-
gigen Experimenten ermittelt. In diesen Daten bestatigte sich der verzégerte Wachstums-
phanotyp von sweetll/sweetl2-Doppelmutanten. Die Anzahl der Blatter war im Vergleich
zum Wildtyp durchschnittlich um 12 % reduziert (87,4 + 3,34 % der Wildtypanzahl).

Tabelle 2-1 Blattflachen der jiingsten voll expandierten Blatter von Col-0 und sweet11/sweet12 in cm?2.

Col-0 sweetll/sweetl2 % Wildtyp
3,45+ 0,09 2,72 £ 0,12 *** 78,9
3,49+0,12 2,71 £0,14 ** 77,7
3,59+0,14 3,00 £ 0,08 ** 83,5
4,28 + 0,14 3,56 + 0,14 ** 83,1
3,54+£0,11 2,84 £ 0,10 *** 80,0

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus 5 unabhangigen Versuchen (in Zeilen) in einem 12h L/D-
Rhythmus mit jeweils funf bis acht biologischen Replikaten + Standardfehler. Die Spalte % Wildtyp stellt die
prozentuale Blattflache der sweetll/sweetl2 Doppelmutante in Bezug zum Wildtyp dar. Sternchen markieren
signifikante Unterschiede zu Col-0 unter den jeweiligen Anzuchtbedingungen (*P < 0,05; ** P < 0,01; ***P <
0,001; Student’s t-Test).
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Abbildung 2-1

Blattflache der gesamten Blattrosetten unter verschiedenen Tageslangen.

Initiale Messungen wurden an 20- bzw. 21-Tage alten Pflanzen vorgenommen und dann alle drei bis vier Tage
wiederholt. Dargestellt sind zwei unabhangige Versuche (A und B), wobei die Bewertung unter LT-Bedin-
gungen nur einmal durchgefiihrt wurde. Die Daten wurden (von oben nach unten) unter 8h/16h (KT), 12h/12h
(12h) und 16h/8h (LT) L/D Zyklen lber sieben bzw. zehn Tage ermittelt und sind in mm? angegeben. Col-0,
schwarze Kreise; sweetll, weil3e Dreiecke; sweetl2, weile Quadrate und sweetll/sweetl2 weille Rauten.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus 12 (A) und 16 (B) biologischen Replikaten + Standardfehler.
Sternchen markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 unter den jeweiligen Anzuchtbedingungen (*P < 0,05;
** P < 0,01; ***P < 0,001; Student’s t-Test). Die Messungen unter LT-Bedingungen wurden aufgrund der
einsetzenden Bildung von Infloreszenzen nur bis zum Tag 28 vorgenommen.

Eine Analyse der Rosettenradien ergab ebenfalls eine Wachstumsreduktion der
sweetll/sweetl2-Doppelmutanten. Hierbei waren die Radien der Doppelmutante in zwei
unabhangigen Experimenten konsistent im Laufe der aufgezeichneten Entwicklung ver-
ringert und ergaben eine Reduktion von 11 % bis 16 % unter KT-Bedingungen, 7 % bis 11
% unter einem 12h L/D-Rhythmus und 17 % unter LT-Bedingungen im Vergleich zum

Wildtyp. Wie auch in den Messungen der Blattflachen waren auch hier keine konsistenten
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Tendenzen bei den Einzelmutanten ersichtlich. Auffallig war jedoch, dass Doppelmutanten
bereits als junge Samlinge (20. bzw. 21. Tag), vor allem unter KT-Bedingungen, einen re-
duzierten Blattrosettenradius aufwiesen. Dies kdnnte mit einer verzdgerten Embryonal-
entwicklung erklart werden (Chen et al., 2015b). Zusammenfassend kann gesagt werden,
dass das Fehlen beider Saccharose-Transporter und dadurch bewirkte Veranderungen
des Kohlenhydratmetabolismus ein verzégertes vegetatives Wachstum der Doppelmu-
tanten sweetll/sweetl2 bedingt.
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Radien von Arabidopsis-Blattrosetten unter verschiedenen Tageslangen.

Initiale Messungen wurden an 20- bzw. 21-Tage alten Pflanzen vorgenommen und dann alle drei bis vier Tagen
wiederholt. Dargestellt sind zwei unabhéangige Versuche (A und B), wobei die Analyse unter LT-Bedingungen
nur einmal durchgefiihrt wurde. Die Daten wurden (von oben nach unten) unter 8h/16h (KT), 12h/12h (12h)
und 16h/8h (LT) L/D Zyklen tber sieben bzw. zehn Tage ermittelt und sind in mm angegeben. Col-0, schwarze
Kreise; sweetll, weil3e Dreiecke; sweetl2, weiRe Quadrate und sweetll/sweetl2 weil3e Rauten. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte aus 12 (A) und 16 (B) biologischen Replikaten + Standardfehler. Sternchen
markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 unter den jeweiligen Anzuchtbedingungen (*P < 0,05; ** P < 0,01;
***pP < 0,001; Student’s t-Test). Die Messungen unter LT-Bedingungen wurden aufgrund der einsetzenden
Bildung von Infloreszenzen nur bis zum Tag 28 vorgenommen.
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2.2 Physiologische Charakterisierung von ~ AtSWEET11- und AtSWEET12-

T-DNA-Insertionsmutanten

Ein Fehlen der beiden funktionell redundanten Saccharose-Transporter resultierte unter
Starklichtbedingungen (400 +450 YUE m? s, 16h/8h Licht-/Dunkel (L/D)-Rhythmus) in ge-
steigerten Gehalten an Starke am Ende der Dunkelperiode (Chen et al., 2012). Um einen
detaillierteren Uberblick iber den Kohlenhydratstoffwechsel von T-DNA-Insertions-
mutanten von AtSWEET11 und AtSWEET12 zu erlangen, wurden diese im Verlauf von 24

Stunden unter verschiedenen L/D-Rhythmen untersucht.

2.2.1 Das Fehlen der beiden Saccharose-Exporter AtSWEET11 und
AtSWEET12 fuhrt zu gesteigerten Kohlenhydratgehalten

Der zeitliche Verlauf der Kohlenhydrat-Akkumulation bzw. des #Jmsatzes in vier Wo-
chen alten Wildtyp-Pflanzen (Abbildung 2-3 A) im Verlauf des jeweiligen L/D-Rhythmus ist
mit publizierten Daten vergleichbar (Gibon et al., 2004a). Zudem folgte die Starke-Akku-
mulation in allen Genotypen dem diurnalen Rhythmus der jeweiligen Wildtyp-Kontrolle. Die
Gehalte an Saccharose zeigten, im Vergleich zu den ermittelten Hexose-Werten, unter den
gewahlten Bedingungen, nur geringe Schwankungen im Verlauf eines 24-Stundenrhyth-
mus. In allen hier getesteten Genotypen war unter KT-Bedingungen eine Anreicherung an
Hexosen in der ersten Halfte der Lichtperiode zu erkennen, welche wahrscheinlich auf eine
verzdgerte Nutzung der Zucker zu Beginn der Lichtperiode zurlickzufthren ist (Gibon et
al.,, 2004a). So akkumulierten wahrend der Lichtperiode Hexosen im KT in den
sweetll/sweetl2-Doppelmutanten deutlich starker als in den Ubrigen Genotypen. Dabei
war jedoch auffallig, dass die Akkumulationsrate in den ersten vier Stunden der Licht-
periode zwischen Col-0 (4,4-fach) und sweetll/sweetl2 (4,7-fach) vergleichbar war. Be-
sonders aufféallig war, dass sweetll/sweet12-Doppelmutanten, im Vergleich zum Wildtyp,
unter allen hier untersuchten Tageslangen deutlich erhdhte Gehalte l6slicher Zucker und
Starke entlang des gesamten Tagesganges, aufwiesen (Abbildung 2-3 A). Diese Ergeb-
nisse sind aufgrund einer verminderten Phloembeladung und der damit verbundenen Re-
duktion der Exsudationsrate der Doppelmutanten plausibel (Chen et al., 2012). Dies war
nur vereinzelt und in deutlich abgeschwéchter Form in Pflanzen der sweetll-Einzel-
mutante feststellbar, wohingegen die sweet12-Einzelmutanten keine wesentlichen Abwei-
chungen aufwiesen. Um bewerten zu koénnen, ob der Kohlenhydratumsatz der Doppel-
mutante verandert ist, wurden aus den erhaltenen Daten die Akkumulation wahrend der
Lichtperiode bzw. die nachtliche Mobilisierung an Kohlenhydraten berechnet (Abbildung 2-
3 B). Diese Analyse ergab, dass alle Genotypen eine relativ ausgeglichene Akkumulations-

und Mobilisierungsrate aufwiesen, welche in den Doppelmutanten jedoch signifikant ho-

35



2 Ergebnisse

here Werte fir den Umsatz von ldslichen Zuckern ergab. Dieser Unterschied bei den

I8slichen Zuckern wird bei Betrachtung der Gesamtkohlenhydratumsétze von den deutlich

héheren Starkedaten maskiert.
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Abbildung 2-3

Diurnaler Umsatz von Kohlenhydraten vier Wochen alter Arabidopsis-Pflanzen.

Gehalte an Hexosen, Saccharose und Stérke (A) wurden (von links nach rechts) in einem 8h/16h (KT), einem
12h/12h (12h) und einem 16h/8h (LT) L/D Zyklus tiber 24 Stunden in voll expandierten Blattern bestimmt. Col-
0, schwarze Kreise; sweetll, weile Dreiecke; sweetl2, weil3e Quadrate und sweetll/sweetl2 weil3e Rauten.
Die diurnalen Umsatze (B) wurden aus den Daten in A berechnet. Kohlenhydrat-Akkumulation wéhrend der
Lichtperiode, wei3e Balken; nachtliche Kohlenhydratmobilisierung, schwarze Balken. Die dargestellten Werte
sind Mittelwerte aus flnf biologischen Replikaten + Standardfehler. Sternchen markieren signifikante Unter-
schiede zu Col-0 unter den jeweiligen Anzuchtbedingungen (*P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001; Student’s t-

Test).
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Ein Defekt beider Saccharose-Exporter resultierte in Doppelmutanten vier Wochen alter
Pflanzen neben erhéhten Gehalten an I6slichen Zuckern und Starke also auch in einer er-
hohten diurnalen Umsatzrate an loslichen Zuckern. Wéahrend die Kohlenhydrat-Akku-
mulation in der Lichtperiode durch den Funktionsverslust der beiden Transporter erklart
werden kann, konnte die gesteigerte nachtliche Umsatzrate I0slicher Zucker eventuell
durch eine gesteigerte Blattrespirationsrate erklart werden. Aufgrund einer vorrangigen
Durchfiihrung anschlie3ender Untersuchungen, wie Infektionsexperimente, im 12h L/D-
Rhythmus, wurde sich im Folgenden auf diese Bedingungen beschrankt.

2.2.2 Die AtSWEET11 und AtSWEET12-Expressionsstarke beeinflusst die

Blattexsudationsrate und den Kohlenhydratgehalt

Es wurde beschrieben, dass Pflanzen mit Stérungen der beiden Saccharose-Trans-
porter AtSWEET11 und AtSWEET12 eine verminderte Blattexsudationsrate aufweisen
(Chen et al., 2012). Jedoch wurden in diesem Zusammenhang noch nicht die morpho-
logischen und physiologischen Auswirkungen einer Uberexpression bzw. einer verstarkten
Expression unter der Kontrolle des endogenen Promotors untersucht. Daher sollte
analysiert werden, ob eine verstarkte Expression der Transporter AtSWEET11 und
AtSWEET12 zu gesteigerten Blattexsudationsraten bzw. phénotypischen Veranderungen
der Pflanzen fuhrt. Um diese Fragestellung zu adressieren wurden jeweils zwei unabhan-
gige Linien von Reporterpflanzen mit einem translationalen Fusionskonstrukt von
AtSWEET11 bzw. AtSSWEET12 und YFP (Yellow Fluorescent Protein) unter a) der Kon-
trolle des endogenen Promotors (nur fir AtSWEET12) und b) des konstitutiven 35S-
Promotors des Blumenkohl-Mosaikvirus verwendet. Hierbei muss jedoch beachtet werden,
dass eine Expression unter dem endogenen Promotor weiterhin gewebsspezifisch ist,
wohingegen die 35S-Uberex-pression in fast allen Zellen und Geweben erfolgt.

In den Einzelmutanten sweetl1 und sweetl2, in welchen jeweils der redundante Trans-
porter weiterhin aktiv ist, war keine signifikante Reduktion in der Exsudationsrate fest-
stellbar (Abbildung 2-4). Wie bereits beschrieben (Chen et al., 2012), war die Exsudations-
kapazitat der Doppelmutante signifikant um circa ca. 50 % gegeniiber dem Wildtyp redu-
ziert. Die Pflanzen mit Uberexpressionskonstrukten, sowohl unter dem endogenen als
auch dem konstitutiven Promotor, wiesen im Vergleich zum Wildtyp héhere Exsudations-
raten auf. Diese gesteigerte Exportrate flihrte zu keinen signifikanten phanotypischen
Veranderungen der transgenen Pflanzen. In Reporterpflanzen mit Konstrukten fir
AtSWEET12 unter dem endogenen Promotor war die Exsudationsrate signifikant 1,8-fach
zu Col-0 erhoht. In Pflanzen mit konstitutiver Uberexpression von AtSWEET11-YFP und
AtSWEET12-YFP unter der Kontrolle eines 35S-Promotors war mit Ausnahme der Linie
AtSWEET12-YFP OE # 3 die Beladung des Phloems etwa verdreifacht (Abbildung 2-4).
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Abbildung 2-4

Saccharose-Blattexsudationsraten von Arabidopsis-Pflanzen mit unterschiedlicher SWEET Transport-Aktivitat.
Funf Wochen alte Pflanzen wurden in einem 12h/12h L/D-Zyklus kultiviert. Die Messung der Exsudationsrate
voll expandierter Blatter erfolgte in der Mitte der Lichtperiode. Die Genotypen sind unter den Balken gekenn-
zeichnet Col-0, Wildtyp; sweetll, Einzelmutante AtSWEET11; sweetl2, Einzelmutante AtSWEET12,
sweetl1/12, Doppelmutante; SWEET12-YFP # 1 und # 4, Pflanzen mit translationalen Reporterkonstrukten
unter der Kontrolle des endogenen Promotors AtSWEET12; SWEET11-YFP OE # 2 und # 3 und SWEET12-
YFP OE # 3 und # 4, Pflanzen mit translationalen Reporterkonstrukten unter der Kontrolle des CaMV 35S-
Promotors. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus acht biologischen Replikaten + Standardfehler.
Sternchen markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 (*P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001; Student’s t-Test).
Zusatzliche Daten eines weiteren Experimentes und Werte exsudierter I6slicher Zucker sind im Anhang darge-
stellt (Abbildung A-1).

Um den Einfluss der AtSWEET11- und AtSWEET12-Uberexpression und damit
verbundenen gesteigerten Saccharose-Exportraten auf die Akkumulation bzw. den Um-
satz von Kohlenhydraten zu bewerten, wurden die Gehalte von Hexosen, Saccharose und
Starke am Ende der Licht- bzw. Dunkelperiode bestimmt (Abbildung 2-5). Dabei wiesen
die sweetll/sweetl2-Doppelmutanten zu beiden Probenzeitpunkten wiederum signifikant
erhdhte Werte an l6slichen Zuckern und Starke auf (Abbildung 2-5 A). Ein wesentlicher
Unterschied zwischen fiinf Wochen alten Pflanzen (Abbildung 2-5) zu den Daten vier
Wochen alter Pflanzen (Abbildung 2-3) war, dass sich die ermittelten Starkedaten von
sweetll/sweetl2-Doppelmutanten zwischen Ende Licht- und Dunkelphase kaum
unterschieden, wohingegen vier Wochen alte Pflanzen einen Gesamtstarkeumsatz
vergleichbar zum Wildtyp aufwiesen. Finf Wochen alte Doppelmutanten akkumulierten

zum Ende der Lichtphase nur noch etwa 60 pmol g FW-1, wobei zum Ende der Dunkelpe-
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riode noch ca. 52 umol g FW vorlagen. Im Gegensatz dazu lagen die Werte in vier
Wochen alten Pflanzen am Ende der Lichtperiode bei etwa 120 umol g FWund waren am
Ende der Dunkelperiode auf 55 pumol g FWreduziert. Der wesentliche Unterschied liegt
hierbei in der Starke-Akkumulationsrate im Licht, welche in finf Wochen alten Pflanzen
stark reduziert war. Ein ahnlicher, jedoch abgeschwachter Effekt einer reduzierten Stéarke-
Akkumulation war auch im Wildtyp erkennbar. So akkumulierten finf Wochen alte Wildtyp-
Pflanzen 45 pmol g FW im Gegensatz zu 60 pumol g FW* in vier Wochen alten Pflanzen.

Am Ende der Dunkelperiode ergaben die Messungen loslicher Zucker in Pflanzen mit
erhOhter Expression an AtISWEET11- und AtSWEET12 keine signifikanten Abweichungen
zu Wildtyp-Pflanzen, wohingegen fir Hexosen am Ende der Lichtperiode deutlich
verminderte Gehalte zum Wildtyp ermittelt wurden. Weiterhin wiesen Pflanzen mit konsti-
tutiver Expression der Reporterkonstrukte am Ende der Dunkelperiode signifikant redu-
Zierte Gehalte an Starke auf, was in Pflanzen mit Reporterkonstrukten unter Kontrolle des
endogenen Promotors nicht der Fall war. Uberraschenderweise ergaben Messungen der
Starke-Akkumulation am Ende der Lichtperiode keine Unterschiede zu Gehalten des
Wildtypes. Lediglich Linie SWEET12-YFP # 4 mit einem Reporterkonstrukt unter der Kon-
trolle des endogenen Promotors akkumulierte signifikant weniger Starke.

Die Ernte der Proben am Ende der Dunkel- bzw. Lichtperiode erfolgte am gleichen Tag
und ermdglichte die Kalkulation akkumulierter Kohlenhydrate wahrend der Lichtperiode
(Abbildung 2-5 B). Aufféllig war hierbei, dass im Gegensatz zu vier Wochen alten Pflanzen
(Abbildung 2-3 B), Doppelmutanten keine zum Wildtyp gesteigerte Akkumulation l6slicher
Zucker aufwiesen, welche vorher unter drei verschiedenen L/D-Zyklen ermittelt wurde.
Uberexprimierende Pflanzen akkumulierten hingegen weniger losliche Zucker, was auf die
verringerten Hexosegehalte zuriickzufihren ist. Die Gesamtkohlenhydrat-Akkumulation in
Transformanten mit Uberexpressionskonstrukten war tendenziell in allen Linien im Ver-
gleich zu Col-0 erhéht und im Wesentlichen auf die gesteigerte Akkumulation von Starke
wahrend der Lichtperiode zurtickzufihren.

Zusammengenommen deuten die Daten darauf hin, dass eine gesteigerte Saccharose-

Exportrate zu einer erhéhten nachtlichen Starkemobilisierung fihrt.
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Abbildung 2-5

Kohlenhydrat-Akkumulation funf Wochen alter Arabidopsis-Pflanzen mit veranderter AtSWEET11- und
AtSWEET12-Expression.

Gehalte an Hexosen, Saccharose und Stéarke voll expandierter Blatter (A) wurden in einem 12h L/D Zyklus am
Ende der Dunkel- (schwarze Balken) und am Ende der Lichtperiode (weif3e Balken) bestimmt. Die Akku-
mulation Uber die Lichtphase (B) wurde aus den Daten in A berechnet. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
aus sechs biologischen Replikaten + Standardfehler. Die Genotypen sind unter den Balken gekennzeichnet
Col-0 Wildtyp; sweetll, Einzelmutante AtSWEE11l; sweetl2, Einzelmutante AtSWEET12, sweetl1/12,
Doppelmutante; SWEET12-YFP # 1 und # 4, Pflanzen mit translationalen Reporterkonstrukten unter der Kon-
trolle des endogenen Promotors AtSWEET12; SWEET11-YFP OE # 2 und # 3 und SWEET12-YFP OE # 3
und # 4, Pflanzen mit translationalen Reporterkonstrukten unter der Kontrolle eines 35S-Promotors. Sternchen
markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 (*P < 0,05; ** P < 0,01; **P < 0,001; Student’s t-Test).

Da die ermittelten Daten der Kohlenhydrat-Akkumulation in den sweetl1/sweetl2-Dop-
pelmutanten auffallige Unterschiede zwischen vier und funf Wochen alten Pflanzen erga-
ben und auf physiologische Veranderungen durch Beeintrachtigung des Saccharose-Ex-
portes hindeuteten, wurden fir eine genauere Analyse die Gehalte funf Wochen alter
Pflanzen tber einen 24-Stunden Tagesgang ermittelt (Abbildung 2-6). Im Weiteren sollten

diese Daten zu einem konsistenten Zeitpunkt mit den folgenden Infektionsexperimenten
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ermittelt werden, welche aus Grinden der Vergleichbarkeit standardgemafl? an finf
Wochen alten Pflanzen durchgefihrt wurden. Da die konstitutive Uberexpression mittels
35S-Promotor keine Gewebsspezifitat aufweist und den Saccharose-Transport in allen
Blattzellen verédndern kann, wurden diese Linien im Folgenden nicht weiterfiihrend ana-
lysiert.

Die ermittelten Gehalte I6slicher Zucker und Starke finf Wochen alter Pflanzen mit De-
fekten in beiden Phloem-spezifischen Transportern stimmten mit vorangegangenen Unter-
suchungen tendenziell Gberein und lagen deutlich Gber den Werten von Wildtyp Pflanzen
(Vergleich Abbildung 2-3 A). Jedoch ergaben die Messungen Abweichungen im Akkumula-
tionsmuster sowohl in sweet11/sweet12-Doppelmutanten als auch in Col-0. Uberraschend
war hierbei, dass die Saccharosegehalte aller untersuchten Linien am Ende der Dunkel-
periode nach 24 Stunden deutlich Gber den Werten am Ende der Dunkelperiode zu Beginn
der Messung lagen. Vergleichbar zur vorangegangenen Untersuchung lagen die Gehalte
an Hexosen in Uberexprimierenden Pflanzen wahrend der Lichtphase meist signifikant
unter den Werten des Wildtyps, was aber nicht fir Saccharose der Fall war (Vergleich
Abbildung 2-5). Ebenso stimmten die Starke-Daten der SWEET12-Reporterlinien unter der
Kontrolle des endogenen Promotors mit denen der vorangegangenen Untersuchung tber-
ein und zeigten, ebenso wie die SWEET11-Reporterlinien, keinen Unterschied zum Wild-
typ.

Die Berechnung der Kohlenhydratumséatze (Abbildung 2-6 B) spiegelt die gesteigerte
Exportrate an Saccharose in YFP-Reporterlinien (Abbildung 2-4) wider. So akkumulierten
diese, ahnlich wie in den unter Abbildung 2-5 angefiihrten Daten, im Vergleich zum Wild-
typ, weniger ldsliche Zucker in der Lichtphase. Die darauf folgende Dunkelperiode ist durch
einen tendenziell verminderten Umsatz l6slicher Zuckern gekennzeichnet, was in erster
Linie auf den Anstieg der Saccharosegehalte in Blattern gegen Ende der Nacht zurtick-
zufuhren ist. Der tendenziell gesteigerte diurnale Gesamtkohlenhydratumsatz der Linien
mit Reporterfusionskonstrukten ist im Wesentlichen auf den letzten Messpunkt der Licht-
periode zurtickzufiihren, da hier alle transgenen Linien hdhere Starkegehalte als der Wild-
typ aufwiesen. Der Umsatz l6slicher Zucker von Col-0 lag Ubereinstimmend in mehreren
Messungen bei circa 3 pmol g FWL. Doppelmutanten zeigten in vier Wochen alten Pflan-
zen eine dazu drei- bis vierfach erhéhte Umsatzrate, was in Messungen von fiinf Wochen
alten Pflanzen nicht mehr der Fall war. Der nachtliche Umsatz I6slicher Zucker und der
Gesamtkohlenhydrate ist zu diesem Zeitpunkt des vegetativen Wachstums gegeniber
dem des Wildtyps deutlich verringert, was durch den Anstieg der Hexose- und Starke-

gehalte am Ende der Dunkelperiode zu erklaren ist.
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Abbildung 2-6

Diurnaler Kohlenhydratumsatz finf Wochen alter Arabidopsis-Pflanzen mit veranderter Expression der
Saccharose-Transporter AASWEET11 und AtSWEET12.

Gehalte an Hexosen, Saccharose und Stérke voll expandierter Blatter (A) wurden in einem 12h L/D Zyklus
Uber 24 Stunden bestimmt. Col-0, schwarze Kreise; sweetll/sweetl2 weilRe Rauten; SWEET11-YFP # 1,
weildes nach unten gerichtetes Dreieck; SWEET11-YFP # 2, weil3es Quadrat; SWEET12-YFP # 1, weil3es
nach oben gerichtetes Dreieck; SWEET12-YFP # 4, weiRer Kreis. Die diurnalen Umsatze (B) wurden aus den
Daten in A berechnet. Kohlenhydrat-Akkumulation in der Lichtperiode, weifl3e Balken; nachtliche Kohlenhydrat-
mobilisierung, schwarze Balken. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus sieben biologischen Replikaten
+ Standardfehler. Sternchen markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 unter den jeweiligen Anzucht-
bedingungen (*P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001; Student’s t-Test).

2.2.3 Das Fehlen von AtSWEET11 und/oder AtSWEET12 hat keinen Einfluss

auf die Zellwand-Monosaccharid-Zusammensetzung in Blattern

Die pflanzliche Zellwand hat durch ihren mechanisch robusten Aufbau einen essenziel-
len Einfluss auf die Entwicklung der Pflanzen. Als komplexe und dynamische Struktur er-
moglicht sie die Bildung eines hohen Turgors in Pflanzenzellen, spielt eine wichtige Rolle

bei der Zell-Zell-Signaliibertragung sowie in der Pathogenabwehr und bei Differenzie-

42



2 Ergebnisse

rungsprozessen (Cosgrove, 1997; Somerville et al., 2004). Aul3er L-Galaktose und L-
Fucose, welche aus GDP-D-Mannose gebildet werden, erfolgt die Bildung der meisten in
der Zellwand vorkommenden Monosaccharide aus zytosolischer UDP-D-Glukose (Seifert,
2004). UDP-D-Glukose wird vorrangig von D-Fruktose-6-Phosphat (aus der Photosyn-
these) oder von Saccharose (in heterotrophen Geweben) fur die Synthese von Zellwand-
zuckern abgeleitet (Reiter, 2008; Chen et al., 2013). In verschiedenen Arbeiten wurde ge-
zeigt, dass die Zusammensetzung der Zellwand einen entscheidenden Einfluss auf den
Verlauf von Pflanze-Pathogen-Interaktionen mit biotrophen und nekrotrophen Pathogene
haben kann (Vogel et al., 2002; Vogel et al., 2004; Manabe et al., 2011).

Die Erkenntnis, dass die Zusammensetzung der Zellwand von der diurnalen Verfiighar-
keit von Kohlenhydraten im Blatt abhangig ist und die Suszeptibilitat gegentiber dem hemi-
biotrophen Pilz C. higginsianum beeinflusst (Engelsdorf, 2013), wurde als Anlass genom-
men die Zellwand-Monosaccharid-Zusammensetzung in SWEET-Mutanten zu untersu-
chen. Die Annahme hierbei war, dass die diurnal konstitutiv erhdhte Kohlenhydratverfiig-
barkeit in source-Blattern der Doppelmutante zu Veranderungen in der Zellwandzusam-
mensetzung fihren kdnnte, und weiterfihrend eine verstarkte Barriere gegenlber der
Penetration von C. higginsianum zur Folge haben kdnnte. Hierbei lag der Fokus auf Matrix-
zuckern der Hemizellulose und Pektin. Auf die Analyse von Glukose wurde verzichtet, da
aus methodischen Griinden eine Kontamination aus der Blattstarke nicht ausgeschlossen
werden konnte. Es konnte kein wesentlicher Unterschied in der Zellwand-Monosaccharid-
Zusammensetzung der Zellwand zwischen den Einzel- und Doppelmutanten sowie dem
Wildtyp festgestellt werden (Abbildung 2-7).
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Abbildung 2-7
Zellwand-Monosaccharid-Zusammensetzung von sweet-Mutanten.
Die Monosaccharidgehalte in Zellwandextrakten voll expandierter Blatter von Arabidopsis sind als prozen-
tualer Anteil der einzelnen Zucker an den gesamten Zellwand-Monosacchariden dargestellt. Die Namen der
Monosaccharide sind jeweils unter den Balken angegeben.Col-0, schwarze Balken; sweetll, graue Balken;
sweetl2, dunkelgraue Balken; sweetl1l/sweetl2 hellgraue Balken. Abgebildet sind Mittelwerte aus sechs bio-
logischen Replikaten + Standardfehler.
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2.2.4 sweetll/sweet 12-Doppelmutanten haben eine unverénderte CO  2-

Assimilationsrate aber eine erhéhte nachtliche Respiration

Die Pflanzen der Doppelmutanten akkumulieren mehr I8sliche Zucker, haben eine
deutlich verringerte Saccharose-Exsudationsrate und sind durch verringertes Wachstum
bzw. durch eine verminderte Blattflache charakterisiert. Die Akkumulation von Kohlen-
hydraten bzw. Saccharose in source-Blattern kann inhibierend auf die Photosynthese
wirken (zusammengefasst in Ainsworth und Bush, 2011). So kdnnten auch der Rickstau
von Saccharose und das verminderte Wachstums der sweetl1/sweetl2-Doppelmutanten
eine Inhibierung der Photosynthese vermitteln bzw. eine erhdhte Respiration der ange-
hauften Kohlenhydratgeriste zur Folge haben. Um diese Hypothese zu tUberprifen wurde
mittels kombinierter IRGA (InfraRed Gas Analyzer)-PAM (Pulse Amplitude Modulated)-
Fluorometrie die Assimilationsrate (A), die stomatare Leitfahigkeit (g H-O) und die Elek-
tronentransportrate (ETR) bestimmt. Wahrend die ETR nur in der Lichtperiode ermittelt
wurde, erfolgte die Analyse der anderen Parameter auch wéahrend der Dunkelperiode.
Hierbei wurden zwei verschiedenen Bedingungen analysiert, normale Wachstums-
bedingungen (4.4.1.1) und Bedingungen, welche zur Infektion mit C. higginsianum ver-
wendet wurden und mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von nahezu 100 % charakterisiert
sind (4.4.1.3). Die gemessene ETR zeigte zu keinem Zeitpunkt Unterschiede zwischen den
Genotypen und ist im Anhang dargestellt (Tabelle A-1).

Der bei der Transpiration tber die Stomata abgegebene Wasserdampf pro Flache und
Zeit korreliert mit dem Offnungsgrad der Stomata. Die Messung der stomataren Leitfahig-
keit unter ambienten Bedingungen ergab sowohl in der Licht- als auch in der Dunkelphase
hohere Werte fir sweetll/sweetl2-Doppelmutanten und deutet auf einen gesteigerten
Gasaustausch in diesen Pflanzen hin. Der Gasaustausch wahrend der Dunkelphase war
im Vergleich zur Lichtphase sowohl in Col-0 als auch in sweetll/sweetl2 um etwa 18 %
reduziert (Abbildung 2-8 A). Unter Bedingungen, welche die Infektion mit C. higginsianum
reprasentieren, war die stomatare Leitfahigkeit beider Genotypen im Licht etwa um den
Faktor 3,3 gesteigert. Dies ist plausibel, da die gut gewasserten Pflanzen trotz der hohen
Luftfeuchtigkeit ihren Transpirationsstrom aufrechterhalten missen. Die stomatare Leit-
fahigkeit der Doppelmutanten war unter diesen Bedingungen jedoch nur tendenziell erhdht.
Messungen unter hoher Luftfeuchtigkeit in der Dunkelperiode ergaben keine auswertbaren
Daten.

Die CO-Assimilationsraten wahrend der Lichtperiode unterschieden sich unter
ambienter und hoher Luftfeuchtigkeit nicht zwischen den Genotypen, jedoch konnte nachts
unter beiden Bedingungen eine erhdhte Respiration in der Doppelmutante gemessen

werden (Abbildung 2-8 B). Die Respirationsrate der Doppelmutante war unter ambienten
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Bedingungen um 11 % und unter hoher Luftfeuchtigkeit um 16 % gegeniber der Respira-
tionsrate des Wildtyps erh6ht. Weiterhin fuhrte hohe Luftfeuchtigkeit sowohl im Licht als
auch in der Dunkelperiode zu Veranderungen der Assimilationsrate beider Genotypen. Im
Licht war die CO.-Assimilation beider Genotypen unter hoher Luftfeuchtigkeit um 15 %
vermindert. Die nachtliche Respiration war unter hoher Luftfeuchtigkeit in Col-0 um 17 %
und in sweetll/sweetl2 um 14 % reduziert. Eine Messung der Photonenflussdichte ergab,
dass das Aufsetzen der Hauben, welche eine hohe Luftfeuchtigkeit garantieren, die Lichtin-
tensitat um 15 % reduziert. Welche Bedeutung hierbei die Verminderung der Lichtintensitéat
bzw. die hohe Luftfeuchtigkeit fir die Anderung der Assimilationsrate haben, musste
jedoch in weiteren Messungen bestimmt werden. Zusammengefasst deuten die Analyse
der respiratorischen Parameter und der CO2-Assimilationsrate auf eine gesteigerte sto-
matare Leitfahigkeit und eine erhdhte nachtliche Blattrespiration in den sweetll/sweetl12-

Doppelmutanten hin.
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2.2.5 AtSWEET11 und AtSWEET12 unterliegen einer diurnalen Regulation

In sweetll/sweetl2-Doppelmutanten konnte eine gesteigerte nachtliche Respiration
gezeigt werden (Kapitel 2.2.4). Weiterhin zeigten Pflanzen mit einer konstitutiv verstarkten
Expression von AtSWEET11 und AtSWEET12 unter der Kontrolle des 35S-Promotors des
Blumenkohl-Mosaikvirus eine gesteigerte nachtliche Starkemobilisierung (Abbildung 2-5).
Dies war in Pflanzen mit einer gesteigerten Expression unter der Kontrolle des endogenen
Promotors nicht zu beobachten, was auf eine diurnale Regulation der Transporter hindeu-
ten konnte.

Durch die zirkadiane Uhr wird in multizellularen Organismen sichergestellt, dass Zell-
funktionen an tagesrhythmische und saisonale Zyklen angepasst werden. In Arabidopsis
werden mindestens 30 % des Transkriptoms Uber die zirkadiane Uhr reguliert (Haydon et
al., 2011), um zum Beispiel Gene der Photosynthese und der damit verknupften Transport-
mechanismen vor Beginn der Lichtperiode zu induzieren. Die Anpassung an den Tages-
rhythmus garantiert eine optimale Ausnutzung der Lichtperiode und ermdglicht eine
effiziente Kohlenstoff-Assimilation bzw. Distribution, wie zum Beispiel zur Akkumulation
transitorischer Starke in Chloroplasten zur Deckung nachtlicher Stoffwechselvorgéange
(Nozue et al., 2007). Erst kurzlich wurde beschrieben, dass das Transkriptom in Zellen des
Leitgewebes zirkadian abweichende Charakteristika von dem in Zellen des Mesophylls
aufweist und die zirkadiane Regulation dieser auch beeinflussen kdnnen (Endo et al.,
2014).

Um Aufschluss Uber eine diurnale transkriptionelle Regulation der hier untersuchten
Transporter der SWEET-Familie zu erlangen, wurden verfigbare Transkriptom-Daten ana-
lysiert (Blasing et al., 2005; Abbildung 2-9). Die Daten zeigen deutlich eine diurnale Regu-
lation der Transporter-Transkriptmengen, wobei Maximalwerte in der Mitte der Dunkel-
periode zu verzeichnen sind. Die tagesrhythmische Variation des Expressionsmuster des
Saccharose-Protonen-Symporters SUC2 war weniger deutlich ausgepragt (Blasing et al.,
2005; Abbildung A-10 A). Die hier extrahierten Daten korrelieren mit Analysen weiterer
Transkriptom-Datenséatze (Covington und Harmer, 2007; Dodd et al., 2007; Haydon et al.,
2011), wobei in den Daten von Dodd (2007) keine Werte von SWEET11 enthalten waren.
Gewebespezifische Untersuchungen der Genexpression ergaben, dass 77 % der Gesamt-
RNA von Blattern dem Mesophyll, 8 % dem vaskularen Gewebe und 15 % der Epidermis
zugeordnet werden kénnen (Endo et al., 2014). Daher kann davon ausgegangen werden,
dass Blatt-RNA-Extrakte vorrangig RNA-Gehalte des Mesophylls reprasentieren (Endo et
al., 2014). Aus diesem Datensatz konnten keine direkten Daten einer signifikanten trans-
kriptionellen Regulation von SWEET11 und SWEET12 extrahiert werden, wobei diese als
reguliert aufgefiihrt werden (Endo et al., 2014). Die diurnale Oszillation der AtASWEET11-
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und AtSWEET12-Transkriptmengen legt nahe, dass Akkumulation von Transkripten und
Protein ebenfalls phasenverschoben ist, wie fur die meisten Enzyme des zentralen
Kohlenhydrat-Stoffwechsels berichtet (Gibon et al., 2004b). Daher wurde die Protein-
menge der Transporter mit Hilfe eines anti-GFP-Antikdrpers im diurnalen Zyklus anhand
von Pflanzen mit translationalen YFP-Reporterfusionskonstrukten unter der Kontrolle des
endogenen Promotors per Westernblot untersucht. Die Analysen zeigten jedoch keine aus-

sagekraftigen Ergebnisse.
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Abbildung 2-9

Diurnale Oszillation der AtSWEET11 und AtSWEET12-Transkriptmengen (Daten aus (Blasing et al., 2005)).

Funf Wochen alte Arabidopsis-Pflanzen wurden in einem 12h/12h LD-Zyklus (130 pmol m=2 s) kultiviert und
jeweils zur vierten, achten und zwolften Stunde der Licht- bzw. Dunkelperiode wurden Blattproben geerntet.
Rohdaten (CEL files) wurden mit der Robust Multiarray Analysis (RMA) Software bearbeitet (Bolstad et al.,

2003; Blasing et al., 2005).

2.3 Die Rolle von AtSWEET11 und AtSWEET12 in der Pathogen-Interaktion

Zucker erflllen in Pflanzen eine Vielzahl essenzieller Funktionen. Neben der Sicher-
stellung der Versorgung von heterotrophen sink-Geweben oder von nachtlichen Erhal-
tungsprozessen mit organischen Kohlenstoffverbindungen (Koch, 2004) spielen sie wich-
tige Rollen in der Versorgung des Primar- und Sekundarmetabolismus mit Kohlenhydrat-
geriisten, SignalUbertragungsprozessen und in energetisch aufwendigen Abwehrreak-
tionen (Rolland et al., 2006; Bolton, 2009; Moghaddam und Van den Ende, 2012). Fur
Pathogene als heterotrophe Organismen stellt die in planta Versorgung mit Photoassi-

milaten eine Limitation fir das Wachstum dar.

2.3.1 Das Fehlen der Saccharose-Transporter AtSWEET11 und AtSWEET12

hat keinen negativen Einfluss auf die  P. syringae pv.tomato Proliferation

Der Phloem-spezifische Transporter OSSWEET11 (xal3) aus Reis wird durch funk-
tionell redundante TAL-Effektoren des bakterielle Pathogens X. oryzae transkriptionell
induziert und représentiert einen Suszeptibilitdtsfaktor dieser Pflanze-Pathogen-Interaktion

(Yang et al., 2006; Chen et al., 2010; Yuan et al., 2011). X. oryzae proliferiert vorrangig im

47



2 Ergebnisse

Xylem befallener Pflanzen, einer Umgebung welche durch sehr geringe Konzentrationen
organischer Kohlenstoffquellen charakterisiert ist. Es kann daher angenommen werden,
dass eine lokale Induktion von SWEET-Zucker-Transportern entscheidend fir eine erfolg-
reiche Proliferation des Pathogens ist. In Arabidopsis induziert, wie oben bereits erwahnt,
das mit Xoo entfernt verwandte bakterielle Pathogen P. syringae eine gesteigerte Expres-
sion des OsSWEET11-Homologes AtSWEET12 (Chen et al., 2010). Aus diesem Hinter-
grund heraus sollte in dieser Arbeit die Akkumulation der funktionell redundanten Paraloge
AtSWEET11 und AtSWEET12 in der P. syringae - Arabidopsis Interaktion untersucht wer-
den, die ebenfalls Phloem-spezifisch exprimiert werden.

Um eine lokale Induktion der Transporter im infizierten Gewebe zu untersuchen wurden
Pflanzen, welche die translationalen Reporterkonstrukte pAtISWEET11:AtSWEET11-YFP
bzw. pAtISWEET12:AtSWEET12-YFP unter der Kontrolle des jeweils endogenen Promo-
tors (Chen et al., 2012) exprimieren nach Infiltration mit dem hemibiotrophen Pathogen
untersucht. In Ubereinstimmung mit den Daten von (Chen et al., 2010) konnte keine gestei-
gerte Akkumulation von AtSWEET11-Reporterprotein durch Infiltration von P. syringae auf-
gezeigt werden. Auch eine Inokulation mit dem Stamm P. syringae ChrcC, welcher durch
einen Defekt des T3SS charakterisiert ist und zum Verlust der Proliferationsfahigkeit und
Entwicklung von Krankheitssymptomen in Arabidopsis fuhrt (Boch et al., 2002), ergab
keine wesentliche Akkumulation des Reporterkonstruktes (Abbildung A-2). Im Gegensatz
dazu fuhrte eine Infektion mit P. syringae 16 Stunden nach Infektion zu einer signifikanten
Akkumulation von SWEET12-YFP-Reporterprotein im Leitgewebe infizierter Blatter (Ab-
bildung 2-10 C), welche nicht in P. syringae GhrcC- bzw. MgClz-infiltrierten Blattern zu
beobachten war (Abbildung 2-10 A; B). Die Untersuchung von patrtiell infiltrierten Blattern
ergab zudem eine starke Akkumulation des Reporterproteins in infizierten Gewebe ver-
glichen zu nicht-infiltrierten Blattbereichen (Abbildung 2-10 D - F). Ebenso konnte eine In-
duktion des Reporterkonstruktes in Epidermiszellen infizierter Bereiche beobachtet wer-
den, welche in Arealen ohne bakterielle Pradsenz nicht auftrat. Fir eine quantitative Unter-
suchung der Akkumulation des AtSWEET12-Reporterkonstruktes wurde eine fluoro-
metrische Messung des YFP-Signals 24 Stunden nach Inokulation durchgefiihrt (Abbil-
dung 2-10 G). Hiermit konnte eine signifikante Induktion der Fluoreszenz in P. syringae-
infiltrierten Blattern im Vergleich zu MgCl,-Kontrollen ermittelt werden, welche nicht nach
Infiltration mit dem avirulenten Stamm ChrcC erkennbar war.

Um die lokale Induktion von AtSWEET12 wahrend der biotrophen Phase auf zellularer
Ebene zu untersuchen, wurden pAtSWEET12:AtSWEET12-YFP Reporterpflanzen mit
dem GFP (Green Fluorescent Protein)-exprimierenden P. syringae pv. tomato DC3000
"hQ-GFP (Misas-Villamil et al., 2011) infiltriert. Mittels Konfokaler Laser-Scanning Mikro-
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skopie (KLSM) konnte eine Akkumulation von AtSWEET12-YFP Reporterprotein in der
Né&he von bakteriellen Aggregaten beobachtet werden, wéahrend in Wildtyp-Blattern keiner-
lei Signal detektiert werden konnte. Interessanterweise wurde keine gesteigerte Akkumula-
tion des Reporterproteins in Mesophylizellen festgestellt, welche prinzipiell nach der Infil-
tration im direkten Kontakt mit den Bakterien mit stehen wirden (Abbildung 2-11).
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Abbildung 2- 10

PAtSWEET12:AtSWEET12-YFP Induktion 16 Stunden nach Infiltration (hpi) mit P. syringae pv. tomato
DC3000.

Analyse der Akkumulation des Reporterproteins in voll expandierten Blattern auf Gesamtblattebene in unbe-
handelten Kontrollblattern (A), nach Infiltration mit 1 mM MgCl2 (B) bzw. 1-107 cfu mI* P. syringae pv. tomato
DC3000 (C). A bis C und E repréasentieren abaxiale Ubersichtsbilder von Blattern; (D-F) Partiell infiltrierte Blatt-
halften, (E) Ganzblatt-Ubersicht, (D) vergroRerter nicht-infiltrierter Bereich, (F) vergroRerter infizierter Bereich.
Die Aufnahmen wurden mit dem YFP-Filterset des Leica MZ16F Binokular erstellt. Der Mal3stab entspricht 1
mm und fiir Ubersichtsbilder 200 um bei vergréRerten Ausschnitten. (G) Fluorometrische Quantifizierung des
SWEET12-YFP-Signales von Blattscheiben unbehandelter Blatter (Kontrolle) bzw. von Blattern infiltriert mit 1
mM MgCl2 (MgCl2), 1-107 cfu mIt des apathogenen P. syringae Stammes ChrcC (Pst DC3000 TLR1( thrcC)
bzw. mit 1-107 cfu mIt P. syringae pv. tomato DC3000 Wildtyp (Pst DC3000 WT) 24 Stunden nach Infiltration.
Die Daten sind auf den Mittelwert der Kontrolle normalisiert und repréasentieren Mittelwerte aus vier bis sechs
biologischen Replikaten + Standardfehler. Sternchen markieren signifikante Unterschiede zu unbehandelten
Kontrollblattern (*P < 0,05; Student’s t-Test).
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YFP GFP Uberlagerung

AtSWEET12-YFP

Col-0

Abbildung 2- 11

Lokale Induktion von pAtSWEET12:AtSWEET12-YFP nach Infiltration mit P. syringae pv. tomato DC3000 "hQ-
GFP.

Finf Wochen alte AtSWEET12-Reporterpflanzen (obere zwei Reihen) und Col-0 (untere Reihe) wurden mit
einem bakteriellen Titer von 5-10° cfu ml? des GFP-exprimierenden P. syringae pv. tomato-Stammes
PtoDC3000DhQ-GFP infiziert. Die Analyse mittels KLSM erfolgte einen Tag nach Infiltration. YFP, linke Spalte;
GFP mittlere Spalte; Uberlagerung, rechte Spalte. Der MaRstab entspricht 20 um und die weiRen Kreise der
mittleren Reihe markieren die Lokalisation der Bakterien.

Diese hier ermittelte Akkumulation des Reporterproteins in raumlicher Nahe der hemi-
biotrophen Bakterien, kénnte prinzipiell fir eine Pathogen-vermittelte Induktion des Trans-
porters zur Steigerung der Zuckerverfigbarkeit im apoplastischen Kompartiment an der In-
fektionsstelle interpretiert werden. Um den Zusammenhang einer potenziell durch
AtSWEET12 vermittelten gesteigerten Zuckerverfugbarkeit zur bakteriellen Proliferation zu
untersuchen, wurde im Folgenden analysiert, ob AtISWEET12 einen Suszeptibilitatsfaktor
in der Interaktion mit P. syringae darstellt. Hierfiir wurden die Einzelmutanten sweet11 und
sweet12, die Doppelmutante sweetl1/sweetl2 sowie der Wildtyp Col-0 mit einem Titer von

5-10° cfu mI Pst-Wildtyp infiltriert und die bakterielle Proliferation in planta bewertet. Die
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bakteriellen Titer zwischen den Genotypen waren zu den Zeitpunkten 2 bzw. 3 Tage nach
Infiltration weitestgehend vergleichbar (Abbildung 2-12). Wenn davon ausgegangen wird,
dass die Induktion von AtSWEET12 einen entscheidenden Beitrag zur bakteriellen Er-
nahrung leistet, sollte eine verzdgerte Entwicklung der Bakterien in sweet12- bzw. in der
Doppelmutante erkennbar sein. Die Daten deuten darauf hin, dass die lokale Induktion von
AtSWEET12 keine essenzielle Ernahrungsstrategie fur P. syringae darstellt.
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Abbildung 2 -12

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000-Proliferation in planta.

Funf Wochen alte Pflanzen wurden in einem 12h L/D-Zyklus angezogen und mit einem Bakterientiter von 5-10°
cfu mlt infiziert. Die dargestellten Daten entsprechen dem bakteriellen Titer zwei (schwarze Balken) bzw. drei
Tage (hellgraue Balken) nach Infiltration. Die zugehdrigen pflanzlichen Genotypen stehen unter den jeweiligen
Balken. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte von jeweils vier biologischen und zwei technischen Replikaten
+ Standardfehler. Die Daten stammen von einem reprasentativen von insgesamt drei Experimenten.

2.3.2 AtSWEET11 und AtSWEET12 akkumulieren nicht an der
extrahaustorialen Matrix von  E. cruciferarum und ihre Gegenwart hat

keinen Einflu ss auf die Kompatibilitat der Interaktion

Die Infektion von Arabidopsis mit dem obligat biotrophen Mehltauvertreter
Golovinomyces cichoracearum fuhrte zur transkriptionellen Induktion von Transportern der
SWEET-Familie, welche unterschiedlichen Subklassen zugeordnet werden kénnen. Unter
diesen befinden sich auch die beiden hier untersuchten Phloem-spezifischen Transporter
AtSWEET11 und AtSWEET12, wobei AtSWEET12 durch Infektion mit dem obligat biotro-
phen Pilz deutlich starker induziert wird als das Paralog AtSSWEET11 (Chen et al., 2010).

Obligat biotrophe Pathogene wie E. cruciferarum bilden zur Nahrstoffaufnahme Haus-
torien in den befallenen Wirtszellen und konkurrieren mit sink-Organen des Wirtes um die
Assimilatverteilung im Wirt (Sutton et al., 1999; Mendgen und Hahn, 2002; Fotopoulos et
al., 2003; Biemelt und Sonnewald, 2006).
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-.
Abbildung 2-13
E. cruciferarum vermittelte Induktion von pAtSWEET11:AtSWEET11-YFP und pAtSWEET12:AtSWEET12-
YFP im Leitgewebe.

Bewertung der AtSWEET-YFP Reporterprotein-Akkumulation in Kontrollblattern (A - D) und in infizierten Blat-
tern (E - H) mittels Binokular finf (SWEET12-YFP) bzw. sieben (SWEET11-YFP) Tage nach Infektion mit 68
bzw. 46 Conidien mm2. Pro Behandlung und Reporterlinie sind jeweils zwei Aufnahmen dargestellt. Die
Akkumulation von SWEET11-YFP (A; B; E; F) und SWEET12-YFP (C; D; G; H) Reporterprotein durch Infektion
(E +F) im vaskularen Gewebe wurde mit einer Belichtungszeit von 7,3 Sekunden aufgezeichnet. Der Mal3stab

reprasentiert 1 mm. Die Aufnahmen voll expandierter Blatter erfolgten mittels eines YFP-Filtersets des Leica
MZ16F Binokulars.

In diesem Zusammenhang sollte eine potenzielle Rolle der beiden Saccharose-Trans-
porter in der Interaktion mit dem adaptierten obligat biotrophen Mehltau-Pathogen E.
cruciferarum untersucht werden. Wie im vorangegangenen Pathosystem wurde auch hier
untersucht, ob die Akkumulation der Reporterproteine AtSWEET11-YFP und AtSWEET12-
YFP in infiziertem Gewebe veréandert ist. Auf Gesamtblattebene akkumulierten beide
Transporter im Leitgewebe, was besonders in vaskularem Gewebe héherer Ordnung auf-
fallig war (Abbildung 2-13). Eine gesteigerte Anreicherung der Reporterproteine in anderen
Blattgeweben konnte mittels Binokular nicht festgestellt werden. Per KLSM wurde auf
zellularer Ebene untersucht, ob eine Reporterprotein-Akkumulation an der extrahaus-
torialen Matrix beobachtet werden kann. Dies wirde auf eine Rolle des Transporters flr
die pilzliche Ernahrung hindeuten. Die mikroskopische Analyse ergab lediglich schwache
Fluoreszenzsignale im YFP-Emissionsspektrum an kompakten Haustorien, welche in dhn-
licher Intensitéat in Blattern von Wildtyp-Kontrollen vorkamen und daher als Autofluoreszenz
betrachtet wurden (Abbildung 2-14). Die Tatsache, dass es sich bei diesem Signal um
Autofluoreszenz handelte, wurde zusatzlich durch die Aufnahme eines zusatzlichen Detek-
tionskanals knapp aul3erhalb des YFP-Emissionsspektrums bestétigt. Eine solche Auto-
fluoreszenz pilzlicher Strukturen wurde bereits in vorangegangenen Untersuchungen in

verschiedenen Préparaten beobachtet.
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Durchlicht YFP Chloroplasten Uberlagerung Autofluoreszenz

..
.-

AtSWEET12:YFP ASWEET11:YFP
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Abbildung 2-14

Subzelluléare Lokalisation von pAtSWEET11:AtSSWEET11-YFP und pAtSWEET12:AtSWEET12-YFP in

E. cruciferarum infizierten Arabidopsis-Blattern.

Die Analyse finf Wochen alter Pflanzen erfolgte in AtASWEET11-YFP- (obere zwei Reihen), AtASWEET12-YFP-
Reporterpflanzen (mittlere zwei Reihen) und in Col-0 Wildtyp-Pflanzen (untere zwei Reihen) 8 Tage nach In-
okulation mit 68 Conidien mm von E. cruciferarum. Pro Genotyp sind jeweils eine Aufnahme mit geringerer
(jeweils obere Zeile) und héherer VergréRerung (jeweils untere Zeile) gezeigt.

In Spalten von links nach rechts sind gemar der Beschriftung am oberen Bildrand folgende Kanéle dargestellit:
Durchlicht (1), YFP (2), Chloroplasten-Autofluoreszenz (3), die Uberlagerung von 2 und 3 (4) und fur
AtSWEET11-YFP und AtSWEET12-YFP ein separater Autofluoreszenz-Kanal aullerhalb des YFP-
Detektionsbereiches (5). Die Mal3stébe repréasentieren 25 pm.

Die zur Erndhrung gebildeten pilzlichen Strukturen des vorwiegend epiphytisch wach-
senden obligat biotrophen Mehltaupilzes, sind weitestgehend auf Epidermiszellen be-
schrankt (Adam und Somerville, 1996). Jedoch konnte durch die mikroskopische Unter-

suchung keine substanzielle Induktion der Transporter in der N&he pilzlicher Infektions-
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strukturen aufgezeigt werden, so dass eine Beteiligung der beiden untersuchten SWEETSs
an der pilzlichen Nahrstoffakquise unwahrscheinlich erscheint.

Ein Beitrag der beiden Saccharose-Transporter zur pilzlichen Ernahrung sollte zur
Beeintrachtigung der pilzlichen Entwicklung auf sweetll- oder sweetl2-Einzel- bzw.
Doppelmutanten fuhren. Hierfir wurde als Indikator der pilzlichen Proliferation die geno-
mische E. cruciferarum-DNA infizierter Blatter quantifiziert. Mit einem moderaten Conidien-
Titer von 16 Conidien mm? infizierte Pflanzen wurden sieben Tage nach Inokulation
analysiert (Abbildung 2-15). Die Untersuchung ergab jedoch keine mathematisch signifi-
kanten Entwicklungsverzdgerungen in der Interaktion des Pilzes mit den sweet-Einzel- und
Doppelmutanten. Dies lasst darauf schlieRen, dass die beiden hier untersuchten
Transporter der SWEET Familie keinen maf3geblichen Einfluss auf die Kompatibilitat mit

dem obligat biotrophen Mehltau E. cruciferarum haben.
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Abbildung 2- 15

Suszeptibilitat der sweet-Mutanten fir den Mehltau E. cruciferarum.

Als Wachstumsindikator des epiphytischen Mycels, wurde die Menge genomischer E. cruciferarum DNA im
infizierten Gewebe sieben Tage nach Inokulation Uber gPCR eines pilzlichen -Tubulin-Fragmentes in voll
expandierten Blattern bestimmt und auf das Signal eines Fragmentes des Arabidopsis RbcS-Gens normalisiert.
Die Pflanzen wurden mit 16 Conidien pro mm? infiziert. Die Werte reprasentieren Mittelwerte von sechs bio-
logischen Replikaten + Standardfehler. Die Genotypen sind unter den Balken angegeben. Es konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied der Proliferation zwischen den Genotypen ermittelt werden. Die Daten
stammen von einem reprasentativen von insgesamt zwei Experimenten. In einem dritten Experiment wurde
lediglich die sweetl1/sweetl12-Doppelmutante mit dem Wildtyp verglichen, wobei kein signifikanter Unterschied
ermittelt werden konnte.

54



2 Ergebnisse

2.3.3 Infektion von Arabidopsis thaliana mit C. higginsianum resultiert in einer
substanziellen Induktion von ~ AtSWEET12.

Die bisherigen Daten ergaben keine Indizien im Hinblick auf eine wesentliche Be-
teiligung der Saccharose-Transporter AASWEET11 und AtSWEET12 fur die Erndhrung des
biotrophen Mehltaus E. cruciferarum bzw. des hemibiotrophen Bakteriums P. syringae pv.
tomato DC3000. Es ist bekannt, dass Infektion mit adaptierten Pathogenen zur Induktion
spezifischer Mitglieder der SWEET-Familie in Arabidopsis fuihren kénnen (Chen et al.,
2010). Daher sollte untersucht werden, ob Infektion von Arabidopsis mit dem hemibio-
trophen Pilz C. higginsianum ebenfalls zur verstarkten Expression von SWEET-Mitgliedern
fuhrt. Der Lebenszyklus des phytopathogenen Pilzes ist durch eine sequentielle Abfolge
einer initialen biotrophen und anschlieRenden destruktiven nekrotrophen Interaktions-
phase gekennzeichnet (O'Connell et al., 2004; Oliver und Ipcho, 2004). Daher wurde
anhand von Mikro-Array-Analysen von gesamten, voll expandierten source-Blattern unter-
sucht, wie sich die Transkriptmengen der Klasse 11I-SWEET-Transporter in der biotrophen
(2 dpi) und der nekrotrophen Interaktionsphase Phase (4 dpi) veréandern. Dabei zeigte sich,
dass nur AtSWEET12 stark induziert wurde, und zwar in der nekrotrophen Phase (Tabelle
2-2).

Tabelle 2-2 Induktion von AtSWEET Genen wéahrend der Infektion von Col-0 mit C. higginsianum.

SWEET-Gen AGI 2 dpi 4 dpi
AtSWEET9 At2G39060 -2,94 1,12
AtSWEET10 At5G50790 n/a n/a

AtSWEET11 At3G48740 1,22 1,70
AtSWEET12 At5G23660 1,29 69,66
AtSWEET13 At5G50800 1,76 -2,32
AtSWEET14 At4G25010 n/a n/a

AtSWEET15 At5G13170 -1,41 1,31

Funf Wochen alte Wildtyp-Pflanzen wurden mit 2-10® Conidien mI* durch gleichméaRiges Bespriihen inokuliert.
Die Transkriptdaten der Mikro-Array-Analyse wurden von vollstandig expandierten Blattern zwei (2 dpi) und
vier (4 dpi) Tage nach Infektion generiert. Die dargestellten Daten reprasentieren eine lineare Darstellung der
x-fachen Veranderung aus einer vergleichenden Transkript-Analyse von C. higginsianum-infizierten und
wasserbehandelten Kontroll-Pflanzen und représentieren den Mittelwert zweier biologischer Replikate.
Negative Vorzeichen deuten herunterregulierter Gene an (Berechnung: [-1]/x-fache Anderung). n/a keine
entsprechende Sonde auf dem Ath V4 MicroArray.

Um einen ersten Uberblick tiber die zeitliche und raumliche Induktion der Transporter
AtSWEET11 und AtSWEET12 zu erhalten, wurden Tropfchen-Infektionen mit C. higginsia-
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num auf pAtSWEET11:AtISWEET11-YFP und pAtSWEET12:AtSWEET12-YFP Reporter-
pflanzen durchgefiihrt. Beide Fusionsproteine konnten in unbehandelten Blattern wie
beschrieben im Leitgewebe héherer Ordnung detektiert werden (Chen et al., 2012), dabei
wurde AtSWEET11-YFP Ubereinstimmend mit den Daten der Transkriptom-Untersuchung
nicht wesentlich in der Interaktion mit C. higginsianum induziert (Abbildungen A-4, A-5). Im
Gegensatz dazu akkumulierte das Reporterprotein AtSSWEET12-YFP wahrend der bio-
trophen Interaktion (2,5 dpi) an C. higginsianum-Infektionsstellen (Abbildung 2-16 E). In
Ubereinstimmung mit den Transkriptom-Daten war eine starke Akkumulation von
AtSWEET12-YFP im Leitgewebe und um nekrotische Lasionen der Infektionsstelle herum
wahrend der nekrotrophen Interaktionsphase (4,0 dpi, Abbildung 2-16 F) erkennbar.

Abbildung 2- 16

Lokalisierung von pAtSWEET12:AtSWEET12-YFP C. higginsianum infizierter Blatter mit dem Fluoreszenz-
Binokular.

Auf voll expandierte Blatter finf Wochen alter Pflanzen wurden entweder Tropfen von 5 ul C. higginsianum-
Suspensionen (2 Millionen Conidien pro Milliliter) platziert (E, F, G) oder mit einem CIH1-mCherry-
exprimierenden C. higginsianum Stamm bespriht (H, 3 dpi) und Fluoreszenz-Aufnahmen mit dem YFP-
Filterset des Leica MZ16F Binokulars zu den Zeitpunkten 2,5 dpi (E), 3,5 dpi (F) und 4,0 dpi (G) aufgenommen.
In der oberen Reihe sind die entsprechenden Wasserkontrollen dargestellt (A-D). Spriih- und Trépfchen-
infektionen wiesen bei C. higginsianum-Wildtyp und dem CIH1-mCherry-exprimierenden Stamm (berein-
stimmende Muster auf. (F) und (G) verdeutlichen Pflanzen mit unterschiedlich starker Expression des trans-
lationalen Reporterkonstruktes. Alle Bilder wurden bei einer Belichtungsdauer von 7,3 Sekunden auf-
genommen. Die eingekreisten Bereiche (F, G) markieren nekrotische Lasionen und die Malistabe
reprasentieren 1 mm. Bilder infizierter pAtSWEET11:AtSWEET11-YFP Reporterpflanzen und einer zweiten
PAtSWEET12:AtSWEET12-YFP Linie sind im Anhang dargestellt (Abbildung A-4 bis A-6).

Um die lokale Induktion von AtSWEET12-YFP in der biotrophen Phase (Abbildung 2-16
E) auf zellularer Ebene zu untersuchen, wurden Reporterpflanzen mit einem mCherry-
CIH1-exprimierenden C. higginsianum-Stamm infiziert. Die Untersuchung per KLSM ergab
keine detektierbare Akkumulation des AtSWEET12-Reporterproteins an der interfazialen
Matrix biotropher Pilz-Hyphen und deutet damit nicht auf einen substanziellen Beitrag des
Transporters zur Erndhrung von C. higginsianum hin. Auch eine Induktion des Trans-

porters in der Plasmamembran infizierter Zellen konnte nur in 9 % der untersuchten Infek-
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tionsstellen beobachtet werden (Abbildung 2-17 B). Interessanterweise war eine Anrei-
cherung des Reporterproteins in benachbarten Epidermiszellen und in Zellen des darunter-
liegenden Mesophylls in 84 % bzw. 61 % der untersuchten Falle erkennbar (Abbildung 2-
17 A, C), was eine Beteiligung von AtSWEET12 an der Versorgung von C. higginsianum
unwahrscheinlich macht, aber nicht ausschliel3t, da dies als eine Pathogen-vermittelte In-
duktion des Transporters zur Steigerung der apoplastidaren Zuckerverfigbarkeit an der
Infektionsstelle interpretiert werden konnte.

84% (64/76) CYAEYEY)) 61% (47/76)

Abbildung 2- 17

Lokale Induktion von pATSWEET12:AtSWEET12-YFP wahrend der biotrophen Phase der Arabidopsis -

C. higginsianum-Interaktion (2,5 dpi).

Funf Wochen alte Pflanzen wurden mit 2-10% Conidien mlt eines CIH1-mCherry exprimierenden C.
higginsianum-Stamms bespriht. Weil3e Sternchen markieren C. higginsianum-CIH1-mCherry Priméarhyphen
Die Induktion des Reporterproteins in Nachbarzellen der infizierten Zelle (A), leichte Induktion der infizierten
Zelle selbst (B) und Akkumulation von Reporterprotein im Mesophyll unterhalb der infizierten Zelle (C). Bilder
zeigen Uberlagerungen von AtSWEET12-YFP- (Gelb-Kanal) und CIH1-mCherry- (Rot-Kanal) Fluoreszenz. Zur
Verdeutlichung wurde in (C) die YFP-Emission der Mesophyllzellen mit der mCherry-Emission der dartiber
liegenden Epidermiszellen tUberlagert (C). Die Zahlenangaben im jeweiligen unteren linken Bildabschnitt stellen
die Haufigkeit der Beobachtungen des jeweiligen Ereignisses in Prozent zum Gesamtumfang der
Untersuchung dar. Die zugrundeliegenden absoluten Zahlen sind in Klammern angegeben. Der Maf3stab
reprasentiert 20 um.

2.3.4 Die sweetll/sweetl2 -Doppelmutanten ist resistenter gegentber

C. higginsianum

Das Ausbleiben einer Akkumulation von AtSSWEET11-YFP und AtSWEET12-YFP an
der interfazialen Matrix von C. higginsianum-Primarhyphen deutet darauf hin, dass die
Transporter keine substanzielle Rolle in der Nahrstoffversorgung des Pilzes einnehmen.
Die ermittelte Induktion von AtSWEET12 in der Nahe der Infektionsstelle kénnte jedoch
das apoplastische Kompartiment mit Kohlenhydraten anreichern. Um die Rolle der beiden
Transporter in dieser Interaktion eingehender zu untersuchen, wurde die pilzliche Ent-
wicklung in sweetl1- und sweetl2-Einzel- und Doppelmutanten quantifiziert. Hierflr wurde

die biotrophe und nekrotrophe Infektionsphase separat bewertet.
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Die massive Akkumulation von Sekundarhyphen in der nekrotrophen Phase und der
damit verbundene hohe Gehalt an pilzlicher genomischer DNA im Pflanzengewebe kann
als Indikator der pilzlichen Proliferation in planta verwendet und durch quantitative PCR
ermittelt werden. Der relativ geringe Gehalt pilzlicher Primarhyphen in der biotrophen Pha-
se lasst diese Analyse nicht zu. Daher wurde die Etablierung der biotrophen Phase von C.
higginsianum in sweet-Mutanten mikroskopisch anhand histologischer Trypanblau-Far-
bungen bewertet. Um zuverlassige Informationen der Suszeptibilitdt zu erhalten wurden
dabei nur Conidien, welche ein Appressorium gebildet haben in die Analyse einbezogen
(Abbildung 2-18 A). Nicht ausgekeimte Conidien ermdglichen keine Aussage Uber eine
veranderte Penetrationsresistenz der Pflanzen und kdnnten bei der Praparation vom Blatt
gespllt worden sein. Die in planta gebildeten pilzlichen Infektionsstrukturen wurden in
Primarhyphen (PH) und Sekundéarhyphen (SH) klassifiziert und ihre Anzahl in Prozent
gebildeter Appressorien dargestellt. Die ermittelten Werte wurden als Maf3 des pilzlichen

Etablierungsfortschritts interpretiert.
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Abbildung 2- 18

Suszeptibilitat von Arabidopsis sweet-Mutanten fir C. higginsianum.

Funf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende ihrer vegetativen Wachstumsphase kurz vor Beginn der Dunkel-
periode mit einer C. higginsianum-Suspension eines Titers von 2- 10% Conidien ml-* bespriht. Die Genotypen
sind unter den Balken angegeben. Die Etablierung pilzlicher Infektionsstrukturen wahrend der frihen Inter-
aktionsphase in planta (A), wurde 2,5 Tage nach Infektion in Trypanblau-geféarbten voll expandierten Blattern
mikroskopisch bewertet. Ausgehend von gebildeten Appressorien wurde die jeweils fortgeschrittenste
Infektionsstruktur (Primarhyphe, PH; Sekundarhyphen, SH) gezéhlt und relativ zu gebildeten Appressorien
dargestellt. Abgebildet sind Mittelwerte aus vier biologischen Replikaten + Standardfehler. Je Replikat wurden
200-400 Infektionsstrukturen ausgewertet. Es sind Daten von einem aus zwei unabhangigen Experimenten mit
ahnlichem Ergebnis dargestellt.

(B) Als ein Indikator des Besiedlungsfortschrittes von C. higginsianum im pflanzlichen Gewebe wurde die
Quantifizierung genomischer Pilz-DNA durch gPCR eines ChTrpC-Fragmentes zum Zeitpunkt 3,5 dpi be-
stimmt. Die Werte sind Mittelwerte von vier biologischen Replikaten + SE normalisiert auf die Werte des Wild-
typs Col-0. Fur jedes Replikat wurden 3 Blattscheiben infizierter, voll expandierter Blatter vereinigt. Es sind
Daten von einem aus sechs unabhangigen Experimenten mit ahnlichem Ergebnis dargestellt. Sternchen
markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 (* P < 0,05; Student’s t-Test).
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In Blattern von infizierten Wildtyp-Pflanzen hatten zum Zeitpunkt 2,5 dpi bereits 55 %
der Appressorien erfolgreich Primarhyphen in Epidermiszellen gebildet. Im Gegensatz da-
zu hatten nahezu 80 % der Appressorien auf Blattern der sweetll/sweetl2-
Doppelmutante keine Penetrationsstrukturen entwickelt. Die Quantifizierung pilzlicher
Strukturen in Blattern der Einzelmutanten sweetl1 und sweet12 ergab einen intermediaren
Phéanotyp. So hatten 60 % der Appressorien auf sweetl1 und 63 % auf sweet12 zu diesem
Zeitpunkt keine pilzlichen Strukturen im Pflanzengewebe etabliert. Sekundarhyphen hatten
sich in allen Genotypen nur in wenigen Fallen gebildet. Die Daten deuten auf eine verzo-
gerte Etablierung der biotrophen Phase von C. higginsianum auf Blattern der Doppel-
mutante hin, wobei ein additiver Effekt der Einzelmutanten vermutet werden kann.

Zur Bewertung der pilzlichen Proliferation in der nekrotrophen Phase wurden Pflanzen
zum Ende der vegetativen Phase am Ende der Lichtperiode mit einem Titer von 2- 10° C.
higginsianum-Conidien ml?t inokuliert und die pilzliche Proliferation im Blattgewebe 3,5
Tage nach Infektion anhand von quantitativer PCR bewertet. Hierbei war in sechs unab-
hangigen Versuchen kein signifikanter Unterschied zwischen den Einzelmutanten und dem
Wildtyp erkennbar. Im Gegensatz dazu war die Kolonisierung des Pilzes in der friihen
nekrotrophen Phase auf Blattern der Doppelmutante deutlich verzdgert (Abbildung 2-18
B). Wirde die massive Induktion von AtSWEET12 wéahrend der nekrotrophen Interaktion
mit C. higginsianum einen wesentlichen Bestandteil zur Ern&hrung des Pathogens bei-
steuern, so sollte die sweetl2-Einzelmutante eine verminderte Suszeptibilitdt gegeniber
dem Pilz aufzeigen. Diese Tatsache und der Fakt, dass beide untersuchten SWEET-Trans-
porter nicht unmittelbar an pilzlichen Infektionsstrukturen akkumulieren, deuten zusam-
mengenommen darauf hin, dass sowohl SWEET11 als auch SWEET12 nicht wesentlich

an der Zuckerversorgung des Pilzes beteiligt sind.

2.3.5 Die Stimulation der SA-Antwort kdnnte zur gesteigerten Resistenz von

sweetll/sweetl2 -Doppelmutanten gegeniber C. higginsianum beitragen

Die Transporter AASWEET11 und AtSWEET12 akkumulieren nicht an der interfazialen
Matrix biotropher Hyphen und ihr Verlust in Einzelmutanten wirkt sich nicht begrenzend auf
die pilzliche Kolonisierung des Pflanzengewebes aus. Daher ist, basierend auf den bisher
ermittelten Daten, eine substanzielle Beteiligung von AtSWEET11 und AtSSWEET12 an der
Versorgung des Pilzes mit Kohlenstoffassimilaten unwahrscheinlich. Jedoch konnte eine
deutlich verminderte Suszeptibilitat der Doppelmutante sowohl in der biotrophen als auch
der nekrotrophen Interaktion ermittelt werden. Die physiologische Charakterisierung ergab
einen konstitutiv erhdhten Kohlenhydratgehalt in vier (2.2.1) und fiinf Wochen alten (2.2.2)
sweetll/sweetl2-Pflanzen, welcher wahrscheinlich durch den verminderten Abtransport

von Saccharose aus source-Blattern und der damit verbundenen Beeintrachtigung der
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nachtlichen Starkemobilisierung erklart werden kann (Chen et al.,, 2012). Erhdhte
Zuckergehalte kénnen in einer verbesserten Abwehr gegen Pathogene resultieren
(Gomez-Ariza et al., 2007; Moghaddam und Van den Ende, 2012). Da hohere Gehalte an
Blattkohlenhydraten potenziell die Energieversorgung und Signaltibertragung der Abwehr-
reaktion zusatzlich unterstiitzen kénnten, wurden im Folgenden Verénderungen der Zu-

ckergehalte infizierter Blatter untersucht.
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Abbildung 2- 19

Akkumulation I8slicher Zucker in C. higginsianum-infizierten Blattern.

Die Gehalte I8slicher Zucker von wasserbehandelten Kontrollbléttern (linke Spalte) und C. higginsianum-infi-
zierten Blattern (rechte Spalte) wurden in voll expandierten Blattern funf Wochen alter Pflanzen, angezogen in
einem 12h LD-Rhythmus, am Ende der Lichtperiode (0 dpi; 3,0 dpi; 4,0 dpi) bzw. am Ende der Dunkelperiode
(2,5 dpi; 3,5 dpi) bestimmt. Col-0 schwarze Kreise, sweetll weil3e Dreiecke, sweetl2, weile Quadrate,
sweetll/sweetl2 weil3e Rauten. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus funf biologischen Replikaten +
Standardfehler. Sternchen markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 (*P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001,
Student’s t-Test).

Wie bereits in vorangegangenen Versuchen waren die Gehalte an Hexosen und
Saccharose (Abbildung 2-19 A) bereits unter Kontrollbedingungen in sweetll/sweetl12-
Doppelmutanten erhoht. Eine Infektion mit dem hemibiotrophen Pathogen fiihrte in allen
Genotypen zu gesteigerten Gehalten an I6slichen Zuckern, wobei die Akkumulation von

Hexosen und Saccharose in Doppelmutanten wesentlich starker ausgepragt war (Abbil-
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dung 2-19 B). Besonders deutlich wurden die Unterschiede beim Ubergang zur nekrotro-
phen Phase der pilzlichen Interaktion. Wahrend Blatter infizierter Einzelmutanten transient
gesteigerte Gehalte an Hexose und Saccharose aufwiesen, akkumulierten Doppel-
mutanten 4 Tage nach Infektion fast 25 pmol Hexose und 8 pmol Saccharose pro Gramm
Frischgewicht, wahrend Wildtyppflanzen auf 7 umol Hexose und circa 3 pmol Saccharose
pro Gramm Frischgewicht aufwiesen. Interessanterweise war die relative Akkumulation
von Hexosen und Saccharose bei Col-0 und sweetll/sweetl2 im Vergleich zu nicht-
infizierten Blattern vergleichbar. So reicherten Doppelmutanten bis 3,5 dpi das 3,6-fache
und bis 4,0 dpi das Vierfache an Hexosen an. Col-0 Wildtyppflanzen akkumulierten zu
diesen Zeitpunkten das Drei- bzw. Vierfache der Zuckergehalte verglichen mit O dpi.
Ahnlich verhielt es sich mit Gehalten an Saccharose. Drei bzw. vier Tage nach Infektion
waren die Gehalte in Doppelmutanten 4,7-fach bzw. 13,3-fach erhéht und waren vergleich-
bar mit der beobachteten 4,4- und 17-fachen Erh6hung in Col-O0.

Es ist bekannt, dass SA-abhangige Abwehrreaktionen sowie die Akkumulation des
Phytoalexins Camalexin an einer wirkungsvollen Abwehr gegen C. higginsianum beteiligt
sind (Narusaka et al., 2004; O'Connell et al., 2004; Liu et al., 2007). Ferner wurde ein be-
grenzender Einfluss von Kohlenhydratmangel auf das Ausmalf3 der induzierbaren Abwehr
beschrieben, von welchem auch SA und Camalexin betroffen waren (Engelsdorf et al.,
2013). Ebenso gibt es Indizien, dass gesteigerte Gehalte an léslichen Zuckern eine ver-
starkte SA-Antwort hervorrufen kénnen (Linke et al., 2002; Conrath et al., 2006).

Um eine potenziell gesteigert SA-Reaktion in Pflanzen der Doppelmutanten zu unter-
suchen, wurden die Gehalte an freier SA und SA-Glukosiden in Blattern wasserbehan-
delter und C. higginsianum infizierter Pflanzen in 12 Stunden-Intervallen von 0 bis 2,0 dpi
untersucht. Pflanzen unter Kontrollbedingungen wurden anstelle mit C. higginsianum-Co-
nidien-Suspension mit Wasser bespruht und anschlieBend wie infizierte Pflanzen unter
Bedingungen mit hoher Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Proben des Zeitpunktes 0 dpi stellen
dabei unbehandelte Kontrollpflanzen dar. In unbehandelten Blattern wurden SA-Gehalte
von 50 +60 pg m? und SAG-Gehalte von 60 +80 pg m2 gemessen, wobei keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen feststellbar waren (Abbildung
2-20 A und B). Zwischen 1,5 dpi und 2,0 dpi, was den frilhen Zeitpunkt der biotrophen
Phase entspricht (Engelsdorf et al.,, 2013), war ein starker Anstieg an SA- und SAG-
Gehalten in allen Genotypen messbar. Jedoch fiel die Anreicherung von SA und SAG in
den sweetll/sweetl2-Doppelmutanten deutlich starker als im Wildtyp aus. Interessanter-
weise war der Zeitpunkt der Induktion der Akkumulation von SA und SAG in der hier ge-
wahlten Auflosung von 12 Stunden, identisch zwischen der sweetll/sweetl12-Doppel-
mutante und den Einzelmutanten bzw. dem Wildtyp Col-0. Erstaunlich war ebenfalls, dass

sweetll/sweetl2-Doppelmutanten nach 2,5 Tagen unter Kontrollbedingungen, im Gegen-
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satz zu den anderen Genotypen, signifikant gesteigerte Gehalte an SA und SAG
aufwiesen. Dieser Unterschied war in unbehandelten Pflanzen nicht erkennbar (Abbildung
2-21).

A P e coo o Abbildung 2- 20
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Gehalte von SA (A); SAG (B) und
Camalexin (C) in einem 12 Stundeninterval
in voll expandierten Blattern bestimmt. O dpi;
1,0 dpi und 2,0 dpi représentieren Gehalte
am Ende der Lichtperiode und 0,5 dpi und
1,5 dpi Gehalte zu Beginn der Lichtperiode.
Col-0 schwarze Kreise, sweetll weil3e
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Das Phytoalexin Camalexin akkumuliert in Arabidopsis bei Befall durch zahlreiche Pa-
thogene (Glawischnig, 2007) und die Camalexin-Biosynthese-Mutante pad3-1 ist hyper-
suszeptibel fur C. higginsianum (Narusaka et al., 2004). Parallel zur Ermittlung der SA-
Gehalte wurde auch die Akkumulation des Phytoalexins Camalexin quantifiziert. Die Ca-
malexingehalte wiesen deutliche Parallelen zu den SA-Gehalten auf und blieben in infi-
Zierten Blattern in allen Genotypen bis 1,5 dpi unverédndert (Abbildung 2-20 C). Zur Eta-
blierung der biotrophen Phase von C. higginsianum, zwischen 1,5 und 2,0 dpi, war ein

starker Anstieg der Gehalte in allen Genotypen messbar, wobei die Akkumulation in der
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Doppelmutante wiederum am starksten und signifikant zum Wildtyp erfolgte. Die Gehalte
von SA, SAG und Camalexin spaterer Zeitpunkte dieses Experimentes sind im Anhang
dargestellt (Tabelle A-2), da die Akkumulation dieser Sekundarmetabolite wahrend der
nekrotrophen Infektionsphase stark mit dem Infektionsfortschritt korreliert, und somit aus
diesen Daten keine aussagekraftige Schlussfolgerung gezogen werden kann.

100 Abbildung 2- 21
Rk Gehalte freier und gebundener Salicylsaure
[C1SA
T wasserbehandelter Kontrollpflanzen 2,5 Tage
[ SAG nach Behandlung.
Funf Wochen alte Pflanzen aus einem 12h
LD-Rhythmus wurden am Ende der
* Lichtperiode anstatt mit C. higginsianum-
) l Conidien mit Wasser bespriht und 2,5 Tage
o 60 unter C. higginsianum-Infektionsbedingungen
£ — gehalten. Die Gehalte von SA (weil3e Balken)
und SAG (graue Balken) wurden von voll
expandierten Blattern 2 Stunden nach Beginn
40 T e der Lichtphase bestimmt. Die SA-Gehalte
unter Kontrollbedingungen 3,0 dpi 0,5 Tage
nach Abnahme der Haube, wiesen keine
Unterschiede zwischen den Genotypen auf
(Tabelle A-3). Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte aus flnf biologischen Replikaten +
Standardfehler. Sternchen markieren signi-
fikante Unterschiede zu Col-0 (*P < 0,05; **;
0 Student’s t-Test). Es sind Daten von einem
Col0  sueet!1 sweet!? sweet!1/12 aus zwei unabhangigen Experimenten mit
ahnlichem Ergebnis dargestellt. Die Geno-
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Um herauszufinden, ob nicht nur die Gehalte des Signalmetaboliten SA, sondern auch
die Abwehrreaktion in Doppelmutanten unter Kontrollbedingungen im Vergleich zum Wild-
typ verandert sind, wurden Transkriptom-Analysen voll expandierter Blatter von wasser-
behandelten und C. higginsianum-infizierten Doppelmutanten im Vergleich zum Wildtyp
Col-0 zum Zeitpunkt 2,5 dpi erstellt. In wasserbehandelten Blattern der Doppelmutante
waren im Vergleich zu identisch behandelten Wildtyp-Pflanzen 645 Gene signifikant
herunter- und 345 Gene signifikant hochreguliert (Tabelle A-4). Ein Anteil von mehr als 13
% (134 Gene) der hochregulierten Gene sind nach ihrer GO (gene ontology)-Annotation
mit einer Abwehrreaktion der Pflanzen assoziiert. Hierbei waren GO-Kategorien, welche
mit Abwehr inkompatibler Interaktion und der SA-Antwort im Zusammenhang stehen, hoch
signifikant angereichert (Tabelle 2-3).

In C. higginsianum infizierten Blattern der Doppelmutante waren unter den herunter-
regulierten Genen, Gene der antagonistischen JA-Antwort signifikant angereichert (korri-
gierter p-Wert 2,57-10°), was auf eine schnellere Etablierung der SA-Antwort in der
sweetll/sweetl2-Doppelmutante durch Infektion mit C. higginsianum hindeutet. Weiterhin
waren in nicht-behandelten Blattern (O dpi) der Doppelmutante im Vergleich zu Col-0

lediglich 114 Gene signifikant hoch- bzw. herunterreguliert (Tabelle A-5), wobei Abwehr-
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assoziierter Gene nicht angereichert waren. Zusammenfassend deuten die Transkriptom-
Untersuchungen auf ein starkeres Abwehrpotenzial der sweetll/sweetl2-Doppel-
mutanten hin, welches durch die gesteigerten Blattkohlenhydratgehalte vermittelt wird.

Tabelle 2-3 GO-Annotationen signifikant hochregulierter Gene wasserbehandelter Doppelmutanten im
Vergleich zum Wildtyp 2,5 Tage nach Behandlung.

GO Term korrigierter p-Wert
Defence response 1.26 - 10%6
Defence response, incompatible interaction 8.30 - 10%
SAR 1.26 - 1018
SA biosynthetic process 1.14 - 1016
Defence response fungus 4.87 - 1013
MAPK cascade 6.80 - 1012
Regulation of immune response 1.25-10°
Regulation of ROS metabolic process 1.46 - 10°
Defence response to bacterium 1.87 - 108

Die Transkriptdaten wurden anhand von RNA-Proben vollstéandig expandierter Blatter 2,5 Tage nach Wasser-
behandlung erhoben, die die Kontrollen zu C. higginsianum-infizierten Blattern darstellen. Die Identifizierung
mehr als 2-fach differentiell regulierter Gene (p<0,05) in Doppelmutanten verglichen mit dem Wildtyp wurde
anhand von drei biologischen Replikaten in GeneSpring v12.6 durchgefihrt. Signifikant angereicherte GO-
Kategorien sind aufsteigend nach ihrem korrigierten p-Werten angeordnet.

Unter den GO-Annotationen (Tabelle 2-3) signifikant hochregulierter Gene waren auch
MAPK-Kaskaden (MAPK cascade) und PTl-assoziierte Reaktionen (Regulation of ROS
metabolic process, defence response, incompatible interaction) zu finden. Eine PAMP-
vermittelte Stimulation von MAPKs ist mit einer Induktion des oxidativen Burst assoziiert
(Boller und Felix, 2009). Weiterhin gibt es Hinweise, dass die Saccharose- bzw. Kohlenhy-
dratverfugbarkeit auch die Bildung Reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS, Reactive Oxygen
Species) bei Pathogenbefall beeinflussen kann (Morkunas und Bednarski, 2008). Daher
wurde untersucht, ob nach einer Behandlung mit dem PAMP flg22, einem hoch-
konservierten Peptid bakterieller Flagellen (Felix et al., 1999; Gomez-Gomez und Boller,
2002), eine verstarkte Bildung von ROS gemessen werden kann (Abbildung 2-22). Tat-
sachlich konnte eine tendenziell starkere Bildung von H>O. nach Stimulation mit dem
PAMP gemessen werden. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass nicht nur die SA-
abhangige Abwehrreaktion der Doppelmutante im Vergleich zum Wildtyp, sondern auch

die PTI positiv durch den gesteigerten Kohlenhydratstatus beeinflusst sein kénnte.
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Abbildung 2- 22
Quantifizierung der flg22-induzierten ROS-Bildung in sweetl1/sweel2-Doppelmutanten und Wildtyp-

Pflanzen.

Voll expandierte Blatter finf Wochen alter Pflanzen aus einem 12h LD-Rhythmus wurden flr die Messung der
H202-Produktion mit flg22 behandelt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte gemessener Maxima in relativen
Lichteinheiten (RLU, relative light units) von funf biologischen Replikaten. Die Genotypen sind unter den Balken
angegeben und die statistische Signifikanz ist Uber dem Balken angegeben. Es sind Daten von einem aus zwei

unabhangigen Experimenten mit &hnlichem Ergebnis dargestellt.
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2.4 UMAMIT Aminosaure-Transporter und ihre Rolle in der Pathogen-

Interaktion

Der Aminosauremetabolismus spielt eine entscheidende Rolle in der pflanzlichen Adap-
tion an biotische und abiotische Umwelteinfliisse (Sharma und Dietz, 2006; Szabados und
Savoure, 2010; Pratelli und Pilot, 2014). Ebenfalls konnen Veranderungen der Amino-
saure-Homoostase Abwehrreaktion bei Pathogenbefall (Liu et al., 2010) bzw. die Patho-
genernahrung beeinflussen (Struck, 2015). Weiterhin ist bekannt, dass Modifikationen des
Aminosauretransports zu Anderungen im Aminosauregehalt und des primaren Kohlen-
stoffmetabolismus fihren kénnen (Hirner et al., 2006; Sanders et al., 2009; Michaeli et al.,
2011; Yang et al., 2014). Neben den Transportern der SWEET-Familie gehéren auch die
UMAMITs zu den Nodulin-&hnlichen Proteinen und bilden eine potenziell wichtige Klasse
von Aminosaure- und Auxin-Transportern (Denancé et al., 2014). Die Analyse des Trans-
kriptom-Profils der Arabidopsis - C. higginsianum z*Interaktion ergab auch eine Induktion
verschiedener Transporter dieser Familie, welche darauf hin auf Ihre Rolle in dieser Inter-
aktion hin untersucht werden sollten (Tabelle 2-4).

Tabelle 2-4 Induktion von AtUMAMIT Genen wahrend der Infektion von Col-0 mit C. higginsianum.

UMAMIT-Gen AGI Regulation
AtUMAMIT40 At5G40240 13,25
AtUMAMIT29 At4G01430 4,07
AtUMAMIT19 At1G21890 3,42
AtUMAMIT37 At5G40230 3,42
AtUMAMIT18 At1G44800 3,21
AtUMAMIT45 At3G28100 3,08
AtUMAMIT21 At5G64700 2,37
AtUMAMITO1 At5G45370 2,25
AtUMAMIT36 At1G70260 -10,35
AtUMAMIT44 At3G28130 -3,91
AtUMAMIT46 At3G28070 -3,84

Funf Wochen alte Wildtyp-Pflanzen wurden mit 2-10® Conidien mI* durch gleichméaRiges Bespriihen inokuliert.
Die Transkriptdaten der Mikro-Array-Analyse wurden von vollstandig expandierten Blattern zwei (2,5 dpi) und
vier (4 dpi) Tage nach Infektion generiert. Die Daten zeigen Werte von 2,5 dpi, lediglich die Daten von
AtUMAMIT19 und AtUMAMIT29 stammen von einem unabhangigen Mikro-Array (4 dpi). Die dargestellten
Daten reprasentieren eine lineare Darstellung der x-fachen Veranderung aus einer vergleichenden Transkript-
Analyse von C. higginsianum-infizierten und wasserbehandelten Kontroll-Pflanzen und repréasentieren den
Mittelwert von drei (2,5 dpi) bzw. zweier (4,0 dpi) biologischer Replikate. Negative Vorzeichen deuten
herunterregulierter Gene an (Berechnung: [-1]/x-fache Anderung). Die Identifizierung der mehr als 2-fach
differentiell regulierter Gene (p<0,05) des Ath V4 MicroArrays infizierter Pflanzen verglichen mit wasser-
behandelten Kontrollen wurde in GeneSpring v12.6 durchgefihrt.
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2.4.1 Infektion von Arabidopsis mit  C. higginsianum resultiert in einer

Induktion von Transportern der UMAMIT-Familie

Das wichtigste Merkmal eines biotrophen Lebensstils ist der aktive Transport von Nahr-
stoffen aus lebendem Wirtsgewebe, was eine enge molekulare Abstimmung zwischen dem
spezifisch angepassten biotrophen Organismus und dem Wirt voraussetzt (Struck, 2015).
So kénnen Anderungen der Wirts-Aminosaurehomgostase die Etablierung einer Kompa-
tibilitat in der Pathogen-Interaktion nachteilig beeinflussen (Zeier, 2013).

Die Analyse von Transkriptomdaten von Arabidopsis in der Interaktion mit C.
higginsianum bei 2,5 dpi bzw. 4,0 dpi ergab unter anderem gesteigerte Transkriptmengen
der Transporter AtUMAMIT18 (2,5 dpi; 3,2-fach), AtUMAMIT29 (4,0 dpi; 4,0-fach) und
AtUMAMIT40 (2,5 dpi; 13,3-fach). Um diese Induktion der Expression zu Uberprifen,
wurden durch Infektion veranderte Transkriptmengen in einem unabhangigen Experiment
per quantitativer RT-PCR Uberprift (Abbildung 2-23). Die transkriptionelle Induktion der
Transporter konnte dabei bestétigt werden und war vor allem in der nekrotrophen Phase
der Interaktion deutlich ausgepragt. Bis zwei Tage nach Infektion (2,0 dpi), dem friihen
Zeitpunkt der Etablierung der biotrophen Phase, konnte kein Unterschied zu den ent-
sprechenden Wasserkontrollen ermittelt werden. Fir AtUMAMIT40 konnte vier Tage nach
Infektion mit einer 6-fach gesteigerten Transkriptmenge, im Gegensatz zu den Mikro-Array-
Daten, die schwachste Induktion der drei Kandidaten aufgezeigt werden. AtUMAMIT18
wurde zu diesem Zeitpunkt deutlich starker induziert (ca. 20-fach) und AtUMAMIT29 war
mehr als 250-fach gegentber der Wasserkontrolle induziert.
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Abbildung 2- 23

Durch C. higginsianum-Infektion vermittelte transkriptionelle Induktion von AtUMAMIT18 (A), AtUMAMIT29
(B) und AtUMAMIT40 (C).

Funf Wochen alte Pflanzen (Col-0) wurden am Ende der Lichtperiode mit C. higginsianum infiziert (2-10°
Conidien mI't). Die Ernte der Proben Wasser-besprihter Kontrollpflanzen (graue Balken) und C. higginsianum-
infizierter Pflanzen (schwarze Balken) erfolgte jeweils am Ende der Lichtperiode zu den Zeitpunkten 0; 2,0; 3,0
und 4,0 dpi. Dargestellt sind Daten aus fiinf biologischen Replikaten. Hierfir wurden fir jedes biologische
Replikat RNA aus drei voll expandierten Blattern extrahiert und fur die cDNA-Synthese verwendet. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler relativer Transkriptmengen (bezogen auf AtACT8 und
normalisiert auf die Kontrolle O dpi). Sternchen markieren signifikante Unterschiede zur Wasserkontrolle des
entsprechenden Zeitpunktes(*P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001; Student’s t-Test).
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2.4.2 AtUMAMIT18-GFP akkumuliert durch Infektion mit  C. higginsianum im
Leitgewebe von Arabidopsis-Blattern

Die Verfugbarkeit transformierter Pflanzen mit Reporterkonstrukten fur AtUMAMIT18
ermoglichte die Untersuchung, ob sich das Expressionsmuster des Transporters durch
Infektion mit C. higginsianum verandert. Hierfir wurden C. higginsianume-infizierten
AtUMAMIT18-GUS- (Abbildung A-7) und AtUMAMIT18-GFP-Reporterpflanzen (Abbildung
2-24) analysiert. Die Untersuchung bestatigte die beschriebene Lokalisation des Trans-
porters im vaskularen Gewebe von Arabidopsis-Blattern (Ladwig et al., 2012), ergab
jedoch keinen Hinweis dafiir, dass die UMAMIT18-Expression in Pflanzen mit GUS-Re-
porterkonstrukten durch Infektion mit C. higginsianum gesteigert wird (Abbildung A-7).
Ferner konnte in Voruntersuchungen eine Blaufarbung von C. higginsianum-Primarhyphen
beobachtet werden, welche auf eine pilzliche Glucuronidase-Aktivitat zurtickzufiihren sein
kénnte (CHO063 07719, CHO063_12393; www.uniprot.org). Durch Analysen von
AtUMAMIT18-GFP-Reporterpflanzen  hingegen konnte eine Akkumulation des
Reporterproteins im vaskuldren Gewebe infizierter Pflanzen aufgedeckt werden (Ab-
bildung 2-24). Eine induzierte Transporter-Expression in anderen Gewebetypen oder eine
Prasenz an der interfazialen Matrix, konnte auf zellularer Ebene (KLSM) nicht nachge-
wiesen werden (Abbildung 2-25).

-

Abbildung 2- 24

Binokulare Lokalisierung von translationalen Psiar1SIARL:GFP (AtUMAMIT18-GFP) Reporterfusions-
konstrukten in C. higginsianum infizierten Blattern 2,5 dpi.

Die Spriihinfektion mit Wasser (A +D) bzw. mit C. higginsianum (2 108 Conidien pro Milliliter) (E ) erfolgte
am Ende der Lichtperiode. Dargestellt sind Aufnahmen von zwei verschiedenen Linien. AtUMAMIT18-GFP
Linie 14 (A und B) Wasserkontrolle, VergroRerung 2,0 bzw. 3,2; (E und F) infiziert (VergréRerung 2,0 und 3,2);
AtUMAMIT18-GFP Linie 11 (C und D) Wasserkontrolle (VergroRerung jeweils 3,2); (G und H) infiziert
(VergroéRerung 3,2 und 6,3). Bilder wurden bei einer Belichtungsdauer von 7,3 Sekunden mit dem YFP-Filterset
des Leica MZ16F Binokulars aufgenommen. Der Maf3stab représentiert 1 mm (A +G) bzw. 0,2 mm (H).
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Durchlicht GFP Chloroplasten Uberlagerung
C D

UMAMIT18-GFP

Abbildung 2- 25

Subzellulare Lokalisation von Psiar1SIARL:GFP (AtUMAMI18-GFP) in C. higginsianum infizierten
Arabidopsis-Blattern.

Funf Wochen alte AtUMAMI18-GFP-Pflanzen wurden am Ende der Lichtphase mit 2:108 C. higginsianum-
Conidien ml'* bespriht. Gezeigt sind zwei reprasentative optische Analysen (2,5 dpi) mit Primarhyphen (weiRe
Pfeile), infizierter Epidermiszellen (A +D und E %F). In Spalten von links nach rechts sind dargestellt Durchlicht
(A, E); GFP (B, F); Chloroplasten-Autofluoreszenz (C, G) und die Uberlagerung von GFP und Chloroplasten-
Autofluoreszenz (D, H). Der Mal3stab reprasentiert 20 um. Es konnte weder eine Akkumulation von Reporter-
protein an der interfazialen Matrix noch in der Nahe der Infektionsstelle detektiert werden.

2.4.3 Die umamit29 -Mutante ist resistenter gegentiber  C. higginsianum

Die Untersuchung von Pflanzen mit GFP-Reporterkonstrukten fir AtUMAMIT18 er-
gaben keine Akkumulation des Reporterproteins in der Néhe pilzlicher Infektionsstruk-
turen, was auf eine andere Rolle, als der Nahrstoffversorgung des Pathogens, hindeutet.
Eine substanzielle Beteiligung der Metabolittransporter in der Nahrstoffversorgung des
Pathogens sollte bei einer Infektion von umamit-Mutanten zur Beeintrachtigung der pilz-
lichen Proliferation fiihren. Um eine mogliche Rolle der Induktion der Transporter
UMAMIT18, UMAMIT29 und UMAMIT40 wahrend der Infektion mit dem hemibiotrophen
Pathogen weiterfiihrend zu analysieren, wurde die Etablierung bzw. die Proliferation des
Pilzes sowohl in der frihen biotrophen Phase, als auch in der nekrotrophen Phase der
Interaktion bewertet. Hierflr wurden Insertionsmutanten aus verschiedenen Populationen
(Gabi-Kat (GK) und SALK) verwendet und mit dem entsprechenden Wildtyp verglichen.
Fur AtUMAMIT29 wurden eine GK- (GK-007HO08) und eine SALK-Insertionsmutante
(SALK_133129) analysiert. Fur AtUMAMIT18 und AtUMAMIT40 wurden SALK-Linien
(SALK_123331, SALK_096801) untersucht.

Die pilzliche Entwicklung in der biotrophen Phase wurde mikroskopisch anhand von

Trypanblau-Farbungen zum Zeitpunkt 2 dpi bewertet. Da zu diesem Zeitpunkt nur wenige
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Sekundarhyphen gebildet waren, deren Haufigkeit sich nicht wesentlich zwischen den
Genotypen unterschied, sind in Abbildung 2-26 nur Daten der Priméarhyphen dargestellt.
Verglichen mit dem Wildtyp Col-0 (SALK) hatten zu diesem Zeitpunkt in umamit18-Mutan-
ten signifikant mehr Appressorien bereits Primérhyphen in planta etabliert. Ebenfalls hatten
pilzliche Conidien in der Linie umamit29 (SALK) signifikant mehr Primarhyphen als in der
entsprechenden Kontroll-Linie Col-0 (SALK) gebildet (ca. 10 %). Dieser Unterschied war
in der Linie umamit29 (GK) nicht auf einem signifikanten Niveau vorhanden. Jedoch war
auch hier eine tendenziell schnellere Entwicklung des hemibiotrophen Pilzes erkennbar.
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Abbildung 2- 26

In planta Entwicklung von C. higginsianum Primarhyphen wahrend der friihen Interaktionsphase (2,0 dpi).
Funf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende der Lichtperiode mit einer Suspension von 2-10°% Conidien pro
Milliliter bespriht und Blatter zwei Tage nach Infektion mit Trypanblau gefarbt. Dargestellt ist die prozentuale
Anzahl gebildeter Primarhyphen von den Conidien, welche ein Appressorium entwickelt hatten. Die Genotypen
sind unter den entsprechenden Balken angegeben. Es wurden Insertionsmutanten aus verschiedenen
Populationen (Gabi-Kat, (GK) und SALK) verwendet und mit dem entsprechenden Wildtyp Col-0 verglichen;
Col-0 (GK) mit umamit29 (GK), Col-0 (SALK) mit umamitl8 (SALK) und umamit29 (SALK) und Col-0
(umamit40) mit umamit40 (1) und umamit40 (II). Bei letzterer handelt es sich ebenfalls um eine SALK-
Population. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus sechs biologischen Replikaten + Standardfehler,
wobei pro Replikat 300 bis 600 Infektionsstrukturen klassifiziert und quantifiziert wurden. Sternchen markieren
signifikante Unterschiede zur jeweiligen Wildtypkontrolle Col-0 (*P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001; Student’s
t-Test).

Eine Untersuchung der frihen Interaktionsphase kann Aufschliisse Uber Veran-
derungen des Penetrations- bzw. Etablierungserfolges des Pilzes in unterschiedlichen
Pflanzenlinien aufdecken, stellt jedoch keinen Indikator fur die folgende pilzliche Entwick-
lung im Pflanzengewebe dar. Daher wurde die pilzliche Proliferation in umamit-Mutanten
wahrend der friihen nekrotrophen Phase mittels quantitativer PCR analysiert. Hierbei er-
gab sich, verglichen mit den Untersuchungen der biotrophen Phase, ein etwas anderes
Bild. Das Fehlen von AtUMAMIT29 fihrte in zwei unabhangigen Mutanten zu einer ver-

langsamten pilzlichen Entwicklung bis zur frihen nekrotrophen Phase. Abbildung 2-27
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zeigt Ergebnisse aus zwei unabhangigen Untersuchungen in welchen die Suszeptibilitat
des Pilzes in umamit29-Mutanten verringert war. Ein drittes Experiment, in welchem die
SALK-Linie in einem Vorexperiment bewertet wurde, bestétigt die verminderte Suszep-
tibilitéat (Abbildung A-8). Erstaunlicher Weise, zeigte in beiden Experimenten die Wildtyp-
Kontrolle der GK-Linie eine Suszeptibilitat von 60 % bzw. 80 % der SALK-Kontrolle Col-0
(SALK) welche, aus Griinden der Vergleichbarkeit, zur Normalisierung auf eins gesetzt
wurde. Dies entspricht einem gegensétzlichen Trend zur Bewertung der biotrophen Phase
(Abbildung 2-26). Anders als wéahrend der biotrophen Interaktion war umamitl8 in der
nekrotrophen Phase nicht mehr durch eine gesteigerte Suszeptibilitat charakterisiert. Auch
die Suszeptibilitat der umamit40-Mutanten ergab keine zum Wildtyp veranderte pilzliche

Entwicklung.
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Abbildung 2- 27

Suszeptibilitdt von Arabidopsis umamit-Mutanten gegenuber C. higginsianum.

Funf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende ihrer vegetativen Wachstumsphase kurz vor Beginn der Dunkel-
periode mit einer C. higginsianum-Suspension eines Titers von 2- 10% Conidien ml* bespriiht. Als ein Indikator
des Besiedlungsfortschrittes von C. higginsianum im pflanzlichen Gewebe wurde die Menge genomischer Pilz-
DNA durch die Amplifikation eines ChTrpC-Fragmentes per q°PCR zum Zeitpunkt 3,5 dpi in zwei unabhangigen
Infektionen bestimmt. Die Genotypen sind unter den entsprechenden Balken angegeben. Es wurden
Insertionsmutanten aus verschiedenen Populationen (Gabi-Kat, (GK) und SALK) verwendet und mit dem
entsprechenden Wildtyp Col-0 verglichen; Col-0 (GK) mit umamit29 (GK), Col-0 (SALK) mit umamit18 (SALK)
und umamit29 (SALK) und Col-0 (umamit40) mit umamit40 (1) und umamit40 (). Bei letzterer handelt es sich
ebenfalls um eine SALK-Population. Die Werte sind Mittelwerte von fuinf bis sechs biologischen Replikaten +
SE normalisiert auf die Werte des Wildtyps Col-0 (SALK). Fur jedes Replikat wurden 3 Blattscheiben infizierter
Blatter vereinigt. Sternchen markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 (* P < 0,05; Student’s t-Test). Signifi-
kanzniveaus mit P > 0,05 sind Uiber den entsprechenden Balken angegeben.

Pathogeninfektionen filhren meist zu massiven Veranderungen im Wirtsmetabolismus
welche einerseits aktiv durch das jeweilige Pathogen erfolgen kdnnen, um die eigene Proli-
feration und Regeneration zu versorgen (Berger et al., 2007), oder andererseits um die
aufwendige Abwehrreaktionen des befallenen Wirtsgewebes zu bestreiten (Bolton, 2009).

Da die Synthese von Aminosduren von der Verfugbarkeit von Kohlenstoffgeriisten ab-
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hangig bzw. eng mit der Kohlenhydratverfligbarkeit assoziiert ist, sollten die Pflanzen in

der Folge physiologisch bewertet werden.

2.4.4 Physiologische Charakterisierung von UMAMIT T-DNA-

Insertionsmutanten

Die Interaktion von Arabidopsis und C. higginsianum flihrt zu einer gesteigerten Expres-
sion der Transporter AAtUMAMIT18, AtUMAMIT29 und AtUMAMIT40. Die Untersuchung
der Suszeptibilitat fur C. higginsianum der entsprechenden T-DNA-Insertionsmutanten
ergab Veranderungen fur umamit29 und umamit18, verglichen mit dem Wildtyp. Um einen
generellen Uberblick Uber die Funktion der Transporter im Metabolismus von A. thaliana
bzw. Hinweise auf den ermittelten Suszeptibilitatsphanotyp zu erhalten wurden T-DNA-

Insertionsmutanten dieser Transporter physiologisch untersucht.

2.4.5 Das Fehlen von AtUMAMI18 oder AtUMAMIT29 hat keinen Einfluss auf
den Kohlenhydratstatus von  source -Blattern

Ein verminderter Transport von Aminosauren Uber die Plasmamembran kann verschie-
dene physiologische Folgen haben. So kénnte ein Riickstau von Aminosauren auch einen
Einfluss auf den Kohlenhydratstaus von source-Blattern ausiiben, da der Kohlenhydrat-
und der Stickstoffmetabolismus in einer engen und komplexen Wechselbeziehung stehen
(Geiger et al., 1999; Michaeli et al., 2011).

Eine Untersuchung der Kohlenhydratgehalte am Ende der Licht- bzw. der Dunkel-
periode ergab jedoch keine signifikanten bzw. konsistenten Unterschiede zwischen den T-
DNA-Insertionsmutanten verglichen mit den jeweiligen Kontrollen (Tabelle 2-5). Am Ende
der Dunkelperiode waren in fast allen Genotypen noch 19 % bis 24 % des Starkegehaltes
vom Ende der Lichtperiode messbar. Lediglich die SALK-Kontrolle (Col-0) ergab einen
relativ hohen Restgehalt von 32 %. Daraus resultiert der signifikante Unterschied der Star-
kegehalte in den SALK-Mutanten umamit18 und umamit29 am Ende der Dunkelperiode.
Dieser Unterschied zum Wildtyp war jedoch nicht konsistent im Vergleich mit umamit29
(GK). Die Hexosegehalte waren im Durchschnitt um 78 % reduziert, wobei die Reduktion
in Col-0 (GK) im Vergleich zu den anderen Genotypen deutlich schwacher ausgepragt war.
Die Gehalte an Saccharose sind in voll expandierten Arabidopsis-Blattern allgemein relativ
geringen Schwankungen uber einen 24 Stunden-Rhythmus unterworfen und liegen am
Ende der Dunkelperiode nur geringfugig unter den Gehalten am Ende der Lichtperiode
(Gibon et al., 2004a). Dies war auch in dieser Untersuchung der Fall. Hierbei war jedoch
auffallig, dass in allen untersuchten umamit-Mutanten die Saccharosegehalte am Ende der
Dunkelphase im Vergleich zu den Gehalten am Ende der Lichtphase starker reduziert
waren als in den Wildtyp-Kontrollen. So waren die Gehalte in Col-0 (GK) und Col-0 (SALK)
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um ca. 20 % bzw. 25 % verringert. In den umamit-Mutanten waren die Gehalte am Ende
der Dunkelphase um 32 % (umamit29 (SALK)), 35 % (umamit29 (GK) bzw. bis 38 %
(umamitl8 (SALK)) zum Ende der Lichtphase reduziert.

Tabelle 2-5 Kohlenhydratgehalte flinf Wochen alter AtUMAMIT-T-DNA-Insertionsmutanten am Ende der
Lichtperiode (EL) und am Ende der Dunkelperiode (ED).

Saccharose Hexose Stéarke
pumol gFw-t pumol gFwW-t pumol gFw-?
Genotyp EL ED EL ED EL ED
Col-0 (GK) 1,48+0,09 1,17+0,11 2,32+0,26 0,86 +0,25 49,41 +1,23 11,48 +1,82
umamit29 (GK) 1,41+0,05 0,92 +0,06 3,39 £ 0,68 0,69 £ 0,14 47,32 £ 1,96 11,42 + 0,88
Col-0 (SALK) 154+0,06 1,16+0,02 2,32+0,19 0,38+0,05 51,82+1,63 16,82+1,81

umamit18 (SALK) 159+0,10 1,01+0,09 2,47 +0,39 0,47 +0,08 51,83+2,86 9,75 +1,19**

umamit29 (SALK) 1,42+006 0,97+0,06 2,24+0,22 0,45+0,07 49,37 +2,20 9,79 + 1,04**

Die Gehalte an Hexosen, Saccharose und Starke wurden in einem 12h L/D Zyklus am Ende der Dunkel- (ED)
und am Ende der Lichtperiode (EL) bestimmt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus acht biologischen
Replikaten + Standardfehler. Die Genotypen sind in der linken Spalte angegeben. Zwei unabhéngige Col-0
Wildtypen der entsprechenden Anzucht als jeweilige Kontrolle der Gabi-Kat-(GK) bzw. SALK-Linien, je eine T-
DNA-Insertionsmutanten fir UMAMIT29 aus der GK- und SALK-Kollektion (umamit29) und eine
Insertionsmutante fiur UMAMIT18 (umamitl8 SALK). Sternchen markieren signifikante Unterschiede zu Col-0
(*P < 0,05; **P < 0,01; Student’s t-Test).

Um den Einfluss der Infektion mit C. higginsianum bzw. der entsprechenden Infek-
tionsbedingungen zu untersuchen wurden die Kohlenhydratgehalte infizierter und wasser-
behandelter Pflanzen ermittelt (Tabelle 2-6). Die Bewertung 3,5 Tage nach Behandlung
ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den umamit29-Mutanten und den
entsprechenden Kontrollen. Auffallig war, dass umamit29-Pflanzen unter Kontrollbe-
dingungen tendenziell erhbhte Saccharosegehalte im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen
und im Gegensatz dazu nach Infektion deutlich geringere Mengen des Disaccharides
akkumulierten. Die Akkumulationsrate von Saccharose relativ zur jeweiligen Wasserkon-
trolle ergab fur Wildtyp-Pflanzen das 8,8- (GK) bzw. 6,3-fache (SALK), wohingegen in bei-
den umamit29-Linien nur eine 2,2-fache Akkumulation an Saccharose ermittelt werden
konnte. Die Gehalte an Hexosen und Starke ergaben keine wesentlichen bzw. konsis-
tenten Unterschiede zwischen den Genotypen, wobei die Starkegehalte in allen Genotypen

durch Infektion reduziert waren.
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Tabelle 2-6 Kohlenhydratgehalte C. higginsianum infizierter und wasserbehandelter umamit-Mutanten zum
Zeitpunkt 3,5 dpi.

Saccharose Hexose Stéarke
pumol gFW-? umol gFW-? pmol gFW-?
Genotyp Kontrolle C. Kontrolle C. Kontrolle C.
higginsianum higginsianum higginsianum
Col-0 (GK) 0,32+0,14 2,80 +0,65 8,33 £ 0,64 11,41 + 2,46 35,37 £ 1,17 18,10 +2,8

umamit29 (GK) 0,42+0,17 0,95+0,77 6,99 + 0,58 13,66 + 1,52 34,66 + 1,57 20,43 +1,71

Col-0 (SALK) 0,47+0,18 2,97 £1,00 8,0+0,89 15,25 + 2,69 38,18 + 0,89 26,27 + 2,96
umamitl8 (SALK) 0,47 +0,15 3,83 +0,84 753+060 10,33 2,26 36,96 + 1,05 18,68 + 2,46

umamit29 (SALK) 0,85+0,06 1,83+0,66 5,33+0,52 11,70 £1,18 39,13 + 1,06 22,75 +2,19

Funf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende der Lichtperiode mit C. higginsianum Conidien-Suspension (2-10°
Conidien ml't) bzw. Wasser bespriht und vollstéandig expandierte Blatter zum Zeitpunkt 3,5 dpi, zwei Stunden
nach Beginn der Lichtperiode, geerntet. Es wurden Insertionsmutanten aus verschiedenen Populationen (Gabi-
Kat, (GK) und SALK) verwendet und mit dem entsprechenden Wildtyp Col-0 verglichen; Col-0 (GK) mit
umamit29 (GK), Col-0 (SALK) mit umamitl8 (SALK) und umamit29 (SALK). Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte aus sechs bis acht biologischen Replikaten + Standardfehler. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen T-DNA-Insertionsmutanten und der jeweiligen Kontrolle ermittelt werden.

2.4.6 umamit 29-Mutanten akkumulieren geringere Mengen bestimmter

Aminosauren

Die Transporter der Familie UMAMIT wurden als potenzielle Aminosaure-Transporter
beschrieben (Ladwig et al., 2012; Denancé et al., 2014). Um Effekte auf den Amino-
saurehaushalt durch Stérungen einzelner Kandidaten zu bewerten wurden die Gehalte
freier Aminosauren am Ende der Lichtperiode bestimmt. Die Gehalte von Glutamin (Ab-
bildung 2-28 A), dessen Biosynthese die Eintrittsreaktion von anorganischen Stickstoff in
organische Molekule darstellt (Bernard und Habash, 2009), und Glutaminsaure (Abbildung
2-28 B) waren interessanterweise in beiden umamit29-Mutante deutlich reduziert.
Weiterhin waren in beiden Linien die Gehalte an Arginin (Abbildung 2-28 C), der
Aminosaure mit dem hochsten Stickstoff- zu Kohlenstoffverhéaltnis, und Asparaginsaure
(Abbildung 2-28 D) deutlich vermindert. Die Werte nicht konsistent veranderter Gehalte
sind im Anhang tabellarisch dargestellt (Tabelle A-6).

74



2 Ergebnisse

1000
1600
ST
L 1400
800 0,096
* T 0,088
0,078 - 1200 | T
Ui P 4] Pl
S = 600 3 = 1000 |
€ L 2
g° =
= O @ o S00f
o2 s g
£ 407 0= 600
400 |
200
200
c o D o -
600
1000
T
500
— 00 — o — l *kk
% 4 - 3%
o= E -g E .
g) o) D> O 600 -
:: '—O 300 © =
£ 3 E
[= wn c
= << = 400}
200
100 | 200
0 0
Cal-0 umamit29 Col-0 umamit18 umamit29 Col-0 umamit29 Col-0  umamit!8 umamit29
(GK) (GK) (SALK) (SALK)  (SALK) (GK) (GK) (SALK)  (SALK)  (SALK)

Abbildung 2- 28

Gehalte freier Aminoséuren von umamit-Mutanten am Ende der Lichtperiode.

Dargestellt sind konsistent veranderte Aminosauregehalte zwischen beiden umamit29-Mutanten (graue
Balken) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolllinien (schwarze Balken). Beprobt wurden voll expandierte
Blatter finf Wochen alter Pflanzen. Die Pflanzen wurden in einem 12h-LD-Rhythmus kultiviert. Die Genotypen
sind unter den entsprechenden Balken angegeben. Es wurden Insertionsmutanten aus zwei verschiedenen
Populationen (Gabi-Kat, (GK) und SALK) verwendet und mit dem entsprechenden Wildtyp Col-0 verglichen;
Col-0 (GK) mit umamit29 (GK) bzw. Col-0 (SALK) mit umamitl8 (SALK) und umamit29 (SALK). Die Werte
reprasentieren Mittelwerte von funf biologischen Replikaten + Standardfehler. Sternchen markieren signifikante
Unterschiede zu Col-0 (*P < 0,05; **P < 0,01, Student’s t-Test). Signifikanzniveaus mit P > 0,05 sind tber den
entsprechenden Balken angegeben. Die Gehalte der anderen freien Aminosauren sind im Anhang (Tabelle A-
6) dargestellt.

2.4.7 Der Funktionsverlust von AtUMAMIT29 beeintrachtigt die

E. cruciferarum -Kompatibilitat

Wie in vorangegangenen Kapiteln bereits erwéhnt, h&ngt die Entwicklung und Repro-
duktion von biotrophen Pathogenen entscheidend von der Versorgung mit N&hrstoffen
durch den Wirt ab (Fotopoulos et al., 2003; Struck, 2015). Aminosauren bilden dabei als
organische Kohlen- und Stickstoffquelle ein ideales Substrat (Struck, 2015). Um eine

potenzielle Beteiligung der hier untersuchten Aminosaure-Transporter in der Arabidopsis-
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E. cruciferarum Interaktion zu untersuchen, wurden die Transkriptmengen der Transporter
in Mehltaubefallenen Blattern des Wildtyps Col-0 quantifiziert und mit Ergebnissen aus
Kontrollbedingungen verglichen. Die nach Befall mit E. cruciferarum vermittelte Induktion
der drei Transportergene wies deutliche Ahnlichkeit zu den Beobachtungen an C.
higginsianum-infizierten Blattern auf. Dabei war die AtUMAMIT40-Transkriptmenge sieben
Tage nach Infektion dreifach erhéht und zu diesem Zeitpunkt schwécher induziert als die
beiden anderen Transporter. Transkripte von AtUMAMIT18 akkumulierten zu diesem
Zeitpunkt etwa sechsfach im Vergleich zu Kontrollblattern, wéhrend die Gehalte an
AtUMAMIT29-mRNA, verglichen zu Kontrollblattern 13-fach induziert waren (Abbildung 2-
29).
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Abbildung 2- 29

Quantifizierung der transkriptionellen Induktion von AtUMAMIT18, AtUMAMIT29 und AtUMAMIT40 in

E. cruciferarum-infizierten Blattern des Wildtyps Col-0 relativ zu nicht-infizierten Kontrollblattern.

Funf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende der Lichtperiode in Langtag-Bedingungen (16h L/ 8h D) trans-
feriert und mit E. cruciferarum infiziert. Die Ernte der Proben erfolgte 7 Tage nach Infektion. Die untersuchten
UMAMIT-Gene sind unter den Balken angegeben. Die Daten der quantitativen RT-PCR wurden auf das
Fragment des Actin8-Gens (AtACT8) normalisiert und sind relativ zu nichtinfizierten Kontrollen abgebildet. Dar-
gestellt sind Mittelwerte aus funf biologischen Replikaten + Standardfehler. Sternchen markieren signifikante
Unterschiede zur entsprechenden Wasserkontrolle (*P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001; Student’s t-Test).

Um den Einfluss der gesteigerten Genexpression der UMAMI-Transporter in der
Arabidopsis zE. cruciferarum-Interaktion zu bewerten wurde die pilzliche Entwicklung auf
UMAMIT-Insertionsmutanten analysiert. Wie auch bei den Infektionen mit C. higginsianum
wurde der Gehalt genomischer Pilz-DNA im und auf dem befallenen Blattgewebe als
Indikator fir die Proliferation des Pathogens verwendet. Die Daten der quantitativen PCR
ergaben auch in dieser Interaktion eine gesteigerte Resistenz der beiden untersuchten
umamit29-Mutanten (Abbildung 2-30). Eine signifikante Reduktion der Suszeptibilitat war
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jedoch nur in umamit18-Pflanzen feststellbar. Pflanzen der Linie umamit40-Mutante wie-
sen keinen Unterschied zur Wildtyp-kontrolle auf.

Die hier ermittelten Ergebnisse zur Untersuchung von Mutanten der Transporter-Familie
UMAMIT deuten darauf hin, dass bestimmte Aminosaure-Transporter einen Einfluss auf
die Kompatibilitat in Pathogen-Interaktion austiiben konnen. Die Daten lassen eine
Beteiligung von AtUMAMIT29 in der Pathogen Erndhrung vermuten, jedoch kénnen
weitere Faktoren, verursacht durch das Fehlen eines Transporters, die Kompatibilitat be-
einflussen. In drei unabhangigen Versuchen konnte eine deutlich verminderte Suszeptibili-
tat von C. higginsianum auf umamit29 (SALK) Mutanten aufgezeigt werden, welche durch
verminderte Nahrstoffverfigbarkeit erklart werden kénnte. Auch die Ergebnisse der Inter-
aktion mit E. cruciferarum wirden in dieses Erklarungsprofil passen. AtUMAMIT18 stellt
offensichtlich keinen entscheidenden Suszeptibilitatsfaktor in der Interaktion mit C.
higginsianum dar, aber konnte einen Einfluss auf die Kompatibilitdt mit E. cruciferarum

haben.
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Abbildung 2 30

Suszeptibilitat von Arabidopsis umamit-Mutanten gegenuber E. cruciferarum.

Funf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende ihrer vegetativen Wachstumsphase kurz vor Beginn der Dunkel-
periode in Langtag-Bedingungen (16h L/ 8h D) tberfuhrt und mit E. cruciferarum inokuliert (38 Conidien mm-
2). Als Indikator fur den Besiedlungsfortschritt von E. cruciferarum auf dem pflanzlichen Gewebe wurde die
Menge genomischer Pilz-DNA durch gPCR eines E. cruciferarum Fragmentes eines -Tubulin-Gens zum
Zeitpunkt 7,0 dpi bestimmt und auf das AtRbcS-Gen normalisiert. Es wurden Insertionsmutanten aus verschie-
denen Populationen (Gabi-Kat, (GK) und SALK) verwendet und mit dem entsprechenden Wildtyp Col-0 ver-
glichen; Col-0 (GK) mit umamit29 (GK), Col-0 (SALK) mit umamit18 (SALK) und umamit29 (SALK) und Col-0
(umamit40) mit umamit40 (I) und umamit40 (). Bei letzterer handelt es sich ebenfalls um eine SALK-Popula-
tion. Die Werte sind Mittelwerte von funf biologischen Replikaten + Standardfehler normalisiert auf die Werte
des Wildtypes Col-0 (SALK). Fiir jedes Replikat wurden 3 Blattscheiben infizierter Blatter verwendet. Sternchen
markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 (* P < 0,05; Student’s t-Test). Signifikanzniveaus mit P > 0,05
sind Uber den entsprechenden Balken angegeben.
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2.4.8 Der Transfer von organischen Kohlenstoff in der

Arabidopsis zE. cruciferarum -Interaktion

Fur zwei unabhangige umamit29 T-DNA-Insertionsmutanten konnte eine tendenziell
verringerte Suszeptibilitat fur E. cruciferarum ermittelt werden. Um zu bewerten, ob dies
auf eine reduzierte Versorgung des Pathogens mit organischen Kohlenstoff durch das
kolonisierte Wirtsgewebe zurtickzufiihren ist, sollten die Flisse radioaktiv markierter Glu-

kose im Pflanzengewebe bzw. im Pilzmycel untersucht werden.

2.4.8.1 Der Grad der Infektion beeinflusst die Kohlenstoffverteilung in Arabidopsis-

Blattern

Um zu ermitteln, ob Unterschiede in der Verteilung radioaktiv markierter Metabolite in
schwach bzw. stark infizierten Blattern messbar sind, wurden Vorexperimente anhand
unterschiedlich stark befallener Wildtyp-Blatter durchgefiihrt. Die Aufnahme markierter
Glukose in Arabidopsis-Blattscheiben ist in Abbildung 2-31 dargestellt. Hierbei konnte eine
vergleichbare Gesamt-Aufnahmerate von Glukose in unterschiedlich stark befallene Blatt-
scheiben ermittelt werden (Abbildung 2-31 A). Die Analyse des abgeltsten Mycels ergab
dabei eine hohere Aufnahmerate in pilzliche Strukturen von schwach befallenen Bléttern
und lag bei ca. 4 % der Gesamtaufnahme in befallenen Blattern (Abbildung 2-31 C). In
stark infizierten Blattern lag der prozentuale Anteil des vom Pilzmycel aufgenommenen *4C
bei circa 1,2 % der Gesamtaufnahme. Hierbei ist davon auszugehen, dass die Wachstums-
rate von E. cruciferarum auf schwach infizierten Blattern starker als auf bereits vollstandig
kolonisierten Blattern ist und damit eine starkere Aufnahmerate erklart.

Fur eine genauere Untersuchung der Verteilung #C-markierter Metabolite wurden
Ethanol-l6sliche und #unlésliche Fraktionen getrennt analysiert. Hierbei wurde die l6sliche
Fraktion des Pilzmycels einer weiteren Subfraktionierung unterzogen. Die Untersuchung
ergab mit zunehmender Infektionsstarke einen zunehmenden Markierungsgrad in der
I6slichen Fraktion des Blattes (Abbildung 2-32 A) und dem entsprechend eine negative
Korrelation mit dem Markierungsgrad der Starke-Fraktion. Zudem konnte eine starkere
Integration von **C in die unlosliche Fraktion von schnell wachsenden Mycel schwach
infizierte Blatter, im Vergleich zu stark infizierten Blattern, ermittelt werden (Abbildung 2-
32 B). Die Subfraktionierung der loslichen Extrakte des Pilzgewebes deutete auf einen
tendenziell verringerten Markierungsgrad der neutralen Fraktion zugunsten der Anion-
Fraktion stark infizierter Blatter hin (Abbildung 2-32 C).
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Abbildung 2- 31

Aufnahme von *C-Glukose in E. cruciferarum-infizierte Blattscheiben.

Funf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende ihrer vegetativen Wachstumsphase kurz vor Beginn der Dunkel-
periode in Langtag-Bedingungen (16h L/ 8h D) tberflihrt und mit 43 E. cruciferarum-Conidien pro mm? inoku-
liert. Sieben Tage nach Infektion wurden Blattscheiben (1,33 cm?) unterschiedlich stark befallener Blatter mit
14C-Glukose behandelt, die gesamt aufgenommene “C-Glukose (A), die Verteilung zwischen Blattmaterial (B)
und pilzlichen Mycel (C) bewertet. Als Kontrolle wurden nicht infizierte Blattscheiben (ohne) zum Vergleich mit
schwach (schwach) und stark (stark) infizierten Blattern mitgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei biolo-
gischen Replikaten + Standardfehler. Von nicht-infizierten Blattscheiben konnte aufgrund technischer Pro-
bleme nur ein Replikat bewertet werden.
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Abbildung 2- 32

Prozentuale Verteilung *“C-markierter Metabolite in der Ethanol-léslichen bzw. #inlslichen Fraktion in

E. cruciferarum-infizierten Arabidopsis-Blattscheiben.

Dargestellt ist die Verteilung der *C-Markierung zwischen loslicher (weiBe Balken) und unloslicher-Fraktion
(graue Balken) im Blatt (A), im Mycel (B) und die Subfraktionierung der léslichen Pilz-Fraktion (C) der Proben
aus Abbildung 2-31. Die Subfraktionierung erfolgte in neutrale (schwarze Balken), Kation- (weil3e Balken) und
Anion-Fraktion (graue Balken). Die Daten sind relativ zur *C-Gesamtaufnahme angegeben. Dargestellt sind
Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten + Standardfehler. Von nicht-infizierten Blattscheiben konnte
aufgrund technischer Probleme nur eine bewertet werden.
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2.4.8.2 Das Fehlen von AtUMAMIT18 und AtUMAMIT29 hat keinen entscheidenden

Einfluss auf den Metabolit-Transfer zu E. cruciferarum

Die Untersuchung der Suszeptibilitdt von umamit-Mutanten gegeniiber E. cruciferarum
deuteten auf eine gesteigerte Resistenz der umamit18- und umamit29-Mutanten hin (Abbil-
dung 2-30). Um Aufschliisse Uber eine veranderte Metabolitaufnahme von E. cruciferarum
aus dem kolonisierten Pflanzengewebe durch den Verlust der Transportaktivitat in umamit-
Mutanten zu erlangen, wurde die Verteilung von *C-markierten organischen Kohlenstoff
anhand infizierter umamit-Mutanten untersucht. Hierbei wurde das Pilzmycel, wie im Vor-
versuch, mittels Klebeband vorsichtig vom Blatt getrennt und separat extrahiert und
analysiert (Abbildung 2-34). Der Markierungsgrad l6slicher Zucker und der Starke-Fraktion
in infizierten Blattern war zwischen den verschiedenen umamit-Mutanten und den
entsprechenden Wildtypen vergleichbar (Abbildung 2-33 A, B). Auffallig war hierbei, dass
die Verteilung zwischen Starke- und léslicher Fraktion bei ca. 50 % lag, und damit héheren
Werten entsprach als in der Starke-Fraktion von Wildtyp-Blattern des Vorexperimentes
gemessen wurden (Abbildung 2-32 A).

Durch Subfraktionierung wurde die l6sliche Fraktion der Blatter in neutrale, Anion- und
Kation-Fraktion aufgetrennt (Abbildung 2-33 D - E). Wahrend in der Anion-Fraktion
Carbonsauren und phosphorylierte Intermediate aufgetrennt wurden sind in der Kation-
Fraktion Aminosauren angereichert. Die neutrale Fraktion enthalt neutrale Molekile wie
Zucker. Die Subfraktionierung ergab jedoch keine konsistenten Anderungen im *C-
Markierungsgrad der umamit29-Mutanten zu den entsprechenden Wildtypen. Jedoch war
der Markierungsgrad in der Kation- und Anion-Fraktion in umamit18-Mutanten zum Wildtyp
erhoht und in der neutralen Fraktion verringert.

Im Weiteren sollten Veré&nderungen im Transfer von organischen Kohlenstoff-
verbindungen vom Wirt zum Pathogen anhand des **C-Markierungsgrades der einzelnen
Fraktionen des pilzlichen Mycels ermittelt werden. Hierbei zeigte sich, dass ein hoherer
Anteil an **C in der loslichen Fraktion vorhanden war. Mit Ausnahme der Mutante
umamitl8 lagen weniger als 40 % in der unldslichen Fraktion des Mycels vor (Abbildung
2-34 A, B). In umamitl8 war das Verhdltnis zugunsten der unléslichen Fraktion ver-
schoben. Weiterhin war in dieser Mutante der Markierungsgrad in der neutralen Fraktion
reduziert. In der Kation- und Anion-Fraktion konnte kein wesentlicher Unterschied zwi-
schen den Mutanten und den entsprechenden Wildtyp-Pflanzen festgestellt werden. Fir
umamit29-Mutanten konnten keine konsistenten Abweichungen ermittelt werden
(Abbildung 2-34 C +E).
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Abbildung 2-33

Prozentualer Anteil an **C in E. cruciferarum-infizierten Blattmaterial von umamit-Mutanten.

Funf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende ihrer vegetativen Wachstumsphase kurz vor Beginn der Dunkel-
periode in Langtag-Bedingungen (16h L/ 8h D) tberfuihrt und mit 37 E. cruciferarum-Conidien pro mm? inoku-
liert. Sieben Tage nach Infektion wurden Blattscheiben (1,13 cm?) mit “C-Glukose behandelt, das Pilzmycel
abgeltst und die Verteilung von 4C in der Starke- (A) und der I6slichen Fraktion (B) im Blatt bestimmt. Die
I6sliche Fraktion wurde weiterfiihrend einer Subfraktionierung unterzogen und der Markierungsgrad der
neutralen (C), der Kation- (D) und der Anion-Fraktion (E) bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus vier
biologischen Replikaten £ Standardfehler welche auf die Blattflache normiert wurden. Die Genotypen sind unter
den Balken angeflihrt. Es wurden Insertionsmutanten aus verschiedenen Populationen (Gabi-Kat, (GK) und
SALK) verwendet und mit dem entsprechenden Wildtyp Col-0 verglichen; Col-0 (GK) mit umamit29 (GK), Col-
0 (SALK) mit umamitl8 (SALK) und umamit29 (SALK).

Die Untersuchung der **C-Verteilung im Blatt- bzw. Pilzmaterial ergab, verglichen mit
den entsprechenden Wildtypen, keine konsistenten bzw. substanziellen Unterschiede in
den Mutanten. Jedoch waren Unterschiede in der Transferrate zwischen Wirt und
Pathogen in der Interaktion mit den Mutanten bzw. Wildtyp-Pflanzen denkbar. Jedoch
konnten auch hierbei keine signifikanten bzw. konsistenten Unterschiede ermittelt werden
(Abbildung A-9). Letztendlich sind weitere Untersuchungen nétig um die Hypothesen einer
potenziellen Beteiligung der hier untersuchten UMAMI-Transporter in der Nahrstoffver-
sorgung des Pathogens auf ihre Richtigkeit zu prifen, da auch andere Aspekte aul3er einer
verminderten Nahrstoffverfiigbarkeit durch das Fehlen der Transporter die Suszeptibilitat

beeintrachtigen konnten.
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Abbildung 2- 34

Prozentualer Anteil an *4C in Fraktionen des E. cruciferarum-Materials nach Infektion von umamit-Mutanten.
Funf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende ihrer vegetativen Wachstumsphase kurz vor Beginn der Dunkel-
periode in Langtag-Bedingungen (16h L/ 8h D) Uberfiihrt und mit 37 E. cruciferarum-Conidien pro mm? inoku-
liert. Sieben Tage nach Infektion wurden Blattscheiben (1,13 cm?) mit 14C-Glukose behandelt, das Pilzmycel
abgeltst und die Verteilung von 1#C im Mycel- (A) und der I6slichen Fraktion (B) des Pilzmaterials bestimmt.
Die l6sliche Fraktion wurde weiterfihrend einer Subfraktionierung unterzogen und der Markierungsgrad der
neutralen (C), der Kation- (D) und der Anion-Fraktion (E) bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus vier
biologischen Replikaten + Standardfehler welche auf die Blattflache normiert wurden. Die Genotypen sind unter
den Balken angefuhrt. Es wurden Insertionsmutanten aus verschiedenen Populationen (Gabi-Kat, (GK) und
SALK) verwendet und mit dem entsprechenden Wildtyp Col-0 verglichen; Col-0 (GK) mit umamit29 (GK), Col-
0 (SALK) mit umamitl8 (SALK) und umamit29 (SALK).

82



3

3 Diskussion

'LVNXVVLRQ

Als Primarprodukte der Photosynthese sind Zucker in eine Vielzahl von Prozessen in
Pflanzenzellen eingebunden. Die Bereitstellung von Kohlenstoffgertusten fir die Synthese
komplexer organischer Komponenten, Energiespeicher fur chemische Reaktionen oder als
kritische Signalmolekile zellularer metabolischer Prozesse bzw. (a)biotischer Stressant-
worten stellen wesentliche Beispiele dar (Rolland et al., 2006; Smeekens und Hellmann,
2014; Chen et al., 2015a). Komponenten des Primarmetabolismus, wie Aminosauren,
Ubernehmen ebenfalls eine Vielzahl kritischer Funktionen in Pflanzen. Dabei ist die Assi-
milation von Stickstoff an Kohlenstoffgertiste bedeutsam fir die pflanzliche Entwicklung
und eng mit der Abwehrantwort verknupft (Zeier, 2013; Pratelli und Pilot, 2014).

Im Folgenden sollen Aspekte metabolischer bzw. physiologischer Verdnderungen durch
Funktionsverlust der hier untersuchten Transporter auf den Zucker- und Aminosaurestoff-

wechsel und deren Beteiligung in der Pflanzen-Pathogen-Interaktion diskutiert werden.

3.1 Veranderungen des Kohlenhydratmetabolismus in sweetll/sweetl? -

Doppelmutanten

Die Bildung transitorischer Starke in Chloroplasten von source-Blattern wahrend der
Lichtphase dient der Versorgung der nachtlichen Wachstums- und Stoffwechselprozesse.
Dabei korreliert die Menge akkumulierter Starke mit der erwarteten Lange der Dunkel-
phase (Gibon et al., 2004a). Die diurnalen Starkeumséatze unterliegen dabei einer strengen
Regulation, da diese eine entscheidende Komponente der pflanzlichen Produktivitat dar-
stellen und Starketberschiisse am Ende der Dunkelperiode eine unproduktive Kohlenstoff-
sequestrierung darstellen. Im Gegensatz dazu ist ein vorzeitiger Verbrauch der Assimila-
tionsstarke mit einer nachtlichen Mangelphase und Wachstumseinbuf3en verbunden (Stitt
und Zeeman, 2012).

3.1.1 Der Funktionsverlust der redundanten Saccharose-Transporter

AtSWEET11 und AtSWEET12 beeinflusst metabolische und

physiologische Eigenschaften in Arabidopsis

Chen et al. (2012) haben gefunden, dass die Saccharose-Transporter AASWEET11 und
AtSWEET12 eine redundante Rolle in der Phloembeladung einnehmen und aufgrund ihrer
Expression im Phloemparenchym die seit langem fehlende Funktion der apoplastischen
Phloembeladung in Arabidopsis bestatigen. Doppelmutanten dieser Transporter waren
durch eine um ca. 50 % reduzierte Exsudationsrate in source-Blattern, eine gesteigerte
Kohlenhydrat-Akkumulation und durch reduziertes Wachstum charakterisiert, was in Ein-
zelmutanten nicht zu beobachten war (Chen et al., 2012). Dabei waren die Pflanzen jedoch

unter Starklichtbedingungen (400 +450 uE m™ s!) angezogen worden. Um einen genau-
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eren Einblick Gber die metabolischen Veranderungen dieser Pflanzen bzw. Uber Funk-
tionen dieser Transporter in den vor Ort herrschenden Anzuchtbedingungen zu erlangen,
wurde diese in der vorgelegten Arbeit eingehend physiologisch analysiert.

Fur sweetl1/sweetl2-Mutanten wurde unter Hochlichtbedingungen ein um 20 % bis 35
% reduziertes Wachstum der Blattrosette berichtet (Chen et al., 2012). Verschiedene
Modelle deuten darauf hin, dass das pflanzliche Wachstum wesentlich von diurnalen
Zucker-Starke-Zyklen und von der Verteilung assimilierter Kohlenstoffe beeinflusst wird
(Rasse und Tocquin, 2006; Koelling et al., 2015; Weraduwage et al., 2015). Eine Analyse
von 94 Arabidopsis-Genotypen ergab zudem eine negative Korrelation zwischen Starke-
gehalten am Ende der Lichtperiode und der Biomasse-Akkumulation (Sulpice et al., 2009).
Eine effektive Kohlenstoffnutzung korreliert, im Gegensatz zur konservativen Speicherung,
mit verbessertem Wachstum (Graf et al., 2010). Das Wachstumsdefizit der Doppelmutan-
ten, welches hier unter moderaten Belichtungsbedingungen aufgezeigt werden konnte,
kénnte damit durch eine verminderte source-Starke aufgrund der geringeren Exportrate
und damit reduzierten Assimilatverteilung in der Pflanze erklart werden. Erst kiirzlich wurde
gezeigt, dass die Transporter SWEET11, SWEET12 und SWEET15 entscheidend an der
Samenbeladung in Arabidopsis beteiligt sind. Tripelmutanten zeigten dabei schwere Be-
eintrachtigungen in der Embryo-Entwicklung, im Samengewicht und im Starke- und Lipid-
gehalt der Samen. Weniger deutliche Effekte waren jedoch auch in sweetll/sweet12-Dop-
pelmutanten zu erkennen (Chen et al., 2015b). Die Bewertung des Wachstums der Pflan-
zen zeigte vor allem bei Betrachtung der Blattrosettenflache an den initialen Messzeit-
punkten, eine bereits verzdgerte Entwicklung, welche auf eine verminderte Samenbe-
ladung und Embryoentwicklung zuriickgefihrt werden kdnnte. Die Qualitdt der Samen
wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht genauer betrachtet. Es kann aber davon
ausgegangen werden, dass wahrscheinlich ein Zusammenspiel mehrerer Effekte die Ent-
wicklung der Doppelmutanten beeinflusst.

Verminderte sink-Aktivitdt und daraus resultierende Akkumulation von Kohlenhydraten
in source-Blattern kann inhibitorische Effekte auf die Photosynthese-Aktivitat vermitteln
(zusammengefasst in Ainsworth und Bush, 2011). Ebenso kann eine Akkumulation von
Kohlenhydraten in source-Blattern durch Stérungen des Saccharose-Exports inhibierend
auf die Photosynthese wirken (Riesmeier et al., 1994; Krapp und Stitt, 1995; Buerkle et al.,
1998). Doppelmutanten der Saccharose-Transporter SWEET11 und SWEET12 akkumu-
lierten aufgrund einer verringerten source-Starke ebenfalls signifikant erhdohte Kohlenhy-
dratgehalte in source-Blattern. Die Untersuchung photosynthetischer Parameter ergab je-
doch keine verminderte Leistung in Bléattern der Doppelmutanten. So kdnnte man ver-
muten, dass in diesem Fall Signale des sink-Bedarfes eine starkere regulatorische Fun-

ktion auf die Photosynthese-Aktivitat austiben und erhdhte Kohlenhydratgehalte allein kein
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ausreichendes Signal darstellen. Jedoch konnte die regulatorische Kommunikation
zwischen Mesophylizellen und Phloem noch nicht geklart werden (Ainsworth und Bush,
2011). Ebenfalls wéare in diesem Szenario ein Einfluss der zellularen Lokalisation der
Zucker auf die Photosynthese denkbar.

Die unter den hier verwendeten Wachstumsbedingungen ebenfalls ermittelte Reduktion
der Exsudationsrate in sweetll/sweetl2-Doppelmutanten um ca. 50 % deutet auf einen
oder mehrere zusatzliche Mechanismen hin, welche den Saccharose-Export in nativen
Blattern ermoglichen bzw. den Funktionsverlust der Transporter kompensieren. Dies wird
ebenfalls durch den Wachstumsphanotyp der Pflanzen bestétigt, welcher weniger gra-
vierend ausféllt als in Mutanten des Protonen-Saccharose-Symporters der Phloembela-
dung SUC2 (Srivastava et al., 2009b). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in Blattern
der Doppelmutanten der Klasse llI-Transporter SWEET13 transkriptionell 16-fach induziert
war (Chen et al., 2012), wobei dessen Beitrag in diesem Prozess noch nicht experimentell
aufgezeigt werden konnte.

Die Bewertung der Kohlenhydratgehalte vier Wochen alter Pflanzen Uber einen Verlauf
von 24 Stunden ergab 2,8- (Ende der Dunkelphase) bzw. 1,6- (Ende der Lichtphase) -fach
erhohte Gehalte von Starke und 2- bis 4-fach erhdhte Gehalte an Islichen Zuckern. Die
Kohlenhydratgehalte in Doppelmutanten waren im Vergleich zum Wildtyp Gber den gesam-
ten Zeitraum eines 12h-L/D-Rhythmus erhdht und durch eine diurnal 4- bis 6-fach gestei-
gerte Umsatzrate loslicher Zucker gekennzeichnet. Dies ist wahrscheinlich auf den stetigen
Ruckstau von Zuckern durch die verminderte Exportkapazitat in diesen Pflanzen zurtickzu-
fuhren. Doppelmutanten akkumulierten in der Lichtphase tendenziell, ohne statistische
Signifikanz, mehr Starke als in der darauffolgenden Nacht umgesetzt wurde. Dies deutet
darauf hin, dass die gesteigerten Starkegehalte kontinuierlich im Laufe der Entwicklung
akkumulieren, dies aber nicht ausreichend genau gemessen werden kann. Es wurde be-
schrieben, dass hohe Saccharosegehalte mit gesteigerten Mengen an Trehalose-6-
Phosphat (T6P) korrelieren (Lunn et al.,, 2006). Dies konnte in Vorarbeiten auch fir
sweetll/sweetl2-Doppelmutanten gezeigt werden (Gebauer, 2011). Gesteigerte Gehalte
an T6P koénnen zur Redox-Aktivierung der ADP-Glukose-Pyrophosphorylase und zur Sti-
mulation der Starkebiosynthese fiihren (Lunn et al., 2006). Ferner deuten die Daten der
Starke-Umsatze darauf hin, dass nicht der aktuell vorhandene Starkegehalt in source-
Blattern, sondern eher der nachtliche Verbrauch, als Stellgrof3e fur die Starke-Akku-
mulation in der Lichtperiode verwendet wird. So resultierte eine unerwartete Verlangerung
der Dunkelperiode in Arabidopsis in einer gesteigerten Starke-Akkumulation in der folgen-
den Lichtperiode (Gibon et al., 2004a), wobei der Mechanismus zur Anpassung der Starke-
synthese an die Tageslange noch nicht geklart ist (Mugford et al., 2014). In vier Wochen

alten Pflanzen ergab die Berechnung der Kohlenstoffumséatze ahnliche Werte zwischen
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Wildtyp-Pflanzen und Doppelmutanten. Hierbei war trotz einer verminderten Kapazitat des
Saccharose-Ausstroms die n&chtliche Starkemobilisierung zum Wildtyp vergleichbar. Das
Fehlen der beiden Saccharosetransporter lieRe theoretisch einen reduzierten Ausstrom
von Zuckern und damit reprimierende Effekte auf die nachtliche Starkemobilisierung erwar-
ten. In diesem Zusammenhang mussen Aspekte der diurnalen Regulation bzw. die respira-
torische Aktivitat bedacht werden. Es wurde gezeigt, dass die Exportrate von Zuckern in
der Dunkelphase reduziert wird (Gibon et al., 2004a). Es ware daher vorstellbar, dass die
Transporter SWEET11 und SWEET12 im Zusammenhang einer diurnalen Regulation,
keinen entscheidenden Beitrag zur nachtlichen Zucker-Versorgung der Pflanze einnehmen
und andere Transportmechanismen aktiv sind. In diesem Falle sollte im Vergleich zum
Wildtyp kein Unterschied in der nachtlichen Starkemobilisierung auftreten, da das Fehlen
der beiden Saccharose-Transporter sich nicht mehr limitierend auswirkt. Die Bewertung
photosynthstischer bzw. respiratorischer Parameter ergab eine erhdhte stomatare Leit-
fahigkeit in der Licht- und in der Dunkelperiode. Weiterhin konnte eine erhdhte néachtliche
Respirationsrate in der Doppelmutante ermittelt werden. Diese Ergebnisse deuten auf
einen stimulierten Dunkelstoffwechsel aufgrund einer verringerten Exportkapazitat in die-
sen Pflanzen hin. Beide Szenarien konnten daher das Signal flr eine zum Wildtyp ver-
gleichbare Starke-Akkumulation generieren, wobei ein Zusammenspiel beider Modelle
ebenfalls vorstellbar wér. Die Analyse einer Regulation der Transporter auf Proteinebene
zum Beispiel Uber die Umsatzrate oder durch regulatorische Mechanismen der Aktivitat
konnte hierbei weitere Aufschliisse geben.

Wenn eine Reduktion der beiden Transporter die Exportrate einschrankt, ist die Kapazitéat
der SWEETS dann limitierend in der WT-Situation?

Die konstitutive Uberexpression von SWEET12-YFP resultierte in einer gesteigerten
Saccharose-Exportrate, welche durch gesteigerte Exsudationsraten in der Lichtphase und
verminderte Starkegehalte am Ende der Dunkelperiode, aufgrund einer gesteigerten
nachtlichen Starkemobilisierung, bestéatigt wurden. Die Daten lassen dabei vermuten, dass
der Saccharose-Pool in den Pflanzen auf Kosten von Hexosen relativ konstant gehalten
wird (Gibon et al., 2009). Brauner et al. (2014) vermuteten, dass der zytosolische Saccha-
rose-Pool flr Transportprozesse zur Verfligung steht. Die in dieser Studie ermittelte sub-
zellulare Verteilung unterstiitzte diese Vermutung. Hierbei lagen ca. 70 % der Saccharose
im Zytosol und jeweils 15 % in Plastiden bzw. in der Vakuole vor (Brauner et al., 2014).
Fruktose und Glukose waren dagegen mehrheitlich in der Vakuole lokalisiert. Die vor-
wiegende Lokalisation von Saccharose im Zytosol und die mehrheitliche Sequestrierung
von Glukose und Fruktose in der Vakuole wurde auch in anderen Publikationen berichtet

(Szecowka et al., 2013). Daher kann vermutet werden, dass der zytosolische, dem Trans-
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port zur Verfigung stehende, Saccharose-Pool durch den vorrangig vakuolar lokalisierten
Hexose-Pool bedient wird. Dies war hier vor allem in der Lichtperiode erkennbar, wo in
Uberexprimierenden Pflanzen signifikant reduzierte Hexosegehalte ermittelt wurden, wo-
hingegen der Saccharosegehalt nicht veréandert war. Dagegen waren die Hexosegehalte
der Dunkelphase in den Uberexprimierern im Vergleich zum Wildtyp kaum verringert. Dies
ist wahrscheinlich auf die Bereitstellung zur né&chtlichen Saccharose-Biosynthese
benotigter Hexosebausteine aus dem transitorischen Starkepool zuritickzufihren. Erstaun-
licherweise wurde die gesteigerte nachtliche Starkemobilisierung konstitutiv tberexpri-
mierender Pflanzen nicht durch eine verstarkte Akkumulation wéhrend der Lichtphase
kompensiert. Im Gegensatz dazu, konnte in Wildtyppflanzen nach erhdhtem Starkeumsatz
durch Verlangerung der Dunkelphase, eine gesteigerte Starke-Akkumulation in der darauf-
folgenden Lichtphase beobachtet werden (Gibon et al., 2004a; Koelling et al., 2015). Dabei
ist jedoch zu beachten, dass Licht-abhangige Regulationsmechanismen ebenso eine Rolle
spielen (Stitt und Zeeman, 2012). Jedoch ist auch vorstellbar, dass die erhdhte Saccha-
rose-Exportrate in SWEET12-YFP-Uberexprimierern wahrend der Lichtphase fiir die Stér-
kebiosynthese notwendige Bausteine entzieht und eine héhere Akkumulation transito-
rischer Starke beeintrachtigt. Um diese Fragestellung zu adressieren konnten SWEET11-
und SWEET12-Uberexprimierende Pflanzen unter starkeren Licht- und/oder erhéhten CO»-
Bedingungen analysiert werden. Hierbei sollte zur Vorbeugung nachtlicher Kohlenstoff-
mangelphasen eine gesteigerte Starkeakkumulation wahrend der Lichtphase erkennbar
sein, da die Starkebiosynthese nicht mehr durch den Mangel an Kohlenstoffbausteinen be-
grenzt ist. Dies setzt jedoch eine bereits unter normalen Belichtungsbedingungen erreichte
Saccharose-Exportkapazitat in diesen Pflanzen voraus. Die Bewertung der Transport-
kapazitat konnte durch die Messung der Exsudationsrate bestimmt werden. Ein weiterer
Ansatz wére die physiologische Charakterisierung dieser Pflanzen unter Langtagbe-
dingungen, da die verkirzte Dunkelphase einen geringeren transitorischen Speicher in
source-Blattern voraussetzt (siehe auch Abbildung 2-3). Es ist aber auch zu beachten,
dass eine Uberexpression unter der Kontrolle eines CaMV 35S-Promotors, Expression in
nahezu allen Geweben vermittelt und pleiotrope Effekte regulatorische Mechanismen mas-
kieren. Unter diesen Bedingungen koénnte der Saccharose-Ausstrom nicht nur aus den
Phloemparenchymzellen des Leitgewebes, sondern unter anderem auch in allen Meso-
phyll- und Epidermiszellen erfolgen. Ebenso wiirde der Ausstrom aus den Siebelement-
Geleitzellkomplex der Aktivitat des Protonen-Saccharose-Symporters SUC2 entgegenwir-
ken. Jedoch ist in diesem Zusammenhang erstaunlich, dass in Gberexprimierenden Pflan-
zen trotz dieses potenziellen Effektes eine ca. 3-fach gesteigerte Exsudationsrate messbar
war. Im Gegensatz zu einer kiirzlich veréffentlichten Studie war die Uberexpression der

Reporterkonstrukte nicht durch signifikante Wachstumsphanotypen gekennzeichnet. Eine
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ektopische Expression der Transporter unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors ohne
Reporterfusion fuhrte zu deutlich vermindertem Wachstum und wurde durch den Verlust
der Direktionalitat des Zuckerflusses und damit verbundenen unspezifischen Effekten
erklart (Eom et al., 2015). Jedoch wurden bisher leider keine Daten der Kohlenhydrat-
gehalte bzw. der Exsudationsraten gezeigt. Daraus kdnnte geschlossen werden, dass die
Fusion von YFP einen Einfluss auf die Kapazitat der Transporter austibt. Um diese Hypo-
these zu untersuchen sind weitere physiologische Analysen, wie zum Beispiel der erwdhn-
ten Exsudationsrate, notwendig.

Wachstumseinbuf3en wurden ebenfalls durch gewebespezifisch gesteigerte Raten der
Phloembeladung berichtet. Der Saccharose-Transporter ZmSUT1 aus Mais komplemen-
tierte den Defekt der Phloembeladung in Atsuc2-Mutanten (Srivastava et al., 2009b;
Dasgupta et al., 2014). Eine gewebespezifische Expression von ZmSUT1 im Wildtyphinter-
grund ermdglichte eine gesteigerte Beladung des Phloems in Arabidopsis. Das beeintrach-
tigte Wachstum der Pflanzen wurde auf einen negativen Einfluss auf das Kohlenstoff-Phos-
phat Verhaltnis zurlickgefiihrt (Dasgupta et al., 2014). Zusammengenommen machen die
Ergebnisse die Komplexitat des Zusammenspiels von Manipulationen der Kohlenstoff-
verteilung und damit vermittelte Einflisse auf die pflanzliche Entwicklung deutlich.

Die Saccharose-Transporter SWEET11 und SWEET12 werden transkriptionell diurnal
reguliert, mit Maxima in der Mitte der Dunkelperiode. In Pflanzen mit Reporterfusions-
konstrukten unter Kontrolle des endogenen Promotors im Wildtyphintergrund war, &hnlich
zu konstitutiv Giberexprimierenden Pflanzen, eine geringere Akkumulation an Hexosen am
Ende der Lichtphase und eine nahezu verdoppelte Exsudationsrate ermittelt worden.
Ebenfalls konnten relativ konstante Saccharosegehalte zwischen Dunkel- und Licht-
periode aufgezeigt werden. Am Ende der Dunkelperiode waren in diesen Pflanzen die Star-
kegehalte, im Gegensatz zu konstitutiv Uberexprimierenden Pflanzen, verglichen zum
Wildtyp nicht vermindert. Dies kdnnte auf eine funktionelle diurnale Regulation unter dem
endogenen Promotor hindeuten. Dabei kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass die
schwéachere Uberexpression unter der Kontrolle des endogenen Promotors einen mil-
deren, hier nicht messbaren, Effekt auf die nachtliche Starkemobilisierung austbt. Es
wurde gezeigt, dass die Dunkelphase durch eine deutliche Abnahme der Saccharose-
Exportrate gekennzeichnet ist (Gibon et al., 2004a). Somit ware vorstellbar, dass die
nachtliche Transkript-Akkumulation die Bereitstellung der Transporter zu Beginn der Licht-
phase gewéhrleistet um photosynthetisch assimilierten Kohlenstoff in der Pflanze zu ver-
teilen. Mit dem Einsetzen der Dunkelphase konnte die reduzierte Exsudationsrate durch
eine verringerte Aktivitat der Transporter erklart werden. Uber eine Regulation auf Protein-
ebene kann aber nur spekuliert werden, wobei fir den zytoplasmatischen C-Terminus von

SWEE-Transportern eine regulatorische Funktion vermutet wird (Chen et al., 2015a). In
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Wildtyp-Pflanzen wurden nach Verlangerung einer Dunkelperiode Anderungen der
Kohlenstoffverteilung berichtet. Assimilate wurden demnach weniger in Wachstum,
sondern vermehrt in neutrale Zucker umgeleitet. Zuséatzlich wurde eine Abnahme der
Exportrate von Zuckern zu sink-Geweben aufgezeigt (Koelling et al., 2015). Dies deutet, in
Bezug auf die hier untersuchten Saccharose-Exporter, darauf hin, dass Regulationsme-
chanismen der inneren Uhr durch metabolische Signale tberschrieben werden kdnnen
(Haydon et al., 2011; Mueller et al., 2014). So kdnnten die Transporter AASWEET11 und
AtSWEET12 zur Anpassung an veranderte metabolische Bedingungen unabhangig von
ihrer transkriptionellen Regulation auf Proteinebene reguliert werden.

Um einen moglichen diurnalen Umsatz der Transporter auf Proteinebene zu unter-
suchen, kénnten, wie bereits erwahnt, Bewertungen per Westernblot Aufschliisse Uber
Schwankungen in der Proteinmenge geben. Um jedoch die diurnale Aktivitat der Trans-
porter zu bewerten sind weitere Informationen Uber potenzielle Regulationsmechanismen

notwendig.

3.1.2 AtSWEET11 und AtSWEET12 sind fur die Erndhrung der untersuchten
Pathogene entbehrlich

Die Gen-flur-Gen Hypothese beschrieb urspriinglich ein spezifisches Zusammenspiel
eines einzelnen Wirts- und Pathogen-Gens welche den Ausgang der Interaktion der beiden
Organismen determinieren (Flor, 1955). Diese Interaktion wurde bisher in einer Vielzahl
von Pflanze-Pathogen-Interaktionen beschrieben. Dieses Modell umfasst auch die TAL-
Effektor-vermittelte Suszeptibilitats-Phanotypen (Cohn et al.,, 2014). So stellen zum
Beispiel sekretierte X. oryzae-TAL-Effektoren zur Induktion von SWEET-Zucker-Trans-
portern eine entscheidende Komponente zur Etablierung einer kompatiblen Interaktion dar.
Hierbei werden insgesamt drei Mitglieder dieser Transporter-Familie, je nach Pathogen-
Stamm, durch verschiedene X. oryzae-Effektoren adressiert und stellen Kompatibilitats-
determinanten dar (Yang et al., 2006; Chu et al., 2006b; Antony et al., 2010; Chen et al.,
2010; Liu et al., 2011; Yuan et al., 2011; Streubel et al., 2013). Im Gegensatz dazu konnte
eine TAL-induzierte Induktion von CSSWEET1 nicht mit einem Suszeptibilitats-Phanotyp
in Verbindung gebracht werden (Hu et al., 2014). Ebenso wurde eine TAL20-vermittelte
Induktion von MeSWEET10 durch X. axonopodis pv. manihotis in Cassava aufgezeigt.
Eine Deletion des Effektors fiihrte jedoch nur zu geringen Beeintrachtigungen der Virulenz
und ein Verlust der Fahigkeit des Saccharose-Imports hatte keinen Einfluss auf die Proli-
feration des Bakterienstammes (Cohn et al., 2014). Weiterhin sei anzumerken, dass TAL-
Effektoren bisher nur in Xanthomonas und Ralstonia solanacearum beschrieben wurden
(Boch und Bonas, 2010). Auch in Arabidopsis und Vitis vinivera (Weinrebe) wurde eine

Induktion von SWEET-Vertretern durch Pathogene mit unterschiedlichen Infektions-
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strategien beschrieben (Chen et al., 2010; Chong et al., 2014). Diese Beobachtung fuhrte
zu der Annahme, dass eine Umprogrammierung dieser Transporter ein wiederkehrendes
Motiv mikrobieller Invasoren darstellen konnte um eine vorteilhafte Umsteuerung organi-
scher Kohlenstoffverbindungen zu etablieren (Chen et al., 2010), auch wenn dies nicht
funktionell an die Gegenwart von TAL-Effektoren gebunden sein muss. Basierend auf
dieser Hypothese wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation der Zusammenhang
zwischen der beobachteten Deregulierung der redundanten Saccharose-Transporter
AtSWEET11 und AtSWEET12 und der potenzielle Betrag in der in der Versorgung von
adaptierten (hemi)biotrophen Arabidopsis-Pathogenen untersucht. Vorarbeiten hatten
gezeigt, dass eine Infektion von Arabidopsis mit C. higginsianum zur massiven transkriptio-
nellen Induktion des Saccharose-Transporters AtSWEET12, nicht aber von AtSWEET11,
in der nekrotrophen Interaktionsphase (4,0 dpi) fuhrt. Hierbei ergab eine weitere Unter-
suchung ebenfalls eine signifikante Induktion von AtSWEET12 in der biotrophen Koloni-
sierungsphase (2,5 dpi), welche aber weniger stark als in der nekrotrophen Phase aus-
gepragt war.

Die Bewertung der pilzlichen Entwicklung ergab eine verzégerte Etablierung biotropher
Strukturen sowohl in den Einzel- als auch in der Doppelmutante. Die starkste Verzégerung
war in der Doppelmutante erkennbar und liel3 einen additiven Effekt der beiden Einzel-
mutanten vermuten. Eine Untersuchung der Induktionsmuster von SWEET11-YFP und
SWEET12-YFP bestatigte die Ergebnisse der Transkriptdaten. SWEET11-YFP blieb im
Infektionsverlauf auf das Leitgewebe beschrankt, wohingegen SWEET12-YFP sowohl in
der biotrophen als auch in der nekrotrophen Phase im vaskuldaren Gewebe und um die
Infektionsstellen akkumulierte. Diese grundsatzlich verschiedenen Infektions-vermittelten
Expressionsmuster korrelieren jedoch nicht mit der beobachteten ahnlichen Etablierungs-
verzogerung des Pilzes in den Einzelmutanten. Dabei sollte bei einer Beteiligung beider
Transporter in der Ernahrung von C. higginsianum eine Akkumulation in der Nahe bio-
tropher Strukturen erkennbar sein. Dies konnte fir AtSSWEET11 nicht ermittelt werden. Ein
deutlicher Hinweis fur eine Rolle in der Ernéhrung des Pathogens wére eine Akkumulation
dieser Saccharose-Transporter an der interfazialen Matrix, welche die biotrophen Pilz-
strukturen umgibt. Dies konnte aber zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden.

Die Analyse der pilzlichen Entwicklung in der nekrotrophen Phase ergab in sechs
Infektionsexperimenten, keinen signifikanten Unterschied in den Einzelmutanten, ver-
glichen mit dem Wildtyp. Wirde die massive Akkumulation von SWEET12 eine Rolle in
der Versorgung des Pilzes einnehmen, sollte dies auch einen Einfluss auf die Entwicklung
von C. higginsianum in planta haben, was aber nicht beobachtet wurde. Daher kann ver-
mutet werden, dass der Akkumulation von SWEET12 eine andere Rolle, als der der Nahr-

stoffversorgung, in dieser Interaktion zukommt. Zudem deuten aktuelle Daten auf eine
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vorrangige Funktion von C. higginsianum-Primarhyphen in der Abwehrunterdriickung als
in der Nahrstoffversorgung hin (O'Connell et al., 2012; Engelsdorf et al., 2013).

Infektion von Arabidopsis mit P. syringae pv. tomato DC3000 (P. syringae) fuhrte zur
deutlichen transkriptionellen Induktion von AtSWEET12 (Chen et al.,, 2010). Eine
Transkript-Akkumulation von AtSWEET11 konnte in dieser Untersuchung nicht ermittelt
werden. Die in der vorgelegten Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zur Akkumulation
von translationalen YFP-Reporterkonstrukten der beiden Transporter konnten diese Er-
gebnisse bestatigen. Wahrend SWEET12-YFP deutlich in P. syringae-infiltrierten Blatt-
bereichen akkumulierte, blieb die Detektion von SWEET11-YFP wiederum weitestgehend
auf das vaskulare Gewebe beschrankt. Die Analyse auf zellularer Ebene mittels KLSM,
konnte zeigen, dass die Transporter-Akkumulation von SWEET12 auf Epidermiszellen und
das Leitgewebe infiltrierter Bereiche beschrankt blieb. Es ist bekannt, dass P. syringae
vorrangig im Bereich der Mesophylizellen lokalisiert ist (Katagiri et al., 2002; Misas-Villamil
et al., 2011). Wenn SWEET12 direkt durch P. syringae-Effektoren induziert bzw.
wesentlich zur bakteriellen Nahrstoffversorgung beitragen wirde, dann sollte eine
Akkumulation des Transporters vor allem in Mesophylizellen detektierbar sein. Die Be-
wertung der bakteriellen Proliferation in Einzel- und Doppelmutanten bestétigen die Vermu-
tung, dass SWEET12 keinen substanziellen Beitrag in der Nahrstoffversorgung des Bak-
teriums einnimmt. Wie auch in der Interaktion mit C. higginsianum, ware im Falle eines
Beitrages zur Versorgung mit organischen Kohlenstoffen der Verlust des Transporters mit
einer beeintrachtigten bakteriellen Proliferation in Einzel- bzw. Doppelmutanten verbun-
den. Dies konnte jedoch nicht ermittelt werden. Diese Ergebnisse schlielRen eine
Beteiligung anderer Zucker- bzw. SWEE-Transporter an der Nahrstoffversorgung der
Pathogene nicht aus.

In den Daten von Chen et al. (2010) wurde weiterhin eine deutliche transkriptionelle
Induktion von AtSWEET12 und eine schwache Induktion von AtSWEET11 in der
Interaktion mit dem biotrophen Mehltau-Pathogen G. cichoracearum aufgezeigt (Chen et
al., 2010). Diese Ergebnisse wurden zum Anlass genommen einen potenziellen Beitrag
dieser beiden Transporter in der Interaktion mit dem biotrophen Mehltau E. cruciferarum
zu bewerten. Die Untersuchung von Pflanzen mit translationalen Reporterkonstrukten fur
SWEET11-YFP und SWEET12-YFP ergaben eine verstarkte Akkumulation der beiden
Transporter im Leitgewebe infizierter Blatter. Die Untersuchung auf zellularer Ebene per
KLSM ergab keine Akkumulation der Transporter an Haustorien, der Pflanze-Pathogen-
Schnittstelle, oder im umliegenden Gewebe. Ebenfalls war der Verlust der Transporter in
Einzel- bzw. Doppelmutanten nicht mit negativen Effekten fur die pilzliche Proliferation ver-
bunden, was darauf hindeutet, dass die Transporter auch hier keine wesentliche Rolle in

der Pathogenernéhrung einnehmen. Zudem wird davon ausgegangen, dass obligat biotro-
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phe Mehltau-Pilze wie E. cruciferarum eine effektive Unterdriickung der pflanzlichen Ab-
wehr vermitteln (Molitor et al., 2011; Engelsdorf et al., 2013; Oekmen und Doehlemann,
2014).

Was sind die Kohlenstoff- und Stickstoffquellen von Pathogenen in planta?

Die Sicherstellung der Nahrstoffversorgung stellt den wichtigsten Schritt phyto-
pathogener Organismen in der frihen Kolonisierungsphase dar. Globale Kohlenstoff- und
Stickstoff-Regulatoren sichern dabei die Nutzung bevorzugter Nahrstoffquellen, wie
Glukose und Ammonium, und reprimieren Gene welche die Nutzung wenig favorisierter
Quellen wie Xylose und Nitrat vermitteln (Bailey und Arst, 1975; Dowzer und Kelly, 1991,
Marzluf, 1997; Franceschetti et al., 2011; Fernandez und Wilson, 2012; Fernandez et al.,
2012; Fernandez et al., 2014). Haustorien obligat biotropher Pathogene sind in der
Ubermittlung von Effektoren und in der Aufnahme von Néahrstoffen beteiligt (Fernandez et
al., 2014; Lo Presti et al., 2015; Struck, 2015). Untersuchungen des Rostpilzes Uromyces
fabae fuhrten zur Identifizierung von einem Protonen-gekoppelten Hexose-Transporter
und zwei Protonen-gekoppelter Aminosauretransportern (Hahn et al., 1997; Voegele et al.,
2001; Struck et al., 2002; Struck et al., 2004). Der Hexose-Transporter HXT1 aus U. fabae
ist stark in Haustorien exprimiert und heterologe Analysen konnten zeigen, dass dieser den
Transport von Glukose und Fruktose vermittelt (Voegele et al., 2001). Die Anwesenheit
einer pilzlichen Invertase in U. fabae deutet darauf hin, dass Saccharose in der extra-
haustorialen Matrix gespalten und in Form von Hexosen aufgenommen wird (Voegele et
al., 2001; Voegele et al., 2006). Verschiedene Studien konnten die Bildung sekretierter
Invertasen durch Pathogene oder durch Befall induzierte Wirts-Zellwand-Invertasen zeigen
(Billett et al., 1977; Heisterlber et al., 1994; Chou et al., 2000; Fotopoulos et al., 2003;
Swarbrick et al., 2006; Horst et al., 2008; Hayes et al., 2010). Zudem wurden verschiedene
putative in planta exprimierte Hexose-Transporter biotropher Pathogene beschrieben
(Voegele und Mendgen, 2011; Garnica et al., 2013). Fur Ustilago maydis wurde die direkte
Aufnahme von Saccharose Uber den Protonen-gekoppelten, hochaffinen Saccharose-
Transporter Srtl gezeigt. Die Expression von Srtl erfolgt ausschlieRlich wahrend der
Infektion und ein Verlust der Transportaktivitat ist mit einer Beeintrachtigung der Virulenz
des Pathogens verbunden (Wahl et al., 2010). Dieses Beispiel direkter Saccharose-
Aufnahme stellt aber bisher eine Ausnahme dar und kdnnte durch die Umgehung der
extrazellularen Hydrolyse von Saccharose durch Invertasen einen Vorteil in der
Vermeidung Hexose-Signal-vermittelter Abwehrreaktionen darstellen (Wahl et al., 2010).
Untersuchungen der in planta Proliferation von Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

ergaben eine Beeintrachtigung durch den Verlust der Aufnahmekapazitéat von Citrat, was
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auf organisches Citrat als die bevorzugte Kohlenstoffquelle dieses Pathogens schliel3en
lasst (Tamir-Ariel et al., 2011).

In der frihen Infektion von Magnaporthe oryzae wurde die Expression eines Gens
berichtet das fur den putativen Hexose-Transporters Rgt2 kodiert (Fernandez et al., 2013).
Die Untersuchung axenischer Kulturen ergab zudem zwei weitere Hexose-Transporter,
Hxtl und Ght2, wobei eine Regulation Uber die Verfligbarkeit von Glukose-6-Phosphat
vermutet wird (Fernandez et al., 2012). Die Analyse von Puccinia striiformis f. sp. tritici und
B. graminis ergab eine Induktion von Genen der Glykolyse und des Tricarbonsaure-Zyklus
wahrend der Infektion, was als eine vorrangige Nutzung von Glukose aus der Wirtszelle
interpretiert wurde (Both et al., 2005; Garnica et al., 2013). Ein weiterer Hinweis auf die
Nutzung von Glukose als Kohlenstoffquelle ergab eine Untersuchung von Transkripten von
M. oryzae-Entwicklungsstadien. So waren wahrend der Appressorien-Bildung vorrangig
Gene des Fettsaure-Metabolismus und des Glyoxylat-Zyklus sowie die Isocitrat-Lyase 1
(ICL1) stark exprimiert. Die Etablierung des biotrophen Wachstums fuhrte dann zur
verringerte ICL1-Expression und Induktion von Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, was
auf ein Umschalten auf den Glukose-Metabolismus Uber den Penthose-Phosphatweg
hindeuten kénnte (Fernandez et al., 2014; Fernandez und Wilson, 2014).

Die Induktion extrazellularer Invertasen stellt eine Reaktion auf verschiedene biotische
und abiotische Stress-Stimuli dar. Saccharose- und Hexose-Verhaltnisse kdnnten hierbei
Schlusselfunktionen in der Definition von source- und sink-Geweben bzw. in der
Vermittlung einer Abwehrantwort darstellen (Biemelt und Sonnewald, 2006; Proels und
Hueckelhoven, 2014). Es kann davon ausgegangen werden, dass Pathogene Stress-
reaktionen bzw. -Komponenten der pflanzlichen Abwehr zum eigenen Vorteil nutzen. Die
nicht-proteinogene Aminosaure GABA akkumuliert in kompatiblen Interaktionen von
Tomate mit Cladosporium fulvum und wird von der Expression einer pilzlichen GABA-
Transaminase fir die folgende Metabolisierung begleitet (Solomon und Oliver, 2002).
GABA Ubernimmt eine zentrale Rolle in der Schnittstelle zwischen Kohlenstoff- und
Stickstoff-Metabolismus, wobei auch eine Signalfunktion in Stresssituationen vermutet
wird (Michaeli und Fromm, 2015). Eine ahnliche Adaption wird auch in der Interaktion von
Fusarium oxysporum vermutet. Die Sekretion des Enzyms Uricase wandelt dabei
Harnsaure, als Komponente der pflanzlichen Abwehr, in Allantoin um, welches vom
Pathogen als NAahrstoff genutzt werden kann (Divon et al., 2005). Verschiedene
Ergebnisse deuten darauf hin, dass bevorzugte organische Stickstoffquellen pilzlicher
Pathogene, wie Glutamin (Clark und Hall, 1998; Horst et al., 2010), Asparagin (Horst et al.,
2010) oder GABA (Solomon und Oliver, 2001) neben der Versorgung mit organischen
Stickstoff auch eine ausreichende Kohlenstoffquelle darstellen. Ward (2010) konnte

zeigen, dass die kompatible Interaktion von P. syringae in Arabidopsis in einem Anstieg
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von GABA im infizierten Gewebe resultierte (Ward et al.,, 2010). Es wird davon
ausgegangen, dass GABA eine potenzielle Kohlenstoff- und Stickstoffquelle fiir P. syringae
darstellt (Rico und Preston, 2008). Ebenfalls in diesem Zusammenhang konnten auch
gesteigerte Transkriptmengen des hochaffinen GABA-Transporters (AtGAT1) 12 hpi
(hours post infection) gezeigt werden, welcher den Transport der Aminoséure in den
Apoplast, der Lokalisation der Bakterien, vermitteln konnte (Ward et al., 2010). Das P.
syringae-Genom kodiert entsprechend fir eine GABA-Permease und fur multiple
Transaminasen (Buell et al., 2003), was ebenfalls auf eine Rolle von GABA in der P.
syringae-Nahrstoffversorgung hindeutet. Diese Ergebnisse deuten auf ein relativ breites
Spektrum an Nahrstoffen bzw. Mechanismen der Nahrstoffakquise fur Pathogene hin.
Die hier ermittelten Daten deuten darauf hin, dass SWEET11 und SWEET12 keine
zentrale Rolle in der Kohlenstoffversorgung fiir P. syringae, E. cruciferarum und C.
higginsianum haben. Wobei jedoch eine Deregulierung anderer Wirts-Transporter zum
Vorteil der Invasoren bzw. die Verwendung anderer Kohlenstoffquellen als Zucker nicht

ausgeschlossen werden kann.

3.1.3 Die gesteigerte Resistenz der sweetll/sweetl2 -Doppelmutante ist mit

gesteigerten Kohlenhydratgehalten verknipft

Ein Einfluss der Kohlenhydratverfligharkeit im Wirtsgewebe auf den Ausgang von
Pflanze-Pathogenen Interaktionen wurden schon friih beobachtet. So korrelierte eine
Akkumulation I6slicher Zucker mit verbesserten Bedingungen fir obligat biotrophe
Pathogene (high sugar disease), wohingegen ein Mangel einen Vorteil fir nekrotrophe
Pathogene ergab (low sugar disease) (Horsfall und Dimond, 1957). Eine effektive Induktion
der Abwehrreaktion erfordert jedoch auch eine ausreichende Versorgung mit Metaboliten,
Energie und Reduktionsaquivalenten. Daher wird in diesem Kontext in der jlingeren
/LWHUDW XU Y H U Righksugar résiktandd 3Q¥HHA Z L(HovsFaiQund Dimond, 1957;
Linke et al., 2002; Conrath et al., 2003; Ferri et al., 2011), wobei eine gesteigerte Abwehr
gegen Pathogene durch gesteigerte Gehalte |6slicher Zucker und damit verbundenen
Anderungen des Primarmetabolismus verknipft ist. Ferner wird diese These durch Be-
obachtungen untersttitzt, bei welchen eine Akkumulation von Zuckern, durch exogene
Zugabe oder in transgenen Pflanzen, mit einer Induktion verschiedener PR-Gene ver-
bunden ist (Johnson und Ryan, 1990; Herbers et al., 1996a; Herbers et al., 1996b; Conrath
et al., 2003). In diesem Kontext konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Starke der
Resistenz Magnaporthe oryzae-befallener Reispflanzen positiv mit der metabolischen
Energie-Kapazitat korrelierten (Jones et al., 2011). Es wird davon ausgegangen, dass
energetisch aufwendige Prozesse, wie die Expression einer Vielzahl von Genen

unterschiedlicher Abwehr-assoziierter Signalwege oder ATP-abhangige Phosphorylierun-
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gen von Signalkaskaden, entscheidend durch den Primarmetabolismus versorgt werden
(Nuernberger und Scheel, 2001; Bolton, 2009; Rojas et al., 2014).

In dieser Arbeit konnte eine verminderte Suszeptibilitat der sweetll/sweetl2-Doppel-
mutante gegeniber C. higginsianum sowohl in der biotrophen als auch in der nekrotrophen
Kolonisierungsphase aufgezeigt werden. Auf den ersten Blick kénnte dies als eine redun-
dante Funktion der beiden Transporter in der Nahrstoffakquise des Pilzes interpretiert wer-
den. Jedoch konnten die unterschiedlichen Expressionsmuster der beiden Transporter
nicht mit einer funktionellen Redundanz auf lokaler Ebene der Infektionsstelle korreliert
werden. Infektion von Arabidopsis fuhrte zur massiven Akkumulation von AtSWEET12 in
der N&he von C. higginsianum-Infektionsstellen, wohingegen AtSWEET11 nur im Leitge-
webe detektiert werden konnte. Dieses unterschiedliche Akkumulationsmuster kann je-
doch nicht mit der in beiden Einzelmutanten ermittelten Verzdgerung der pilzlichen Etablie-
rung in der biotrophen Phase korreliert werden und deutet auf eine andere Funktion, als
der der Nahrstoffversorgung des Pathogens hin. Die vorher beschriebene funktionelle Re-
dundanz von SWEET11 und SWEET12 in der Phloembeladung fihrte bei Verlust beider
Transporter zu gesteigerten Kohlenhydratgehalten in source-Blattern, welche nicht in den
Einzelmutanten zu erkennen waren (Chen et al., 2012; und hier ermittelte Daten). Die in
der Doppelmutante erhéhten Gehalte an Hexosen, Saccharose und Stérke Uber einen voll-
standigen Tagesverlauf, waren dabei unabhangig von der Dauer der Lichtphase.

Kirzlich wurde gezeigt, dass ein reduziertes Kohlenhydratbudget mit gesteigerter C.
higginsianum-Suszeptibilitat korreliert. Dabei fuhrte in Starke-freien Arabidopsis-Mutanten
ein reduzierter diurnaler Kohlenhydratmangel, nicht aber der gesteigerte Gehalt l6slicher
Zucker oder die Dauer der Kohlenhydratmangelphase, zu einer verminderten Resistenz
gegenluber dem hemibiotrophen Phytopathogen. Diese eingeschrankte Kohlenhydratver-
flgbarkeit wirkte sich unter anderem begrenzend auf das Ausmal} der induzierten Abwehr-
antwort aus (Engelsdorf et al., 2013). Daher kdnnte in einem simplifizierten Umkehrschluss
eine verbesserte Kohlenhydratverfligbarkeit die gesteigerte Resistenz in der Doppel-
mutante erklaren. Dieses Plus an Kohlenhydraten kdnnte eine erhdhte metabolischer
Aktivitdt wahrend der Dunkelperiode in source-Blattern ermdglichen. Wahrend sich die
Parameter der Elektronentransport- und Assimilationsrate in der Lichtperiode zum Wildtyp
nicht unterschieden, konnte sowohl unter ambienten, jedoch signifikant unter C.
higginsianum-Infektionsbedingungen bei 100 % Luftfeuchtigkeit wasserbehandelter Kon-
trollpflanzen, eine gesteigerte Respirationsrate ermittelt werden. Dieser Aspekt wird zu-
satzlich durch Ergebnisse aus Voruntersuchungen mit erhhten Gehalten von Inter-
mediaten des Tricarbonsaure-Zyklus unterstitzt (Gebauer, 2011). In Konsequenz dessen
konnte die nachtliche Kapazitat des Primar- und Sekundarmetabolismus bzw. des energe-

tischen Status in Doppelmutanten, im Vergleich zum Wildtyp, unter Infektionsbedingungen
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verbessert sein, was durch die starkere Akkumulation ldslicher Zucker wahrend der
Infektion unterstitzt wird. Es wurde berichtet, dass die Abwehr gegen biotrophe Pathogene
circadian reguliert und dabei in der Dunkelphase gedampft wird (Wang et al., 2011).
Jedoch ist die Wechselwirkung zwischen der circadianen Uhr und dem Metabolismus
bidirektional und es wurden Saccharose-abhangige Einflisse auf die circadiane Uhr
berichtet (Mueller et al., 2014), sodass in der Doppelmutante die circadiane nachtliche
Dampfung der Abwehr durch die metabolische Energiekapazitat maskiert werden konnte.
Weiterhin ist bekannt, dass SA-vermittelte Reaktionen wahrend der biotrophen Koloni-
sierung sehr effektiv gegen C. higginsianum sind (O'Connell et al., 2004; Birker et al.,
2009). In infizierten sweetl1/sweetl2-Doppelmutanten wurde eine starkere Akkumulation
von SA, SAG und Camalexin gemessen, wobei auch wasserbehandelte Kontrollpflanzen
signifikant gesteigerte Gehalte an SA und SAG im Vergleich zum Wildtyp und den Ein-
zelmutanten aufwiesen. Interessanterweise war diese Stimulation des SA-Weges in unbe-
handelten Pflanzen nicht zu beobachten und deutet darauf hin, dass gesteigerte Zucker-
gehalte allein nicht ausreichend firr eine Aktivierung des SA-Signalweges sind und einen
zweiten Stimulus, wie erhéhte Luftfeuchtigkeit, benétigen. AuRere Umstéande bzw. Umwelt-
bedingungen (primarer Stimulus), welche Pflanzen eine schnellere und starkere Reaktion
auf eine sekundare Stresssituation ermoéglichen und bei Pathogeninfektionen mit gestei-
gerter Resistenz einhergehen, werden als Priming beschrieben (Conrath et al., 2015).
Ebenfalls ist bekannt, dass die Mobilisierung freier SA aus SAG eine zentrale Komponente
im Priming der SA-Reaktion einnimmt (Noutoshi et al., 2012) und der Zuckermetabolismus
einen positiven Einfluss auf SA austiben kann (Bolton, 2009; Rojas et al., 2014). Ebenso
wurden Zucker als potenzielle Priming-Molekile vermutet (Gomez-Ariza et al., 2007;
Moghaddam und Van den Ende, 2012). Weiterhin wurde berichtet, dass die Biosynthese
von Phenylpropanen, ein Ausgangspunkt vieler Abwehr-assoziierter Sekundarmetabolite,
auf einen effektiven Kohlenstofffluss angewiesen ist (Douglas, 1996; Ferrer et al., 2008).
Saccharose und Hexosen wurde eine wesentliche Beteiligung in der Pilzresistenz durch
die Stimulation des Phenylpropan-Metabolismus zugeschrieben (Ferri et al., 2011;
Morkunas und Ratajczak, 2014). Konstant gesteigerte Gehalte |6slicher Zucker, speziell
Hexosen, kénnten daher das Abwehr-Priming der Doppelmutante unterstiitzen. So resul-
tierte antisense-vermittelte Repression des plastidaren ATP/ADP-Transporters AATP1 in
Kartoffelknollen in einem energetisch gesteigerten Potenzial und verzehnfachten Glukose-
gehalten, verglichen zu Kontrollen (Tjaden et al., 1998). Pathogen- bzw. Elicitor-
behandelte .-AATP Pflanzen waren durch die Stimulation der Expression SA-abhangiger
PR-Gene charakterisiert (Linke et al., 2002). Zudem wurde beschrieben, dass source-
Blatter von Tabak nach exogener Applikation von Zuckern eine erh6hte Expression von

PR-Genen, unabhéngig einer SA-Akkumulation, zeigten (Herbers et al., 1996b). Dies
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konnte auch in Untersuchungen der Doppelmutante beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Im Vergleich zum Wildtyp waren 1,5 dpi Transkripte von PR1 und PR2 zeitlich
vor der Akkumulation von SA angereichert. Auch eine ektopische Expression von Inver-
tasen fuhrte in nicht-infiziertem Gewebe zu erhdhten Gehalten an Hexosen, einer Induktion
von PR-Genen und einer gesteigerten SA-Akkumulation (Herbers et al., 1996a) und deutet
auf eine Rolle in der subzellularen Lokalisation von Zuckern im Zusammenhang einer Ab-
wehrreaktion hin. Eine durch exogene Zugabe von Zuckern vermittelte Stimulation von SA
bzw. PR2 und PR5 wurde auch in Arabidopsis berichtet (Thibaud et al., 2004).

Interessanterweise konnte neben einer gesteigerten Expression von PR1, PR2 und
PR5 in wasserbehandelten Doppelmutanten im Mikro-Array auch eine gesteigerte Expres-
sion der Zellwand-Invertase 1 ($ WFructl) ermittelt werden. Dies ist vor dem Hintergrund
einer um ca. 50 % reduzierten Exsudationsrate in der Doppelmutante Uberraschend, da
der signifikant reduzierte Export von Saccharose in den Zellwandraum auch eine Reduk-
tion an Substrat der Invertase darstellen wirde. Es ist hierbei jedoch auch vorstellbar, dass
trotz reduzierter apoplastischer Konzentrationen eine Verschiebung des Saccharose- zu
Hexose-Verhaltnisses Signalfunktionen tbernehmen kann. Zudem wurde auch eine Induk-
tion extrazellularer Invertasen durch abiotischen Stress beschrieben (Roitsch et al., 2003),
wobei weiterhin eine Beteiligung zusatzlich aktiver Saccharose-Exportmechanismen unter-
sucht werden musste.

In Wurzeln von Tomaten konnte eine schnellere Induktion von Zellwand-Invertase in
inkompatiblen Interaktionen, verglichen zu kompatiblen, festgestellt werden (Benhamou et
al., 1991). Es wird vermutet, dass eine gesteigerte Invertase-Aktivitat wichtig fur die Auf-
rechterhaltung des Zustroms an Saccharose entlang eines Gradienten zur Infektionsstelle
wichtig ist (Proels und Hueckelhoven, 2014). Durch die kontinuierliche Spaltung der
Saccharose in Hexosen wirde damit ein relativ steiler Konzentrationsgradient in Richtung
der Infektionsstelle und damit die Versorgung des infizierten Gewebes bzw. die Uber-
fuhrung in ein sink-Gewebe gewéhrleistet werden (Benhamou et al., 1991). Ebenfalls ist
eine Abnahme von Kohlenstoffen durch das Pathogen nicht ausgeschlossen. Da die hier
ermittelte transkriptionelle Induktion der Zellwand-Invertase auf RNA-Extrakte ganzer
Blatter zurtickgeht und keine Aussage Uber Lokalisation getroffen werden kann, waren
fortfihrende Untersuchungen fir eine Interpretation notwendig.

Die Co-Regulation von Zucker-Transportern und Zellwand-Invertase bei Pathogenbefall
deutet auf einen engen Zusammenhang zwischen apoplastischer Saccharose-Hydrolyse
und Hexose-Aufnahme wahrend der Abwehr hin (Sutton et al., 1999; Fotopoulos et al.,
2003; Hayes et al., 2010; Proels und Hueckelhoven, 2014). Jedoch sind Pathogen-kodierte
extrazellulare Invertasen und Hexose-Transporter ebenfalls in dieser Interaktion beteiligt.

Daher ist die Rolle von Invertasen in der Pathogen-Interaktion Gegenstand aktueller Dis-
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kussion (Voegele et al., 2001; Voegele et al., 2006; Proels und Hueckelhoven, 2014). Die
Tatsache, dass Wirts-Zellwand-Invertasen Ziele bakterieller Effektoren darstellen kdnnen,
unterstitzt wiederum die Hypothese einer wichtigen Funktion der Wirts-Invertase in der
Abwehrantwort (Sonnewald et al., 2012; Proels und Hueckelhoven, 2014). Eine Wieder-
aufnahme von Hexosen konnte in diesem Szenario die Respiration bzw. die Synthese von
Sekundarmetaboliten unterstiitzen oder Hexosen kdnnten tber die Hexokinase als Signal-
metabolite aktiv sein (Moore et al., 2003). Ferner kénnte auch die Verschiebung des
lokalen Saccharose- zu Hexose-Verhaltnisses und daraus resultierender Signale an der
Infektionsstelle eine wesentliche Rolle in der Abwehrreaktion spielen (Biemelt und
Sonnewald, 2006; Proels und Hueckelhoven, 2014). Proels und Hueckelhoven (2014)
vermuteten, dass ahnlich zur Aktivitdt von Zellwand-Invertasen, ebenso Mitglieder der
SWEET-Familie an der Modulation apoplastidarer Zuckerverhéltnisse und damit in der
Vermittlung von Zuckersignalen beteiligt sein kénnten.

Zusammengenommen deuten die hier ermittelten Daten auf eine gesteigerte Kapazitat
von sweetll/sweetl2-Doppelmutanten in der Abwehrreaktion gegen C. higginsianum un-
ter den verwendeten Infektionsbedingungen hin. Hierbei kann angenommen werden, dass
die gesteigerte SA-Antwort mit dem Zuckerstatus in diesen Pflanzen korreliert. Diese Ver-
mutung wird zusatzlich zu gesteigerten SA- und SAG-Gehalten, durch die transkriptionelle
Stimulation der SA-Reaktion in wasserbehandelten Doppelmutanten bekraftigt. Zudem
wurde berichtet, dass MAPK-Signale, wie MPK3 und MPK6 (Beckers et al., 2009), in der
Etablierung von Priming involviert sind. MAPK-assoziierte Prozesse befanden sich unter
den sechs am starksten angereicherten GO-Kategorien der Mikro-Array-Analyse wasser-
behandelter Doppelmutanten. Da SA-vermittelte Abwehrreaktionen zudem einen
effizienten Schutz gegen C. higginsianum in der biotrophen Interaktionsphase darstellen
(Narusaka et al.,, 2004; O'Connell et al., 2004), kann die reduzierte Suszeptibilitat der
Doppelmutante durch eine schnellere Aktivierung des SA-Weges erklart werden. Um die
Hypothese der SA-vermittelten gesteigerten Resistenz zu verifizieren sollten
sweetll/sweetl2-Mutanten mit Storungen in der SA-Biosynthese bzw. Akkumulation in
der Interaktion mit C. higginsianum analysiert werden. Eine Expression des bakteriellen
Salicylat-Hydroxylasegens (NahG), dessen Produkt SA in Catechol Uberfiihrt, wiirde in
transformierten Pflanzen eine SA-Akkumulation unterbinden (Gaffney et al., 1993; van
Wees und Glazebrook, 2003). Weiterhin ist bekannt, dass infizierte sid2-Mutanten nur noch
5 bis 10 % der SA-Gehalte von Wildtyp-Pflanzen akkumulieren (Wildermuth et al., 2001).
Die Verifizierung von sweetll/sweet12/sid2-Trippelmutanten der T.-Generation erfolgte
wahrend der schriftlichen Zusammenfassung dieser Arbeit.

Anders als Mehltau und P. syringae (Jamir et al., 2004; Molitor et al., 2011; Engelsdorf

et al., 2013) ist C. higginsianum weniger effizient in der Unterdriickung der SA-vermittelten
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Abwehrantwort (Narusaka et al., 2004; Birker et al., 2009). Als Konsequenz dessen kann
die unveranderte Suszeptibilitdt von E. cruciferarum auf sweetl1l/sweet12 unter hoher Luft-
feuchtigkeit erklart werden (Abbildung A-3).

3.1.4 Die mogliche Rolle der Pathogen-induzierten SWEET12-Akkumulation an

der Infektionsstelle

Eine Infektion von Pflanzen fuhrt zur massiven Umstrukturierungen des befallenen Ge-
webes (Shimada et al., 2006; Hueckelhoven und Panstruga, 2011) und korreliert positiv
mit der Aktivierung des Sekundar- und dramatischen Anderungen des Primarmetabolis-
mus (Berger et al., 2007; Bolton, 2009; Proels und Hueckelhoven, 2014; Rojas et al., 2014).
Einerseits manipulieren Pathogene die Assimilatverteilung zum eigenen Vorteil (Streubel
et al., 2013), andererseits muss der Wirt, zur Etablierung einer Abwehrreaktion bzw. zur
Reduktion verfluigbarer Kohlenstoffquellen fir das Pathogen, intrazellulare Kohlenstoff-
flisse reorganisieren (Doidy et al., 2012; Proels und Hueckelhoven, 2014).

In allen drei hier untersuchten Pathogen-Interaktionen konnte eine gesteigerte Akku-
mulation von SWEET12-YFP in infizierten Blattern aufgezeigt werden. Wéhrend die Infek-
tion mit P. syringae und C. higginsianum neben einer Induktion des Reporterproteins im
vaskuldren Gewebe auch eine Induktion lokal an der Infektionsstelle ergab, blieb die ge-
steigerte Akkumulation bei Inokulation mit E. cruciferarum auf das Leitgewebe beschrénkt.
In keiner der untersuchten Interaktionen konnte eine Induktion an der direkten Interaktions-
flache beobachtet werden.

Die erfolgreiche Interaktion biotropher Phytopathogene setzt die Nahrstoffaufnahme
aus dem kolonisierten Wirtsgewebe voraus (Struck et al., 2002; Struck et al., 2004; Chen
et al., 2010; Wahl et al., 2010; Streubel et al., 2013). Die Infektion von Arabidopsis mit dem
hemibiotrophen Ascomyceten C. higginsianum fihrte sowohl in der biotrophen als auch in
der nekrotrophen Kolonisierungsphase zur Induktion von SWEET12 in Zellen welche die
penetrierte Zelle bzw. die nekrotischen Lasionen umgaben. Dies kdnnte prinzipiell fr eine
Funktion des Transporters in der Ernahrung des Pilzes durch umgesteuerte Kohlenstoff-
flisse sprechen. Der Ausstrom von Saccharose in den Zellwandraum, welcher die
Infektionsstelle umgibt, kdnnte den Zustrom von Zuckern entlang eines Konzentrations-
gradienten zu pilzlichen Ernahrungsstrukturen ermdglichen. Die kontinuierliche Aufnahme
der Zucker durch den Pilz wirde dabei die Aufrechterhaltung des Gradienten gewéhr-
leisten. Dieser Mechanismus wurde jedoch eine Signallibermittlung, zum Beispiel in Form
von Effektoren, in die umliegenden Zellen voraussetzen. Bisher konnte ein dementspre-
chender Mechanismus pilzlicher Effektoren nicht gezeigt werden. Zudem wirde die
Aktivitat von Zellwand-Invertasen apoplastidar verfigbare Saccharose in Hexosen umset-

zen, welche im Folgenden als Signal die Stimulation einer Abwehrreaktion vermitteln
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kénnten (Moghaddam und Van den Ende, 2012). Dieses Modell wiirde den Beobach-
tungen von Benhamou et al. (1991) in Fusarium oxysporum-infizierten Tomate entspre-
chen. Hierbei konnte eine schnellere und nicht nur auf befallene Zellen beschrankte Akku-
mulation von Zellwand-Invertase in resistenten Tomatenpflanzen beobachtet werden. Zur
Uberpriufung dieser Hypothese kénnte die Lokalisation der Zellwand-Invertase 1, gekop-
pelt mit pH-stabilen GFP in infizierten Geweben untersucht werden.

In verschiedenen Pathosystemen fiihrt ein Befall von source-Blattern zur Suppression
der Photosynthese (Chou et al., 2000; Scharte et al., 2005; Bonfig et al., 2006; Berger et
al., 2007; Muench et al., 2011). Eine Infektion von Tomatenpflanzen mit dem nekrotrophen
Pilz B. cinerea und dem hemibiotrophen Bakterium P. syringae fihrt zur Herunterregu-
lierung von Genen der Photosynthese und zur Induktion von sink- und Abwehr-spezi-
fischen Genen (Berger et al., 2004). Untersuchungen mittels Chlorophyll-Fluoreszenz
Imaging konnte eine Reduktion der photosynthetischen Aktivitét in direkter Nahe zu B.
cinerea-Infektionsstellen zeigen, welche zirkular von Zellen mit gesteigerter Aktivitat um-
geben waren (Berger et al., 2004). Es wurde vermutet, dass die gesteigerte photosyn-
thetische Aktivitat einen Beitrag zur Abwehrstrategie leisten kdnnte. Diese Vermutung
wurde durch die Resistenz-verbessernde Behandlung mit ComCat, einem Pflanzenstar-
kungsmittel welches Brassinosteroide enthalt und eine verringerte Repression der RbcS-
Expression vermittelte, unterstiitzt. Ein ahnliches Muster der photosynthetischen Aktivitat
wurde auch in der Interaktion von biotrophen Albugo candida mit Arabidopsis beobachtet
(Chou et al., 2000). Eine Messung der photosynthetischen Aktivitat C. higginsianum-infi-
zierter Arabidopsis-Blatter ergab ebenfalls eine Reduktion in direkter Nahe zu nekrotischen
Lasionen, welche mit zunehmenden Abstand die Werte von Kontrollblattern iberstiegen
(Engelsdorf et al., 2013). Die gesteigerte photosynthetische Aktivitat konnte zur
Kompensation geschadigter Zellen bzw. zur Deckung des gesteigerten Energiebedarfes
fur den Abwehrstoffwechsel in benachbarten Zellen zu Nekrosen dienen. Weiterhin
konnten in der frihen nekrotrophen Phase (3,5 dpi) C. higginsianum-infizierter Blatter ring-
formige Starke-Akkumulationen um den Infektionsherd herum beobachtet werden
(Engelsdorf et al., 2013). Diese beschriebenen Beobachtungen einer gesteigerten Photo-
synthese-Aktivitat und der Starke-Akkumulation weisen eine erstaunliche Ahnlichkeit mit
dem hier ermittelten Induktion von SWEET12 an C. higginsianum-Infektionsstellen auf.
Hierbei ware eine Rolle von SWEET12 in der Versorgung von Zellen mit reduzierter photo-
synthetischer Aktivitat in direkter Nahe der Infektionsstelle zur Unterstitzung der Abwehr-
reaktion denkbar. Diese Hypothese wird durch das Auftreten der ringférmigen Stérke-
Akkumulationen um nekrotische Bereiche der frihen nekrotrophen Phase unterstiitzt, da

diese wahrscheinlich keine Strategie der pilzlichen N&hrstoffversorgung darstellen.
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Im Zusammenhang der Erkennung von PAMPs erfolgt die Wahrnehmung von Zucker-
komponenten mikrobiellen Ursprungs vorrangig uber PRRs mit extrazellularen LysM-
Domanen. Diese sind auch an der Erkennung des unverzweigten N-Acetylglucosamin-
Homopolymers Chitin, dem strukturellen Hauptbestandteil pilzlicher Zellwande, beteiligt.
Kirzlich wurde eine Chitin-induzierte LYM2-vermittelte Reduktion des molekularen
Flusses Uber symplastische Verbindungen aufgezeigt (Faulkner et al., 2013). Dies deutet
darauf hin, dass Anderungen der Zell-Zell-Konnektivitat eine integrale Komponente der
Pflanzenabwehr gegen pilzliche Pathogene darstellen. Verlust des funktionellen Rezeptors
fuhrte zur gesteigerten Suszeptibilitat gegenlber B. cinerea (Faulkner et al., 2013) und
Alternaria brassicicola (Narusaka et al., 2013) hatte aber keinen Einfluss auf die Suszep-
tibilitat gegentber C. higginsianum (Faulkner et al., 2013). Diese PAMP-vermittelte Re-
duktion des Zell-Zell-Austausches kdnnte sich als Schutz vor symplastischer Verbreitung
von Suszeptibilitats-Determinanten, wie Effektoren, entwickelt haben, resultiert aber auch
in einem verminderten Austausch von Metaboliten. Hierbei konnte der SWEET12-ver-
mittelte Zuckerexport die Versorgung neuer sink-Gewebe bzw. der Abwehr ermdglichen.
Das Fehlen eines Suszeptibilitdts-Phanotyps C. higginsianum-infizierter lym2-Pflanzen, im
Gegensatz zu nekrotrophen Vertretern (Narusaka 2013, Faulkner 2013), kdnnte auf eine
Umgehung der Chitin-Perzeption zurlickzufihren sein (Takahara et al., 2009; de Jonge et
al., 2010; Mentlak et al., 2012; Faulkner et al., 2013). So sekretieren C. lindemuthianum
und C. higginsianum, zur Trennung der Hyphe von der Wirts-Plasmamembran, das Glyco-
protein CIH1 in die Zellwand der biotrophen Hyphe und in die interfaziale Matrix. CIH1
enthalt ein Chitin-bindendes Lysin-Motiv, welches vermutlich an der Maskierung von Chitin
beteiligt ist. Ein weiterer Mechanismus zur Umgehung der Chitin-Perzeption durch Rezep-
toren der Wirtspflanze stellt die De-Acetylierung von Chitin dar (Perfect et al., 1998;
Takahara et al., 2009). C. lindemuthianum sekretiert eine De-N-Acetylase zur Modifi-
zierung von Chitin zu Chitosan. Chitosan ist im Gegensatz zu Chitin kein gutes Substrat
fur pflanzliche Chitinasen, wobei Abbauprodukte des Chitins als PAMP erkannt werden
kénnen (Blair et al., 2006). Weiterhin konnte der fehlende Suszeptibilitdts-Phanotyp C.
higginsianume-infizierter lym2-Pflanzen auf einer Adaption des Pathogens an diese
veranderten Bedingungen basieren. Die Untersuchung einer C. higginsianum-vermittelten
Anderung symplastischer Konnektivitét in befallenen Gewebe stellt somit einen wichtigen
Schritt zur Klarung dieser Zusammenhange dar.

Pseudomonas-Infektionen bedingen ebenfalls eine Reduktion der Photosynthese in
befallenen Geweben (Bonfig et al., 2006; Berger et al., 2007) und wie Chitin flihrte auch
Behandlung mit dem bakteriellen PAMP flg22 zu einer verminderten symplastischen Diffu-
sionsrate (Faulkner et al., 2013). Die in dieser Arbeit beobachtete epidermale Expression

von SWEET12 war auf infiltrierte Bereiche begrenzt. Weiterfihrende Untersuchungen
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deuteten jedoch nicht auf eine Beteiligung des Transporters in der Pathogen-Erndhrung
hin. So kénnte SWEET12, wie auch bei der Chitin-vermittelten Reduktion der symplas-
tischen Diffusionsrate eine Rolle in der metabolischen Versorgung betroffener Zellen bzw.
der Energie-aufwendigen Abwehr Gbernehmen. Die Akkumulation des Transporters im
Leitgewebe und in Epidermiszellen, nicht aber in den Mesophyllizellen, unterstutzt diese
Vermutung. Ein SWEET12-vermittelter Ausstrom von Saccharose in Mesophylizellen wur-
de eine Versorgung der Bakterien darstellen. Ebenso ist eine generelle Beteiligung in der
pflanzlichen Abwehr denkbar. Die hier ermittelten Ergebnisse schliel3en jedoch eine Betei-
ligung anderer Zucker- oder SWEE-Transporter in der Ernéhrung der Pathogene nicht aus.

Die Untersuchung einer Induktion von AtSWEET11-YFP und AtSWEET12-YFP wah-
rend der Infektion mit E. cruciferarum ergab lediglich eine Anreicherung im vaskularen
Gewebe infizierter Blatter. Aufgrund der oben ermittelten Daten, kann nicht von einer sub-
stanziellen Beteiligung der beiden Transporter in der Erndhrung des Mehltaus ausge-
gangen werden. Daher sind zwei Szenarien denkbar. Entweder spielen die Transporter in
dieser Interaktion generell keine wesentliche Rolle oder sie werden im Zusammenhang mit
einer effizienten Abwehrunterdriickung reguliert (Molitor 2011, Engelsdorf 2013, Wu 2015).

Die Infektion von Arabidopsis fuhrte bei allen drei Pathogen-Interaktionen zu einer
Akkumulation von SWEET12-YFP im Leitgewebe, was dem physiologischen Expressions-
ort unter normalen Bedingungen entspricht (Chen et al., 2012). Eine zellspezifische Zuord-
nung der gesteigerten Expression war jedoch nicht eindeutig maglich (Chen et al., 2012).
Aufgrund der vaskularen Akkumulation von SWEET12 in allen drei hier untersuchten
Pathogenen konnte eine Beteiligung des Transporters in einer generellen pflanzlichen
Antwort vermutet werden. Jedoch kann, basierend auf den bisher ermittelten Ergebnissen,
ein Einfluss von Effektoren nicht ausgeschlossen werden. Infektionsstrukturen von E.
cruciferarum sind vorrangig auf Epidermiszellen beschréankt. Eine Effektor-vermittelt In-
duktion des Transporters erscheint aufgrund mehrerer Zellschichten unwahrscheinlich.
Dies wirde entweder eine Translokation des Effektors in das Zytoplasma der befallenen
Epidermiszelle und einen symplastischen Transport zu den Phloemparenchymzellen oder
einen apoplastischen Transport mit folgender Aufnahme in die entsprechenden Zellen des
Leitgewebes voraussetzen. In P. syringae-infiltrierten Bereichen war neben einer Akku-
mulation in Epidermiszellen ebenso eine starke Induktion des Transporters im Leitgewebe
ermittelt worden. Die fehlende Akkumulation des Transporters in Mesophyll-Zellen macht
einen Beitrag in der Nahrstoffversorgung des Pathogens unwahrscheinlich. Es ist aber vor-
stellbar, dass ein bakteriell vermittelter Wiederausstrom von Saccharose aus dem Sieb-
element-Geleitzell-Komplex eine Kohlenstoffquelle fir P. syringae darstellt. Jedoch fihrte
der Verlust des Transporters nicht zu einer Beeintrachtigung der bakteriellen Proliferation.

Eine &hnliche Situation konnte in der C. higginsianum-Infektion beobachtet werden. Hierbei
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war die vaskuldre Akkumulation von SWEET12 auch in nicht-infizierten Blattbereichen
detektiert worden. Um die Akkumulation des Transporters im vaskularen Gewebe funk-
tionell zuzuordnen sind weitere Untersuchungen notwendig. So stellt die genaue
Spezifizierung des Zelltyps einen wichtigen Schritt dar. Die Akkumulation von SWEET12
im Siebelement-Geleitzell-Komplex wirde der Aktivitat von SUC2 entgegenwirken. Im
Gegensatz dazu wirde eine verstarke Induktion in Phloemparenchymzellen vermehrt
Zucker fiur die Phloembeladung bereitstellen und gleichzeitig einen steileren Konzentra-
tionsgradienten zwischen Mesophyll- und Phloemparenchymzellen generieren. Dies konn-
te bei bereits stark infizierten Blattern bzw. Blattbereichen auf einen Abtransport von
Kohlenhydratreserven hindeuten. Beide Mechanismen fuhren zur Anreicherung von
Saccharose im Apoplast und stellen damit auch eine potenzielle Komponente in der
Zellwand-Invertase-vermittelten Generierung von Zuckersignalen dar. Hierflr konnte die

Analyse lokaler Zellwand-Invertase-Aktivitat weitere Aufschlisse liefern.

3.2 Sind Transporter der Familie-UMAMIT an der Nahrstoffversorgung von

Pathogenen beteiligt?

Erfolgreiche Kolonisierung von Pflanzen durch Pathogene erfordert die Nutzung von
vorhandenen Nahrstoffquellen im Wirtsgewebe. So sind die fir das Pathogen verfiigbaren
Stickstoffquellen abhangig vom kolonisierten Gewebe und es wird angenommen, dass fur
(hemi)biotrophe phytopathogene Pilze der friihe Infektionsprozess durch Stickstoffmangel
gekennzeichnet ist (Snoeijers et al., 2000; Pellier et al., 2003).

Angepasste Pathogene haben zum Teil Virulenzfaktoren (h&ufig Toxine) entwickelt,
welche den Stickstoffmetabolismus der Pflanze stdren oder die Biosynthese von Amino-
sauren inhibieren, um somit im Wirt metabolische Mangelbedingungen zu induzieren
(Snoeijers et al., 2000). Weiterhin deuten Untersuchungen darauf hin, dass Pathogene
spezifische Aminosauren vor anorganischen Stickstoffquellen bevorzugen (Hahn et al.,
1997; Pellier et al.,, 2003; Solomon et al.,, 2003), wobei die Verflgbarkeit bestimmter
organischer Stickstoffquellen entscheidend den Suszeptibilitats-Phanotyp beeinflussen
konnte (Liu et al., 2010). Jedoch ist auch zu beachten, dass die aktuelle biochemische
Kapazitat des befallenen Pflanzengewebes neben der Nahrstoffversorgung des Patho-

gens auch die Versorgung der pflanzlichen Abwehrantwort bestimmt (Zeier, 2013).

3.2.1 Metabolit-Transporter der UMAMIT-Familie in der Interaktion mit

C. higginsianum

Die Untersuchung der T-DNA-Insertionsmutanten umamit18 und umamit29 ergab keine
einheitlichen bzw. signifikanten Anderungen der Kohlenhydratgehalte von source-Bléattern.
Ebenfalls waren umamitl18-Mutanten, im Gegensatz zu umamit29, nicht durch veréanderte

Aminoséauregehalte am Ende der Lichtperiode gekennzeichnet. Bisherige Untersuchungen
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konnten ein relativ breites Substratspektrum fir UMAMIT18 (SIAR1) aufzeigen (Ladwig et
al., 2012), was die Mdoglichkeit nahe legt, dass andere UMAMI-Transporter teilweise
redundante Substratspezifitaten aufweisen. Weiterhin zeigen die Transkriptmengen der
beiden Transporter eine diurnale Regulation mit Hochstwerten in den ersten Stunden der
Lichtperiode (Blasing et al., 2005; Haydon et al., 2011; Abbildung A-10).

Eine Analyse der Transkriptmengen zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion von
Arabidopsis-Blattern mit C. higginsianum ergab in der nekrotrophen Kolonisierungsphase
(4 dpi) mehr als 200-fach gesteigerte Werte fur UMAMIT29, wohingegen die
Transkriptmengen von UMAMIT18 und UMAMIT40 bei einer 20- bzw. 6-fachen Induktion
im Vergleich zu Kontrollblattern deutlich schwécher akkumulierten. Zum Zeitpunkt der
Hauptpenetrationsphase des Pflanzengewebes (2,0 dpi) konnten keine wesentlichen
Transkriptanreicherungen der drei Transporter festgestellt werden. Die Bewertung von
UMAMIT18-GFP-Reporterpflanzen ergab jedoch eine Akkumulation 2,5 Tage nach
Infektion im Leitgewebe infizierter Blatter.

Die mikroskopische Untersuchung Trypanblau-gefarbter Blatter der friihen biotrophen
Phase (2,0 dpi) ergab eine deutlich verbesserte Etablierung des Pilzes in umamit18-Mutan-
ten, wobei dieser Effekt in der friihen nekrotrophen Phase nicht mehr erkennbar war. Dies
deutet auf zwei verschiedenen Situationen hin. Eine bessere Etablierung des Pathogens
in der umamitl8-Mutante wahrend der friihen biotrophen Phase und eine tendenziell ver-
langsamte Entwicklung durch die fehlende Induktion von UMAMIT18 im Leitgewebe bis
zur frihen nekrotrophen Phase. Fur die frihe biotrophe Interaktion sind dabei zwei
Szenarien denkbar. Zum einen kdnnte der Funktionsverlust des Transporters begins-
tigende physiologische Verénderungen, wie physischer Barrieren der Zelloberflache oder
praformierter antimikrobieller Komponenten, im Wirtsgewebe hervorrufen. Ebenso ist
jedoch eine fir das Pathogen vorteilhafte Verschiebung der Aminosauregehalte bzw. *
Lokalisation denkbar. Weiterhin deuten die Daten auf eine zwischen 2,0 dpi und 3,5 dpi
verzogerte Entwicklung von C. higginsinaum in source-Blattern von umamit18-Mutanten
hin. Dies kénnte mit der fehlenden Induktion des Transporters in der spaten biotrophen
bzw. der friihen nekrotrophen Kolonisierungsphase assoziiert werden, welche eine
verminderte Nahrstoffversorgung des Pilzes bedingen kdnnte. Aufgrund bisher ermittelter
Daten und der Transporteigenschaften flr verschiedene Aminosauren (Ladwig et al., 2012)
kann aber auch ein Einfluss verbesserter Abwehreigenschaften zum jetzigen Zeitpunkt
nicht ausgeschlossen werden.

Die Bewertung der friihen biotrophen Etablierung (2,0 dpi) von C. higginsianum
wahrend der Infektion zweier unabhangiger umamit29-Mutanten ergab ein ahnliches Er-
gebnis zur umamit18-Mutante. Hierbei war ebenso, im Vergleich zum Wildtyp, eine ten-

denziell schnellere Bildung biotropher Pilzstrukturen ermittelt worden. Jedoch war die
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pilzliche Entwicklung im weiteren Verlauf deutlich beeintrachtigt. Die Quantifizierung der
pilzlichen Proliferation in der friihen nekrotrophen Phase ergab eine gesteigerte Resistenz
der umamit29-Mutanten. Demnach sind, analog zu umamit18, auch hier zwei verschiedene
Phasen zu betrachten. Einerseits eine tendenziell bessere Etablierung in der frihen
biotrophen Interaktion und andererseits eine Beeintrachtigung der pilzlichen Entwicklung
in planta bis zur nekrotrophen Interaktionsphase. Im Unterschied zu umamit18-Mutanten,
war der Verlust der UMAMIT29-Transportaktivitdt mit quantitativen Veranderungen im
Aminosaurehaushalt von source-Blattern am Ende der Licht-Periode verbunden.
Auffallend waren hierbei die verringerten Gehalte an Glutamin (GIn), Glutaminsaure (Glu)
und Asparaginsaure (Asp). Diese Aminosauren machen zum einen den Hauptanteil der
Aminosauren im source-Blatt aus und sind zum anderen Produkte der initialen bzw. direkt
daraus abgeleiteten Stickstoffassimilation (Coruzzi, 2003; Liu et al., 2010). Generell sind
Aminosauren an einer Vielzahl von Prozessen der pflanzlichen Entwicklung beteiligt
(Pratelli und Pilot, 2014). Daher kénnen Verédnderungen der Homoostase freier Amino-
sauren bzw. des freien Aminosaurepools Abwehrreaktionen (van Damme et al., 2009;
Jander und Joshi, 2010; Liu et al., 2010; Navarova et al., 2012; Zeier, 2013) aber auch die
Pathogenernahrung (Struck, 2015) beeinflussen. So kann Uberdiingung bzw. Wachstum
unter Stickstoff-limitierenden Bedingungen einen entscheidenden Einfluss auf die Suszep-
tibilitdt von Pflanzen ausiben (Jensen und Munk, 1997; Hoffland et al., 2000; Snoeijers et
al., 2000; Solomon et al., 2003). Ebenso kénnen Stérungen der Biosynthese, z.B. Asp-
abgeleiteter Aminosauren Einfliisse auf die Pathogenresistenz austiben (Jander und Joshi,
2010; Zeier, 2013).

Die fehlende, durch Infektion vermittelte, starke Induktion des UMAMIT29-Transporters
konnte eine entscheidende Nahrstoffbegrenzung fir das Pathogen bedeuten. Wie bereits
erwéahnt, wird angenommen, dass biotrophe und hemibiotrophe pilzliche Phytopathogene
in der frihen Interaktion mit der Wirtspflanze unter Stickstoffmangel leiden (Pellier et al.,
2003). Der Verlust des zentralen Regulators des Stickstoffmetabolismus CLNR1 in C.
lindemuthianum flihrte zu massiven Beeintrachtigung der Nutzung wesentlicher Stickstoff-
quellen und beeintrachtigte den erfolgreichen Ubergang in die nekrotrophe Kolonisierungs-
phase (Pellier et al., 2003). Die Autoren vermuteten, dass interne Speicherreserven des
Pilzes die Bildung biotropher Strukturen ermoglichte aber die gestérte Aufnahme
bevorzugter Stickstoffquellen wie Ammonium und Glutamin fir die folgende massive
Bildung nekrotropher Hyphen fehlte (Pellier et al., 2003). Die Stérung des CLNR1-
Orthologs in C. higginsianum fiihrte ebenfalls zu einer Beeintrachtigung der Pathogen-
Entwicklung (Takahara et al., 2009). Ferner konnte auch in anderen Pathosysthemen eine
Nutzung von Glutamin als Stickstoff- bzw. Kohlenstoffquelle gezeigt werden (Clark und
Hall, 1998; Horst et al., 2010).
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Die Annahme von Nahrstoff-Mangelbedingungen wéahrend der friihen Kolonisierungs-
phase (Snoeijers et al., 2000; Solomon et al., 2003), basiert auf der Beobachtung der
Induktion Mangel-assoziierter Gene in verschiedenen Interaktionen pilzlicher Pathogene
(zusammen gefasst in Divon und Fluhr, 2007). Diese Vermutung wird jedoch aktuell noch
diskutiert. Es wurde berichtet, dass Transporter fur die Aufnahme von Aminoséuren (Hahn
et al., 1997; Struck et al., 2002; Struck et al., 2004; Divon et al., 2005; Takahara et al.,
2009) und Gene der Biosynthese von Aminoséuren (Stephenson et al., 1997; Namiki et
al., 2001; Takahara et al., 2009) wahrend der friilhen Kolonisierungsphase von Pflanzen
durch verschiedene (hemi)biotrophe Pilze induziert sind. Zudem kénnten erfolgreiche
Pathogene Komponenten der pflanzlichen Abwehr, wie GABA oder Harnsaure, als
Nahrstoffquelle nutzen (Solomon und Oliver, 2002; Divon et al., 2005). Ergebnisse aus
Untersuchungen des Rostpilzes Uromyces fabae deuten auf Hexosen und Aminosauren
als praferentielle Nahrstoffquellen hin (Hahn et al., 1997; Voegele et al., 2001; Struck et
al., 2002; Struck et al., 2004). In der Interaktion von Mehltau mit Pisum stivum (Erbse)
konnte eine Transferrate radioaktiv markierten Glutamins von 50 %, verglichen zur Rate
von Glukose in das pilzliche Mycel ermittelt werden (Clark und Hall, 1998). Dies deutet auf
ahnliche Aufnahmekapazitaten von Aminosauren und Zuckern in Haustorien hin (Horst et
al., 2010). Weiterhin fuhrte Infektion von Tomate (Solanum lycopersicum) mit C. fulvum zu
einem Anstieg apoplastischer Aminosaurekonzentrationen (Solomon und Oliver, 2001).
Daraus kann vermutet werden, dass die apoplastische Stickstoffversorgung fiir Pathogene
nicht limitierend ist (Horst et al., 2010), wobei ein zeitlicher Mangel, wie in der frihen
Besiedlungsphase nicht ausgeschlossen werden kann (Solomon et al., 2003). Eine
Analyse haustorialer cDNA des Mehltaus Golovinomyces orontii von infizierten
Arabidopsis-Blattern zeigte aber auch, dass Transkripte putativer Nahrstoff-Transporter in
Mehltau weniger stark reprasentiert sind als in Rostpilz-Haustorien (Wessling et al., 2012),
was eine differentielle Betrachtung verschiedener Pathosystem nahelegt.

Andererseits kdonnen Veranderungen der Aminosdurehomdostase entscheidende
Aspekte der Abwehrreaktion bei Pathogenbefall beeinflussen (van Damme et al., 2009;
Jander und Joshi, 2010; Liu et al., 2010; Navarova et al., 2012; Zeier, 2013). So konnte
gezeigt werden, dass der Primarmetabolit Glutamin und die damit verbundene Regulation
des zellularen Redox-Status, eine entscheidende Rolle in der pflanzlichen Pathogen-
Resistenz einnimmt (Liu et al., 2010). Der Funktionsverlust des Aminosaure-Transporters
LHT1 (LYSINE HISTIDINE TRANSPORTER1) vermittelt in Arabidopsis eine SA-abhan-
gige postinvasive Resistenz gegen ein breites Spektrum an Pathogenen, wie P. syringae,
C. higginsianum und E. cruciferarum (Liu et al., 2010). Dabei konnte die gesteigerte Resis-
tenz auf einen spezifischen Mangel an Glutamin und nicht auf einen generellen Stickstoff-

mangel zurtickgefuhrt werden (Liu et al., 2010). Die durch Glutamin-Mangel assoziierte
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Aktivierung der Abwehrreaktion konnte hierbei ebenfalls in weiteren transgenen Pflanzen
ermittelt werden (Pilot et al., 2004; Ahn, 2008; Liu et al., 2010). Die nicht-proteinogene
Aminosaure Piperidin-2-Carboxylsaure (Pip), ein Abbauprodukt von Lysin, ist wesentlich
in der Vermittlung von SAR beteiligt und agiert dabei zudem in der Signalverstéarkung von
FMO1-, PAD4- und NPR1-vermittelten Signalwegen (Navarova et al., 2012; Zeier, 2013).
Diese Beispiele deuten auf eine entscheidende Beteiligung von Aminosauren in der
Interaktion mit Pathogenen hin. Weiterhin ist neben quantitativen Anderungen der be-
troffenen Aminoséuren auch ein Einfluss der veréanderten Aminoséure-Lokalisation, durch
den Verlust spezifischer Transportmechanismen nicht auszuschlie3en. Bisher wurde kein
Substratspektrum fir AAUMAMIT29 beschrieben, was aber entscheidend zum Verstandnis
der Interaktion mit Pathogenen bzw. der reduzierten Suszeptibilitat von umamit29-Mutan-
ten in der Interaktion mit C. higginsianum beitragen wurde.

Die Untersuchung der Kohlenhydratgehalte infizierter und wasserbehandelter Pflanzen
ergab konsistente Unterschiede in den Saccharosegehalten von umamit29-Mutanten. Die-
se waren unter Kontrollbedingungen, verglichen zu Wildtyp-Pflanzen erhéht, akkumu-
lierten aber, verglichen mit dem Wildtyp, deutlich schwacher bis zur nekrotrophen Phase
(3,5 dpi). Es wird vermutet, dass Verdnderungen des Saccharose- zu Hexose-Verhalt-
nisses oder Saccharose selbst metabolische Signalfunktion (lbernehmen kénnen (Biemelt
und Sonnewald, 2006; Proels und Hueckelhoven, 2014). Die veranderten Saccharose-
Konzentrationen im infizierten Gewebe kénnten einen indirekten Effekt des gestérten
Aminosaure-Stoffwechsels auf den Kohlenstoffhaushalt darstellen und einen Einfluss auf
den Ausgang der Interaktion ausiiben. Um die Fragestellung der verminderten pilzliche
Entwicklung durch eine verbesserte Abwehrreaktion oder eine verringerte Nahrstoff-
verfugbarkeit fur das Pathogen zu klaren, sind weitere Anstrengungen notwendig. Die
Untersuchung organischer Kohlenstoff- und Stickstofffliisse in infizierten Blattern bzw. die
Aufnahme in das kolonisierenden Pathogen stellen eine attraktive Mdglichkeit dar. Hierbei
wirkt sich jedoch die zur Untersuchung notwendige Trennung von Pflanzen- und Pilzge-
webe von in planta-proliferierenden Pathogenen, wie C. higginsianum, limitierend aus.

Die Bewertung der transkriptionellen Induktion ergab fir UMAMIT29 eine starke
Akkumulation in der nekrotrophen Phase. Im Zusammenhang eines Beitrages zur Versor-
gung von C. higginsianum mit Nahrstoffen, stellt die Untersuchung der Lokalisation von
translationalen Reporterfusionskonstrukten der Transporter einen wichtigen Fokus dar.
Hierbei kdnnte eine Analyse der biotrophen Phase auf zellularer Ebene Hinweise tber eine
Rolle in der Interaktion mit dem Pathogen liefern. Aufgrund des relativ geringen Anteils
pilzlicher Strukturen wahrend der biotrophen Phase auf Gesamtblattebene, kdnnte die
transkriptionelle Induktion um Erndhrungsstrukturen des Pilzes keinen deutlichen Unter-

schied ergeben. Die massive Transkript-Akkumulation in der nekrotrophen Phase deutet
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prinzipiell nicht auf einen Beitrag in der Ernahrung hin und kénnte in der Versorgung von
Zellen, welche nekrotische Lasionen umgeben, beteiligt sein. Die Untersuchung der loka-
len Induktion kdnnte daher zur Klarung der Zusammenhange beitragen. Ebenso wiirden
Messungen Abwehr-assoziierte Komponenten wie SA oder PR-Gene zum besseren Ver-
standnis beitragen.

3.2.2 Die transkriptionelle Induktion von UMAMITSs in der Interaktion
mit E. cruciferarum zeine pilzliche Strategie zur

Nahrstoffversorgung?

Die transkriptionelle Induktion der hier untersuchten Transporter UMAMIT18,
UMAMIT29, und UMAMIT40 wies in E. cruciferarum-infizierten Blattern ein &ahnliches
Muster zu dem von C. higginsianum-infizierten Blattern auf. Die Akkumulation der Trans-
kripte war dabei generell schwéacher aber wiederum am starksten fur UMAMIT29. Die
Untersuchung der pilzlichen Entwicklung auf T-DNA-Insertionsmutanten ergab in primaren
Analysen eine gesteigerte Toleranz fur umamit18 und beide umamit29-Mutanten gegen-
Uber E. cruciferarum. Die gesteigerte Resistenz von umamit18-Mutanten gegeniiber dem
Mehltaupilz deutet darauf hin, dass spezifischen Transportern in der Interaktion mit ver-
schiedenen Pathogenen unterschiedliche Funktionen zukommen kénnen, bzw. das ver-
schiedene Pathogene den Wirtsmetabolismus unterschiedlich beeinflussen (Ward et al.,
2010).

Liu und Kollegen (2010) konnten zeigen, dass die Infektion von Arabidopsis mit E.
cruciferarum bis drei Tage nach Infektion zur Reduktion der Glutamin-Gehalte infizierter
Wildtyp-Blatter flhrte, welche bei 9 dpi nicht fortschreitend reduziert waren. Dabei korre-
lierten geringere Glutamin-Gehalte in Ihtl-Mutanten mit einer gesteigerten Resistenz ge-
gen das obligat biotrophe Pathogen. Die Autoren vermuteten, dass Glutamin eine entschei-
dende Rolle in der postinvasiven Resistenz einnimmt und friih von der Infektionsstelle
abgezogen wird, da mit zunehmender Infektion keine weitere Reduktion der Glutamin-
Gehalte beobachtet werden konnte und somit kein Zusammenhang mit der Schwere der
Infektion bestand (Liu et al., 2010).

UMAMIT29 T-DNA Insertionsmutanten waren durch reduzierte Glutamin-Gehalte am
Ende der Lichtperiode charakterisiert. In drei unabhdngigen Versuchen waren die
Mutanten resistenter gegentiber C. higginsianum und zeigten eine verminderte Suszep-
tibilitdt auf Infektion mit E. cruciferarum. C. higginsianum ist im Gegensatz zu Mehltau
(Molitor et al., 2011; Engelsdorf et al., 2013) weniger effizient in der Unterdriickung einer
SA-vermittelten Abwehrantwort (Narusaka et al., 2004; Birker et al., 2009). Daher sollte im
Falle einer starkeren SA-abhangigen Abwehrreaktion, aufgrund reduzierter Glutamin-Ge-

halte in umamit29-Mutanten, ein starkerer Effekt in der C. higginsianum-Interaktion er-
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mittelt werden. Daher sollte in folgenden Untersuchungen die Starke der Abwehr in
umamit29-Mutanten bewertet und die Daten der E. cruciferarum-Infektion reproduziert
werden.

Um Aufschliisse Uber eine Beteiligung des Transporters in der Nahrstoffversorgung fur
E. cruciferarum zu erlangen sind weitere Studien hinsichtlich der Transporteigenschaften
und der physiologischen Charakteristika von umamit29-Mutanten erforderlich. Fr priméare
Hinweise wurden in der vorgelegten Arbeit Untersuchungen einer veréanderte Versorgung
von E. cruciferarum mit organischen Kohlenstoff in der Interaktion mit umamit18- und
umamit29-Mutanten durchgefuhrt. Hierfir wurde die Verteilung radioaktiv markierter
Glukose im Pflanzen- und Pilzgewebe analysiert. Die Bewertung unterschiedlich stark be-
fallener Wildtyp-Blatter konnte eine positive Korrelation zwischen Infektionsstarke und
Markierungsgrad der l8slichen Fraktion zeigen. In verschiedenen Pflanze-Pathogen-Inter-
aktionen wurde eine Reduktion der Starkegehalte und eine Akkumulation l8slicher Zucker
durch Infektion aufgezeigt (Swarbrick et al., 2006; Molitor et al., 2011; Engelsdorf et al.,
2013). Daher konnte die Verteilung der markierten Kohlenstoffe ein Hinweis flr eine
ahnliche Situation in E. cruciferarum-infizierten Arabidopsis-Blattern sein. Eine Unter-
suchung der Zuckergehalte Mehltau-infizierter Blatter wurde in dieser Arbeit nicht
durchgefihrt. Zudem konnte eine negative Korrelation zwischen der Stéarke der Infektion
und der Aufnahme von *“C in Blattscheiben ermittelt werden. Weiterhin war die starkere
Aufnahme schwach infizierter Blatter durch einen vermehrten Einbau in die nicht-16sliche
Mycel-Fraktion gekennzeichnet. Dies kénnte als ein Indikator einer starkeren Wachs-
tumsrate des Pilzes interpretiert werden.

In umamit29-Mutanten konnten, im Vergleich zum Wildtyp, keine signifikanten Ande-
rungen in der Verteilung des markierten Kohlenstoffs ermittelt werden. Dies deutet dem-
nach nicht auf eine veranderte Metabolitaufnahme des Pathogens durch das Fehlen der
Transporter hin. Die Ergebnisse dieser Untersuchung ergaben aber eine verstarkte Auf-
nahme markierten Kohlenstoffs in die unlésliche Mycel-Fraktion des Pilzes auf umamit18-
Mutanten. Hierbei war umamit18 resistenter und verglichen mit dem Wildtyp durch weniger
Wachstum gekennzeichnet, was eine differenziertere Betrachtung der Korrelation zwi-
schen Aufnahmerate und Wachstum nahelegt.

Zusammenfassend betrachtet, ist zu beachten, dass die Starke der Expression eines
Transporters im infizierten Gewebe keine Aussage Uber die Beteiligung des Proteins an
der Nahrstoffversorgung des Pathogens liefert. So wiirde eine Pathogen-vermittelte trans-
kriptionelle Induktion eines Transporters zur Nahrstoffversorgung des Pathogens praferen-
tiell um dessen Erndhrungsstrukturen herum erwartet werden. Dies wirde in biotrophen
Interaktionen vermutlich nur zu einer geringen Steigerung der Expression auf Gesamt-

blattebene fihren. Daher stellen Analysen von Pflanzen mit translationalen Reporterkons-
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trukten unter Kontrolle des endogenen Promotors einen wichtigen Schritt in der Erdrterung
der Rolle von UMAMIT29 fiir die beiden beschriebenen Interaktionen dar. Weiterhin stellt
das Arabidopsis-Mehltau-Pathosystem, aufgrund des vorrangig epiphytischen Wachs-
tums, eine attraktive Moglichkeit dar Metabolitflisse zwischen der Wirtspflanze und dem
Pathogen zu untersuchen.
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4 ODWHULDO XQG OHWKRGHQ

4.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Wenn im Weiteren nicht anders spezifiziert, wurden die verwendeten Chemikalien,

Enzyme und Verbrauchsmaterialien aus dem Angebot der Firmen Carl Roth (Karlsruhe),
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), New England Biolabs (Ipswich, USA), VWR (Radnor,
USA), Acros Organics (Geel, Belgien) und Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

bezogen.

4.2 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion International AG (Martinsried) bezogen

und sind tabellarisch aufgelistet (Tabelle 4-1).

Tabelle 4-1 Verwendete Oligonukleotide

Nummer Name Sequenz (5°- 3") Verwendung
PG10 sweetll LP CCG AAG AGT AAT GTG ACC ACG A.t. SALK
PG11 sweetll RP TGA AGT GGG TGC TTT TGT TTC A.t. SALK
PG12 sweetl2_LP ATG CAG GCC AAC GTT CTA TAG At. SALK
PG13 sweetl2_RP TCA AAG GCC AAA GC AAT ATACC At. SALK
PG15 LBb1.3 ATT TTG CCG ATT TCG GAAC A.t. SALK
PG35 gAct8-fw CACTTT CCAGCAGATGTG GATC A.t. gPCR
PG36 gAct8-rev AAT GCC TGG ACC TGC TTC AT A.t. gPCR
PG37 gSweetl1-fw TCC TTC TCC TAACAACTT ATATAC CAT G A.t. gPCR
PG38 gSweetll-rev TCC TAT AGA ACG TTG GCA CAG GA A.t. gPCR
PG39 gSweet12-fw AAA GCT GATATC TTT CTT ACT ACT TCG AA A.t. gPCR
PG40 gSweetl2-rev CTT ACA AAT CCT ATA GAA CGT TGG CAC A.t. gPCR
PG47 siarl-1fw ATG CAT GTA CAT AGATGT GG A.t. SALK
PG63 UmamiT29 LP TAA CGC AAA GGT GAT AGC AGG A.t. SALK
PG64 UmamiT29 RP GAG GGC GAG AGA GAG AGA GAG A.t. SALK
PG78 GK_UmamiT29_fw CTT TTA AGA AAG GAG AAACTG TCA CG A.t. GABI-Kat
PG79 GK_UmamiT29_rev AAA AAC TTA CAG CGT AAA GGG TGA A.t. GABI-Kat
PG80 MP_qUmamiT29 F CAG CGG ATT ACT TGG GGC AA A.t. gPCR
PG81 MP_gUmamiT29 R AAG GGC TAA CGC AAA GGT GA A.t. qPCR
PG82 MP_gUmamiT18 F ACT TCC CGC CGT CACCTT A.t. qPCR
PG83 MP_gUmamiT18 R CCGTTATTACCG TTCCTACCACTT A.t. qPCR
PG92 siarl-lrev_new CACCTTACCACCTACTACTT A.t. SALK
PG104 UmamiT40_LP ATT CCC AGA CGT GGT GTA GTG A.t. SALK
PG105 UmamiT40_RP TGG GCC TTT ATA CAG CAC AAC A.t. SALK
PG108 gUmamiT40_fw2 TGAT TGG GGT TGA TGA AGG AGA A.t. gPCR
PG109 gUmamiT40_rev2 CAC ACT CCACCG CAAACATC A.t. gPCR
TE15 ChTrpC_fw AGG TTC AGA CTG CCG AAG AG C.h. gPCR
TE16 ChTrpC_rv TCAGCCTGCTTG TTG TGT TC- C.h. gPCR
TE74 AtRBCS1A-fw2 TGA TGG ACG GTA CTG GAC AA E.c. gPCR
TE75 AtRBCS1A-fw2 GAA GCT TGG TGG CTT GTA GG E.c. gPCR
TE173 Ec-Q_fwl TGA CAG CCC GGA ATG AGT E.c. qPCR
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Nummer Name Sequenz (5°- 3") Verwendung

TEL177 Ec-Q_rv TTGTCTTCG TTT CCC AGG TC E.c. gPCR

GK-T-DNA LB Primer der T-DNA ATATTG ACC ATC ATACTC ATT GC A.t. GABI-Kat
Insertion

LBb1.3 LB Primer der T-DNA ATT TTG CCG ATT TCG GAA A.t. SALK

Insertion

Die Auflistung der verwendeten Oligonukleotide erfolgt nach Stock-Nummern und die Angabe der Sequenzen
ist in 5°- 3" Leserichtung. A.t. Arabidopsis thaliana; C.h. Colletotrichum higginsianum; E.c. Erysiphe
cruciferarum, qPCR fir quantitative PCR-Analysen, SALK bzw. Gabi-Kat fiir molekulare Charakterisierungen.

4.3 Biologisches Material

4.3.1 Arabidopsis thaliana

Es wurden ausschlieBlich A. thaliana Genotypen im Hintergrund des Okotypen Col-0

verwendet (Tabelle 4-2).

Tabelle 4-2 Verwendete Arabidopsis thaliana-Genotypen.

T-DNA
Genotyp Beschreibung AGI Insertion Referenz
35S:AtSWEET11-eYFP translationale Uberexpression At3G48740 Chen, 2012
unter der Kontrolle des
konstitutiven CaMV 35S-
Promotors
35S:AtSWEET12-eYFP translationale Uberexpression At5G23660 Chen, 2012
unter der Kontrolle des
konstitutiven CaMV 35S-
Promotors
Col-0 Columbia Wildtyp N1092
pAtSWEET11:AtSWEET11 translationale Expression unter At3G48740 Chen, 2012
-YFP der Kontrolle des endogenen
Promotors
PAtSWEET12:AtSWEET12 translationale Expression unter At5G23660 Chen, 2012
-YFP der Kontrolle des endogenen
Promotors
pad4 phytoalexin deficient 4 (EMS- At3G52430 N3806 (NASC) Glazebrook,
Mutante) 1996
sweetll sucrose efflux transporter At3G48740 SALK 073269 Chen, 2012
sweet12 sucrose efflux transporter At5G23660 SALK_031696 Chen, 2012
sweetll/sweetl2 sucrose efflux transporter At3G48740A SALK 073269 Chen, 2012
t5G23660 SALK_031696
UMAMIT18-GFP translationale Expression unter At1G44800 Ladwig, 2012
(Psiar1SIARL:GFP) der Kontrolle des endogenen
Promotors
UMAMIT18-GUS translationale Expression unter At1G44800 Ladwig, 2012
(Psiar1SIAR1:GUS) der Kontrolle des endogenen
Promotors
umamit18 bidrictional amino acid At1G44800 SALK_123331 Ladwig, 2012
transporter
umamit29 GK nodulin MtN21-like transporter At4G01430 GK- 007H08 M. Prior
umamit29 SALK nodulin MtN21-like transporter At4G01430 SALK_133129C M. Prior
umamit40 nodulin MtN21-like transporter At5g40240 SALK 096801 M. Prior

Alle Pflanzenlinien der SWEET-Familie wurden freundlicherweise von Li-Qing Chen (Carnegie Institution for
Science, Stanford, USA) zur Verfligung gestellt. Das Saatgut der Linien umamit29 GK, umamit29 SALK und
umamit40 wurden von Matthew Prior (Carnegie Institution for Science, Stanford, USA) zur Verfligung gestellt.
Angegeben ist der AGI-code bzw. die Archivnummer des Nottingham Arabidopsis Stock Center und eine

Referenz.
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4.3.2 Phytopathogene Organismen

4.3.2.1 Colletotrichum higginsianum

Die Untersuchung der Interkation zwischen verschiedenen Arabidopsis-Genotypen und
dem hemibiotrophen Pilz C. higginsianum wurde ausschlie3lich mit dem Isolat MAFF
305635 (Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries, Japan) durchgefiihrt.

Der CIH1-mCherry Uberexprimierender Stamm verwendet, welcher von Martin Korn und

Christian Koch (FAU Erlangen-Nurnberg) zur Verfligung gestellt wurde.
4.3.2.2 Erysiphe cruciferarum

Das verwendete E. cruciferarum-Isolat wurde von Dr. Reinhard Prols und Dr. Ralph
Huckelhoven (TU Minchen) zur Verfugung gestellt.

4.3.2.3 Pseudomonas syringae

Es wurden die Stdamme Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 0 K U B®ch et al., 2002) sowie Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000-GFP (PtoDC3000 "hQ-GFP) (Misas-Villamil et al., 2011) verwendet.

4.4 Methoden

4.4.1 Anzucht, Kultivierung und Infektionsmethoden

4.4.1.1 Arabidopsis thaliana

Die Saatgut- und Pflanzenanzucht erfolgte auf Arabidopsis Erdmischung. Zur Brechung
der Dormanz und einer Erh6hung der Synchronitat des Keimungsprozesses, wurde das
Saatgut auf gewasserter Erde ausgebracht und dunkel fiir 48 Stunden (h) bei 8° C
inkubiert. Nach Anzucht der Samlinge unter Kurztagbedingungen (8 h/16h [22° C/19° C],
L/D-Rhythmus) (Percival Klimaschrénke, CLF, Weilburg) fir 14 Tage wurden die Pflanzen
pikiert, und sofern keine weitere Definition erwéhnt unter definierten Bedingungen (100
umol m?2 s?, 70 % relative Luftfeuchte) unter einem 12h/12h L/D-Rhythmus in Phyto-
kammern (GroBank, CLF, Weilburg) angezogen. Nach weiteren zwei Wochen erfolgte
standardméaRig die Dingung der Pflanzen mit 40 ml 0,1 % WUXAL-Super Dlnger
(Aglukon, Dusseldorf) pro Pflanze.

Arabidopsis thaliana-Erdmischung

65 % (V/Iv) Fruhstorfer Erde Typ P (Fa. Hawita, Vechta)
25 % (viv) Sand
10 % (viv) Liadrain Blahton (Fa. Liapor, Pautzfeld)
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4.4.1.2 Colletotrichum higginsianum

Die Anzucht von C. higginsianum-Conidien erfolgte auf Haferflocken Agarplatten
(oatmeal agar, OMA) als Sporulationsmedium. Sieben Tage vor Infektion von Arabidopsis-
Pflanzen wurden 10 pl einer Stammkultur unter sterilen Bedingungen auf OMA-Platten
ausgestrichen und 7 Tage im Licht bei 22° C inkubiert. Die Herstellung von Stammkulturen
erfolgte ebenfalls unter sterilen Bedingungen. Conidien einer sieben Tage inkubierten
Platte wurden in Wasser aufgenommen, im Verhaltnis 2:1 mit NSY-Glycerinmedium
gemischt und bei -80° C gelagert.

OMA Sporulationsmedium

50 g/l zerkleinerte Haferflocken
12 g/l Agar

45 min bei 121° C autoklavieren

NSY-Glycerin-Medium

0,8 % (w/v) Nutrient Broth (Pepton und Fleischextrakt 5:3)
0,1 % (w/v) Hefeextrakt

0,5 % (w/v) Saccharose

70 % (wiv) Glycerin

4.4.1.3 Infektion von A. thaliana mit C. higginsianum

Die Infektion von finf Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen erfolgte mit einem Inokulum
von zwei Millionen Conidien pro Milliliter am Ende der Lichtphase. Hierfir wurden wie unter
4.4.1.2 beschrieben Conidien vom Sporulationsmedium gespilt, der Sporentiter mittels
Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die finale Konzentration des Inokulums eingestellt.

Die gut gewasserten Pflanzen wurden gleichmaRig mit der Conidiensuspension
bespriiht, die Schalenrander mit feuchten Tilchern ausgelegt und mit einer befeuchteten
Plastikhaube abgedeckt um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewdahrleisten und somit far
gleichméafige und reproduzierbare Infektionen zu sorgen,. Die Entfernung der Hauben
erfolgte 62 h nach Inokulation. Analog wurden Kontroll-Pflanzen mit Wasser anstelle einer

Conidiensuspension behandelt.
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4.4.1.4 Kultivierung von Erysiphe cruciferarum

Der biotrophe Mehltau E. cruciferarum wurde auf pad4-1 Mutanten (Glazebrook et al.,
1996) propagiert. Funf Wochen alte, wie unter 4.4.1.1 beschrieben kultivierte, Pflanzen
wurden kurz vor der Infektion in ein separates Kompartiment im Gewéachshaus in LT-
Bedingungen (16 h /8 h LD-Rhythmus) transferiert. Zur Gewahrleistung einer gleich-
malRigen Infektion, erfolgte die Inokulation durch vorsichtiges Abstreifen der Sporen mittels

Pinsel in einem Turm von circa 0,7 m Hohe Uber den Pflanzen.
4.4.1.5 Infektion von A. thaliana mit E. cruciferarum

Funf Wochen alte Arabidopsis-Pflanzen wurden wie unter 4.4.1.4 beschrieben mit E.
cruciferarum infiziert. Hierbei wurde die Dichte des Inokulums fur jedes Experiment separat
bestimmt indem zwei Neubauerzahlkammern zwischen den Pflanzen auf Hohe der

Rosettenblatter platziert wurden.
4.4.1.6 Kultivierung von Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae pv. tomato DC300, Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
“"hrcC (Boch, 2002) oder Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 "hQ-GFP
(PtoDC3000 "hQ-GFP) wurden in NYG-Medium (50 pg-ml?! Rifampicin bzw. zuséatzliche 50
pug/ml Gentamycin fur PtoDC3000 "hQ-GFP) bei 28° C wie beschrieben angezogen
(Daniels, 1984).

NYG-Medium
0,5 % (w/v) Pepton (Casein)
0,3 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Saccharose
2 % (wiv) Glycerin
1,5 % (wiv) Bacto-Agar (Festmedium)

4.4.1.7 Infektion von A. thaliana mit Pseudomonas syringae

Die Bakterien wurden in NYG-Medium auf eine oDego zwischen 0,6 und 0,8 angezogen,
sedimentiert (3500 g, 20 min, 4° C) und in 1 mM MgCl, gewaschen und auf die jeweilige
Bakteriendichte in 1 mM MgCl, eingestellt. Vollstandig expandierte Blatter wurden mit einer

stumpfen Spritze an der Blattunterseite infiltriert.

115



4 Material und Methoden

4.4.2 Physiologische Methoden und Metabolitanalysen

4.4.2.1 Wachstumsanalysen mittels Blattscanner

Dreidimensionale (3D) phanotypische Wachstumsanalysen wurden mit einem Laser-
scanner (Sonderanfertigung Fraunhofer Institut, Erlangen) unter Verwendung des sheet-
of-light Triangulations-Prinzips durchgefihrt. Durch zwei Kameras werden beim Abtasten
durch einen Laser 3D-Scanner Oberflachenstrukturen der Pflanzen erstellt und durch
hochauflésende Farbbilder optimiert. Ein spezifischer Algorithmus erganzt dabei Blatt-
formen Uberlappender Blatter. Aus den erhaltenen 3D-Pflanzenmodellen wurden Para-

meter wie Blattflache und Rosettenradius extrahiert.

4.4.2.2 Messung der Photosyntheseleistung per gekoppelter Puls-Amplituden

Modulationsfluorometrie (PAM)- Infrarot-Gasanalyse (IRGA)

Die photosynthetischen Parameter wurden mit einem kombinierten System zur
Bestimmung von Gaswechsel- und Chlorophylifluoreszenz-Parametern gemessen (GFS-
3000 und Mini-Imaging PAM Chlorophyll Fluorometer, Heinz Walz GmbH, Effeltrich). Die
COgz-Assimilationsrate (A), die Transpirationsrate (E) und die stomatare Leitfahigkeit
(gH20) wurden berechnet wie beschrieben (Caemmerer und Farquhar, 1981). Die
Kalkulation der Elektronentransport-Rate (ETR) erfolgte nach folgender Formel:

ETR=0,5 -PSIl - PFD - abs PFD Photonenflussdichte in pmol2-s1
- PSIl effektive Quantenausbeute des PSlI

abs Absorptivitat

4.4.2.3 Bestimmung der Blattexsudationsrate

Zur Bestimmung der Exportrate von Saccharose aus vollstandig expandierten Blattern
finf Wochen alter Pflanzen wurden diese sieben Stunden nach Beginn der Lichtperiode
(Bedingungen wie unter 4.4.1.1 beschrieben) nah an der Sprossbasis abgetrennt und der
Blattstiel vor dem Uberfiihren in 5 mM EDTA-LGsung nochmals unter Wasser nachge-
schnitten. Pro Replikat wurden zwei Blatter verwendet und nach einer priméren dreif3ig-
mindtigen Inkubation in frische EDTA-L6sung uUberfuhrt. In drei aufeinanderfolgenden
Schritten wurden die Blatter nach jeweils 60 Minuten in neue Reaktionsgefalie tberfuhrt,
die Exsudate im Vakuumkonzentrator eingeengt und in 100 pl H2Oq4¢ aufgenommen. Die

Messung und Berechnung der Zucker erfolgte wie unter 4.4.2.6 beschrieben.
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4.4.2.4 Messung freigesetzter reaktiver Sauerstoffspezies

Die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) nach
Stimulation mit Flagellin (flg22) erfolgte in 96-Well-Platten (Nuncon Delta white Microwell
Sl, Thermo Scientific) in einem Luminometer Centro LB 960 (Berthold Technologies, Bad
Wildbad). Definierte Blattflachen voll expandierter Blatter wurden in Blattscheiben von 2 x
2 mm geschnitten und tber Nacht in 200 pl H,Ogqq inkubiert. Das H,Ouq der Ubernacht-
Inkubation wurde am folgenden Tag durch 200 pl Lumineszenz-Mix (195 ul Luminol-
messlosung (0,2 mM Luminol, 0,2 mU-ml* Peroxidase), 5 pl Phosphatpuffer (pH 8, 81 %
200 mM NaxHPO4, 19 % 20 mM NaH2PO4)) ersetzt und die Hintergrundaktivitat bestimmt.
Die Messung der ROS-Bildung erfolgte nach Zugabe 2 pl 100 uM Flagellin22 pro Well tiber
45 Minuten.

4.4.2.5 Aufnahme radioaktiv markierter Glukose in E. cruciferarum -infizierte

Arabidopsis-Blatter

Die Aufnahmemessungen radioaktiver Glukose (**C-Glc) erfolgte mit kleineren
Modifikationen nach (Clark und Hall, 1998). Blattscheiben (1,13 cm?) voll expandierter
Arabidopsis-Blatter wurden bei einer Photonenflussdichte von 200 pmol m2 s fir 60
Minuten bei Raumtemperatur abaxial auf 500 yl MES-Puffer (20 mM MES; 1 mM CacCl,)
pH 5,8) flottiert. AnschlieBend wurden die Blattscheiben unter gleichen Bedingungen flinf
Stunden auf Glukose-Puffer und letztendlich dreil3ig Minuten auf 500 pl MES-Puffer
inkubiert. Das Pilzmycel wurde vorsichtig mit Klebeband von der Blattepidermis abgelost
und wie auch die Blattscheibe in 80 % Ethanol tberfihrt.

Glukose-Puffer (pro 500 pl)

20 mM MES-Puffer (pH 5,8)
1 mM Glukose
0,28 pCi 14C-Glukose

4.4.2.6 Bestimmung der Gehalte an l6slichen Zuckern und Starke

Zur Analyse der Gehalte I6slicher Zucker in Blattern wurde eine Ethanol-Extraktion
verwendet. Gefrorenes Blattmaterial wurde in zwei aufeinanderfolgenden Schritten mit
insgesamt 1,7 ml 80 % Ethanol fiir jeweils 30 Minuten bei 80° C extrahiert. Nach Einengen
der vereinigten Extrakte im Vakuumkonzentrator (Bachofer Vacuum Concentrator,
Reutlingen) erfolgte die Aufnahme in 200 pl H2Ouq in einem Uberkopfinkubator (Reax2,
Heidolph Schwabach) bei 4° C Uber Nacht. Die Bestimmung der Starkegehalte erfolgte
aus dem entfarbten Blattmaterial der Ethanol-Extraktion. Das Pflanzenmaterial wurde mit
500 pl 0,2 M Kaliumhydroxid mit einem rotierenden Pistill (RZR 1, Heideloph, Schwabach)
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aufgeschlossen, homogenisiert und die Starke durch finfundvierzigminitige Inkubation bei
95° C in L6sung gebracht. Die hydrolytische Spaltung in Glukoseeinheiten erfolgte tber
Nacht nach Einstellung des pH-Wertes mit 1 M Essigsaure auf pH 5,5 £6 und Zugabe von
100 pl Enzymlésung (0,2 M NatiumDFHWDW S+ -Amylas& 5 U Amylo-
glucosidase). Die enzymatische Reaktion wurde am folgenden Tag durch Inkubation fur
10 min bei 95° C abgestoppt.

Die Bestimmung der Gehalte an l6slichen Zuckern und Glukoseeinheiten der Starke-
hydrolyse erfolgte Uber einen optisch gekoppelten Test einer Substratketten-Reaktion
(Bergmeyer, 1970). Der Umsatz von Glukose-6-Phosphat zu 6-Phosphoglukonolakton
durch Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) lauft unter Bildung von NADH/H*
aus NAD"*, was spektrophotometrisch im Mikrotiterplatten-Lesegerat (EL808, BioTek, Bad
Friedrichshall) durch einen Anstieg der Extinktion bei 340 nm gemessen werden kann.
Durch sukzessive Zugabe der Enzyme Hexokinase, Phosphogluco-lsomerase und
Invertase konnen die I6slichen Zucker Glukose, Fruktose und Saccharose in aufein-

anderfolgenden Schritten quantifiziert werden.

Reaktionsansatz: enzymatisch gekoppelter Test

5 % (v/v) Extrakt
100 mM HEPES/KOH, pH 7,5
0,8 mM NAD*
2,0 mM ATP
10 mM MgCl2
34 muU G6P-DH
50 muU Hexokinase
200 muU Phosphoglucoisomerase
30U Invertase

Der Zusammenhang zwischen Absorptionsanderung und Konzentration wird durch das
Lambert-Beersche Gesetz dargestellt. Da anstelle von Kivetten Mikrotiterplatten

verwendet wurden, wurde die Formel wie folgt erweitert:

P ¢ ®N°® " (0E Extinktionskoeffizient

©" NgiO#&* *, ® 8 e Radius der Messkavitat (0,35 cm)
Quo(NADH/H") Extinktionskoeffizient (6,32 mM1.cm™t)
\% eingesetztes Volumen
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4.4.2.7 Messung aufgenommener “C-Glukose

Die Blattscheiben und das am Klebeband haftende Mycel (4.4.2.5) wurden fir 30
Minuten bei 80° C extrahiert, die Uberstande abgenommen, im Vakuumkonzentrator
eingeengt und anschlieRend in 200 pl H2044 aufgenommen (4.4.2.6). Die Bestimmung der
Starkegehalte des entfarbten Blattmaterials der Ethanol-Extraktion erfolgte wie unter
4.4.2.6 beschrieben. Fir die Subfraktionierung der Extrakte Uber Austauschersaulchen
wurde die Verjiingung von Pasteurpipetten mit Watte besttickt und 5 cm hoch mit Anion-
(Dowex AG1-X8, Bio-Rad) bzw. Kation-Austauschharz (Dowex AG50X-W8, Bio-Rad),
welches zuvor in H>Og4q resuspendiert wurde, befullt. Die Saulen wurden durch mehrfaches
Spulen mit H>Ogqq fUr die Subfraktionierung vorbereitet. Die Austauschersaulchen wurden
so angeordnet, dass das Eluat des Kationenaustauschers auf die Saule des
Anionaustauschers tropfte und der Durchfluss aufgefangen werden konnte. Aminosauren
binden an der Kationenaustauschsaule, Carbonsauren und phosphorylierte Intermediate
an der unteren Anionenaustauschséule und neutrale Molekile wie Zucker werden nicht
zurlickgehalten und als neutrale Fraktion aufgefangen. AnschlieRend wurden die Saulen
voneinander getrennt. Die Kationausstauschsaulchen wurden finfmal mit 300 yl 5 M
NH4OH und die Anionaustauschsaulchen finfmal mit 300 pl 2 M HCL gespilt. Alle
Subfraktionen und die Starkefraktion wurden in 3 ml Szintilationscocktail (Rotiszint eco plus
LSC-Universalcocktail, Roth) gemischt und fir zwei Minuten im Szinitlationszahler (TRI-
CARB 2100TR, Packard) vermessen. Die zur Messung verwendeten Volumina sind im
Anhang dargestellt (Tabelle A-7).

4.4.2.8 Messung der Gehalte freier Aminosauren

Die Analyse der Aminoséuregehalte erfolgte Uber Fluoreszenzdetektion 6-
aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat (AQC)-derivatisierter Proben (Cohen und
Michaud, 1993). Zu 10 ul des Ethanol-Extraktes (4.4.2.6) wurden 80 ul 0,2 M Borsaure (pH
8,8) und 10 pul AQC-Reagenz (3 mg/ml) gegeben und flr genau 9 Minuten bei 55° C
inkubiert. Die Analyse erfolgte per Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie mit einer
Dionex Summit HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (P680, ASI-100, TCC-
100, RF-2000, Sunnyvale, USA) Uber eine Phenomenex Luna Security Guard C18
Vorsaule (4,0 x 3,0 mm) und eine 5 um Luna C18 (2) reversed phase Hauptsaule (250 x
4,6 mm) (Torrance, USA) bei einer Saulentemperatur von 37° C. Zur Quantifizierung der
Substanzen wurde eine Standardreihe der Reinsubstanzen von 2, 10, 20 und 100 pmol
mitgefuhrt. Zur Quantifizierung wurden die Proben bei 300 nm angeregt und die Fluores-

zenz-Emission bei 400 nm detektiert.

119



4 Material und Methoden

Die Gradienten der eingesetzten Laufmittel A (0,14 M NaAcetat, 7 mM Triethanolamin,
pH 6,2), B (Acetonitril) und C (H204q) waren:

Tabelle 4-3 HPLC-Gradient zur Auftrennung von AQC-Derivaten freier Aminosauren.

HPLC-Gradient zur Auftrennung von AQC-Derivaten freier

Aminosauren

Start 96 %A, 4%B

43 min 795%A;205% B
52 min 615%A;285%B
53 min 57 % A; 43% B

4 min Waschschritt 60 % B; 40 % C
4 min Aquilibrierung 100 % A

4.4.2.9 Analyse der Zellwandmo nosaccharid -Zusammensetzung

Die Analyse der Zellwand-Monosaccharid-Zusammensetzung erfolgte mit Kkleinen
Abanderungen wie beschrieben (Reiter et al., 1993; Reiter et al., 1997). Hierfur wurden 40
bis 50 mg eingewogenes Blattmaterial zweimal mit 80 % Ethanol extrahiert und die
verbleibende unldsliche Fraktion bei 50° C getrocknet. Nach zweimaliger Behandlung mit
1 ml 90 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) fir 24 Stunden bei Raumtemperatur wurden die
Sedimente dreimal mit 1 ml H>Og4s und zwei Mal mit 0,5 ml Aceton gewaschen,
anschlie3end bei 50° C getrocknet und das Gewicht des AIR (alcohol-insoluble residue)
bestimmt. Das Pellet wurde eine Stunde bei 120° C in 1 ml 2 M Trifluoressigsaure (TFA)
hydrolysiert und nach kurzer Sedimantation bei 16000 g der Uberstand im Vakuumkon-
zentrator eingeengt. AnschlieRend erfolgte die Aufnahme der Monosaccharide in H2Oqq.

Die analytische Auftrennung der extrahierten Monosaccharide erfolgte Uber eine
CarboPac® PA20 Saule (Dionex) bei einer Flussrate von 0,4 mil/min und einer
Saulentemperatur von 30° C mittels Hochleistungsanionenaustausch-Chromatographie
mit gepulster amperometrischer Detektion (HPAEC-PAD) in einem Dionex ICS-3000 Sys-
tem (Sunnyvale, USA). Zur Quantifizierung der Substanzen wurde eine Standardreihe der

Reinsubstanzen von 0,05 bis 4,0 nmol mitgefihrt.
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Die Gradienten der eingesetzten Laufmittel A (20 mM NaOH, 1 M NaAc), B (200 mM
NaOH) und C (2 mM NaOH, Fluka 72064) zur Trennung der Basislinien von Xylose- und

Mannose-Signalen bzw. von Rhamnose- und Arabinose-Signalen waren:

Tabelle 4-4 HPAEC-Gradient zur Auftrennung von Zellwand-Monosacchariden.

HPAEC-Gradient zur Auftrennung von Zellwand-Monosacchariden

Start 100% C Basislinien-Trennung von
nach 21 min (innerhalb 2 min) auf 5%A;50%B,45% C Xylose / Mannose
innerhalb 19 min auf 30 % A; 50% B, 20% C

2 min isokratisch
innerhalb 2 min auf 100% C
13 min Aquilibrierung

14 min isokratisch 4%B,9% %C Basislinie-Trennung
innerhalb 2 min auf 2%A,48%B,50% C Rhamnose / Arabinose
innerhalb 16 min auf 30% A,50% B, 20 % C

innerhalb 4 min auf 50% A,50% B

4.4.2.10 Bestimmung der Gehalte an Salicylsdure und Camalexin

Die Extraktion von freier Salicylsdure, Salicylsdure-Glukoside und Camalexin erfolgte
mit kleineren Anderungen wie beschrieben (Nawrath und Metraux, 1999). Als interner
Standard wurde zu 1 cm? Blattmaterial 125 ng ortho-Anissaure (0-ANI) gegeben. In zwei
aufeinanderfolgenden Schritten wurde erst fir eine Stunde mit 0,3 ml 70 % Methanol bei
65° C extrahiert, der Uberstand tberfiihrt und das Blattmaterial nochmals fiir eine Stunde
mit 0,3 ml 90 % Methanol bei 65° C extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum-
konzentrator (Bachofer Vacuum Concentrator, Reutlingen) eingeengt und in 0,25 ml 5 %
(w/v) Trichloressigsaure zur Fallung von Proteinen durch Schitteln wieder aufgenommen.
Nach Sedimentation fiir 10 min bei 3500 g wurden freie Phenole und Camalexin im Ubers-
tand zweimal gegen 0,3 ml Cyclohexan:Ethylacetat (1:1 v/v) ausgeschiittelt, die orga-
nischen Phasen vereinigt und vorsichtig eingeengt. Hierbei wurde besonders auf eine
Vermeidung des Trockenlaufens im Vakuumkonzentrator geachtet. Die Proben wurden bis
zur Messung bei -20° C gelagert. Zur Extraktion der Salicylsaure-Glukoside durch saure
Hydrolyse wurde die verbleibende wassrige Phase mit einem Volumenanteil 8 M HCI eine
Stunde bei 80° C inkubiert und wie oben beschrieben zweimal gegen Cyclo-
hexan:Ethylacetat ausgeschiuttelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden nach Zu-
gabe von 20 pl H2O44 zur Verminderung der Sublimation von SA, eingeengt und bis zur
Messung bei -20° C gelagert.

Vor Messbeginn wurden die Proben in 200 pl 80 % Phosphatpuffer (25 mM KH2PO,,
pH 2,6) und 20 % Acetonitril, was den Anfangsbedingungen der mobilen Phase der

Hochleistungsflissigkeits-Chromatographie entspricht, aufgenommen und 10 bis 20 ul der
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resuspendierten Extrakte flr die Messung eingesetzt. Die Auftrennung von SA, o-ANI und
Camalexin erfolgte in einer Dionex Summit HPLC (P680, ASI-100, TCC-100, RF-2000,
Sunnyvale, USA) uber eine Phenomenex Luna Security Guard C18 Vorsaule (4,0 x 3,0
mm) und eine 5 pm Luna C18 (2) reversed phase Hauptsaule (250 x 4,6 mm) (Torrance,
USA) bei einer Séaulentemperatur von 30° C und einem Fluss von 1 ml/min. Die
Einstellungen des Fluoreszenzdetektors wurden den Retentionszeiten der Elutions-
bedingungen angepasst.

Tabelle 4-5 Einstellungen des Fluoreszenzdetektors zur Quantifizierung von SA, Camalexin und o-Ani.

Einstellungen des Fluoreszenzdetektors

Substanz Zeitintervall Anregung Emission
0-ANI 0 14 min 305 nm 365 nm
SA 14 £22 min 305 nm 407 nm
Camalexin 22 28 min 318 nm 370 nm

Die Gradienten der eingesetzten Laufmittel A (25 mM KH2PO,) und B (Acetonitril) waren:

Tabelle 4-6 HPLC-Gradient zur Auftrennung von SA, Camalexin und o-Ani.

HPLC-Gradient zur Auftrennung von SA, Camalexin und o-Ani

Start 80% A, 20% B

5 min isokratisch

2 min 50% A, 50 % B
5 min 30% A, 70% B
4 min Re-Aquilibrierung 80% A, 20 % B

Zur Quantifizierung der Substanzen wurden Standardreihen der Reinsubstanzen von
SA und o-Ani zwischen 1 und 10 ng bzw. fir Camalexin zwischen 5 und 100 ng mitgefihrt
und Uber die Wiederfindung vom internen Standard o-ANI auf ihre Gehalte pro Blattflache

berechnet.

4.4.3 Mikroskopische Methoden und histologische Farbungen
4.43.1 GUS-Farbung

Glucuronidase wird nicht im Arabidopsis-Genom kodiert und eignet sich zur
Verwendung in Reporterkonstrukten in transgenen Pflanzen. Das Enzym vermittelt bei
Anwesenheit des Substrates 5-Bromo-4-chloro-indolyl- -D-glucuronid (X-Gluc) und
Sauerstoff die Bildung des blauen Farbstoffs 5,5 -Dibrom-4,4"-dichlor-indigo. Gewebe-

proben wurden in Farbelésung Uberfuhrt, zlgig, bis die Blatter vollstandig mit Flussigkeit
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durchzogen waren, vakuuminfiltriert und Uber Nacht bei 37° C inkubiert. Am darauf
folgenden Tag wurde das Pflanzenmaterial unter mehrfachem Wechsel des Extraktions-
mittels in 80% Ethanol bei 60° C entfarbt und mittels Binokular analysiert (Leica MZ16F
Stereomikroskop (Leica, Wetzlar)).

GUS Farbel6sung

100 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7,2)
0,1 % (V/v) Triton-X-100
0,5 % (viv) X-Gluc (100 mg/1 ml Dimethylformamid)
0,05 % (v/v) 2-Mercaptoethanol

4.4.3.2 Trypanblau Farbung

Zur mikroskopischen Erhebung und Quantifizierung von C. higginsianum in planta
wurde die Trypanblau-Farbung wie beschrieben verwendet (Koch und Slusarenko, 1990).
Dies erfolgte anhand der Inzidenz einzelner Entwicklungsstadien wéahrend der biotrophen
Interaktionsphase in verschiedenen Arabidopsis-Genotypen. Blatter infizierter Pflanzen
wurden in Reaktionsgefal3e mit Lactophenol-Trypanblau-Farbelésung tberfihrt, fir 1 min
bei 99° C inkubiert und Gber Nacht bei Raumtemperatur gefarbt. Entfarbung am darauf-
folgenden Tag fir mindestens 24 Stunden und Lagerung des Blattmaterials erfolgte in
gesattigter Chloralhydratlésung (250 % (w/v)). Die Untersuchung der gefarbten Praparate
am Mikroskop (Leica DMR-Lichtmikroskop, Bensheim) erfolgte im Hellfeld im differentiellen

Interferenzkontrast.
Lactophenol-Trypanblau-Farbeldsung
10mg Trypanblau
10g Phenol
10 mi Wasser
10 mi Milchsaure
10 ml Glycerin
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4.4.3.3 Analyse von C. higginsianum- Infektionsstadien

Die Bewertung des Infektionsfortschritts von C. higginsianum wahrend der biotrophen
bzw. dem Ubergang zur nekrotrophen Interaktionsphase in verschiedenen Arabidopsis-
Genotypen, erfolgte mikroskopisch anhand von histologischen Préparaten. Die Analyse
wurde hierbei unter Beriicksichtigung der Entwicklungsreihenfolge anhand melanisierter
Appressorien (100 %) und daraus entwickelter Infektionsstrukturen (Primarhyphen und
Sekundarhyphen) durchgefiihrt. Die Quantifizierung beinhaltete wenigstens vier unab-
hangige Replikate, wobei jeweils 300 +£500 Infektionsstrukturen pro Replikat klassifiziert

wurden.
4.4.3.4 Fluorometrische Analyse der YFP-Reporterprotein-Induktion

Um die Induktion von YFP-Reporterproteinen nach Infiltration von MgCl, bzw. ver-
schiedenen Pseudomonas syringae-Stammen in AtSWEET12-YFP Reporterpflanzen zu
guantifizieren wurde ein Mithras™ Fluorometer (Berthold, Bad Wildbad) verwendet. Blatt-
scheiben von 1,33 cm? wurden als Schutz vor Austrocknungseffekten adaxial auf Tropfen
von 50 ul Wasser gesetzt und im Scanning-Modus unter der Steuerung des Programmes
MikroWin 2000 in 24-Well-Platten (Greiner, Bio-One, Frickenhausen) analysiert. Einzelne
Kavitaten wurden mit je 20 vertikalen und horizontalen Schritten von je 0,05 Sekunden
Messzeit im Anregungsfilter F485 und im Emissionsfilter F535 bei normaler Anregungs-

apertur bewertet.
4.4.3.5 Mikroskopie per Durchlicht-Fluoreszenz-Mikroskopie und KLSM

Zur Mikroskopie von histologisch gefarbten Arabidopsis-Blattmaterial (4.4.3.2) wurde
ein Leica DMR-Mikroskop (Bensheim) verwendet.

Initiale Detektions-Analysen fir pflanzliche Fluoreszenz-Reporterkonstrukte auf
Gesamtblatt-Ebene wurden an einem Leica MZ16F Stereomikroskop (Leica, Wetzlar),
unter Verwendung der Anregungs- (510/20 nm) bzw. Emissions-Filtersets (560/40 nm) far
YFP bzw. (470/40 nm bzw. 525/50 nm) fur GFP, durchgefiihrt. Die Dokumentation erfolgte
per angeschlossener Kamera (Leica DFC480 (Leica, Wetzlar)) und der Software Leica
Image Manager 500 (Leica, Wetzlar). Die Lokalisierung von AtSWEET11-YFP und
AtSWEET12-YFP in Arabidopsis-Blattern auf zellularer Ebene erfolgte tber KLSM unter
Verwendung eines Leica TCS SP5 II-Mikroskops (Leica Microsystems, Bensheim). Nach
Anregung mit einem 20 mW Argon-Laser bei 514 nm wurde die YFP-Fluoreszenz Uber
einen PMT (photomultiplier tube) Detektor im Bereich von 525 nm bis 560 nm
aufgenommen wobei die E. cruciferarum Haustorien-Autofluoreszenz im Bereich von 586
nm bis 637 nm detektiert wurde. Die Visualisierung pilzlicher Strukturen des CIH1-
mCherry-exprimierenden C. higginsianum-Stammes erfolgte nach Anregung mit einem

DPS5 Laser bei 561 nm und einer Aufzeichnung der Emission tber PMT-Detektoren
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zwischen 570 nm und 630 nm. Die Anregung des Argon-Lasers bei 488 nm wurde
verwendet um die Fluoreszenz GFP-markierter Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 "hQ-GFP (PtoDC3000 "hQ-GFP) und AtUMAMIT18-GFP im Bereich zwischen
496 nm und 540 nm zu lokalisieren. Aufnahmen der Chlorophyll-Autofluoreszenz erfolgten
zwischen 657 nm und 721 nm nach Anregung mit dem Argon-Laser bei 488 nm bzw. 514
nm (entsprechend dem untersuchten Fluorophor). Die Dokumentation erfolgte mittels
Leica Application Suite *Advanced Fluorescence (Leica, Wetzlar).

4.4.4 Molekularbiologische Methoden
4.4.4.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Molekularbiologische Standardmethoden wie Restriktionsverdau, Polymerase-Ketten-
Reaktion und Agarose-Gelelektrophorese wurden wie in (Mihlhardt, 2009) beschrieben
durchgefihrt.

4.4.4.2 Schnellpraparation genomischer DNA

Die Untersuchung physiologischer Parameter verschiedener Arabidopsis-Genotypen
setzt primar eine Reinerbigkeit des Saatgutes voraus. Hierbei erméglicht die Methode der
Schnellpraparation nach (Edwards et al., 1991) die Extraktion genomischer DNA aus
vergleichsweise geringen Mengen Pflanzenmaterial, welche geeignet fir eine analytische
PCR sind. Der mechanische Aufschluss in flissigen Stickstoff schockgefrorenen Pflanzen-
materials erfolgte mit einem rotierenden Pistill (RZR 1, Heideloph, Schwabach) und an-
schlieBender Homogenisierung in 400 pl Extraktionspuffer. Nach einer maximalen Inku-
bationszeit von 60 min bei Raumtemperatur wurden die Zelltrimmer bei 16000 g sedi-
mentiert, 300 pl des Uberstandes mit 300 pl Isopropanol gemischt und nach fiinfmindtiger
Inkubation fir sechs Minuten bei 16000 g die DNA préazipitiert. Nach vorsichtiger Abnahme
des Uberstandes folgte ein optionaler Waschschritt mit 70 % EtOH, die Trocknung des
Pellets und Aufnahme der DNA in 100 pl 1 x Tris-EDTA (10 mM Tris pH 7,5; 1 mM EDTA).

DNA Extraktionspuffer

200 mM Tris HCL pH 7,5
250 mM NaCl
25 mM EDTA

0,5 % (w/v) SDS
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4.4.4.3 Quantifizierung genomischer  C. higginsianum -DNA in Blattmaterial

Die Bewertung der Proliferation von C. higginsianum auf verschiedenen Arabidopsis-
Genotypen in der nekrotrophen Wachstumsphase wurde mittels quantitativer PCR (qPCR)
bewertet. Fur einzelne Replikate wurde aus drei unabh&angigen infizierten Blattern mit
einem Korkbohrer insgesamt 1,91 cm? Blattmaterial ausgestochen, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und das tiefgefrorene Blattmaterial unter fliissigem Stickstoff mit Mérser
und Pistill homogenisiert. Die DNA wurde mit dem DNAeasy-Kit von QlAgen (Qiagen,
Hilden) nach dem Herstellerprotokoll extrahiert. In einzelnen Experimenten wurden
wenigstens vier Replikate pro Genotyp bearbeitet. Zur Bestimmung der relativen Menge
pilzlicher genomischer (g)DNA wurde ein Stratagene Mx3000P gPCR System (Agilent,
Santa Clara, USA) bzw. das MylQ System (Bio-Rad, Miinchen), verwendet. Hierflr wurden
aus 200 pl Gesamt-DNA-Extrakt 10 pl einer 1:10 Verdinnung in 20 pul Brilliant [I SYBR®
Green QPCR Master Mix (Stratagene, Waldbronn) -Reaktionsansatz eingesetzt. Zur
Quantifizierung der C. higginsianum gDNA wurde das pilzspezifische TrpC-Gen, welches
fur eine Indol-3-glycerol Phosphat Synthase kodiert, durch spezifische Oligonukleotide (TE
15/16, Tabelle 4-1) amplifiziert und die damit ermittelten Cqg (quantification cycle)- Werte
auf die Blattflache normalisiert. Fir die Datenverarbeitung wurde das Programm MxPro
v4.10 (Agilent, Santa Clara, USA) bzw. BioRad iQ5 (Bio-Rad, Miinchen), verwendet. Das

folgende PCR-Programm wurde verwendet:

gPCR-Programm

1 Zyklus 10 min 95° C
40 Zyklen 30 sek 95° C
30 sek 65° C
30 sek 72°C
1 Zyklus 1 min 95°C
30 sek 55° C
30 sek 95° C

Die Berechnung der relativen Menge (RQ, relative quantitiy) erfolgte nach der Formel
(Rieu und Powers, 2009):

43L 4
RQ Relative Quantitat
E experimentell bestimmte Primereffizienz (E=10-1/Steigung der Standardkurve)
Cq Zyklus bei welchem das Amplikon-Fluoreszenzsignal einen manuell

festgelegten Schwellenwert Giberschreitet
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gPCR-Reaktionsansatz

10 ul 2 x Brilliant Il SYBR Green qPCR MM
0,4 ul Oligonukleotid 1 (10 pM)

0,4 ul Oligonukleotid 2 (10 pM)

8,2 ul H20udd

1,0l DNA (1:10)

4.4.4.4 Quantitative PCR genomischer DNA von  E. cruciferarum infizierter

Arabidopsis-Blatter

Die Probenvorbereitung und folgende Quantifizierung der Proliferation von E.
cruciferarum erfolgte analog zur Bewertung von C. higginsianum (4.4.4.3). Pilzliche DNA-
Gehalte im Blattgewebe wurde durch die Amplifikation des Erysiphe cruciferarum -
Tubulin-Gens bewertet und auf die Amplifikate des unabhangig quantifizierten Arabidopsis
RbsC-Gens normalisiert (TE173/177, TE 74/75; Tabelle 4-1). PCR-Programm und
Berechnung waren zu den Angaben von C. higginsianum identisch (4.4.4.3).

4.4.4.5 Isolation von RNA aus Pflanzengewebe

Fur die Untersuchung veranderter Genexpression per quantitativer PCR bzw. Mikro-
Array Analyse wurde RNA aus tiefgefrorenem Pflanzenmaterial isoliert. Hierflir wurde die
RNAse-All Methode verwendet (Chomczynski und Sacchi, 1987).

Alle wassrigen Losungen wurden zur Inaktivierung von RNAsen vor Benutzung 16
Stunden mit 0,1 % (v/v) Diethylcarbonat (DEPC) behandelt und im Anschluss autoklaviert.
Das Blattmaterial wurden mit Mérser und Pistill in flissigen Stickstoff zerkleinert und mit 2
ml RNAse-All Arbeitslésung (1 Teil wassergesattigtes Phenol und 1 Teil RNAse-all) homo-
genisiert. Nach dem Auftauen des mehrmals sorgfaltig vermengten Gemisches wurden 1,7
ml in einem frischen Reaktionsgefal mit 0,3 ml eines Chloroform:lsoamylalkohol (Cl) (24:1
(v/v)) £5emisches vereinigt, fiir 10 Sekunden ausgeschiittelt und 45 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach 15 minutiger Zentrifugation bei 10° C und 11600 g wurde 1 ml der oberen
wassrigen Phase in ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt, 0,7 ml Phenol und 0,3 mi CI
zugegeben und erneut 10 Sekunden ausgeschiittelt und abermals 8 Minuten zentrifugiert.
Die obere wassrige Phase wurde anschlielend nochmals in gleicher Weise mit 0,3 ml ClI
aufgereinigt. Zur Fallung der RNA wurde der wéassrige Uberstand mit 1/20 Volumen 1 N
Essigsaure und 1-fachen Volumen 100 % EtOH versetzt, gemischt und 8 Minuten bei 10°
C und 16000 g pelletiert. Nach zwei aufeinanderfolgenden Waschschritten mitje 1 ml 3 M
Natriumacetat (pH 6) und 80 % EtOH wurde die RNA unter einer Sterilbank getrocknet und

in 50 pl H>.O4q aufgenommen.
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4 Material und Methoden

Die Ermittlung der RNA-Konzentration fur eine spatere cDNA-Synthese und die
Reinheit der Préaparationen wurden nach fiunfminttiger Inkubation bei 60° C photometrisch
(Nanodrop® ND-1000, Peglab, Erlangen) durch Messung der Absorption bei Azso, A2so und

Az bestimmt.

RNAse-all
4M Guanidinisothiocyanat
25 mM Natriumacetat
0,5 % (w/v) N-Lauroylsarcosin
0,7 % (vIv) -Mercaptoethanol

pH 7, sterilfiltriert

4.4.4.6 Transkriptom-Analysen per Mikro-Array

Die Transkriptom-Analyse wurde auf Agilent Arabidopsis V4 4x44K Mikro-Arrays
(Design-ID 021169, Agilent Technologies, Waldbronn) durchgefiihrt. Von finf Wochen
alten Pflanzen, kultiviert wie unter 4.4.1.1 beschrieben, wurden pro Replikat zwolf voll
expandierte Blatter nach der RNAse-All-Methode (4.4.4.5) aufgearbeitet. Proben der
Kontrollpflanzen (0 dpi, days post infection) wurden kurz vor Behandlung, was einer Stunde
vor Ende der Lichtphase entspricht, in flussigen Stickstoff schockgefroren. Die Ernte der
Proben zum Zeitpunkt 2,5 dpi C. higginsianum- und wasserbehandelter Pflanzen erfolgte
drei Stunden nach Einsetzen der Lichtphase. Die Qualitat der RNA wurde vor der
Hybridisierung anhand eines Agilent 2100 Bioanalyzers (Agilent Technologies, Waldbronn)
mit dem Agilent RNA 6000 Nano Kit Uberprtft. Die cDNA- und anschlieRende cRNA-
Synthese erfolgte mit dem One-Color Spike-Mix (Agilent) nach (Herstellerangaben). Die
durch Cy3 markierte cRNA wurde fragmentiert auf die Mikro-Arrays hybridisiert und im
Anschluss nach Herstellerangaben gewaschen. Das Einlesen des Chips erfolgte mit dem
Agilent DNA Mikro-Array-6 FDQQHU 'LH 'DWHQ ZXUGHQ XQWthHe 9HUZHC
extraction 2Programms (Agilent Technologies) extrahiert. GeneSpring V12.6 (Agilent
Technologies, Waldbronn) wurde im Folgenden zur Gen-Expressions- und GO (Gene

Ontology)-term enrichment Analyse verwendet.
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4 Material und Methoden

4.4.4.7 Reverse Transkription

Um mogliche DNA-Kontaminationen der RNA-Extrakte (4.4.4.5) auszuschlieRen wurde
vor der cDNA-Synthese der Pra-Reaktionsansatz mit RNAse-freier DNasel (Fermentas,
St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben behandelt. Die anschlieRende cDNA-Synthese
erfolgte mit Hilfe der RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase (Fermentas, St.
Leon-Rot) ebenfalls nach Angaben des Herstellers. Fir die reverse Transkription wurden
Oligo(dT)1s Oligonukleotide eingesetzt.

4.4.4.8 Quantitative Genexpressionsanalyse durch Real-Time PCR

Die quantitative Bestimmung von Transkriptmengen spezifischer Gene erfolgte
ebenfalls an einem Stratagene Mx3000P gPCR System (Agilent, Santa Clara, USA) bzw.
am MylQ System (Bio-Rad, Miinchen) mit dem unter 4.4.4.3 angegebenen Brilliant |
SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene, Waldbronn) iReaktionsansatz. Aus 1 g
RNA synthetisierte cDNA (4.4.4.7) wurde 1:10 verdinnt eingesetzt und die Normalisierung
erfolgte auf ein Aktin-Gen (Aktin8) (PG 35/36, Tabelle 4-1). Die Berechnung der relativen
Transkriptmengen (RQ) erfolgte wie unter 1264.4.4.3 beschrieben.
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Abbildung A-1

Blattexsudation loslicher Zucker in Arabidopsis-Pflanzen mit unterschiedlicher SWEET Transport-Aktivitat.
Funf Wochen alte Pflanzen wurden in einem 12h/12h LD-Zyklus kultiviert. Die Messung der
Blattexsudationsrate erfolgte in der Mitte der Lichtperiode. Dargestellt sind zwei unabhangige Experimente (A
und B, Experiment 1) bzw. (C, Experiment 2). (A) Saccharose-Exsudation, (B) Exsudation l6slicher Zucker, (C)
Exsudation loslicher Zucker zu Abbildung 2-3. Die Genotypen sind unter den Balken gekennzeichnet: Col-0,
Wildtyp; sweetll, Einzelmutante AtSWEET11; sweetl2, Einzelmutante AtSWEET12, sweetl11/12,
Doppelmutante; SWEET12-YFP # 1 und # 4, Pflanzen mit translationalen Reporterkonstrukten unter dem
endogenen Promotor pAtSWEET12:AtSWEET12-YFP; SWEET11-YFP OE # 2 und # 3 und SWEET12-YFP
OE # 3 und # 4, Pflanzen mit translationalen Reporterkonstrukten unter der Kontrolle eines 35S-Promotors,
35S-SWEET11-YFP bzw. 35S-SWEET12-YFP. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus acht biologischen
Replikaten + Standardfehler. Sternchen markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 (*P < 0,05; ** P < 0,01;
***p < 0,001; Students t-Test)

Tabelle A-1 Vergleich der Elektronen-Transportrate (ETR) von Col-0 und sweetl1/sweetl2 unter ambienter
Luftfeuchtigkeit und simulierten C. higginsianum Infektionsbedingungen (100 % Luftfeuchtigkeit).

Genotyp ambient 100 %
Col-0 17,6 £ 0,23 15,3+0,19
sweetll/sweetl2 17,8 + 0,24 14,9+ 0,19

Elektronen-Transportrate (ETR) von Col-0 und sweetll/sweetl2 unter ambienter Luftfeuchtigkeit und
simulierten C. higginsianum Infektionsbedingungen (100 %). Funf Wochen alten Pflanzen, angezogen unter
einem 12h L/D-Rhythmus, wurden in der ersten Halfte der Lichtperiode untersucht. Die dargestellten Werte
sind Mittelwerte aus funf bis sieben biologischen Replikaten + Standardfehler.
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Abbildung A-2
Expressionsmuster des pAtSWEET11:AtSWEET11-YFP Reporterproteins auf Gesamtblattebene 1 dpi nach
Infiltration mit P. syringae pv. tomato DC3000.
A-C, SWEET11-YFP Linie 2; D-F SWEET11-YFP Linie 1; G-I, Col-0. A, D, G mit P. syringae pv. tomato DC3000
infiltrierte Blatter (1-107 cfu mlY); B, E, H nach Infiltration mit 1-107 cfu ml** des apathogenen P. syringae-
Stammes (hrcC (Pst DC3000 TLR1( thrcC) und C, F, | nach Infiltration mit 1 mM MgCl.. Die Aufnahmen
wurden mit dem YFP-Filterset des Leica MZ16F Binokulars erstellt. Der Ma3stab repréasentiert 1 mm und die
Belichtungszeit betrug 10,7 Sekunden. Die Bilder reprasentieren Blattausschnitte wie unter Abbildung A-4 A
bis C dargestellt.

E. cruciferarum gDNA (relative Menge)

0.07

0.06

Col-0

sueet11 sweel12 sweet!1/12

Anhang

Abbildung A-3

Suszeptibilitéat der sweet-Mutanten fur den Mehltaupilz
E. cruciferarum unter C. higginsianum-
Infektionsbedingungen mit hoher Luftfeuchtigkeit.

Als Wachstumsindikator des epiphytischen Mycels,
wurde die Menge genomischer E. cruciferarum DNA
sieben Tage nach Inokulation per gPCR bestimmt. Aus
dem Pilzgenom wurde ein 140 bp Fragment des -
Tubulin-Gens bestimmt und auf das 184 bp Fragment
des Arabidopsis RbcS-Gens normalisiert. Die Pflanzen
wurden mit 16 Conidien pro mm? infiziert. Die Werte
reprasentieren Mittelwerte von sechs biologischen
Replikaten + Standardfehler. Die Genotypen sind unter
den Balken angegeben. Es konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied der Proliferation zwischen
den Genotypen ermittelt werden.
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Abbildung A-4

Binokulare Lokalisierung von pAtSWEET11:AtSWEET11-YFP in C. higginsianum infizierten Blattern.

Auf Blatter funf Wochen alter Pflanzen wurden Tropfen von 5 pl C. higginsianum-Suspension (2 Millionen
Conidien pro Milliliter) platziert und zum Zeitpunkt 4,0 dpi aufgenommen. In den oberen zwei Reihen (A +F)
sind die entsprechenden Wasserkontrollen dargestellt (Durchlicht A £C; und YFP-Kanal D - F). In den unteren
zwei Reihen (G +L) sind Tropfchen-infizierte Blatter dargestellt, (G 1) Durchlicht; (J +L) YFP-Kanal. (A, D,
G, J) Col-0; (B, E, H, K) SWEET11-YFP Linie 1; (C, F, I, L) SWEET11-YFP Linie 2. Bilder wurden bei einer
Belichtungsdauer von 7,3 Sekunden aufgenommen und erfolgten mit dem YFP-Filterset des Leica MZ16F
Binokulars. Eingekreiste Bereiche (F, G) markieren beispielhaft nekrotische L&sionen und der MafR3stab
reprasentiert 1 mm.
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Abbildung A-5

Bewertung der lokalen Induktion von pATSWEET11:AtSWEET11-YFP in der biotrophen Phase der
Arabidopsis - C. higginsianum Interaktion (2,5 dpi) mittels KLSM.

Funf Wochen alte Pflanzen wurden Gber Spriihinokulation mit 2-10° Conidien ml* eines CIH1-mCherry
exprimierenden C. higginsianum-Stamms infiziert. Die Bilder zeigen unterschiedliche VergréRerungen. Um
eine Induktion des Reporterkonstruktes in der Nahe der infizierten Zelle zu bewerten, wurde eine geringere
VergrofRerung gewahlt (obere Reihe). Die Untersuchung stark vergrof3erter Primarhyphen ergab keinen
Hinweis einer Induktion des SWEET11-Reporterproteins in der von Primarhyphen eingestilpten
Wirtsplasmamembran (untere Reihe). Die jeweils detektierten Emissions-Spektren sind Uber den Spalten
angegeben: AtSWEET11-YFP [YFP (1)], Chloroplasten-Autofluoreszenz [Chloroplasten, (2)], C. higginsianum
CIH1-mCherry [mCherry, (3)] und die Uberlagerung von YFP (1) und mCherry (3) [Uberlagerung, (4)]. Der
Mafstab reprasentiert 20 pm.

Abbildung A-6

Binokulare Lokalisierung von pAtSWEET12:AtSWEET12-YFP Linie 1 in C. higginsianum infizierten Blattern.
Auf Blatter funf Wochen alter Pflanzen wurden Tropfen von 5 pl C. higginsianum-Suspensionen (2 Millionen
Conidien pro Milliliter) oder Wasser platziert und dokumentiert. VVon links nach rechts Wasserkontrolle (2,5 dpi),
infiziert 2,5 dpi, infiziert 3,5 dpi und infiziert 4,5 dpi. Bilder wurden bei einer Belichtungsdauer von 7,3 Sekunden
aufgenommen und erfolgten mit dem YFP-Filterset des Leica MZ16F Binokulars. Die eingekreisten Bereiche
(F, G) markieren nekrotische Lasionen und der Mal3stab reprasentiert 1 mm.
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Tabelle A-2 Gehalte freier und glykosylierter Salicylsaure und Camalexin in Arabidopsis-Blattern 3,0 und 4,0
Tage nach Infektion mit C. higginsianum.

Genotyp SA (ug m?) SAG (ug m?) Camalexin (ug m?)
3,0 dpi Col-0 1741,0 £ 1186,2 801,9 £ 79,2 6778,12 £ 1085,9
sweetll 1299,2 + 129,8 650,1 £ 82,8 5613,4 £1172,0
sweetl2 1549,5+119,4 760,0 £ 79,6 6035,1 + 324,5
sweetl11/12 1270,4 £ 46,3 813,9 £ 54,5 6702,1 £ 814,3
4,0 dpi Col-0 3087,5 £ 265,7 793,6 £41,2 22906,9 £ 15445
sweetll 1973,7 £ 232,3 806,6 + 66,6 19959,8 + 811,6
sweet12 2179,7 £ 85,8 8484774 17945,1 + 792,9
sweetl1/12 1489,2 + 273,6 769,6 + 60,4 17194,8 + 837,5

Gehalte freier bzw. glykosylierter Salicylsdure und Camalexin in der nekrotrophen Interaktionsphase von
Arabidopsis und C. higginsianum. Funf Wochen alte Pflanzen aus einem 12h LD-Rhythmus wurden am Ende
der Lichtperiode mit C. higginsianum infiziert (2-10% Conidien ml!) und die Gehalte von SA, SAG und
Camalexin am Ende der Lichtperiode 3,0 dpi und 4,0 dpi bestimmt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
aus funf biologischen Replikaten + Standardfehler.

Tabelle A-3 Gehalte freier und glykosylierter Salicylsdure wasserbehandelter Pflanzen bei 3,0 dpi.

Genotyp SA (ug m?) SAG (ug m?)
3,0 dpi Col-0 39,6 £ 5,46 46,49 + 4,19
sweetll 28,2 £ 2,23 49,6 + 4,10
sweetl2 26,8 £ 3,12 51,7 £ 8,73
sweetl1/12 33,8+2,0 58,1 + 3,28

Funf Wochen alte Pflanzen aus einem 12h LD-Rhythmus wurden am Ende der Lichtperiode parallel zur C.
higginsianum-Infektion mit Wasser bespruht und 2,5 dpi unter hoher Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Gehalte von
SA und SAG wurden am Ende der Lichtperiode zu 3,0 dpi. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus funf
biologischen Replikaten + Standardfehler.

Tabelle A-4 Deregulierte Gene wasserbehandelter sweetl1l/sweetl2 Doppelmutanten im Vergleich zu Col-0
2,5 Tage nach Infektion.

Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A 84 P836925 1,89E06 5,10 up 0

A_84 P178304 1,76E02 4,93 up AT4G15690 AT4G15690
A 84 P278800 1,17E03 4,85 up AT4G15700 AT4G15700
A_84 P14903 3,98E03 4,46 up AT5G11920 cwWINV6

A 84 P848499 2,65E04 4,31 up AT5G35935

A _84_P563858 4,97E03 4,05 up AT4G38340 AT4G38340
A 84 P15691 3,89E05 4,02 up AT4G1180 CRK30

A 84 P84999 4,79E02 3,98 up AT3G28580 AT3G28580
A 84 P11288 8,85E03 3,80 up AT1G43000 AT1G43000
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A 84 P16647 1,50E04 3,73 up AT4G13900

A_84_P23270 6,54E03 3,72 up AT4G18250 AT4G18250
A 84 P21864 1,61E02 3,72 up AT1G73805 AT1G73805
A_84_P11867 4,02E03 3,65 up AT3G62040 AT3G62040
A 84 P16173 4,18E02 3,47 up AT1G28480 GRX480
A_84_P12851 3,32E02 3,47 up AT4G10500 AT4G10500
A_84_P10997 2,54E03 3,45 up AT4G23310 CRK23
A_84_P150068 8,40E04 3,41 up AT2G43140 AT2G43140
A 84 P20114 4,51E03 3,41 up AT2G32680 RLP23
A_84_P20605 6,00E04 3,40 up AT5G24530 DMR6

A 84 P21942 4,08E04 3,35 up AT1G51850 AT1G51850
A_84_P788781 3,90E02 3,33 up AT1G09080 BIP3

A 84 P13831 1,54E02 3,30 up AT4G23150 CRK7
A_84_P14410 7,86E04 3,27 up AT2G33080 RLP28

A 84 _P841699 2,27E03 3,24 up AT1G33840 AT1G33840
A_84_P14505 3,13E02 3,24 up AT2G32140 AT2G32140
A 84 _P836180 2,75E03 3,23 up AT2G32680 RLP23
A_84_P18315 2,38E04 3,20 up AT3G09940 MDHAR

A 84 P535346 4,31E02 3,18 up AT5G22540 AT5G22540
A_84_P18510 1,26E02 3,12 up AT4G04490 CRK36

A 84 P788748 3,11E04 3,12 up AT1G13470 AT1G13470
A_84_P562126 3,41E04 3,12 up AT1G13470 AT1G13470
A 84 P787266 4,46E02 3,12 up AT5G26170 WRKY50

A _84_P16816 6,35E03 3,11 up AT5G23020 IMS2

A 84 P787474 8,65E04 3,11 up AT4G25110 MC2
A_84_P188254 5,11E03 3,09 up AT4G23140 CRK®6

A 84 P14253 9,47E03 3,06 up AT1G79400 CHX2
A_84_P826986 1,30E03 3,04 up AT4G23140 CRK®6

A 84 P595614 4,51E03 3,03 up AT4G14390 AT4G14390
A_84 P94319 4,31E02 3,02 up AT4G15236 AT4G15236
A 84 P294704 1,82E03 3,02 up AT1G54010 AT1G54010
A_84 P11521 1,42E02 3,01 up AT1G58300 HO4

A 84 P17268 5,84E04 3,01 up AT2G14610 PR1

A_84 P16574 1,28E03 2,97 up AT3G57260 BGL2

A 84 P10745 6,13E04 2,96 up AT3G07520 GLR1.4

A _84_P161343 6,20E03 2,95 up AT5G01370 ACI1

A 84 P832427 8,03E04 2,95 up AT5G45380 DURS3
A_84 _P109962 2,78E02 2,94 up AT1G21240 WAKS3

A 84 P21462 1,83E02 2,94 up AT4G38560 AT4G38560
A 84 P11156 4,79E02 2,90 up AT5G26170 WRKY50

A 84 P14978 5,46E04 2,90 up AT5G45380 DURS3
A_84 P756195 3,52E02 2,89 up AT2G04070 AT2G04070
A 84 P844205 2,52E03 2,88 up AT4G23160 CRKS8

A _84_P613352 3,08E04 2,88 up AT3G61280 AT3G61280
A 84 P61820 2,85E03 2,85 up AT1G17250 RLP3

A_84 _P807490 1,06E02 2,85 up AT1G54010 AT1G54010
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A_84_P15628 6,95E03 2,85 up AT3G57240 BG3
A_84_P513046 4,49E04 2,85 up AT4G25110 MC2

A 84 P12251 1,32E02 2,84 up AT5G09290 AT5G0290
A_84_P24055 6,85E03 2,84 up AT3G28890 RLP43

A 84 P21685 3,47E02 2,83 up AT5G67450 ZF1
A_84_P12178 3,05E04 2,83 up AT1G56120 AT1G56120
A_84_P21994 3,96E03 2,83 up AT2G26440 AT2G26440
A_84_P172103 1,27E02 2,83 up AT5G25820 AT5G25820
A_84_P12806 2,51E02 2,83 up AT2G15390 FUT4
A_84_P10933 2,52E02 2,80 up AT4G00700 AT4G00700
A_84_P302140 3,76E02 2,80 up AT4G19515

A_84_P503876 2,31E02 2,80 up AT2G27660 AT2G27660
A_84_P288470 4,40E03 2,79 up AT4G23220 CRK14
A_84_P785549 1,70E02 2,78 up AT5G48657 AT5G48657
A _84_P848350 4,93E03 2,78 up 0

A_84_P14579 2,15E03 2,76 up AT3G23110 RLP37

A 84 P555790 5,09E03 2,76 up AT5G48657 AT5G48657
A_84_P137649 3,74E03 2,76 up AT1G21250 WAK1

A 84 P21241 1,44E03 2,74 up AT3G12220 scpll6
A_84_P10439 4,55E02 2,71 up AT1G09080 BIP3

A 84 _P16844 8,30E04 2,71 up AT5G38250 AT5G38250
A_84_P283560 4,93E02 2,68 up AT2G24600 AT2G24600
A 84 _P12301 3,10E03 2,67 up AT1G30900 VSR6

A 84 _P20996 2,17E03 2,66 up AT1G51860 AT1G51860
A 84 P784449 4,76E03 2,66 up AT4G23220 CRK14

A 84 P848817 7,05E03 2,66 up AT5G10760 AT5G10760
A 84 P11143 1,17E02 2,65 up AT5G22570 WRKY38

A 84 P13494 3,47E02 2,64 up AT2G36690 AT2G36690
A 84 P832631 9,38E03 2,64 up AT1G11330 AT1G11330
A_84_P509836 9,07E03 2,64 up AT1GB830 AT1G13830
A 84 P16237 3,07E04 2,64 up AT1G67000 AT1G67000
A_84_P18030 2,68E02 2,63 up AT1G30720 AT1G30720
A 84 P14299 1,62E03 2,63 up AT1G75040 PR5

A 84 P12293 5,51E03 2,63 up AT1G11330 AT1G11330
A 84 P13784 4,63E04 2,62 up AT4G05130 ENT4

A 84 P128706 1,24E03 2,61 up AT3G48080 AT3G48080
A 84 P535721 1,05E02 2,61 up AT1G76220 AT1G76220
A_84 P21103 2,16E03 2,60 up AT2G41480 AT2G41480
A 84 P51550 3,32E02 2,60 up AT2G40750 WRKY54
A_84 P862159 4,84E02 2,60 up AT2G24850 TAT3

A 84 P861779 2,27EO3 2,59 up 0

A_84 P760178 1,56E03 2,59 up AT3G28540 AT3G28540
A 84 P23239 1,33E02 2,58 up AT4G04220 RLP46
A_84 P225559 1,21E02 2,58 up AT5G64810 WRKY51

A 84 P17049 2,27EO3 2,57 up AT1G23020 FRO3

A_84 P65284 1,31E02 2,57 up AT1G07900 LBD1
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A_84_P18976 3,02E02 2,56 up AT1G30730 AT1G30730
A_84_P845967 1,02E02 2,56 up AT5G22570 WRKY38
A_84_P14898 3,60E03 2,56 up AT5G10760 AT5G10760
A_84_P832376 2,00E03 2,55 up AT1G11330 ATLG11330
A 84 P21341 5,64E03 2,55 up AT4G02330 ATPMEPCRB
A_84_P837183 9,55E03 2,54 up AT4G04220 RLP46
A_84 P833075 1,70E03 2,54 up AT4G23230 CRK15
A_84_P71544 1,78E02 2,53 up AT1G55380 AT1G55380
A_84_P220458 3,86E02 2,52 up AT4G23610 AT4G23610
A_84 P10609 1,90E02 2,52 up AT2G24850 TAT3

A_84 P580265 1,69E02 2,51 up AT3G07195 AT3G07195
A_84_P608304 7,78E03 2,51 up AT5G54710 AT5G54710
A_84 P807456 4,37E03 2,51 up At1g54000 AT1G54000
A 84 _P19706 2,31E02 2,50 up AT5G45000 AT5G45000
A 84 _P81252 6,78E03 2,50 up AT4G21850 MSRB9
A_84_P20984 3,99E03 2,49 up AT1G02850 BGLU11

A 84 P19024 2,55E03 2,48 up AT1G71880 SUC1

A 84 P17210 2,94E02 2,48 up AT1G51890 AT1G51890
A 84 _P229729 2,13E02 2,48 up AT2G20142 AT2G20142
A_84_P15844 3,12E03 2,48 up AT5G10770 AT5G10770
A 84 P610565 8,05E03 2,48 up AT3G11402 AT3G11402
A_84_P808719 3,59E03 2,47 up AT1G75040 PR5

A 84 P11225 4,46E02 2,47 up AT5G52810 AT5G52810
A_84_P15524 6,27E03 2,47 up AT3G23120 RLP38

A 84 _P12528 2,60E02 2,46 up AT2G40180 PP2C5
A_84_P15036 4,37E04 2,46 up AT5G60900 RLK1

A 84 P209868 1,83E02 2,46 up AT2G32130 AT2G32130
A 84 P23237 8,51E03 2,44 up AT4G03450 AT4G03450
A 84 P817432 6,61E04 2,43 up 0

A_84_P600850 1,06E03 2,43 up AT3G28540 AT3G28540
A 84 P817983 1,76E03 2,43 up AT1G66970 SVL2

A_84 _P829746 2,91E02 2,43 up AT2G42360 AT2G42360
A 84 P16401 2,26E03 2,42 up AT2G25440 RLP20
A_84 P816349 1,26E03 2,42 up AT1G08450 CRT3

A 84 P838519 1,45E03 2,40 up AT1G11300 AT1G11300
A_84 P760741 2,59E02 2,40 up AT3@31010 RLP34

A 84 P13406 2,36E02 2,40 up AT1G20350 TIM17-1
A_84 P20166 1,38E02 2,40 up AT2G39200 MLO12

A 84 P15050 4,34E03 2,39 up AT5G64100 AT5G64100
A_84 P832916 1,33E02 2,39 up AT2G44380 AT2G44380
A 84 P21259 1,90E02 2,39 up AT3G47090 AT3G47090
A_84 P250315 4,62E02 2,38 up AT2G18660 PNP-A

A 84 P226889 4,58E02 2,38 up AT4G20000 AT4G20000
A_84 P819884 2,51E02 2,38 up AT4G38550 AT4G38550
A 84 P19210 4,25E02 2,37 up AT2G46400 WRKY46
A_84 P15258 2,82E03 2,36 up AT1G20120 AT1G20120
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A_84_P10209 2,93E02 2,35 up AT5G25930 AT5G25930
A_84_P273780 3,70E03 2,35 up AT1G49470 AT1G49470
A_84 P544532 3,21E02 2,34 up AT1G58225 AT1G58225
A_84_P21333 1,12E02 2,34 up AT1G12200 AT1G12200
A_84_P515865 3,58E02 2,34 up AT5G26690 AT5G26690
A_84_P23975 4,30E04 2,33 up AT3G01080 WRKY58
A_84_P277270 1,56E03 2,33 up AT3G26440 AT3G26440
A_84_P24042 9,41E03 2,33 up AT3G26210 CYP71B23
A_84_P15467 2,73E02 2,33 up AT3G01290 AT3G01290
A_84_P92099 5,36E03 2,33 up AT2G32880 AT2G32880
A_84_P12264 5,59E03 2,32 up AT5G58310 MES18
A_84_P19698 2,51E02 2,32 up AT5G42830 AT5G42830
A_ 84 P289314 1,16E03 2,32 up AT4G15417 RTL1

A 84 P22146 2,09E02 2,32 up AT3G29250 AT3G29250
A 84 _P837686 5,75E03 2,32 up AT1G49390 AT1G49390
A 84 P110392 1,28E02 2,31 up AT5G55450 AT5G55450
A 84 _P22510 6,48E03 2,31 up AT5G28230

A 84 _P10528 1,15E02 2,30 up AT1G51800 AT1G51800
A 84 _P18500 1,84E02 2,30 up AT4G01700 AT4G01700
A_84_P231009 1,09E02 2,30 up ATLG01070 AT1G01070
A 84 P264940 1,84E04 2,30 up AT4G05040 AT4G05040
A_84_P16510 1,23E03 2,30 up AT1G35710 AT1G35710
A 84 _P551238 6,63E04 2,30 up AT5G05460 AT5G05460
A_84_P15710 1,08E02 2,29 up AT4G20110 VSR7

A 84 P784727 4,81E03 2,29 up AT5G65970 MLO10
A_84_P19975 1,45E02 2,29 up AT1G77510 PDIL1-2

A 84 P13368 3,43E03 2,29 up AT1G20160 ATSBT5.2
A_84 P23931 1,55E03 2,29 up AT2G31020 ORP1A

A 84 P844482 9,92E04 2,29 up AT4G14400 ACD6
A_84_P809649 4,02E03 2,28 up 0

A 84 P575998 2,69E02 2,28 up AT4G14365 XBAT34
A_84 _P20237 2,76E02 2,28 up AT1G26420 AT1G26420
A 84 P752277 9,64E04 2,28 up AT1G66570 SUC7

A _84_P23836 2,59E03 2,28 up AT1G66880 AT1G66880
A 84 P750390 1,18E03 2,27 up AT1G68800 TCP12
A_84 P23977 1,18E02 2,27 up AT3G09010 AT3G09010
A 84 P218988 1,60E02 2,27 up AT4G00240 PLDBETA2
A_84 P13037 2,79E04 2,27 up AT5G23810 AAP7

A 84 P10236 1,18E02 2,26 up AT5G40780 LHT1

A_84 P786027 1,70E02 2,26 up AT5G24530 DMR6

A 84 P552282 3,17E03 2,26 up AT5G61190 AT5G61190
A_84 P14589 4,29E02 2,25 up AT1G14880 PCR1

A 84 P812874 3,10E03 2,25 up AT4G24190 SHD

A_84 P22019 5,00E03 2,25 up AT2G44390 AT2G44390
A 84 P290004 9,44E04 2,25 up AT4G21850 MSRB9
A_84 P217088 1,16E04 2,25 up AT4G11840 PLDGAMMAS3
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A 84 P821660 1,41E03 2,25 up AT4G01750 RGXT2
A_84_P501207 1,20E03 2,24 up AT2G32160 AT2G32160
A 84 P841832 3,95E03 2,24 up AT5G45510 AT5G45510
A_84_P838375 4,33E03 2,24 up AT1G66980 SNC4

A 84 P816470 1,15E02 2,23 up AT1G77510

A_84_P268160 3,58E02 2,23 up AT3G13950 AT3G13950
A_84_P798696 1,22E03 2,23 up AT3G14840 AT3G14840
A_84_P20482 3,44E02 2,22 up AT4G29740 CKX4
A_84_P752180 1,17E03 2,22 up AT1G66970 SVL2
A_84_P99776 7,50E03 2,22 up AT3G25010 RLP41
A_84_P591022 3,25E05 2,22 up AT3G21530 AT3G21530
A_84_P22854 6,76E05 2,21 up AT1G51790 AT1G51790
A_84_P15370 8,28E03 2,21 up AT1G04980 PDIL2-2
A_84_P255420 9,30E03 2,21 up AT4G15233

A 84 P11777 2,84E02 2,21 up AT3G25610 AT3G25610
A 84 P21996 2,71E03 2,20 up AT2G26390 AT2G26390
A 84 _P829713 6,07E03 2,20 up AT5G67340 AT5G67340
A 84 P810292 4,08E03 2,19 up AT3G11930 AT3G11930
A 84 P22681 2,43E03 2,19 up AT1G71390 RLP11
A_84 P22617 3,55E02 2,19 up AT5G64000 SAL2

A 84 _P826634 3,08E04 2,19 up AT2G32160 AT2G32160
A_84 P12558 3,05E02 2,19 up AT2G34940 VSR5

A 84 P14345 4,15E02 2,19 up AT1G76040 CPK29
A_84_P828523 1,65E02 2,19 up AT3G46110 AT3G46110
A _84_P825966 2,79E03 2,18 up AT3G48090 EDS1

A_84 _P751611 2,21E03 2,18 up AT1G07620 ATOBGM

A 84 P243495 4,36E02 2,18 up AT4G15660 AT4G15660
A_84 P23845 4,13E02 2,18 up AT2G43840 UGT74F1
A 84 P16072 1,60E02 2,17 up AT1G65690 AT1G65690
A_84 P233559 2,32E02 2,17 up AT1G10340 AT1G10340
A 84 P13620 1,49E02 2,17 up AT3G21600 AT3G21600
A_84_P20656 2,80E02 2,17 up AT5G46050 PTR3

A 84 P22024 1,91E03 2,16 up AT1G07640 OBP2

A 84 P22107 6,50E03 2,16 up AT3G11930 AT3G11930
A 84 P79265 7,45E03 2,16 up AT3G51330 AT3G51330
A_84 P14710 3,58E02 2,16 up AT3G56710 SIB1

A 84 P220478 9,51E04 2,16 up AT1G08450 CRT3

A_84 P825901 1,83E02 2,16 up AT3G26440 AT3G26440
A 84 P831602 7,66E04 2,15 up AT3G13437 AT3G13437
A_84 P844282 1,83E02 2,15 up AT4G16660 AT4G16660
A 84 P823905 4,42E03 2,15 up AT4G27860 ATA4G27860
A_84 P15048 2,13E02 2,15 up AT5G63710 AT5G63710
A 84 P17803 3,84E02 2,14 up AT1G72280 ERO1

A 84 P172221 1,89E02 2,14 up AT4G27860 AT4G27860
A 84 P859197 1,39E02 2,14 up AT4G37010 CEN2

A_84 P559351 6,85E03 2,14 up AT5G55460 AT5G55460
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A 84 P18631 4,44E02 2,14 up AT4G13920 RLP50
A_84_P21212 1,99E02 2,14 up AT3G16530 AT3G16530
A 84 P851136 2,51E03 2,13 up AT1G61420 AT1G61420
A_84_P12242 1,24E03 2,13 up AT5G20400 AT5G20400
A_ 84 P21629 9,25E04 2,13 up AT5G5350 YSL3
A_84_P11317 1,32E03 2,13 up AT5G34940 GUS3
A_84_P18907 1,85E02 2,13 up AT1G02360 AT1G02360
A_84_P271800 1,07E02 2,13 up AT4G23170 EP1
A_84_P600236 1,08E02 2,12 up AT5G22545 AT5G22545
A_84_P759815 7,74E03 2,12 up AT3G54960 PDIL1-3

A 84 216038 8,14E04 2,12 up AT4G14400 ACD6
A_84_P12219 3,12E02 2,12 up AT5G65090 BST1

A_ 84 _P167633 9,79E03 2,12 up AT3G15270 SPL5

A 84 _P11507 9,52E04 2,12 up AT1G69550 AT1G69550
A _84_P847999 4,07E02 2,12 up AT5G34940 GUS3
A_84_P521606 1,92E03 2,11 up AT2G25260 AT2G25260
A 84 _P561595 2,30E02 2,11 up AT3G13080 MRP3
A_84_P143829 7,31E03 2,11 up AT1G56550 RXGT1

A 84 _P230129 2,86E03 2,11 up AT3G09490 AT3G09490
A_84_P820187 6,22E04 2,11 up AT2G37760 AT2G37760
A _84_P810056 5,33E03 2,10 up AT5G46730 AT5G46730
A 84 P856262 3,22E03 2,10 up AT5G50200

A 84 _P10905 2,21E02 2,10 up AT3G57630 AT3G57630
A 84 P19766 6,94E03 2,10 up AT5G60950 COBL5

A 84 P18708 7,81E03 2,10 up AT5G23050 AAELl7

A 84 P152818 3,80E02 2,09 up AT2G31990 AT2G31990
A 84 P76127 1,84E03 2,09 up AT3G13437 AT3G13437
A_84 _P16807 4,83E02 2,09 up AT5G17760 AT5G17760
A 84 P24099 1,72E02 2,09 up AT3G47570 AT3G47570
A_84 P312233 8,54E04 2,09 up AT4G23230 CRK15

A 84 P15376 2,22E03 2,09 up AT2G43000 NACO042

A _84_P10370 3,66E04 2,09 up AT5G04230 PAL3

A 84 P10130 2,15E03 2,09 up AT4G16370 OPT3

A 84 P277000 1,30E03 2,08 up AT5G53450 ORG1

A 84 P863140 2,56E02 2,08 up AT5G42020 BIP2

A_84 P814361 3,72E03 2,08 up AT1G21750 PDIL1-1

A 84 P836979 3,67E03 2,08 up AT5G45380 DURS3
A_84 P587734 1,15E02 2,08 up AT5G16170 AT5G16170
A 84 P17043 1,47E02 2,07 up AT1G24150 FH4

A_84 P18814 1,51E03 2,07 up AT5G59670 AT5G59670
A 84 P16271 1,93E02 2,07 up AT1G73330 DR4

A_84 P11210 1,34E02 2,07 up AT5G48380 BIR1

A 84 P14045 3,83E02 2,07 up AT5G48430 AT5G48430
A_84 P23314 1,79E02 2,07 up ATAG28490 HAE

A 84 P515859 3,17E02 2,07 up AT5G25250 AT5G25250
A_84 P24101 7,40E04 2,07 up AT3G48090 EDS1
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A_84_P97676 2,41E03 2,07 up AT5G62630 HIPL2
A_84_P849594 1,15E02 2,07 up AT2G40270 AT2G40270
A_84_P19130 1,29E03 2,06 up AT2G46270 GBF3
A_84_P20247 2,11E02 2,06 up AT3G21780 UGT71B6
A_84_P18180 4,33E02 2,06 up AT2G31880 SOBIR1
A_84_P17607 7,47TE04 2,06 up AT4G21380 RK3

A 84 P17365 3,14E03 2,06 up AT3G08970 ATERDJ3A
A_84_P610677 4,28E02 2,05 up AT3G57200 AT3G57200
A_ 84 P830413 3,42E03 2,05 up AT1G70140 FH8
A_84_P10915 1,06E02 2,05 up AT3G60440 AT3G60440
A_84_P825958 2,90E02 2,05 up AT3G48090 EDS1
A_84_P850430 2,83E02 2,05 up 0

A 84 P14446 1,04E02 2,05 up AT2G19190 FRK1

A_84 _P17424 3,25E03 2,05 up AT3G14470 AT3G14470
A 84 P17447 1,01E02 2,04 up AT3G13790 ATBFRUCT1
A_84_P792296 2,13E02 2,04 up AT5G28540 BIP1

A 84 _P847183 3,62E02 2,04 up AT1G65800 RK2
A_84_P13541 7,28E04 2,04 up AT2G15080 RLP19

A 84 _P833327 1,25E03 2,04 up AT1G69550 AT1G69550
A_84_P15531 2,55E02 2,04 up AT3G26500 PIRL2

A 84 _P193394 2,01E02 2,04 up AT3G16670 AT3G16670
A_84_P14509 2,37E03 2,03 up AT2G29120 GLR2.7

A 84 P12128 1,44E03 2,03 up AT5G41160 PUP12
A_84_P860552 2,64E03 2,03 up AT3G11930

A 84 P168693 2,03E03 2,03 up AT5G45510 AT5G45510
A_84_P13726 4,83E02 2,03 up AT3G54420 EP3

A 84 P861062 5,67E03 2,03 up AT3G11930 AT3G11930
A_84 P756461 8,62E04 2,03 up AT2G2850 AT2G21850
A 84 P19570 8,81E03 2,02 up AT4G38550 AT4G38550
A_84 P13537 2,66E02 2,02 up AT2G24570 WRKY17

A 84 P117782 4,76E03 2,02 up AT4G37690 ATA4G37690
A_84 P816321 3,37E02 2,02 up AT5G44070 CAD1

A 84 P19361 3,21E04 2,01 up AT3G45860 CRK4
A_84 P827321 3,79E02 2,01 up AT4G11890 AT4G11890
A 84 P506024 2,22E03 2,01 up AT5G07770 AT5G07770
A_84 P787864 1,27E02 2,01 up AT3G48640 AT3G48640
A 84 P179704 1,59E02 2,01 up AT3G50480 HR4
A_84_P830254 3,86E02 2,01 up AT3G50950 ZAR1

A 84 P835528 2,15E02 2,00 up 0

A_84 P855121 2,77TEO2 2,00 up AT5G45510 AT5G45510
A 84 P728206 3,42E03 8,74 down 0

A_84_P258350 2,62E03 6,92 down AT5G15970 KIN2

A 84 P810688 3,43E03 6,69 down AT5G15960 KIN1

A_84 P534335 1,05E03 6,52 down AT4G21970 AT4G21970
A 84 P21473 1,12E02 6,45 down AT4G15210 BAM5
A_84 P20058 2,13E03 6,45 down AT2G30420 ETC2
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A_84_P757222 3,04E03 6,34 down AT2G16367

A_84_P753024 1,48E02 6,17 down AT1G67265 RTFL21

A 84 P14029 7,02E04 5,78 down AT5G44440 AT5G44440
A_84_P813019 4,00E04 5,22 down 0

A 84 P19368 9,55E04 5,08 down AT3G47340 ASN1
A_84_P787999 2,23E02 5,05 down AT3G29370 AT3G29370
A_84_P788885 1,53E03 4,90 down AT1G56300 AT1G56300
A_84_P144819 1,12E02 4,88 down AT3G29370 AT3G29370
A 84 P137779 2,53E02 4,87 down AT4G30180 AT4G30180
A_84_P711969 3,46E02 4,83 down AT1G11175

A_84_P609769 2,39E02 4,66 down AT3G54730 AT3G54730
A_84_P12921 2,51E05 4,61 down AT4G30650 AT4G30650
A 84 P21047 3,90E03 4,57 down AT2G38530 LTP2
A_84_P21428 1,99E02 4,57 down AT4G29800 PLP8

A 84 _P122462 2,89E02 4,56 down AT5G53980 HB52
A_84_P762938 2,71E03 4,44 down AT4G22545

A 84 P64634 4,54E02 4,37 down AT4G10910 AT4G10910
A_84_P19401 2,74E02 4,36 down AT3G3880 AT3G54880
A 84 _P22911 1,30E02 4,28 down AT2G14900 AT2G14900
A_84_P10495 4,64E02 4,22 down AT1G65890 AAE12

A 84 P24123 1,75E02 4,18 down AT3G53250 AT3G53250
A_84 _P16114 3,45E04 4,04 down AT1G09350 GolSs3

A _84_P592920 1,84E02 4,00 down AT4G01390 AT4G01390
A_84 P17111 2,79E04 3,98 down AT1G02820 AT1G02820
A 84 P14874 3,00E03 3,97 down AT1G62770 AT1G62770
A 84 P703087 6,22E03 3,96 down 0

A 84 P791215 7,56E03 3,88 down 0

A_84 P167173 1,13E02 3,87 down AT4G25480 DREB1A

A 84 P605779 1,02E02 3,85 down AT1G12845 AT1G12845
A 84 P118712 4,46E03 3,85 down AT1G56300 AT1G56300
A 84 P278280 8,44E05 3,84 down AT2G39570 AT2G39570
A_84_P555663 4,55E03 3,83 down 0 AT4

A 84 P809041 8,52E03 3,81 down AT2G38530 LTP2

A_84 P16974 1,42E02 3,79 down AT5G20630 GER3

A 84 P559359 2,25E03 3,78 down AT5G57785 AT5G57785
A 84 P861603 2,48E02 3,78 down AT4G38930 AT4G38930
A 84 P758621 3,14E02 3,76 down AT2G01008 AT2G01008
A_84 P255590 1,19E02 3,76 down AT4G23870 AT4G23870
A 84 P722311 1,94E03 3,75 down AT5G05365 AT5G05365
A _84_P523896 5,06E03 3,74 down AT5G50335 AT5G50335
A 84 P789523 9,31E03 3,72 down AT5G03545 AT4

A_84 P546356 4,73E03 3,71 down AT1G76610 AT1G76610
A 84 P856001 6,89E04 3,68 down AT5G17460 AT5G17460
A _84_P788334 3,01E02 3,66 down At2g26355 AT4G07408
A 84 P758025 1,33E02 3,61 down AT2G13430 AT2G13430
A 84 P14443 1,38E03 3,61 down AT2G29310 AT2G29310
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A_ 84 P19352 3,92E02 3,60 down AT3G43160 MEE38
A_84 _B75103 4,53E02 3,60 down AT4G14305 AT4G14305
A 84 P765472 2,21E02 3,59 down AT4G07408 AT4G07408
A_84_P164223 1,18E02 3,58 down AT2G42870 PAR1

A_84 P257260 7,30E04 3,54 down AT2G47780 AT2G47780
A_84_P758054 1,11E02 3,51 down AT2G06002

A_84_P835234 1,22E02 3,50 down AT3G21610

A_84_P311083 2,92E02 3,44 down AT5G13485

A_84_P78009 2,02E02 3,43 down AT5G66052 AT5G66052
A_84_P828684 2,35E02 3,43 down 0

A_84_P758068 3,79E02 3,41 down AT2G26355

A_84_P856326 2,88E02 3,40 down 0

A_84_P803083 2,80E02 3,39 down 0

A_84 _P722168 1,88E02 3,39 down 0

A 84 _P534217 3,48E04 3,39 down AT3G48240 AT3G48240
A_84 P17431 3,61E02 3,36 down AT3G24400

A 84 _P762142 4,61E02 3,35 down AT3G63052 AT3G63052
A_84 _P11678 1,90E02 3,34 down AT2G33810 SPL3

A _84_P802507 3,76E02 3,33 down 0

A_84_P826409 2,86E03 3,32 down AT4G34250 KCS16

A 84 P540713 4,09E03 3,31 down AT5G42825 AT5G42825
A_84_P275160 2,71E02 3,28 down AT2G16586

A 84 _P845944 2,31E02 3,26 down AT1G61060

A_84_P758057 1,84E02 3,25 down AT2G15128

A 84 _P828691 2,80E02 3,25 down 0

A_84_P836743 1,70E02 3,25 down AT2G33810 SPL3

A 84 P737765 2,97E02 3,25 down 0

A_84 P736976 2,58E02 3,22 down AT1G68790 LINC3

A 84 P79045 4,44E02 3,21 down AT1G06980 AT1G06980
A 84 P531488 1,16E-03 3,21 down AT3G16900 AT3G16900
A 84 P525626 7,76E03 3,20 down AT5G42610 AT5G42610
A_84 P753916 3,83E02 3,19 down AT1G34042 AT1G34042
A 84 P503493 1,14E03 3,18 down AT5G49015 AT5G49015
A_84_P302000 2,44E03 3,18 down AT5G53250 AGP22

A 84 P754250 1,41E02 3,16 down AT1G61226

A 84 P297484 1,09E02 3,16 down AT1G09483 AT1G09483
A 84 P78925 2,36E02 3,13 down AT5G42260 BGLU12

A 84 P710466 8,52E03 3,13 down 0

A 84 P119582 5,15E03 3,12 down AT5G48490 AT5G48490
A_84 P569295 4,32E02 3,11 down AT134110 AT1G34110
A 84 P803103 4,73E02 3,11 down AT2G07692 AT2G07691
A _84_P93089 4,62E02 3,11 down AT1G13650 AT1G13650
A 84 P21605 1,25E03 3,10 down AT5G46830 NIG1

A_84 P243945 2,67E02 3,09 down AT5G22580 AT5G22580
A 84 P833384 2,75E03 3,08 down AT5G45830 DOG1
A_84 P305730 4,69E03 3,08 down AT5G24155 AT5G24155
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A_84_P16214 1,34E02 3,08 down AT1G70800 AT1G70800
A_84_P545036 3,30E02 3,07 down AT4G39795 AT4G39795
A_84_P789365 1,02E02 3,07 down AT3G61060 PP2A13
A_84_P569474 2,19E05 3,07 down AT2G27385 AT2G27385
A_84_P767392 4,77E02 3,06 down AT4G08103

A_84_P819992 1,05E02 3,06 down AT4G32340 ATA4G32340
A_84_P287770 1,08E02 3,06 down AT3G61060 PP2A13
A_84_P769320 2,17E02 3,05 down AT5G07322

A_84_P814403 2,76E03 3,04 down 0

A_84_P805001 5,59E04 3,01 down AT2G27385 AT2G27385
A 84 P764462 5,35E03 2,99 down AT4G03510 RMA1
A_84_P845356 3,28E03 2,97 down AT4G03510 RMA1
A_84_P862707 1,15E02 2,97 down 0

A_84_P839806 1,37E03 2,97 down AT1G69252

A 84 _P832345 4,09E02 2,97 down 0

A 84 P755546 4,14E02 2,96 down AT5G38920 AT5G38920
A 84 P11858 1,26E03 2,96 down AT3G59710 AT3G59710
A_84_P606205 4,28E02 2,95 down AT3G47965 AT3G47965
A 84 P555946 3,42E03 2,94 down AT1G18265 AT1G18265
A_84_P561436 2,81E02 2,94 down AT2G07749 AT2G07749
A 84 _P168923 4,48E02 2,93 down AT1G48330 AT1G48330
A 84 P102376 9,30E04 2,93 down AT5G08000 E13L3

A 84 _P238183 3,83E02 2,93 down AT3G23880 AT3G23880
A 84 P12289 9,51E03 2,92 down AT1G06360 AT1G06360
A 84 _P13214 2,59E02 2,92 down AT2G07692 AT2G07691
A_84_P20655 3,26E03 2,90 down AT5G45830 DOG1

A 84 P19014 5,35E03 2,90 down AT1G78480 AT1G78480
A 84 _P65254 6,02E03 2,90 down AT5G60260 AT5G60260
A 84 P249125 1,12E02 2,90 down AT1G68500 AT1G68500
A_84 _P828241 4,78E02 2,90 down 0

A 84 P704289 4,59E02 2,89 down 0

A_84_P507058 3,41E02 2,89 down AT5G57760 AT5G57760
A 84 P507728 7,26E03 2,89 down AT4G23496 SP1L5
A_84_P831256 6,33E04 2,88 down 0

A 84 P739698 3,03E02 2,88 down AT3G06900

A_84 _P809109 1,86E03 2,88 down AT4G14270 AT4G14270
A 84 P757373 2,33E02 2,88 down AT2G33233 LCR49
A_84 _P585078 7,01E04 2,88 down AT5G17780 AT5G17780
A 84 P753488 3,92E02 2,87 down 0 AT1G13450
A_84 P789543 3,43E02 2,87 down AT5G57760 AT5G57760
A 84 P830077 1,61E02 2,87 down AT3G27997

A_84 P765041 2,30E02 2,86 down AT4G06701

A 84 P558681 4,87E02 2,85 down AT1G53903 AT1G53903
A_84 P701249 3,62E02 2,85 down AT2G16586 AT2G16586
A 84 P590035 9,20E04 2,84 down AT2G43535 AT2G43535
A_84 P751028 2,84E02 2,84 down AT1G33855
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A 84 P76134 2,22E03 2,83 down AT4G14270 AT4G14270
A_84_P756338 3,06E02 2,83 down AT2G07692 AT2G07692
A_84_P841014 4,98E03 2,83 down AT5G60260 AT5G60260
A_84_P758871 4,99E02 2,83 down AT3G43304

A_ 84 P753864 1,73E02 2,82 down AT1G67365 ASY1
A_84_P760940 2,89E02 2,82 down AT3G56020 AT3G56020
A_84_P756822 2,51E02 2,81 down ATMGO00270

A_84_P123192 1,63E02 2,81 down AT5G51720 AT5G51720
A_84_P557080 2,61E02 2,81 down AT2G32650 AT2G32650
A_84_P797499 2,36E03 2,81 down AT5G11430 AT5G11430
A_84_P93079 2,29E03 2,80 down AT1G75240 HB33
A_84_P20410 5,90E03 2,80 down AT1G06080 ADS1
A_84_P803124 4,25E02 2,80 down AT2G07669

A_84_P803031 4,38E02 2,79 down AT2G07728 AT2G07728
A 84 P20779 4,91E02 2,78 down AT2G07714 AT2G07714
A _84_P19889 5,46E03 2,78 down AT1G70020 AT1G70020
A 84 _P789231 4,15E02 2,77 down AT5G60260 AT5G60260
A_84_P756324 3,99E02 2,76 down AT2G07694

A 84 _R2302 1,85E03 2,76 down AT1G62510 AT1G62510
A_84_P757840 1,02E04 2,75 down AT2G05995

A 84 _P755250 2,17E02 2,73 down AT2G02060 AT2G02060
A 84 P230529 4,48E03 2,73 down AT4G26530 AT4G26530
A 84 P756542 4,85E02 2,72 down AT2G20724

A_84_P16698 2,92E03 2,72 down AT4G29700 AT4G29700
A 84 P795781 4,95E03 2,71 down AT5G24570 AT5G24570
A 84 P577078 3,39E02 2,70 down AT5G35480 AT5G35480
A 84 P826522 4,80E02 2,70 down AT5G20390 AT5G20390
A 84 P22738 2,48E02 2,69 down AT1G10000 AT1G10000
A 84 P55830 1,06E02 2,69 down AT5G20635 AT5G20635
A_84 _P799071 4,74E02 2,69 down 0

A 84 P796396 4,23E02 2,69 down 0

A 84 P17881 4,15E02 2,69 down AT5G62360 AT5G62360
A 84 P13964 5,00E04 2,69 down AT5G14230 AT5G14230
A_84 P21710 1,68E02 2,69 down AT1G3070 AT1G28070
A 84 P803761 2,69E02 2,68 down AT2G07684 AT2G07684
A 84 P521210 4,48E03 2,68 down AT5G44005 AT5G44005
A 84 P755497 7,01E03 2,67 down AT2G24110

A_84 P15648 4,37E03 2,67 down AT3G62290 ARFA1E

A 84 P81409 3,99E03 2,66 down AT3G15630 AT3G15630
A_84 P506780 3,09E02 2,66 down AT4G04925 AT4G04925
A 84 P160005 3,01E02 2,66 down AT3G16210 AT3G16210
A_84 P756887 1,92E02 2,66 down AT2G07671 AT2G07671
A 84 P720542 4,36E02 2,66 down AT2G07783

A 84 P785139 1,89E02 2,65 down AT1G06360 AT1G06360
A 84 P796159 2,45E03 2,65 down AT3G14630

A _84_P857309 3,96E02 2,65 down AT5G14550
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A_84 P770257 6,35E03 2,65 down At2g07674 AT2G07674
A_84_P858671 4,12E02 2,64 down 0

A 84 P15441 3,41E02 2,64 down AT2G18050 HIS1-3
A_84_P842079 1,59E02 2,64 down AT1G67195

A_84_P786342 6,23E03 2,63 down 0

A_84_P770370 1,59E02 2,63 down ATMGO00040

A_84_P855484 2,35E02 2,63 down AT5G19120

A_84_P790322 6,51E03 2,63 down 0

A 84 H70103 4,91E02 2,62 down ATMG01410

A_84_P732596 3,70E02 2,62 down AT1G23050

A_84_P770325 4,97E02 2,62 down 0 AT2G07835
A_84_P756819 3,12E03 2,61 down AT2G07733

A 84 P18189 4,74E02 2,61 down AT2G33480 NAC041
A_84_P768403 2,79E03 2,61 down AT5@®9805 IDL3

A 84 P797437 2,27E02 2,60 down AT1G24270 AT1G24270
A_84 P713168 2,63E02 2,60 down AT1G15405

A 84 _P706132 9,28E03 2,59 down AT1G69252

A_84_P850157 3,85E03 2,59 down 0

A 84 _P16047 3,30E03 2,59 down AT2G07728 AT2G07728
A _84_P19833 5,32E03 2,59 down AT2G07719 AT2G07719
A _84_P829082 4,91E02 2,58 down AT2G45860 AT2G45860
A_84_P549850 3,09E02 2,58 down AT1G60190 AT1G60190
A _84_P803093 3,03E02 2,58 down AT2G07772 AT2G07772
A_84_P799284 1,30E02 2,58 down 0

A _84_P803095 1,57E02 2,57 down AT2G07676 AT2G07676
A_84 _P168483 1,69E02 2,57 down AT5G02420 AT5G02420
A 84 P758290 7,02E03 2,57 down AT2G07815 AT2G07815
A_84 P770183 2,81E02 2,57 down ATMG00450

A 84 P536812 8,74E04 2,57 down AT3G14595 AT3G14595
A 84 P556737 2,94E02 2,57 down AT5G65207 AT5G65207
A 84 P13976 1,77E02 2,57 down AT5G19120 AT5G19120
A_84 P853121 2,93E02 2,56 down 0

A 84 P735102 4,16E03 2,56 down AT5G15581 AT5G15581
A _84_P164883 4,09E02 2,56 down AT5G42900 COR27

A 84 P22392 2,49E02 2,55 down ATA4G3470 ATA4G34170
A 84 P535484 2,61E05 2,55 down AT1G03010 AT1G03010
A 84 P831446 4,62E03 2,55 down AT5G17780 AT5G17780
A 84 P11193 4,02E02 2,55 down AT5G44210 ERF9

A 84 P822322 2,21E02 2,55 down 0

A_84 P23641 4,78E02 2,55 down AT1G75770 AT1G75770
A 84 P504728 1,29E03 2,54 down AT2G18120 SRS4

A_84 P811937 4,72E02 2,54 down 0

A 84 P789200 2,53E02 2,54 down 0

A_84 P732820 2,05E02 2,53 down AT1G68945 AT1G68945
A 84 P13158 1,10E03 2,53 down AT5G63650 SNRK2.5
A_84 P862404 2,72E02 2,53 down 0
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A_84_P768825 4,80E03 2,53 down At5g24735 AT1G32050
A_84_P820193 3,22E02 2,53 down AT3G04070 NACO047
A_84_P80109 1,49E02 2,53 down AT5G40630 AT5G40630
A_84_P806961 2,20E02 2,53 down AT3G16640 TCTP
A_84_P299340 1,78E02 2,52 down AT5G14690 AT5G14690
A_84_P806935 1,85E02 2,52 down AT3G16640

A_84_P853100 3,90E02 2,51 down AT1G80090

A_84_P23499 7,85E03 2,51 down AT5G47330 AT5G47330
A_84_P22668 3,92E02 2,51 down AT2G07739 AT2G0739
A_84_P20781 6,79E03 2,50 down AT1G02205 CER1
A_84_P68924 4,46E02 2,50 down AT2G29870 AT2G29870
A_84_P258210 6,81E03 2,50 down AT2G21180 AT2G21180
A_84_P860011 3,45E02 2,50 down 0

A 84 P753654 4,51E03 2,49 down AT1G35516 AT1G35516
A _84_P803572 2,86E02 2,49 down 0

A_84 _P761418 1,94E02 2,49 down AT3G02515

A _84_P796409 2,94E02 2,49 down AT1G67365 ASY1
A_84_P770082 2,36E02 2,48 down ATMG00690

A 84 _P756441 2,26E02 2,48 down AT2G07769

A_84_P266810 6,33E03 2,48 down AT2G21640 AT2G21640
A 84 _P231869 3,89E02 2,48 down AT5G59350 AT5G59350
A 84 P570402 2,18E02 2,48 down AT2G35750 AT2G35750
A 84 _P201868 3,93E02 2,47 down AT3G08520 AT3G08520
A_84_P19743 3,34E04 2,47 down AT5G55250 IAMT1

A _84_P800139 3,37E02 2,46 down 0

A_84_P588148 1,53E02 2,46 down AT2G07774 AT2G07774
A 84 P590597 1,94E02 2,46 down AT5G24050 AT5G24050
A_84 _P757890 2,42E02 2,46 down 0 AT2G45260
A 84 P10456 7,33E03 2,45 down AT1G09240 NAS3

A_84 P754336 2,49E02 2,45 down AT1G33102 AT1G33102
A 84 P758548 1,18E02 2,45 down AT2G07811

A_84 P715503 2,16E02 2,45 down 0

A 84 P12963 5,76E03 2,45 down AT4G15440 HPL1
A_84_P754607 7,02E03 2,44 down AT1G18773 AT1G18773
A 84 P757754 1,55E02 2,44 down AT2G31585

A_84 _P554154 2,18E02 2,42 down AT1G13245 RTFL17

A 84 P11448 3,19E04 2,42 down AT1G18870 ICS2

A_84 P233709 1,12E02 2,42 down AT5G15190 AT5G15190
A 84 P757941 2,46E02 2,42 down AT2G26500 AT2G26500
A_84 P532253 1,41E02 2,42 down AT2G29170 AT2G29170
A 84 P758745 5,64E03 2,42 down AT3G42057

A_84 P839478 2,98E02 2,41 down AT4G24010

A 84 P762067 3,17E03 2,41 down AT3G11591 AT3G11591
A_84 P756510 1,79E02 2,41 down ATMGO00570

A 84 P764211 6,03E03 2,41 down AT4G04692

A 84 P174821 4,06E03 2,41 down AT4G31290 AT4G31290
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A_ 84 P513894 3,79E02 2,41 down AT4G12970 STOMAGEN
A_84_P23464 1,37E02 2,40 down AT5G37950 AT5G37950
A_84 P756855 4,61E02 2,40 down AT2G07697

A_84_P18652 1,79E02 2,40 down AT5G01880 AT5G01880
A_84_P861209 2,24E02 2,40 down AT3G06455

A_84_P568219 7,99E04 2,39 down AT5G54530 AT5G54530
A_84_P228049 8,65E03 2,39 down AT5G63160 BT1
A_84_P10198 4,45E03 2,39 down AT5G22920 AT5G22920
A_ 84 P15055 4,36E02 2,39 down AT5G65420 CYCD4;1//ICYCD4;
A_84_P14211 3,61E02 2,39 down AT1G61280 AT1G61280
A_84_P770087 1,61E02 2,39 down ATMGO00010

A_84_P789274 1,74E02 2,39 down 0

A_84_P552640 1,69E02 2,38 down AT2G33855 AT2G33855
A_84 _P811934 3,19E02 2,38 down AT1G56280 DI19

A 84 _P763439 2,06E02 2,38 down AT4®6585

A_84_P723295 7,33E03 2,38 down AT2G07749

A 84 _P152188 3,83E02 2,38 down AT1G56280 DI19
A_84_P10874 4,41E06 2,38 down AT3G50970 LTI30

A 84 _P756471 7,97E03 2,37 down AT2G29290 AT2G29290
A_84 _P811928 4,80E02 2,37 down AT1G56280 DI19

A 84 _P70035 2,26E02 2,37 down ATMGO01120

A 84 P791825 2,59E02 2,37 down AT5G13250 AT5G13250
A 84 P756793 1,94E02 2,37 down AT2GO7777 AT2G07777
A_84_P57710 3,16E02 2,37 down AT1G72030 AT1G72030
A 84 _P15486 2,05E02 2,37 down AT3G05880 RCI2A

A 84 P13866 1,54E02 2,36 down AT4G30660 AT4G30660
A 84 P770198 3,59E02 2,36 down AT2G07751 AT2G07751
A_84 P148258 1,36E02 2,36 down AT2G07676 AT2G07676
A 84 P83349 4,28E02 2,36 down AT1G26800 AT1G26800
A_84_P770045 9,20E03 2,36 down AT2G07785 AT2G07785
A 84 H38324 1,49E02 2,36 down 0

A_84 P770214 2,59E02 2,35 down AT2G07749 AT2G07798
A 84 P750377 5,55E03 2,35 down AT1G21220

A_84 _P56150 3,85E02 2,35 down AT1G01210 AT1G01210
A 84 P760354 2,19E02 2,35 down AT3G56705

A_84 P788434 3,81E03 2,35 down AT2G21640 AT2G21640
A 84 P789973 2,64E02 2,35 down 0

A _84_P756962 5,45E03 2,35 down AT2G07706 AT2G07706
A 84 P759140 4,68E03 2,35 down AT3G16950 LPD1

A_84 P714440 7,88E03 2,35 down 0

A 84 P719413 1,89E02 2,35 down AT2G25964 AT2G25964
A_84 P72088 2,38E02 2,34 down 0

A 84 P754348 3,65E03 2,34 down AT1G55152 AT1G55152
A_84 P754957 3,84E02 2,34 down AT2G29160

A 84 P756881 1,88E02 2,34 down 0 AT2G07771
A_84 P516094 1,60E02 2,34 down AT1G26665 AT1G26665
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A_84 _P12269 4,86E02 2,33 down AT2G07722 AT2G07722
A_84_P511355 4,93E02 2,33 down AT5G06380 AT5G06380
A_84_P756007 4,87E03 2,33 down AT2G07695 AT2G07695
A_84_P816150 1,52E02 2,33 down 0

A_84_P862887 4,87E02 2,33 down 0

A_84_P858761 2,65E02 2,33 down AT1G56280 DI19
A_84_P786064 1,74E02 2,33 down AT1G72030 AT1G72030
A_84_P840918 1,23E02 2,33 down 0

A_84_P770067 3,63E03 2,32 down ATMGO01000

A_84_P848730 4,91E02 2,32 down ATMG00940

A_84_P17366 3,19E02 2,32 down AT1G01250 AT1G01250
A_84_P310653 3,93E02 2,32 down AT5G63660 PDF2.5

A_ 84 P156465 7,35E04 2,32 down AT4G27130 AT4G27130
A_84_P800621 1,15E02 2,32 down AT2G07673 AT2G07673
A 84 _P766819 8,22E03 2,31 down AT5G28913

A_84_P764077 1,57E02 2,31 down AT4G01060 CPL3

A 84 P21458 4,00E04 2,31 down AT4G37610 BT5
A_84_P824075 7,54E03 2,31 down AT4G12510 AT4G12510
A 84 P770127 1,95E02 2,31 down ATMG01130

A_84_P752219 3,54E02 2,30 down AT1G62550

A 84 P24014 1,05E02 2,30 down AT3G16640 TCTP

A _84_P769292 5,80E03 2,30 down AT5G03552

A _84_P803035 2,15E02 2,29 down 0

A_84 _P833347 3,40E02 2,29 down AT3G44798

A 84 _P859103 9,52E07 2,29 down 0

A_84_P756485 5,05E03 2,29 down AT2G07717

A 84 P23650 1,41E02 2,29 down AT1G62480 AT1G62480
A_84 _P760282 2,50E02 2,29 down AT3G57765

A 84 P15400 1,15E03 2,28 down AT2G22450 AT2G22450
A_84 P821420 3,05E02 2,28 down 0

A 84 P12575 4,86E02 2,28 down AT2G23030 SNRK2.9

A _84_P13990 4,03E03 2,28 down AT5G26010 AT5G26010
A 84 P710040 3,63E03 2,27 down ATMGO00516

A_84 P15233 1,75E02 2,27 down AT1G55740 SIP1

A 84 P770302 6,31E03 2,27 down ATMGO01390

A_84 P765116 3,37E03 2,27 down AT4G12917

A 84 P734567 3,92E02 2,26 down ATMGO01080

A_84 P703913 9,74E04 2,26 down AT1G31935

A 84 P11811 1,96E03 2,25 down AT3G48970 AT3G48970
A_84_P525660 4,88E03 2,25 down AT5G52940 AT5G52940
A 84 P10494 1,35E02 2,25 down AT1G80080 TMM

A_84 P788594 3,36E02 2,25 down At2g13410 AT3G43148
A 84 P750559 1,57E02 2,25 down AT1G53870 AT1G53870
A_84 P15940 3, 4E02 2,25 down AT5G49550 AT5G49550
A 84 P755387 1,27E02 2,25 down AT2G25640 AT2G25640
A_84 P789861 1,48E02 2,24 down AT4G36570 RL3
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A_84 P755961 2,42E02 2,24 down AT2G07737

A_84_P80297 1,20E02 2,24 down AT5G06043

A_84_P14006 1,36E02 2,24 down AT5G38010 AT5G38010
A_84_P817264 1,28E02 2,24 down AT2G43410 FPA

A 84 P17179 8,35E04 2,24 down AT1G75300 AT1G75300
A_84_P236993 2,19E02 2,24 down AT5G06190 AT5G06190
A_84_P12837 2,31E03 2,24 down AT4G04630 AT4G04630
A_84_P736630 3,74E03 2,24 down 0

A_84_P754489 1,36E02 2,24 down AT1G49032 AT1G49032
A_84_P770179 3,30E02 2,23 down ATMG01240

A_84_P244235 1,43E03 2,23 down AT3G20810 AT3G20810
A_84_P754779 2,24E02 2,22 down AT1®7195

A_ 84 P869374 1,90E03 2,22 down AT4G16410 AT4G16410
A_84_P758065 2,27E02 2,22 down AT2G18735

A 84 _P814618 3,13E03 2,22 down AT5G22920 AT5G22920
A_84_P22363 8,41E04 2,22 down AT4G27360 AT4G27360
A 84 _P762652 1,31E02 2,22 down AT3G27331 AT3@7331
A_84 _P759611 2,77TEO2 2,22 down AT3G32120 AT3G32120
A 84 _P18929 5,95E03 2,22 down AT1G60590 AT1G60590
A_84_P20714 3,03E02 2,21 down AT5G61440 ACHT5

A 84 _P10521 1,93E02 2,21 down AT1G61070 LCR66
A_84_P17398 4,69E02 2,21 down AT3G15620 UVR3

A 84 _P599263 8,44E03 2,21 down AT4G33960 AT4G33960
A_84_P534588 2,75E02 2,21 down AT1G01725 AT1G01725
A 84 _P827933 2,37E02 2,21 down AT2G31500 CPK24
A_84 P174101 2,49E02 2,21 down AT1G55330 AGP21

A 84 P17224 2,22E02 2,21 down AT2G19810 AT2G19810
A_84_P599750 1,10E02 2,20 down AT2G07779 AT2G07779
A 84 P768303 2,76E03 2,20 down AT5G18407 AT5G18407
A_84 P13338 3,53E02 2,20 down AT1G18710 MYB47

A 84 P13483 3,03E02 2,20 down AT2G26500 AT2G26500
A_84_P785007 3,46E04 2,19 down AT2G43540 AT2G43540
A 84 P831778 4,81E02 2,19 down 0

A_84 P758209 1,94E02 2,19 down AT2G22426 AT2G22426
A 84 P709686 3,06E02 2,19 down AT3G61113 AT3G61113
A 84 P17772 2,28E04 2,19 down AT5G25810 tny

A 84 P808445 3,04E02 2,18 down 0

A_84_P309943 6,96E04 2,18 down AT4G25500 RSP35

A 84 P858843 3,40E03 2,18 down AT1G12440 AT1G12440
A_84 P203538 2,84E02 2,18 down AT2G15090 KCS8

A 84 P207698 2,27EO2 2,18 down AT3G52070 AT3G52070
A_84 P765711 2,84E02 2,18 down AT4G24026 AT4G24026
A 84 P14392 1,24E02 2,18 down AT2G43550 AT2G43550
A 84 P13544 4,34E02 2,18 down AT1G07485 AT1G07485
A 84 P810679 6,33E03 2,18 down AT5G15970

A_84 P716633 3,79E02 2,18 down 0
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A_84_P807652 2,23E02 2,18 down AT1G2740 HTA9
A_84_P16724 1,68E02 2,17 down AT1G15050 1AA34
A_84_P863309 4,21E02 2,17 down 0

A_84_P155475 3,33E02 2,17 down AT4G35060 AT4G35060
A 84 P841733 1,19E02 2,17 down AT5G15581 AT5G15581
A_84_P173361 2,10E02 2,17 down AT3G62570 AT3G62570
A 84 P770411 3,57E02 2,17 down ATMG00020

A_84_P819259 1,73E02 2,16 down AT1G15350 AT1G15350
A 84 P761854 2,66E03 2,16 down AT3G48115

A_84_P756196 1,00E02 2,16 down AT2G07674 AT2G07674
A_84_P129976 3,96E03 2,16 down AT1G13360 AT1G13360
A_84_P19336 2,81E02 2,15 down AT1G34640 AT1G34640
A_84_P233989 5,34E03 2,15 down AT2G07747

A_84_P867822 2,01E02 2,15 down AT2G25964 AT2G25964
A 84 _P770341 3,23E02 2,15 down ATMG00120

A_84_P770327 7,36E03 2,15 down ATMG01260

A _84_P829061 3,41E02 2,15 down AT5G20660 AT5G20660
A_84_P862712 2,46E02 2,15 down 0

A 84 P768762 9,96E04 2,15 down AT5G43725

A_84_P20589 2,01E02 2,15 down AT5G16530 PIN5

A _84_P306890 2,12E02 2,15 down AT4G08910 AT4G08910
A_84_P762845 3,49E02 2,14 down AT3G13061

A 84 P1498 2,37E02 2,14 down AT1G67400 AT1G67400
A 84 P13527 3,38E02 2,14 down AT2G37030 AT2G37030
A 84 P770133 2,55E03 2,14 down ATMG01360

A_84_P702777 1,35E02 2,14 down 0

A 84 P255380 6,65E03 2,14 down AT1G16850 AT1G16850
A _84_P761896 5,90E03 2,14 down AT3G19508 AT3G19508
A 84 P707310 7,53E03 2,14 down AT2G07787 AT2G07787
A 84 P13751 1,79E02 2,14 down AT3G60490 AT3G60490
A 84 P292864 7,92E03 2,13 down AT3G24460 AT3G24460
A_84 _P789279 1,04E02 2,13 down AT1G10682

A 84 P823620 6,41E03 2,13 down 0

A_84 _P756797 5,69E03 2,13 down AT2G07781

A 84 P750837 1,79E02 2,13 down AT1G22590 AGL87

A _84_P757683 3,08E03 2,13 down AT2G10606

A 84 P591591 3,24E02 2,13 down AT1G31835 AT1G31835
A_84 P12434 1,84E02 2,13 down AT1G52740 HTA9

A 84 P756806 3,74E03 2,13 down ATMGO00910

A_84 P849574 3,95E02 2,13 down 0

A 84 P852234 1,71E02 2,13 down AT1G15350 AT1G15350
A_84 P551319 1,33E02 2,13 down AT5G38790 AT5G38790
A 84 P756435 1,26E02 2,13 down AT2G07768 AT2G07768
A_84 P554365 2,36E02 2,13 down AT2G16140

A 84 P796826 4,32E02 2,12 down AT2G07787 AT2G07787
A_84 P20260 3,24E02 2,12 down AT3G24830 AT3G24830

180



Anhang
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A_84_P818968 4,83E03 2,12 down AT3G15630 AT3G15630
A_84_P860770 3,43E02 2,12 down AT1G34640 AT1G34640
A 84 P17699 1,56E02 2,12 down AT4G36515 AT4G36515
A_84_P836932 2,83E02 2,12 down AT2G07709

A_84_P835829 2,15E02 2,12 down 0

A_84_P595520 6,32E03 2,12 down AT3G46150 AT3G46150
A_84_P829801 3,41E02 2,12 down AT2®@7776 AT2G07776
A_84_P739859 3,10E02 2,12 down 0

A 84 P11538 2,18E02 2,12 down AT1G31490 AT1G31490
A_84_P789249 2,29E02 2,12 down 0

A_84_P22818 9,28E03 2,12 down AT1G27670 AT1G27670
A_84_P11328 1,31E03 2,11 down AT1G20470 AT1G20470
A_84_P818306 8,74E03 2,11 down AT3G60530 GATA4
A_84 P17101 3,12E02 2,11 down AT1G15350 AT1G15350
A 84 _P861257 2,07E02 2,11 down 0

A_84_P822746 5,23E03 2,11 down AT3G63470 scpl40

A 84 _P24069 3,92E02 2,11 down AT3G16870 GATA17

A 84 _P20138 4,94E02 2,11 down AT2G23060 AT2G23060
A 84 P768671 4,41E02 2,11 down AT5G42567 AT5G42567
A_84_P806949 1,81E02 2,11 down AT3G16640 TCTP

A _84_P859620 4,00E03 2,11 down ATMGO01360

A_84_P817749 2,07E02 2,10 down AT1G22640 MYB3

A 84 P24157 5,16E04 2,10 down AT3G61250 MYB17
A_84_P739326 3,77EO5 2,10 down AT2G43540 AT2G43540
A 84 P157455 2,13E02 2,10 down AT4G10370 AT4G10370
A_84_P804193 2,35E02 2,10 down AT1G68460 IPT1

A 84 P702276 1,67EO2 2,10 down AT3G25597 AT3G25597
A_84 P10781 4,25E02 2,10 down AT3G15650 AT3G15650
A 84 P10158 1,30E03 2,10 down AT5G06690 WCRKC1
A_84 P801373 2,66E02 2,10 down AT3G22120 CWLP

A 84 P786180 5,53E04 2,10 down AT1G75750 GASAl
A_84 _P607017 2,49E02 2,10 down AT3G13175 AT3G13175
A 84 P525907 1,41E02 2,10 down AT1G61760 AT1G6X60
A_84 P535362 4,80E02 2,09 down AT5G27440 AT5G27440
A 84 P803135 4,18E03 2,09 down 0

A_84 P817483 7,91E03 2,09 down 0

A 84 P79165 2,52E02 2,09 down AT5G52120 PP2A14
A_84 _P704209 8,44E03 2,09 down AT3G48115

A 84 P102486 2,13E02 2,09 down AT2G46490 AT2G46490
A_84 P10329 4,43E02 2,08 down AT5G65280 GCL1

A 84 P803276 1,74E02 2,08 down 0

A_84 _P808667 4,78E02 2,08 down AT5G64350 FKBP12
DCP_1 1 4,20E02 2,08 down 0

A 84 P121562 3,38E03 2,08 down AT4G09800 RPS18C

A 84 P762692 2,60E02 2,08 down AT3G17626 AT3G17626
A _84_P19030 2,56E02 2,08 down AT1G49980 AT1G49980
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A 84 P132345 1,47E02 2,07 down AT4G32340 AT4G32340
A_84_P187934 6,60E04 2,07 down AT3G03170 AT3G03170
A_84 P787054 9,49E03 2,07 down AT5G65580 AT5G65580
A_84_P16420 1,02E02 2,07 down AT3G02000 ROXY1
A_84_P756318 2,71E02 2,07 down AT2G07693

A_84_P149988 3,79E02 2,07 down AT4G10280 AT4G10280
A_84_P770385 3,70E02 2,06 down ATMG00260

A_84_P272230 3,03E02 2,06 down AT2G24540 AFR
A_84_P857148 2,23E03 2,06 down 0

A_84_P290244 6,88E03 2,06 down AT1G68945 AT1G68945
A 84 _P787734 2,09E02 2,06 down AT4G01060 CPL3
A_84_P785948 3,31E02 2,06 down AT4G26320 AGP13
A_84_P803109 7,61E03 2,06 down ATMG0@10 orfB
A_84_P175924 1,55E03 2,06 down AT2G44745 AT2G44745
A 84 _P276910 9,79E03 2,06 down AT2G43540 AT2G43540
A_84_P794282 3,94E02 2,06 down 0

A _84_P862059 1,53E02 2,05 down AT5G28626

A 84 _P20827 4,91E02 2,05 down AT1G03650 AT1G03650
A _84_P8Q955 7,12E03 2,05 down ATMGO00060

A_84_P550153 3,84E02 2,05 down AT3G30720 QQS

A 84 _P861172 2,79E02 2,05 down AT2G07709

A_84_P769220 2,20E02 2,05 down AT5G18404 AT5G18404
A 84 _P847119 2,06E03 2,05 down AT5G62360 AT5G62360
A _84_P19573 7,00E03 2,05 down AT1G48100 AT1G48100
A 84 _P14597 5,99E03 2,05 down AT3G30460 AT3G30460
A_84_P545008 3,26E02 2,04 down AT4G31875 AT4G31875
A 84 P800176 3,26E02 2,04 down 0

A 84 P12282 8,18E03 2,04 down AT1G66650 AT1G66650
A 84 P11985 1,58E02 2,04 down AT4G32890 GATA9
A_84 P770220 4,49E02 2,04 down ATMGO00560

A 84 P15799 2,94E03 2,04 down AT4G15490 UGTB84A3
A_84 _P859404 1,22E02 2,04 down AT1G12440 AT1G12440
A 84 P850698 1,12E03 2,03 down AT4G25500 RSP35

A 84 P805740 2,03E02 2,03 down 0

A 84 P81283 2,43E02 2,03 down AT5G64260 EXL2

A 84 P178434 1,11E02 2,03 down AT1G16360 AT1G16360
A 84 P11047 1,63E02 2,03 down AT4G34620 SSR16
A_84_P806975 1,74E02 2,03 down AT3G16640

A 84 P15116 5,14E03 2,03 down AT1G12440 AT1G12440
A 84 P795494 6,94E03 2,03 down 0

A 84 P524589 2,48E02 2,03 down AT4G24972 TPD1

A_84 P769714 5,45E03 2,03 down ATCG00920

A 84 P772827 4,19E02 2,03 down AT1G79075

A_84 _P808447 9,82E03 2,02 down AT1G20693 HMGB2

A 84 P532498 1,54E02 2,02 down AT4G01060 CPL3

A_84 P88333 2,42E02 2,02 down AT3G22150 AT3G22150
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A _84_P849515 2,55E02 2,02 down AT1G26665 AT1G26665
A_84_P805904 3,85E03 2,02 down AT5G09440 EXL4

A _84_P69014 4,07E03 2,02 down AT5G51390 AT5G1390
A_84_P15059 2,19E02 2,02 down 0 ROPGEF11
A _84_P858840 1,59E02 2,02 down 0

A_84_P756830 4,74E02 2,02 down At2g07678 AT2G07678
A 84 P204118 1,18E03 2,02 down AT5G50450 AT5G50450
A_84_P814296 1,58E02 2,02 down AT2G25900 ATCTH

A _84_P182664 8,32E03 2,02 down AT2G02710 PLPB
A_84_P806968 2,11E02 2,02 down AT3G16640 TCTP

A 84 _P67354 4,53E03 2,02 down AT5G63580 FLS2
A_84_P194484 7,84E04 2,01 down AT4G16410 AT4G16410
A 84 P727738 4,08E02 2,01 down AT1G75166

A_84 _P83619 1,82E03 2,01 down AT2G03440 NRP1

A 84 P760665 3,55E03 2,01 down AT3G55310 AT3G55310
A_84_P751955 1,49E02 2,01 down AT1G12080 AT1G12080
A 84 _P10681 2,68E02 2,01 down AT2G45050 GATA2
A_84 _P137149 4,04E02 2,01 down AT2G39500 AT2G39500
A 84 _P19282 6,18E03 2,01 down AT3G02410 ICME-LIKE2
A 84 P14703 3,70E02 2,01 down AT1G05835 AT1G05835
A 84 _P16608 3,59E02 2,01 down AT4G01680 MYB55
A_84_P860600 1,58E02 2,01 down AT1G13360 AT1G13360
A 84 _P180074 1,76E02 2,01 down AT3G61100 AT3G61100
A_84_P803174 4,66E02 2,01 down 0

A 84 _P22110 1,92E02 2,01 down AT3G08770 LTP6

A 84 _P20143 2,44E02 2,01 down AT2G43890 AT2G43890
A 84 P720290 3,28E02 2,01 down AT1G53633 AT1G53633
A _84_P775848 9,69E03 2,01 down 0 AT2G22820
A 84 P564195 3,34E02 2,01 down AT2G42900 AT2G42900
A 84 P272980 4,99E02 2,00 down AT5G18080 AT5G18080
A 84 P583713 8,87E03 2,00 down AT2GO07775 AT2GO07775
A_84 P799779 2,05E02 2,00 down AT1G30120 PDH-E1 BETA
A 84 P853230 2,04E03 2,00 down AT3G50780 AT3G50780

Die Generierung der Transkriptdaten erfolgte aus RNA-Extrakten drei biologischer Replikate aus je 12
vollstandig expandierten Blattern 2,5 Tage nach Wasserbehandlung (Kontrollen zur C. higginsianum-Infektion).
Die Analyse mehr als 2-fach differentiell regulierter Gene (p<0,05) in Doppelmutanten verglichen mit dem
Wildtyp wurde in GeneSpring v12.6 durchgefiihrt. Dargestellt sind der Name des Array-Elementes (Probe
Name), das Signifikanzniveau (p-Wert, p-value), die absolute Anderungsrate (fold change, FC Absolute), die
generelle Regulation (Regulation), der AGI Code und das Gen-Symbol (Gene Symbol) annotierter Gene.

Tabelle A-5 Deregulierte Gene unbehandelter sweetll/sweet12-Doppelmutanten im Vergleich zu Col-0 (0

dpi).
Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A 84 P836925 0,002 12,99 0
A 84 _P16816 0,047 6,03 AT5G23020 IMS2
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A_84_P563858 0,013 5,08 up AT4G38340 AT4G38340
A_84_P14903 0,007 5,03 up AT5G11920 cwINV6
A_84 P756644 0,013 4,99 up AT2G19755

A_84_P799893 0,004 4,46 up 0

A_84_P16890 0,005 4,00 up AT5G50800 AT5G50800
A_84_P21103 0,002 3,90 up AT2G41480 AT2G41480
A_84_P23270 0,009 3,74 up AT4G18250 AT4G18250
A_84_P785451 0,005 3,68 up AT4G31330 AT4G31330
A 84 P78853 0,017 3,56 up AT3G49580 LSU1
A_84_P822012 0,033 3,48 up AT4G24000 CSLG2

A 84 P20984 0,011 3,47 up AT1G02850 BGLU11
A_84_P767085 0,002 3,40 up AT1G38230

A_84 P530104 0,005 3,38 up AT5G52740 AT5G52740
A 84 P229999 0,014 3,37 up AT4G31330 AT4G31330
A 84 _P187524 0,003 3,26 up AT2G47010 AT2G47010
A_84_P827485 0,002 3,26 up AT2G47010 AT2G47010
A 84 _P15849 0,001 3,20 up AT5G11930 AT5G11930
A_84 P174151 0,049 3,12 up AT2G40330 PYL6

A 84 P71544 0,009 3,05 up AT1G55380 AT1G55380
A_84_P14226 0,027 3,04 up AT1G10070 BCAT-2

A 84 _P797216 0,047 3,03 up 0

A _84_P10997 0,001 3,01 up AT4G23310 CRK23

A 84 P21361 0,021 3,00 up AT4G10120 ATSPS4F
A_84_P761404 0,027 3,00 up AT3G21460 AT3G21460
A 84 _P822379 0,039 2,99 up AT3G28270 AT3G28270
A 84 P15416 0,017 2,94 up AT2G36970 AT2G36970
A 84 P172281 0,040 2,90 up AT5G48850 ATSDI1

A _84_P761995 0,006 2,86 up AT3G55254 AT3G55254
A 84 P243525 0,044 2,85 up AT5G65040 AT5G65040
A 84 P12851 0,046 2,81 up AT4G10500 AT4G10500
A 84 P20208 0,015 2,81 up AT3G05690 NFYA2
A_84_P503876 0,007 2,80 up AT2G27660 AT2G27660
A 84 P12601 0,004 2,80 up AT2G42350 AT2G42350
A_84 P273780 0,001 2,79 up AT1G49470 AT1G49470
A 84 P591022 0,003 2,76 up AT3G21530 AT3G21530
A 84 P542903 0,001 2,73 up 0

A 84 P23923 0,019 2,70 up AT2@&7900 AT2G37900
A_84_P832916 0,026 2,65 up AT2G44380 AT2G44380
A 84 P275730 0,007 2,65 up AT3G02140 TMAC2
A_84_P560583 0,008 2,63 up AT2G18670 AT2G18670
A 84 P844447 0,046 2,62 up AT4G18250 AT4G18250
A_84_P820268 0,037 2,60 up AT1G07640 OBP2

A 84 P84311 0,029 2,58 up AT3G21460 AT3G21460
A 84 P11317 0,000 2,55 up AT5G34940 GUS3

A 84 P852047 0,017 2,51 up AT5G05440 PYL5

A_84 P293824 0,012 2,51 up AT5G39650 AT5G39650
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A 84 P13831 0,013 2,47 up AT4G23150 CRK7
A_84_P824985 0,014 2,47 up AT2G18670 AT2G18670
A 84 P11710 0,010 2,44 up AT1G53080 AT1G53080
A_84_P287550 0,005 2,41 up AT5G43180 AT5G43180
A_84_P10925 0,027 2,41 up AT3G62950 AT3G62950
A_84_P20307 0,049 2,39 up AT3G45870 AT3G48B70
A 84 P12178 0,015 2,38 up AT1G56120 AT1G56120
A_84_P229959 0,001 2,37 up AT2G32765 SUMO5
A_84_P10290 0,042 2,37 up AT5G55930 OPT1
A_84_P10469 0,018 2,36 up AT1G54160 NRYAS
A_84_P757912 0,001 2,35 up AT2G32487 AT2G32487
A_84_P754435 0,035 2,34 up AT1G65486 AT1G65486
A 84 P144479 0,019 2,34 up AT5G47590 AT5G47590
A _84_P21948 0,005 2,33 up AT1G66920 AT1G66920
A 84 _P11260 0,006 2,32 up AT5G61610 AT5G61610
A_84_P811407 0,017 2,32 up AT5G20250 DIN10

A 84 P146199 0,011 2,32 up AT5G05440 PYL5

A_84 _P17442 0,012 2,31 up AT3G26320 CYP71B36
A 84 _P18587 0,024 2,30 up AT1G08090 NRT2:1

A 84 P21578 0,022 2,30 up AT5G39670 AT5G39670
A 84 _P10728 0,040 2,29 up AT2G29110 GLR2.8
A_84_P10370 0,003 2,29 up AT5G04230 PAL3

A 84 _P234129 0,007 2,26 up AT1G63245 CLE14

A 84 P21354 0,033 2,23 up AT4G08290 AT4G08290
A 84 _P817892 0,002 2,22 up AT5G05440 PYL5

A 84 P12251 0,019 2,20 up AT5G09290 AT5G09290
A 84 P16788 0,029 2,19 up AT5G10230 ANNAT7
A_84_P838032 0,000 2,19 up AT1G68570

A 84 P784727 0,018 2,19 up AT5G65970 MLO10
A_84 P601261 0,041 2,19 up AT2G07140 AT2G07140
A 84 P22512 0,034 2,19 up AT5G35580 AT5G35580
A 84 P18510 0,028 2,18 up AT4G04490 CRK36

A 84 P826986 0,005 2,18 up AT4G23140 CRK6
A_84_P52990 0,005 2,17 up AT5G16570 GLN1;4///IGLN1;4
A 84 P76912 0,039 2,17 up ATCG0033C

A_84 _P109962 0,030 2,17 up AT1G21240 WAK3

A 84 P12026 0,036 2,17 up AT4G36410 UBC17
A_84 _P10745 0,019 2,16 up AT3G07520 GLR14

A 84 P817391 0,019 2,16 up AT2G17710 AT2G17710
A 84 P21462 0,017 2,16 up AT4G38560 AT4G38560
A 84 P18836 0,011 2,16 up AT5G64700 AT5G64700
A_84 P786027 0,050 2,14 up AT5G24530 DMR6

A 84 P857510 0,002 2,13 up AT3G11930 AT3G11930
A 84 P16668 0,026 2,12 up AT4G23200 CRK12

A 84 P762645 0,035 2,12 up AT3G27027 AT3G27027
A 84 P16011 0,001 2,11 up AT5G14940 AT5G14940
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A_84_P860087 0,026 2,11 up AT1G27020 AT1G27020
A_84_P21494 0,001 2,10 up AT5G02810 PRR7
A_84_P23123 0,019 2,10 up AT3G13672 AT3G13672
A_84_P757131 0,007 2,10 up AT2G0123 AT2G01913
A_84_P249785 0,026 2,09 up AT2G33110 VAMP723
A_84_P10039 0,032 2,09 up AT1G27020 AT1G27020
A_84_P799269 0,006 2,09 up 0

A_84_P750319 0,003 2,08 up AT1G19630

A_84_P18267 0,019 2,07 up AT2G19650 AT2G19650
A_84_P810292 0,002 2,07 up AT3G1930 AT3G11930
A 84 P12940 0,045 2,06 up AT4G35180 LHT7

A_84 P800343 0,020 2,05 up 0

A_84_P762519 0,001 2,05 up AT3G21781

A_84_P21333 0,001 2,04 up AT1G12200 AT1G12200
A 84 _P16925 0,023 2,03 up AT5G60280 AT5G60280
A_84_P20114 0,014 2,02 up AT2G32680 RLP23

A 84 P53450 0,027 2,01 up AT1G79770 AT1G79770
A _84_P787198 0,006 2,01 up AT5G42680 AT5G42680
A _84_P810477 0,006 2,01 up AT5G37600 GSR 1

A _84_P799971 0,050 2,00 up AT2G01340 Atl7.1

A 84 _P15250 0,009 6,13 down AT1G66760 AT1G66760
A_84_P21473 0,016 5,13 down AT4G15210 BAM5

A 84 _P21047 0,009 4,92 down AT2G38530 LTP2
A_84_P567982 0,016 4,67 down AT4G15210 BAM5

A 84 _P23499 0,006 4,66 down AT5G47330 AT5G47330
A_84_P20781 0,012 4,21 down AT1G02205 CER1

A 84 P20365 0,002 4,04 down AT3G59220 PRN

A _84_P23846 0,023 3,98 down AT2G47180 GolS1

A 84 P751150 0,009 3,87 down AT1G02230 NACO004
A_84 P813422 0,000 3,82 down AT3G48740 AT3G48740
A 84 P805621 0,027 3,74 down AT5G24780 VSP1

A_84 P12620 0,041 3,62 down AT2G02990 RNS1

A 84 P808818 0,025 3,58 down AT5G24770 VSP2

A 84 P10874 0,015 3,62 down AT3G50970 LTI30

A 84 P141439 0,018 3,49 down AT5G24770 VSP2

A 84 P17111 0,014 3,42 down AT1G02820 AT1G02820
A 84 P18763 0,007 3,38 down AT5G45820 CIPK20
A_84 P167173 0,044 3,36 down AT4G25480 DREB1A

A 84 P860828 0,013 3,31 down AT5G24770 VSP2

A 84 P17974 0,001 3,28 down AT1G62570 FMO GS-OX4
A 84 P857762 0,005 3,27 down AT5G24770 VSP2

A 84 P23814 0,008 3,20 down AT1G20030 AT1G20030
A 84 P845967 0,005 3,18 down AT5G22570 WRKY38
A_84 P856001 0,005 3,16 down AT5G17460 AT5G17460
A 84 P23992 0,002 3,10 down AT3G05640 AT3G05640
A 84 P13535 0,027 3,07 down AT2G38240 AT2G38240
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A 84 P11143 0,018 3,01 down AT5G22570 WRKY38
A_84_P19904 0,003 2,98 down AT1G10370 ERD9
A_84_P784916 0,007 2,96 down AT1G10370 ERD9
A_84_P555663 0,033 2,91 down 0 AT4
A_84_P809041 0,004 2,89 down AT2G38530 LTP2
A_84_P146938 0,013 2,89 down AT1G02450 NIMIN1
A_84_P799760 0,004 2,86 down 0

A_84_P763091 0,012 2,80 down AT4G08870 AT4G08870
A_ 84 P810125 0,027 2,79 down AT5G52310 LTI78
A_84_P18528 0,008 2,78 down AT4G11290 AT4G11290
A_84_P19115 0,027 2,76 down AT2G43590 AT2G43590
A_84_P237173 0,032 2,71 down AT1G10585 AT1G10585
A_84_P565090 0,002 2,66 down AT2G47485 AT2G47485
A 84 P828743 0,002 2,64 down AT1G32860 AT1G32860
A 84 P11858 0,012 2,62 down AT3G59710 AT3G59710
A_84_P22571 0,018 2,61 down AT5G52310 LTI78

A 84 _P570186 0,004 2,60 down AT1G32860 AT1G32860
A_84_P800991 0,035 2,58 down AT1G20440 CORA47

A 84 R94704 0,029 2,55 down AT1G54010 AT1G54010
A _84_P16608 0,024 2,54 down AT4G01680 MYB55

A 84 P75644 0,005 2,54 down AT2G05440 GRP9

A 84 _P63754 0,010 2,54 down AT5G54585 AT5G54585
A 84 P807490 0,029 2,53 down AT1G54010 AT1G54010
A 84 P102376 0,001 2,51 down AT5G08000 E13L3

A 84 _P22843 0,002 2,50 down AT1G76790 AT1G76790
A_84_P825811 0,019 2,50 down AT2G18700 TPS11

A 84 P825325 0,030 2,50 down AT5G57340 AT5G57340
A _84_P789523 0,026 2,49 down AT5G03545 AT4

A 84 P523896 0,032 2,48 down AT5G50335 AT5G5835
A_84 P21026 0,004 2,46 down AT2G33380 RD20

A 84 P563065 0,004 2,41 down AT1G30250 AT1G30250
A _84_P169313 0,000 2,41 down AT2G36590 ProT3

A 84 P611898 0,020 2,40 down AT5G59580 UGT76E1l
A_84_P807456 0,029 2,40 down At1g54000 AT1G54000
A 84 P787999 0,047 2,38 down AT3G29370 AT3G29370
A_84 P10384 0,032 2,37 down AT1G20440 COR47

A 84 P15799 0,005 2,36 down AT4G15490 UGTB84A3
A 84 P19829 0,004 2,35 down AT5G58390 AT5G58390
A 84 P12428 0,008 2,33 down AT1G74010 AT1G74010
A_84 P23929 0,010 2,32 down AT2G18700 TPS11

A 84 P857167 0,015 2,31 down AT4G35770 SEN1

A_84 P21826 0,011 2,30 down AT1G10770 AT1G10770
A 84 P830096 0,028 2,29 down AT5G44575 AT5G44575
A_84_P834709 0,029 2,29 down AT1G53920 GLIP5

A 84 P11841 0,008 2,28 down AT3G55500 EXPA16
A_84 P785814 0,014 2,26 down AT4G11290 AT4G11290
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Probe Name p-value FC Absolute Regulation AGI Code Gene Symbol
A _84_P532253 0,009 2,26 down AT2G29170 AT2G29170
A_84_P15627 0,030 2,26 down AT3G57020 AT3G57020
A _84_P819307 0,043 2,23 down AT2G43590 AT2G4590
A_84_P18492 0,035 2,22 down AT3G44870 AT3G44870
A 84 _P14408 0,009 2,19 down AT2G16990 AT2G16990
A_84_P18843 0,003 2,17 down AT5G66400 RAB18

A 84 P787694 0,024 2,16 down AT1G79450 ALIS5
A_84_P195914 0,017 2,16 down AT3G47030 AT3G47030
A 84 P712636 0,010 2,15 down AT3G27415 AT3G27415
A_84_P848382 0,022 2,15 down AT1G12080 AT1G12080
A 84 _P811729 0,019 2,14 down AT2G33830 AT2G33830
A_84_P786948 0,009 2,13 down At5g52310 AT2G01300
A_ 84 P824585 0,011 2,13 down AT5G37370 ATSRL1
A_84_P18377 0,006 2,12 down AT3G24420 AT3G24420
A 84 P11822 0,008 2,12 down AT3G51450 AT3G51450
A_84_P257260 0,022 2,12 down AT2G47780 AT2G47780
A 84 _P109232 0,004 2,12 down AT2G16630 AT2G16630
A_84_P13405 0,006 2,12 down AT1G58270 ZW9

A 84 _P13568 0,003 2,11 down AT2G3830 AT2G33830
A 84 P789543 0,025 2,11 down AT5G57760 AT5G57760
A 84 P17546 0,046 2,11 down AT3G44860 FAMT
A_84_P813757 0,034 2,11 down AT3G44860 FAMT

A 84 P591730 0,005 2,11 down AT2G06255 ELFA4-3
A_84_P97286 0,003 2,10 down AT1G79450 ALIS5

A _84_P86001 0,003 2,08 down AT2G27385 AT2G27385
A_84_P202508 0,001 2,08 down AT1G73210 AT1G73210
A 84 P817093 0,010 2,08 down AT1G58270 ZW9

A _84_P13690 0,004 2,08 down AT3G46370 AT3G46370
A 84 P756658 0,002 2,07 down AT2G01010

A_84 P22810 0,046 2,07 down ATLG73830 BEE3

A 84 P10136 0,006 2,07 down AT4G36670 AT4G36670
A_84 P861274 0,010 2,05 down AT5G66400 RAB18

A 84 P824100 0,025 2,04 down AT2G16630 AT2G16630
A 84 P811737 0,041 2,04 down AT2G33830 AT2G33830
A 84 P23505 0,044 2,04 down AT5G48880 PKT2
A_84_P199084 0,003 2,04 down AT5G38200 AT5G38200
A 84 P21570 0,012 2,04 down AT5G37500 GORK

A _84_P67354 0,007 2,03 down AT5G63580 FLS2

A 84 P851628 0,044 2,03 down AT5G59400 AT5G59400
A _84_P860334 0,004 2,03 down AT2G33830 AT2G33830
A 84 P243945 0,011 2,02 down AT5G22580 AT5G22580

Die Generierung der Transkriptdaten erfolgte aus RNA-Extrakten drei biologischer Replikate aus je 12
vollstandig expandierten Blattern. (Kontrollen zur C. higginsianum-Infektion). Die Analyse mehr als 2-fach
differentiell regulierter Gene (p<0,05) in Doppelmutanten verglichen mit dem Wildtyp wurde in GeneSpring
v12.6 durchgeflihrt. Dargestellt sind der Name des Array-Elementes (Probe Name), das Signifikanzniveau (p-
Wert, p-value), die absolute Anderungsrate (fold change, FC Absolute), die generelle Regulation (Regulation),

der AGI Code und das Gen-Symbol (Gene Symbol) annotierter Gene.
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Tabelle A-6 Gehalte freier Aminosauren in umamit-Mutanten.

Col-0 (GK) umamit29 (GK) Col-0 (SALK) umamit18 (SALK) umamit29 (SALK)
Asn 311,6 £139 290,5 +125 350,3 +12,5 320,7 +131 2872 7,1
Ser 1081,3 +59,9 1422,0 +64,0 1268,5 +64,0 1288,1 £67,3 1357,4 +44,0
Gly 468,6 +50,2 673,1 +849 663,3 +84,9 701,8 +56,8 616,6 +21,3
His 17,4 +1,8 13,3 +1,0 17,4 +1,0 22,7 +1,3 17,6 +1,8
Thr 182 +11 19,3 +0,8 20,9 +0,8 23,5 +0,8 20,0 0,6
Ala 461,7 *35/4 456,8 +42,2 533,3 +42,.2 493,7 +24,2 452,1 +437
Pro 623 +21 68,4 +10,2 101,8 +10,2 78,2 +5,9 63,7 +3.2
Tyr 7,2 +0,2 9,9 +0,8 7.7 +0,8 8,9 +0,5 8,3 +0,2
Val 63,9 +0,9 70,7 +3,2 74,9 +3,2 75,3 +21 65,5 +2.2
lle 13,2 +0,7 13,1 +0,5 14,2 +0,5 13,3 +0,4 12,4 +0,4
Lys 9,8 +0,6 8,6 +0,6 91 +0,6 10,0 +0,5 8,7 +0,6
Leu 15,8 +0,7 15,3 +11 19,1 +1,1 18,0 +0,5 16,1 +0,8
Phe 60,0 +3,1 64,1 +2,1 61,8 +2,1 64,1 +2,7 60,6 +3,5

Gehalte freier Aminosauren in UMAMIT-T-DNA-Insertionsmutanten am Ende der Lichtperiode in nmol gFwW-L.
Vollstandig expandierte Blatter funf Wochen alter Pflanzen (12h/12h L/D-Rhythmus) wurden kurz vor Ende der
Lichtperiode geerntet. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus sechs biologischen Replikaten +

Standardfehler.

Abbildung A-7

Binokulare Lokalisierung von
Psiar1:GUS (AtUMAMIT18-GUS).

Die Lokalisation des AtUMAMIT18-
GUS Reporterproteins erfolgte 3,5
Tage in wasserbehandelten (A) und
C. higginsianum-infizierten (2 10°
Conidien pro Milliliter) (B) Blattern.
Fiunf  Wochen alte Pflanzen,
angezogen in einem 12h L/D-
Rhythmus wurden am Ende der
Lichtperiode inokuliert. Der Mafstab
reprasentiert 1 mm (A £G) bzw. 0,2
mm.

Abbildung A-8

Suszeptibilitat der Arabidopsis UMAMIT-T-DNA-Insertionsmutanten
umamit29 (SALK) fur C. higginsianum. Funf Wochen alte Pflanzen
wurden am Ende ihrer vegetativen Wachstumsphase kurz vor Beginn
der Dunkelperiode mit C. higginsianum infiziert. Als ein Indikator des
Besiedlungsfortschrittes von C. higginsianum im pflanzlichen Gewebe
wurde die Menge genomischer Pilz-DNA durch gPCR eines ChTrpC-
Fragmentes zum Zeitpunkt 3,5 dpi bestimmt. Die Werte sind
Mittelwerte von fUnf biologischen Replikaten * Standardfehler
normalisiert auf die Werte des Wildtypes Col-0. Fir jedes Replikat
wurden 3 Blattscheiben infizierter Blatter verwendet. Sternchen
markieren signifikante Unterschiede zu Col-0 (*** P < 0,001; Students
t-Test).
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Tabelle A-7 Zur Messung aufgenommener *C-Glukose verwendete Volumina der Subfraktionen E.
cruciferarum-infizierter Arabidopsis-Blattscheiben.

Fraktion eingesetzte Volumina (ul)
Blattscheibe Starke 200
Loslich 120
Neutral 1400
Anion 1400
Kation 1400
Pilzmycel Loslich 50
Neutral 1400
Anion 1400
Kation 1400

Das Pilzmycel wurde mit dem verwendeten Klebeband in den Szintilationscocktail gegeben. Die Messung
erfolgte fur zwei Minuten im Bereich von LL +UL = 4,0 £156,0. Nach Abzug der Hintergrundwerte wurden
Uber die cpm (counts per minute), unter Beriicksichtigung der Verdliinnungen, die Menge aufgenommener
Glukose berechnet.

Abbildung A-9
Vom Blatt und dem Pilz aufgenommenes 4C nach Infektion von umamit-Mutanten.
Legende siehe S189
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Abbildung A-9

Vom Blatt und dem Pilz aufgenommenes C nach Infektion von umamit-Mutanten.

Finf Wochen alte Pflanzen wurden am Ende ihrer vegetativen Wachstumsphase kurz vor Beginn der Dunkel-
periode in Langtag-Bedingungen (16h L/ 8h D) uberfihrt und mit 37 E. cruciferarum-Conidien pro mm?
inokuliert. Sieben Tage nach Infektion wurden Blattscheiben (1,13 cm?) mit “C-Glukose behandelt, das
Pilzmycel vom Blattmaterial getrennt und die gesamt aufgenommene Menge an 4C von Blatt und Pilz (A) bzw.
nur im Blattmaterial (B) und nur im Pilzmycel (C) in umol cm2 1*C-Glukose bestimmt. D stellt den prozentualen
Anteil des vom Pilz aufgenommen #C zur Gesamtmenge dar. Dargestellt sind Mittelwerte aus vier biologischen
Replikaten + Standardfehler welche auf die Blattfliche normiert wurden. Die Genotypen sind unter den Balken
angefiihrt. Es wurden Insertionsmutanten aus verschiedenen Populationen (Gabi-Kat, (GK) und SALK) ver-
wendet und mit dem entsprechenden Wildtyp Col-0 verglichen; Col-0 (GK) mit umamit29 (GK), Col-0 (SALK)
mit umamitl8 (SALK) und umamit29 (SALK).

Abbildung A-10

Diurnale Oszillation der AtSUC2, AtUMAMIT18 und AtUMAMIT29-Transkriptmengen (Daten aus (Blasing et
al., 2005)).

Funf Wochen alte Arabidopsis-Pflanzen wurden in einem 12h/12h LD-Zyklus (130 pmol m= s) kultiviert und
jeweils zur vierten, achten und zwoélften Stunde der Licht- bzw. Dunkelperiode wurden Blattproben geerntet.
Rohdaten (CEL files) wurden mit der Robust Multiarray Analysis (RMA) Software bearbeitet (Bolstad et al.,
2003; Blasing et al., 2005).
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