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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Um einen tieferen Einblick in die molekularen und physiologischen Antworten von
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) auf verschiedene Stressfaktoren zu erhalten, wurde ein
multifaktorielles Testsystem entwickelt, das die simultane Applikation von Hitze, Trockenheit
und Virus unter denselben Anzuchts- und experimentellen Bedingungen ermdoglichte.
AnschlieBend wurden nicht nur die Stressantworten einfach gestresster Pflanzen, sondern
auch die Auswirkungen von Stresskombinationen in groBangelegten Transkriptom- und
Metabolomanalysen der Einzel-, Doppel- und Triplestresssituation untersucht. Diese
Analysen offenbarten, dass die Genexpression und die Metabolitgehalte unter
multifaktoriellem Stress nicht direkt von den Einzelstresssituationen abgeleitet werden
kénnen. Die Anzahl der differentiell regulierten Transkripte nahm mit der Komplexitat des
Stresses zu und die Metabolitarten unterschieden sich in Abhéangigkeit der jeweiligen
Stresskombination. Diese Befunde untermauerten die Notwendigkeit, Stressfaktoren in
Kombination mit anderen Umweltfaktoren zu untersuchen. Auffallig war zudem, dass
hierarchische Cluster- und PRINCIPAL COMPONENT ANALYSES (PCA-Analysen) Hitze als
dominanten Stressfaktor im Vergleich zu Trockenheit und Virenstress identifizierten. In
einem unabhangigen Experiment wurden Pflanzen zudem starker Hitze ausgesetzt, um die
Starke des Triplestresses nachzuahmen.

Ein Vergleich der einzelnen Stresskombinationen lieferte elf Gene, die in allen
Stresskombinationen exprimiert sind, sowie 23 Gene, die spezifisch unter Triplestress
reguliert sind. Unter Zuhilfenahme der genetischen Vielfalt von Arabidopsis Okotypen, wurde
die funktionelle Relevanz der gemeinsam regulierten Kandidatengene validiert. Mit Can-0
und En-T zeigten die Okotypen ein verbessertes Abschneiden unter kombinierten
Stressbedingungen, die zuvor in einer Cluster-Analyse aufgrund ahnlicher Expressionsprofile
raumlich nahe bei den elf gemeinsamen regulierten Gene unter Einzel- bzw. multifaktoriellem
Stress gefunden wurden. Diese Befunde zeigen, dass es eine positive Beziehung zwischen
den Expressionsniveaus der selektierten Gene und einer Toleranz gegeniber diversen
Stressbedingungen gibt und die universell regulierten Gene eventuell als Indikatoren fir
Stresstoleranz genommen werden kdnnen.

Mit dem ETHYLENE-RESPONSIVE TRANSCRIPTION FACTOR 2.9 (Rap2.9) konnte ein
Transkriptionsfaktor aus den elf gemeinsam regulierten Genen erfolgreich stabil in
Arabidopsis transformiert werden. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der
physiologischen und molekularbiologischen Charakterisierung von Rap2.9-GFP Pflanzen

lassen auf eine zentrale Rolle bei der Vermittlung der biotischen und abiotischen
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Stressantwort in Pflanzen schlieRen. Rap2.9-GFP Pflanzen weisen mit verlangerten Petiolen
sowie empfindlichen und gegen den Uhrzeigersinn ausgerichteten Blattern einen auffalligen
Phanotyp auf, der Ahnlichkeit zu Phytochrom B Mutanten zeigt. Da Phytochrom B ein
negativer Regulator des Transkriptionsfaktors PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (PIF4)
ist, der unter Hitzestress die Expression von SMALL AUXIN UP RNA (SAUR) Genen induziert
und das Elongationswachstum fordert, konnte Rap2.9 in einem gemeinsamen Signalweg mit
PIF4 sein. Darlber hinaus zeichnen sich Rap2.9-GFP Pflanzen durch einen hdheren
Stomataindex, reduzierte Zellulosegehalte und erhdhter Transkriptmengen an Auxin-
Biosynthesegenen in den Mikroarray-Analysen aus. Diese Beobachtungen unterstiitzen eine
mdgliche Rolle von Rap2.9 in bereits beschriebenen hitze- bzw. lichtvermittelten
Stressantworten. Anderungen der biotischen Stressantwort zeichneten sich durch vermehrte
Expression von Genen der Salizylsdure (SA)-Antwort, PR-Genen (pathogen-related genes;
PR-Genen) und des sekundaren Metabolismus, aus.

Detaillierte Transkriptomanalysen offenbarten, dass die meisten Gene des zellularen
Kohlenhydratstoffwechsels nur wenige Unterschiede in der Antwort auf Einzel- und
multifaktoriellen Stress aufwiesen, so dass angenommen werden kann, dass es sich um eine
generelle Antwort auf Stress handelt. Auffallig war zudem, dass starker Stress bzw.
kombinierte Stressbedingungen zu einer Phasenverschiebung der wesentlichen Regulatoren
des Tagesrhythmus fiihrten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin festgehalten werden,
dass Hitze und die Kombination aus Hitze und Trockenheit die Suszeptibilitit von
Arabidopsis-Pflanzen gegentiiber Turnip mosaic virus (TuMV)-Infektionen erhéht. Wahrend
virusbehandelte Proben vermehrt Abwehrprozesse induzierten, waren die pflanzlichen
Abwehrantworten unter kombinierten Stresssituationen beeintrachtigt. Multifaktorieller Stress
beeinflusste im Speziellen die Gene der Resistenz-vermittelten Abwehr und der basalen
Abwehr. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Markergene der ER-UPR
(endoplasmatic reticulum- unfolded protein response) negativ durch kombinierte
Stresssituationen betroffen sind, wohingegen kombinierte Stresssituationen zu einem
starken Anstieg an Cyt-UPR Genen (cytosolic- unfolded protein response) fiihrten, was
maoglicherweise die gestiegene virale Replikation und erhéhte Suszeptibilitdt der
Wirtspflanzen erklaren kdnnte. Zudem lieferten die Analysen der Signalgene Hinweise dafiir,
dass Triplestress die Virus-induzierten Signalnetzwerke beeintrachtigt. Jede Behandlung
aktiviert scheinbar andere Signalnetzwerke, die entsprechend der Stresssituation angepasst
werden. Diese Anderungen begriinden mdglicherweise auch warum spezifische biotische

und abiotische Stresskombinationen synergistisch oder antagonistisch wirken kénnen.
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Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der detaillierten Analyse molekularer
Antworten auf Trockenstress in Pflanzen. Einer der schnellsten Antworten auf
wasserlimitierende Bedingungen stellt das SchlieBen der Stomata dar, um den
Wasserverlust der Zellen pro assimiliertes CO,-Molekil zu senken. Dazu wurden Mikroarray-
Analysen von Stomata-spezifischen Transkripten trockengestresster Pflanzen durchgefuhrt
und im Allgemeinen eine verminderte Expression der Gene des Starkeabbaus beobachtet.
Die starkste Herunterregulation wurde fir die B-Amylase 1 (BAM1) und BAMS5 detektiert.
Bam1-Mutanten in Arabidopsis zeichneten sich durch einen hoheren Starkegehalt in den
Stomata und verringerte Stomatatffnungsweiten im Vergleich zu Arabidopsis Columbia (Col-
0) unter Kontrollbedingungen aus (Valerio et al., 2011). Unter Trockenheit waren die bam1
Pflanzen stresstoleranter, was wahrscheinlich auf eine beeintrachtigte Umwandlung von
Starke in losliche Kohlenhydrate zuriickzufiihren ist, einem Prozess der fiir das Offnen der
Stomata in Wildtyppflanzen ndétig ist. Nachfolgende Mikroarray-Analysen Stomata-
spezifischer Transkripte in baml1-Mutanten offenbarten eine signifikante Herunterregulation
von Genen, die fur Aquaporine, auxin- und ethylenresponsive Faktoren und
zellwandmodifizierende Enzyme kodieren. Speziell die Herunterregulation von Aquaporinen
und zellwandmodifizierenden Enzymen zeigt, dass die Schlie3zellen in bam1 Pflanzen durch
eine reduzierte Wasseraufnahme und Zellwandstreckung charakterisiert sind, was eher zu
geschlossenen Stomata fiihrt. Bemerkenswerterweise konnte die Inhibierung des
Starkeabbaus durch Hitzestress aufgehoben werden. Wahrend BAM1 unter Hitzestress nicht
signifikant reguliert war, konnten die Transkripte von BAM6 und BAM9 in Schliel3zellen unter
Hitzestress hochreguliert gefunden werden. Offensichtlich kommt es abhangig von den
Stressbedingungen zu einer spezifischen Aktivierung der -Amylasen. Insgesamt zeigen die
Daten, dass den pB-Amylasen eine wichtige Rolle bei der pflanzlichen Antwort gegeniber

variierenden Umweltbedingungen zukommt.

Nach Etablierung verschiedener Stressapplikationen in der Modellpflanze Arabidopsis, sollte
nun Reis, eine wichtige Kulturpflanze, in Hinblick auf verschiedene Umweltsituationen
untersucht werden. Schwerpunktmafig wurden dabei T-DNA Insertionslinien des Kultivars
Nipponbare, die in in vivo Experimenten durch Kolaborationspartner identifiziert wurden,
unter Trockenheit und Salzstress charakterisiert. Nach der Ermittlung geeigneter
Wachstumsbedingungen wurden Stressexperimente durchgefihrt. Dabei konnten fir zwei
stresstolerante Linien kaum Biomasseunterschiede unter Salzstress festgestellt werden.
Beide Linien wiesen verringerte Aminosduremengen im Vergleich zur Kontrolllinie auf, was
auf verringerte Stresssensitivitdt hinweist. Mikroarray-Analysen der Mutantenlinien

zeichneten sich durch eine starke Abnahme bei der Anzahl an differentiell regulierten Genen
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aus, speziell von Genen der Kategorie Abwehr, Signalleitung und Redoxregulation.
Interessanterweise zeigte die salztolerante Linie 6 verglichen mit der Kontrolllinie eine
reduzierte Aufnahme von Natriumchlorid. Offensichtlich wird in Linie 6 weniger Salz durch
Wurzeln aufgenommen oder es besteht ein zusatzlicher Mechanismus in den Blattern, der

die Stresskompensation erleichtert.



Summary

Summary

To shed light on molecular and physiological plant responses of Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis) to various stress factors, a multi-factorial test system was established, allowing
simultaneous application of heat, drought and virus stress under the same growth and
experimental conditions. Comparative large-scale transcriptome and metabolome analysis of
single, double and triple stress responses revealed that gene expression and levels of amino
acids and phosphorylated intermediates under multi-factorial stress are not predictable from
single stress treatments. Both, the number of differentially regulated transcripts increased
with complexity of stress and types of metabolites changed depending on each stress
combination. These observations highlight the importance of studying stress factors in
combination with other environmental stresses. Hierarchical clustering and PRINCIPAL
COMPONENT ANALYSIS (PCA) identified heat as the major stress factor in comparison to
drought and virus stress. To mimic the severity of the triple stress experiment, plants
additionally were treated with intense heat in an independent stress experiment.

Eleven genes differentially regulated in all stress combinations as well as 23 genes
specifically-regulated under triple stress have been identified. Using the genetic diversity of
Arabidopsis ecotypes functional relevance of commonly regulated candidate genes was
validated. Under combined stress situations, improved stress tolerance was detected for the
ecotypes Can-0 and En-T. Those have been identified as ecotypes closely clustering next to
the eleven commonly regulated genes under single and multi-parallel stress. These findings
suggest that there is a positive relationship between the expression level of the selected
genes and tolerance against diverse stress conditions. Therefore, the commonly regulated
genes could be considered as indicators towards stress tolerance.

Out of the eleven commonly regulated genes a transcription factor (ETHYLENE-RESPONSIVE
TRANSCRIPTION FACTOR 2.9; Rap2.9) was stably overexpressed in Arabidopsis plants. As part
of this work, results concerning molecular and physiological analysis of Rap2.9-GFP plants
possibly constitute Rap2.9 as a promising candidate in mediating biotic and abiotic stress
responses. Rap2.9-GFP plants showed elongated petioles and fragile, anti-clockwise
arranged leaves indicating a similar phenotype as phytochrome B mutant plants. As
phytochrome B is a negative regulator of the transcription factor PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR 4 (PIF4), involved in heat-induced expression of SMALL AUXIN UP RNA (SAUR) genes
supporting elongation growth, Rap2.9 could be involved in PIF4 signaling. Moreover, Rap2.9-
GFP plants are characterized by an increased stomata index, reduced cellulose content and

an up-regulation of Auxin-biosynthesis genes in microarray-analysis. These observations
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support a possible role of Rap2.9 in a distinct light and heat mediated stress pathway. A
change in biotic stress response can be observed due to an up-regulation of genes involved
in salicylic acid (SA), pathogen-related genes (PR-genes) and secondary metabolism.

Detailed transcription analysis indicated, that most genes corresponding to cellular
carbohydrate metabolism were not distinguishable in single and combined stress
experiments assuming a general plant stress response. One striking feature is that severe
heat stresses as well as combined stress situations are responsible for phase displacement
of the most importing regulators of plant circadian rhythm. Here, an increased susceptibility
of plants exposed to Turnip mosaic virus (TUMV) and a combination of heat and drought was
observed. Virus treated plants displayed enhanced expression of defence genes, which was
abolished in plants additionally subjected to heat and drought stress. Triple stress also
reduced expression of genes involved in the resistance-mediated disease responses and
basal defence systems. In addition, the expression of ER-UPR-related genes (endoplasmatic
reticulum-unfolded protein response; UPR) seems to be negatively affected by combined
stress conditions, while the expression of marker genes of Cyt-UPR (cytosolic UPR; Cyt-
UPR) is strongly induced under multifactorial and severe stress conditions, which might
support viral replication and increased susceptibility of host plants. Moreover, analysis of
signaling genes provided valuable hints that triple stress abolished virus induced signaling
networks. It seems that signaling networks are activated in a stress-specific manner and are
adjusted depending on the stress conditions. These changes may explain why specific

combinations of abiotic or biotic stress act synergistically or antagonistically, respectively.

Another aim of this study was to analyze molecular responses of drought-stressed plants in
detail. One of the quickest responses to water limiting conditions is stomatal closure reducing
cell water loss per assimilated CO, molecule. Here, microarray-analysis of transcripts derived
from stomata cells of drought-stressed plants has been conducted and a general down-
regulation of starch degrading genes has been observed. Amongst those, the strongest
down-regulation could be detected for -amylases 1 (BAM1) and BAM5. Baml mutant
Arabidopsis plants showed higher starch content in guard cells and a reduced stomata
opening under ambient growth conditions as compared to wild type controls (Valerio et al.,
2011). Under water restriction bam1 plants revealed an increased stress tolerance, probably
due to impaired conversion of starch into soluble carbohydrates required for stomata opening
in wild type plants. Subsequent, microarray-analysis of stomata-specific transcripts from wild
type and baml1l mutant Arabidopsis plants revealed a significant down-regulation of genes

encoding aquaporins, auxin- and ethylene-responsive factors and cell-wall modifying
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enzymes in baml plants. Especially down-regulation of aquaporins and cell-wall modifying
enzymes indicate that guard cells of baml plants are characterized by a reduced water-
uptake and cell wall extension, leading to preferentially closed stomata. Interestingly,
inhibition of starch breakdown in baml mutants could be complemented by heat stress as
transcripts of BAM6 and BAM9 could be found up-regulated in guard cells upon heat stress.
Obviously, B-amylases gene expression is specific depending on the individual stress
conditions. Together these data suggest a major role of B-amylases in plant responses to

changing environmental conditions.

After having established multifactorial stress conditions in the model plant Arabidopsis, rice,
an important crop plant, should have been analyzed under different environmental
conditions. The focus was on characterizing different in vivo preselected rice T-DNA insertion
lines of the cultivar Nipponbare under drought and salt stress conditions. Having suitable
growth conditions defined, stress experiments have been conducted identifying mutant lines,
which showed almost no biomass loss under salt stress conditions in case of line 5 and line
6. Both lines displayed minor amino acid levels compared to the control line, indicating less
stress sensitivity. Microarray-analysis of salt-stressed mutant plants revealed strongly
decreased amounts of differentially regulated genes, in particular for typical stress
associated genes of the categories defence, signaling and redox regulation. Interestingly, the
salt-tolerant line 6 displayed reduced sodium chloride (NaCl) contents compared to control
plants, suggesting limited NaCl uptake in the root or additional mechanisms in the leave

facilitating stress compensation.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klimaeinflisse pragen die Pflanzenwelt

1.1.1 Die Landwirtschaft leidet unter Klimaschwankungen

Unser Klimasystem unterliegt vielféltigen Veranderungen: der kurzlich veroffentlichte flinfte
IPCC-Sachstandsbericht im Auftrag der Vereinten Nationen tber die naturwissenschaftlichen
Aspekte des Klimawandels kommt zu dem Schluss, dass in unabhangigen Klimamodellen
seit 1880 ein Anstieg der Lufttemperatur um Uber 0.8°C, ein zunehmendes
Gletscherschmelzen und ein Anstieg des Meeresspiegels um mittlerweile 19 cm festgestellt
werden konnte (IPCC, 2013). Zwar ist die globale Durchschnittstemperatur in den
vergangenen 15 Jahren in Bodenndhe nicht weiter gestiegen, was vermutlich auf die
Warmespeicherung der Ozeane zuruckzufuhren ist, doch bleibt eine langfristige
Klimaanderung unter Experten unumstritten (IPCC, 2013). Auffallig sind namlich heute schon
die Wetterschwankungen verbunden mit einer erhdhten Frequenz an Durre- und
Hitzeperioden. So zeigt die Haufigkeitsverteilung der europdischen Sommertemperaturen
der letzten Jahrhunderte, dass alle Hitzerekorde erst nach dem Jahr 2000 aufgetreten sind
(siehe Abbildung 1.1; Barriopedro et al. (2011)).

100 [ Abbildung 1.1: Statistische Auswertung

der Sommertemperaturen in Europa von
1500 - 2000. Dargestellt ist eine mehrjahrige,
] statistische Haufigkeitsverteilung der
1 Sommertemperaturen (in °C) fur die Jahre
1500-2010 relativ zu der Periode 1970 bis
1 1999. Die jeweils finf warmsten bzw.
1 kéltesten Sommer sind gekennzeichnet.
(Abbildung entnommen aus Barriopedro et al.,
2011).
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Als sesshafte Lebewesen kdnnen Pflanzen ihren Lebensraum wahrend eines Lebenszyklus
nicht andern, so dass sie stets ungunstigen Umweltbedingungen ausgesetzt sind. Selbst
moderate Erhéhungen der Lufttemperatur konnen bereits das pflanzliches Wachstum und
den Ertrag beeinflussen (Lafta und Lorenzen, 1995; Ciais et al., 2005). Wetterextreme
konnen zudem indirekt die Anfélligkeit gegeniber Pflanzenkrankheiten beeinflussen.

Demnach wurde der weltweite Ertragsverlust der wichtigsten Nutzpflanzen (Weizen, Reis,
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Kartoffel, Mais und Soja) durch Pathogenbefall im Jahre 2001 bis 2003 bereits auf
durchschnittlich 7-15% geschétzt (Oerke, 2006). Dies kann den Hunger und die Armut der
Weltbevolkerung weiter fordern (Lobell et al., 2011; Wheeler und von Braun, 2013), was den
Druck auf die weltweite Produktion von verbesserten Nutzpflanzen weiter steigert (Oerke und
Dehne, 2004).

1.1.2 Arabidopsis als Modellpflanze und als genetische Ressource

Die Auswirkungen verschiedener Umwelteinflisse wurden mittlerweile in zahlreichen
Nutzpflanzen, aber auch in dem wohletablierten Modellsystem Arabidopsis thaliana
(Arabdiopsis), auch Ackerschmalwand genannt, untersucht (Somerville und Koornneef,
2002). Arabidopsis, zur Familie der Brassicaceae gehoérend, besitzt im Gegensatz zu
anderen Pflanzen einige entscheidende Vorteile flr genetische und molekulare Analysen.
Neben einem kurzen Lebenszyklus ist Arabidopsis leicht zu transformieren und genetisch zu
manipulieren, so dass bereits seit geraumer Zeit grof3e Mutantenkollektionen bzw. transgene
Linien existieren (Meinke et al., 1998; Alonso und Stepanova, 2003). Das relativ kleine
Genom von Arabidopsis wurde schon im Jahr 2000 vollstandig sequenziert und ist bis heute
das am besten annotierte Pflanzengenom (Swarbreck et al., 2008; Koornneef und Meinke,
2010). Vor allem deswegen ist Arabidopsis ein etablierter Kandidat fur die Untersuchung
abiotischer Stressbedingungen und die Pflanzen-Pathogen Interaktion.

Von Arabidopsis existieren unterschiedliche geographische Varietadten, die auch als
Okotypen bezeichnet werden (Koornneef et al., 2004; Trontin et al., 2011). Bis heute konnten
weltweit tiber 750 unterschiedliche Arabidopsis Okotypen identifiziert werden (,Arabidopsis
Biological Resource Center* (http://abrc.osu.edu/)). Diese sind im Wesentlichen auf der
gesamten nordlichen Halbkugel verbreitet und weisen phanotypische Diversitat auf (siehe
Abbildung 1.2; Koornneef et al. (2004)). Das Potential genetische Variationen aus
verschiedenen Erdteilen zu nutzen, wurde schon frih erkannt (Alonso-Blanco und
Koornneef, 2000), da sich Okotypen in inren genomischen Sequenzen, die eine Adaption an
ihre jeweils vorherrschenden Umweltbedingungen erméglichen, unterscheiden (Borevitz und
Nordborg, 2003; Koornneef et al., 2004; Weigel und Nordborg, 2005; Trontin et al., 2011).
Diese genetischen Veranderungen manifestieren sich in einer modifizierten Einstellung des
Tagesrhythmus (zirkadiane Uhr), angepassten Wachstumsraten, einer optimierten
Mineralversorgung und biotischen und abiotischen Resistenzfaktoren. Im Rahmen eines
,1001 Genom Projektes” wurden bereits viele Arabidopsis Okotypen sequenziert (Weigel und
Mott, 2009).
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Abbildung 1.2: Die Weltkarte symbolisiert die natiirliche Verteilung der Arabidopsis Okotypen. Arabidopsis
ist Giber die gesamte Nordhalbkugel verbreitet. Urspriinglich aus Eurasien, wurde die Pflanze nach Nordamerika,
Australien und Sudafrika eingefiihrt. Geographisch ausgewéhlte Okotypen zeigen phanotypische und genetische
Unterschiede (Daten entnommen aus dem eFP-Browser und modifiziert nach
http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi; Winter et al. (2007)).

Dariiber hinaus zeigen die einzelnen Okotypen durch ihre Anpassung an die jeweiligen
Umweltbedingungen unterschiedliche Genexpressionsmuster, die fur entsprechende
Stresssituationen relevant sein kdnnen. In aktuellen Arbeiten konnten bei einem Vergleich
von jeweils zehn Okotypen unter Hitze und Kaltestress unterschiedliche
Genexpressionsmuster beschrieben werden (Barah et al., 2013a; Barah et al., 2013b).

10
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1.1.3 Reis als wichtige Kulturpflanze unter veranderten

Klimabedingungen

Seit Uber 7000 Jahren wird Reis angebaut und versorgt als eine der wichtigsten
Getreidearten schatzungsweise mehr als die Halfte der Weltbevilkerung (lzawa und
Shimamoto, 1996). Reis, deren Kulturform Oryza sativa heif3t und zur Familie der Gramineae
gehort, ist ein Gras, das Uberwiegend in tropischen, aber auch in gemaRigten Klimazonen
der Welt angebaut wird. Wahrend Trockenreis unter niedriger Feuchtigkeit bevorzugt in
Regionen mit wenig Niederschlag oder im Gebirge angebaut wird, wurden die Pflanzen fur
den Nassreis im Laufe der Jahrhunderte so entwickelt, dass ein Aerenchymgewebe das
Wachstum bei Sauerstoffmangel in Wasser erlaubt (Jackson und Armstrong, 1999). Im
Gegensatz zu sehr salztoleranten Sorten wie Gerste, zéhlt Reis zu den sensitivsten Pflanzen
aller Getreidearten, wobei die Sensitivitat vom jeweiligen Genotyp abhéngig ist (Lee et al.,
2003; Ismail et al., 2007; Munns und Tester, 2008). Ein Vergleich von zehn Varietaten der
Reisgruppen Japonica und Indica, ergab, dass Japonica ein deutlich niedrigeres
Toleranzlevel als Indica fur alle untersuchten Parameter aufwies (Lee et al., 2003). Diese
Sensitivitdt besteht auch gegentber Salzstress (Khatun und Flowers, 1995; Munns und
Tester, 2008), der vornehmlich in osmotischem und ionischem Stress resultiert (siehe 1.2.3).
Letztlich stellt Reis eine wertvolle Ressource fiir molekularbiologische Studien dar, so dass
mittlerweile zahlreiche Transkriptomanalysen von Reispflanzen unter abiotischem Stress
existieren (Jung et al., 2008; Todaka et al., 2012). Mit etwa 430 Millionen Basenpaaren und
50000 Genen verteilt auf 12 Chromosomen weist das Reisgenom der Japonica-Reissorte
Nipponbare nur ein sechstel der GroRe des Maisgenoms auf und ist vierzigmal kleiner als
das Weizengenom (IRGSP, 2005).

1.2 Pflanzen sind diversen abiotischen Stressfaktoren ausgesetzt

1.2.1 Trockenstress fuhrt zu Stomataschluss

Zu den am haufigsten in der Natur auftretenden abiotischen Stressfaktoren zahlen extreme
Temperaturen (Hitze und Kalte), Trockenheit, Salzstress, Sonnenstrahlung und
Nahrstoffmangel. Alle diese Komponenten beeinflussen zahlreiche physiologische Prozesse
in Pflanzen und verursachen dadurch weltweit Ernteausfélle (zusammengefasst in Naika et
al. (2013) und Barnabas et al. (2008)). Wasser nimmt in der Pflanzenphysiologie eine
zentrale Rolle ein, einerseits um den Turgordruck in den Zellen aufrechtzuhalten,

andererseits als grundlegender Bestandteil der Photosynthese. Leiden Pflanzen jedoch unter
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Wasserentzug, sind sie in der Lage verschiedene Mechanismen der Pathogenabwehr zu
nutzen, die in drei Kategorien eingeteilt werden kdnnen (modifiziert nach einem Review von
Verslues und Juenger (2011)) und im Folgenden nadher charakterisiert werden sollen: Zur
Stressbewaltigung versuchen Pflanzen (a) Uberlebensstrategien zu beschleunigen, (b)
Stressauswirkungen zu mindern bzw. zu vermeiden und (c) Stresseffekte letztendlich zu
tolerieren.

Um unter Trockenheit Uberleben zu kénnen und fur den Fortbestand der Art zu sorgen,
versuchen Pflanzen unter Stressbedingungen die Grundlage fir Nachkommen zu schaffen
(a). Dies gelingt einerseits durch rasches Wachstum in den friihen Wachstumsstadien unter
Normalbedingungen, anderseits durch einen verkirzten Lebenszyklus sowie einer
effizienteren Lagerung und Nutzung von Reserven fir die Ausbildung von Samen.

Neben dieser stressiubergreifenden, universellen Malinahme dem Stress erfolgreich zu
entkommen, missen sich Pflanzen vor Dehydrierung schiitzen (b). Da die Kutikula an der
Blattoberflache wasserundurchlassig ist, erfolgt der Gasaustausch Gber mikroskopisch kleine
Poren, die Stomata genannt werden, und ihrerseits aus zwei spezialisierten Epidermiszellen,
den sogenannten Schliel3zellen, bestehen (Bergmann und Sack, 2007). Der Gasaustausch
Uber Stomata gewahrleistet nicht nur eine Kihlung der Blattoberflache, sondern stellt auch
die Aufnahme von CO, aus der umgebenden Luft sicher, damit photosynthetisch aktives
Gewebe ausreichend versorgt werden kann. Durch die stomatére Transpiration erhoht sich
jedoch der Wasserverlust bis zu 70%, obwohl die Stomatadffnungen nur etwa 5% der
gesamten Blattoberflache darstellen (Willmer und Fricker, 1996). Zu Beginn der
Trockenphase werden daher Stomata geschlossen, um weiteren Wasserverlust zu
vermeiden (Hsaio, 1973) und das Blattwasserpotential und die zellularen Prozesse in den
Pflanzen aufrecht zu halten. Allerdings kommt es dadurch zu einer erniedrigten
Transpirationsrate und zu einem Anstieg der Blatttemperatur (Cook et al., 1964). Dem
Phytohormon Abscisinsédure (abscisic acid; ABA), das nicht nur beim Stomataschluss,
sondern auch bei zahlreichen transkriptionellen Anderungen als Reaktion auf Trockenheit
wesentlich beteiligt ist, kommt unter Trockenstress eine Schliisselrolle zu (Sreenivasulu et
al., 2012). Bei Trockenheit kommt es zur Inhibierung der H'-ATPasen, was eine
Membrandepolarisierung in den Stomatazellen zur Folge hat. Dies aktiviert Anionenkanéle
vom Typ des SLOW-RESPONSE (S-Typ) und RAPID-RESPONSE (R-Typ), die den Ausstrom von
Malate®”, CI~, und NO; begiinstigen (Roelfsema und Hedrich, 2005). Schlussendlich sinkt
durch den Ausstrom der geldsten Substanzen der Turgor der Schlie3zelle und das Stomata
schliet sich (Daszkowska-Golec und Szarejko, 2013). Die Stimulation von
trockeninduzierten Mechanismen durch Wasserverlust fuhrt zur Initierung von

Signaltransduktionskaskaden, die Uber Proteinkinasen und andere Signalmolekile zu
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Phosphorylierungsereignissen fihren. Am Ende der Kaskade kommt es zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, die im Stande sind, die Genexpression zu regulieren (Shinozaki und
Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Cramer et al., 2011; Golldack et al., 2011). Zu den induzierten
Genen zahlen LATE EMBRYOGENESIS ABUDANT-Proteine (LEA-Proteine) und Wasserkanale,
die Osmose durch eine verbesserte Permeabilitat Uber die Zellmembranen erlauben
(Alexandersson et al., 2005; Hand et al.,, 2011). Im Rahmen der Vermeidungsstrategie
kommt es neben dem Stomataschluss auch zu einer verstarkten Ausbildung des
Wurzelsystems und damit zur Maximierung der Wasseraufnahme. Yu et al. (2008) gelang
es, mithilfe von T-DNA Insertionen, Pflanzen zu finden, die bedingt durch eine Mutation ein
vergroRertes Wurzelsystem besaf3en und besser unter Wassermangel abschnitten.

Die dritte Strategie dem Wassermangel erfolgreich entgegen zu treten, stellt die Toleranz
gegenuber Trockenheit dar (c). Trotz eines niedrigen Wasserpotentials sollen die
pflanzlichen Funktionen bei begrenzter Wasserverfiigbarkeit auch auf Kosten von
WachstumseinbuRen aufrechterhalten und eine Regeneration unmittelbar nach dem Stress
ermdglicht werden. Dies wird nicht nur durch rigide Zellwadnde, sondern auch durch eine
flexible Anpassung des osmotischen Potentials erreicht. Unter Trockenstress versucht die
Pflanze daher osmotisch aktive Substanzen zu synthetisieren und die Konzentration dieser
Osmotika durch Transport- und/oder Biosyntheseprozesse zu regulieren (Verslues und
Juenger, 2011). Unter Trockenheit wurden im Wesentlichen die Osmotika Prolin, Polyole,
Trehalose und Betaine beschrieben (Hare und Cress, 1996; Hayat et al., 2012). Auch Zucker
sowie organische und anorganische lonen spielen aufgrund ihrer Ladung und polaren
Eigenschaften in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle. Um Schaden von anderen
Proteinen und zellularen Membranen abzuwenden, z&hlen zur Trockentoleranz auch das
effiziente Abwenden reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROS), was durch
die Synthese protektiver Proteine, wie Dehydrine, Antioxidantien und Radikalfanger

ermdglicht wird (Gadjev et al., 2006).

1.2.2 Molekulare Prozesse unter Hitzestress

Wahrend Pflanzen bei Trockenheit ihre Stomata schlielRen, um vermehrtem Wasserverlust
vorzubeugen, halten sie diese bei Hitzestress geotffnet, um die Transpiration und somit die
Kdhlung ihrer Blatter zu gewahrleisten (Reynolds-Henne et al., 2010). Die gesteigerte
Transpiration resultiert allerdings in erhdhtem Wasserverlust, was Pflanzen wiederum
anfalliger gegentber Trockenstress machen wiirde (siehe Abbildung 1.3). Als eine Reaktion
auf Hitzestress richten sich die Blatter der Pflanzen auf, ein Prozess der als Hyponastie

bezeichnet wird, um direkte Lichteinstrahlung und damit die Uberhitzung und einen
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gesteigerten Wasserverlust zu vermeiden (Gray et al., 1998, Koini et al., 2009). Zudem
zeigen die hitzegestressten Pflanzen elongierte Hypokotyle sowie eine verfrihte Bluhbildung
(Gray et al., 1998; Balasubramanian et al., 2006).

Abbildung 1.3: Gegensétzliches Stomataverhalten
unter Hitze und Trockenheit. Bei Trockenheit kommt es
zum Stomataschluss, um unndétigen Wasserverlust zu
vermeiden. Bei Hitze hingegen sind Stomata geéffnet, so
dass Transpiration stattfinden kann.

Trockenheit Hitze

Prinzipiell kbénnen zwei pflanzliche Antworten als Reaktion auf Hitzestress klassifiziert
werden: Die Fahigkeit erhéhte Temperaturen zu ertragen, ohne vorher mit Hitze konfrontiert
worden zu sein, auch basale Thermotoleranz genannt, wohingegen eine Hitzeantwort bei
erneut auftretendem Stress als erworbene Thermotoleranz bezeichnet wird (Larkindale et al.,
2005). In beiden Fallen nutzen Pflanzen Signalwege, um drohenden Schaden zu erkennen,
ihren Metabolismus und ihre zellulare Funktionen zu justieren und schlussendlich
hitzebedingten Schaden abzuwenden (Mittler et al., 2012). Hitzestress fuhrt zu Anderungen
der Zellstrukturen, einschliellich der Lipidzusammensetzung der Membranen, der
Destabilisierung von RNA und Proteinen und &andert zudem die Effizienz enzymatischer
Reaktionen in der Zelle, was zu einem metabolischen Ungleichgewicht fuhrt (Mittler et al.,
2012; Mathur et al.,, 2014). Weiterhin kommt es zur Fehlfaltung von neu synthetisierten
Proteinen und der Denaturierung von existierenden Proteinen. Diese fehlgefalteten Proteine
treten dabei in unterschiedlichen Kompartimenten auf und induzieren dort zusatzlich zu den
Hitzestresssignalen, die an der Plasmamembran durch primare Thermosensoren, wie den
Calciumkanal PLASMA MEMBRANE CYCLIC NUCLEOTIDE GATED CALCIUM CHANNEL (CNGC2)
erzeugt werden (Saidi et al., 2009; Finka et al., 2012) intrazellulare Stresssignale
(zusammengefasst in  Howell (2013)). Proteinakkumulationen konnen sowohl im
endoplasmatischen Retikulum (ER) als auch im Zytosol pflanzlicher Zellen auftreten und

entsprechend zu einer ungefalteten Proteinantwort (unfolded protein response; UPR) im ER
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(ER-UPR) bzw. zytosolischen Proteinantwort (cytosolic protein response; Cyt-UPR) fuhren
und spezifische Hitzeantworten ausldsen (siehe Abbildung 1.4; Aparicio et al. (2005); Sugio
et al. (2009); Liu and Howell (2010)). Fur eine rasche transkriptionelle Antwort werden
einzelne ER-Membran-gebundene Transkriptionsfaktoren auf einen Stimulus hin abgespaltet
und in den Kern transportiert. Bei der ER-UPR werden verschiedene BASIC LEUCINE ZIPPER-
Transkriptionsfaktoren (bZIP), u. a. bZIP17, bZIP28 und bZIP60 proteolytisch gespalten,
einem Prozess der im Wesentlichen durch das Sensormolekll INOSITOL-REQUIRING 1 (IRE1)
vermittelt wird (Gao et al., 2008; Deng et al., 2011; Zhang und Wang, 2012).

ER-UPR

Cyt-UPR IRE1 Abbildung 1.4 Antwort auf Hitze-

4 induzierte Proteinfehlfaltung im
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Die ER-UPR resultiert in einer Rekrutierung von BiP (BINDING IMMUNOGLOBULIN PROTEIN) und
der Induktion von gréReren Chaperongruppen (Deng et al., 2011). Zu diesen molekularen
Chaperonen zahlen Hitzeschockproteine (heat shock proteins; HSPs), eine spezifische
Klasse von Proteinen, die anderen Proteinen bei der richtigen post-translationalen Faltung in
vielen zellularen Prozessen wahrend des normalen Zellwachstums helfen (Ellis, 1990) und
Hitzestresseffekte abmildern, indem Proteine mit stressbedingter Fehlfaltung stabilisiert und
Aggregationen verhindert werden (Queitsch et al., 2000). In Anwesenheit von zytosolischen
HSPs werden unter Hitzestress Hitzestresskdrnchen (heat stress granules; HSGs) bis zu

einer GrofRe von 1-2 mDa Molekulargewicht gebildet, die hauptsachlich niedermolekulare
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HSPs fir die Bindung und Aufnahme fehlgefalteter Zellproteine beinhalten (Neumann et al.,
1984; Nover et al., 1989). In Tomate konnte fiir HSGs durch biochemische Analysen und in
vitro Translation von Zellkulturen eine Speicherfunktion von nicht-translatierter mRNA
angenommen werden (Nover et al., 1989). Neuere Immunofluoreszenzstudien zeigen
jedoch, dass die Stresskornchen unter Hitze klar von den prozessierenden Koérnchen mit
Ribonukleinproteinen zu unterscheiden sind und deshalb die Speicherfunktion in Frage
gestellt wird (Weber et al.,, 2008). Darliber hinaus veranlassen HSPs den Ubiquitin-
vermittelten Proteinabbau von fehlgeleiteten oder fremden Proteinen. Beispielsweise
interagiert HSP70 mit dem Hiullprotein (coat protein; CP) von Potyviren wahrend der frihen
Replikationsphasen, was in einer Ubiquitinierung und dem Abbau von CP mindet (Hafren et
al., 2010). Hitzeschockfaktoren (heat shock factors; HSFs) sind die transkriptionellen
Aktivatoren der HSPs (Kotak et al., 2007). Fur einen aktiven Transkriptionsfaktorkomplex
werden Trimere gebildet, welche sequenzspezifisch an die DNA binden kénnen. Diese
Sequenzen werden Hitzeschockelemente (heat shock elements; HSEs) genannt und
kommen im Promotorbereich vieler hitzeinduzierbarer Gene vor (Wu, 1995). Im Gegensatz
zu Tomate, fur die es offensichtlich von den 15 bekannten HSFs (von Koskull-Doring et al.,
2007) mit HSFA1 einen Hauptregulator gibt (Mishra et al., 2002), scheint bei Arabidopsis die
Antwort kollektiv durch mehrere HSFs gesteuert zu sein (Liu et al., 2011; Liu und Charng,
2013). Arabidopsis weist namlich 21 HSF kodierende Gene auf (Nover et al., 2001; Scharf et
al., 2012). Weder singulare KO-Mutanten (knock-out; KO) der HSFs HSFAla, HSFALlb,
HSFA1d oder HSFAle, noch Doppel- oder Triple-Mutanten fihrten zu Beeintrachtigungen in
der pflanzlichen Hitzeschockantwort (Lohmann et al., 2004; Nishizawa-Yokoi et al., 2011).
Ein simultaner Genverlust von HSFAla, HSFAlb, HSFA1ld oder HSFA1le fihrte jedoch zu
erheblichen Einschrankungen im Rahmen der basalen und erworbenen Thermotoleranz, was
die Autoren spekulieren lieR, dass in Arabidopsis als Antwort auf Hitzeeinfluss ein
Zusammenspiel meherer Transkriptionsfaktoren nétig ist (Liu et al., 2011). Dartber hinaus
zeigt HSFA2 die starkste Genexpression in Arabidopsis-Pflanzen unter Hitzestress und
reguliert seinerseits die Genexpression von zahlreichen stressresponsiven Genen (Schramm
et al., 2006). Eine Uberexpression von HSFA2 in transgenen Arabidopsis-Pflanzen fiihrte
nicht nur zu einer verbesserten Thermotoleranz, sondern resultierte auch in einer erhdéhten
Toleranz gegenuber Salzstress und einer Kombination aus Licht- und Hitzestress im
Vergleich zu ihren untransformierten Kontrollen (Nishizawa et al., 2006; Ogawa et al., 2007).
Auch biotische Stressfaktoren, beispielsweise Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
oder Flagellin sind daftir bekannt, dass sie die Expression von HSFs induzieren (von Koskull-
Doring et al., 2007), was ihnen eine mdgliche Rolle in der Pathogenabwehr zuschreibt. So

kommt es durch eine Virusinfektion im Zytosol der Pflanze zur Induktion von HSPs, ein
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Prozess der beschleunigt wird, wenn die Virus-kodierten Proteine instabil sind (Jockusch et
al., 2001).

Bei der Akklimatisierung an hohe Temperaturen scheint der BASIC HELIX-LOOP-HELIX (bHLH)
Transkriptionsfaktor PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (PIF4) eine zentrale Rolle in
Arabidopsis einzunehmen (Proveniers und van Zanten, 2013). PIF4 wurde zunachst als
Arabidopsis-Mutante short under red-light 2 (srl2) in einem Screening unter einem niedrigen
hellrot-dunkelrot-Lichtverhéltnis als hypersensitive Mutante identifiziert (Hug und Quail,
2002). Fortfihrende Analysen entpuppten Phytochrom B (phyB) unter Lichtbedingungen als
negativen Regulator von PIF4 (de Lucas et al., 2008). Unter Dunkelheit wandelt sich namlich
phyB in eine photoinaktive Form um, wird aus dem Kern transportiert und erlaubt so die PIF4
Akkumulation sowie die Stimulation des Wachstums (Proveniers und van Zanten, 2013).
Aufgrund phanotypischer Ahnlichkeiten zwischen Pflanzen unter einem niedrigen hellrot-
dunkelrot-Lichtverhaltnis und Pflanzen unter Hitzestress wurde ein gemeinsamer molekularer
Mechanismus postuliert (Koini et al., 2009). In Experimenten unter erhéhten Temperaturen
waren pif4-Mutanten unfahig, temperatur-induzierte Hypokotyl- und Petiolenelongation sowie
Hyponastie auszubilden (Koini et al., 2009; Stavang et al., 2009). Fortfilhrende Analysen
offenbarten, dass unter Hitzestress die transiente Expression von PIF4 induziert wird
(Stavang et al., 2009), was maf3gebliche Auswirkungen auf zwei Prozesse hat: PIF4 ist fahig,
Uber eine direkte Aktivierung des Flowering locus T (FT), der seinerseits Gene des
Bluhmeristems reguliert, die Bluhinduktion zu veranlassen (Kumar et al., 2012). Darlber
hinaus stimuliert PIF4 durch Promotorbindung essentieller Gene der Auxinbiosynthese die
Menge an freier Indol-3-Essigsaure (indole-3-acetic acid; I1AA; Sun et al. (2012); Franklin et
al. (2011)). Franklin et al. (2011) identifizierten zudem eine PIF4 abh&ngige Expression von
SMALL AUXIN UP RNA (SAUR) Genen unter Hitzestress, die das Elongationswachstum férdern.
Unter erhdhten Temperaturen scheint PIF4 direkt Einfluss auf Auxin und das
Elongationswachstum zu nehmen.

Die Transkription von PIF4 wird durch die zirkadiane Uhr beeinflusst. Dabei ist die
Expression in der Nacht am niedrigsten und steigt am Ende der Nachtperiode an, so dass
mittags die héchste transkriptionelle Aktivitat gemessen werden kann. Im Laufe des Tages
wird das PIF4-Protein inaktiviert oder durch Licht abgebaut (Nozue et al.,, 2007).
Interessanterweise scheinen erhéhte Temperaturen ihrerseits Einfluss auf die zirkadiane Uhr
der Pflanzen zu nehmen. Globale Transkriptionsanalysen der zentralen Stoffwechselwege in
Arabidopsis-Pflanzen zeigten, dass ungefédhr ein Drittel aller exprimierten Gene in
Arabidopsis durch die zirkadiane Uhr reguliert sind (Covington et al., 2008). Diese Analysen
identifizierten stressresponsive Signalwege, die der zirkadianen Uhr eine Rolle bei

verschiedenen abiotischen Stressfaktoren, u. a. Hitzestress zukommen lassen. In der
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Modellpflanze Arabidopsis ist bekannt, dass Oszillatoren durch positive und negative
Ruckkopplungskreise reguliert werden. In diesem Kontext konnten bereits einige wichtige
Gene, die fur den Tagesrhythmus verantwortlich sind, identifiziert werden. Zu diesen
gehdren CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1 (CCA1l), LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) und
TIMING OF CAB EXPRESSION (TOC1) (Millar et al., 1995; Schaffer et al., 1998; Wang und Tobin,
1998). CCAL1 steigt vor der Morgendammerung und supprimiert TOC1 durch die Bindung an
seinen Promotor. Am Abend, wenn die CCAl- und LHY-Werte sinken, steigen die TOC1
Expressionswerte hingegen an (Alabadi et al.,, 2001). In einer Studie mit Arabidopsis-
Pflanzen konnten bei einer Temperatur von 27°C im Vergleich zu 17°C erhéhte TOC1
Amplituden, aber verringerte CCAL1- und LHY-Expressionswerte detektiert werden (Gould et
al., 2006). Die Autoren schlussfolgern, dass die veranderten Expressionsmuster der
zirkadianen Uhr einen Beitrag zur Bewadltigung des Stresses leisten kénnen. Unterstlitzt wird
diese Hypothese von Dodd et al. (2005), die zeigen, dass die Stabilitat und Genauigkeit der

zirkadianen Uhr die Photosyntheseleistung und die Produktivitat steigern kénnen.

1.2.3 Physiologische Veranderungen in Pflanzen unter Salzstress

Neben Hitze und Trockenheit fiihrt ein weiterer abiotischer Stressfaktor zu signifikanten
Problemen in der Landwirtschaft: Salzstress. Salzige Béden bereiten mittlerweile auf einer
Flache von nahezu einer Milliarde Hektar, und damit auf ca. 20% der bewasserten
landwirtschaftlichen Nutzflachen, Probleme (Chinnusamy et al., 2005; Wicke et al., 2011).

In Pflanzen resultiert Salzstress sowohl aus osmotischem Stress, der im Wesentlichen durch
hohe Salzkonzentrationen im Boden zustande kommt, als auch aus ionischem Stress,
bedingt durch hohe Salzkonzentrationen in der Pflanze und deren Einfluss auf die
Zellfunktionen (Munns und Tester, 2008). Diese beiden Komponenten sowie der
nachfolgende Nahrstoffmangel sind ausschlaggebend fiir signifikante Ertragsverluste und

sollen im Weiteren detaillierter ausgefiihrt werden (siehe Abbildung 1.5).
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Abbildung 1.5: Uberblick iiber die zwei Phasen des Salzstresses und die wichtigsten Abwehr-
mechanismen. Bei Salzstress kdnnen im Wesentlichen die frilhe osmotische sowie die nachfolgende ionische
Phase unterschieden werden. Auch wenn die Abwehrreaktionen ineinander greifen kdnnen, ist es mdglich
typische Antworten zu charakterisieren: In der osmotischen Phase wird weiterer Salzaufnahme verhindert,
wohingegen in der ionischen Phasen Kationen ausgeschieden bzw. eingeschlossen werden. In beiden Phasen
werden Osmolyte produziert.

Nach Munns (2002, 2005) steigen gemall dem Zwei-Phasen-Modell in der ersten, der
sogenannten osmotischen Phase die Salzkonzentrationen zunéchst im Wurzelbereich der
Pflanzen, und spéater auch in den Blattern, unmittelbar auf ein intolerables Niveau. Fur
Pflanzen schlagt sich dieser Effekt vorrangig in einer erschwerten Wasseraufnahme sowie
einer verlangsamter Entwicklung neuer Blatter nieder. Dabei tritt dieser osmotische Effekt
nach Salzapplikation nicht nur schnell auf, sondern bleibt wahrend der gesamten Dauer
erhalten, was in einer Inhibition der Zellexpansion und Zellteilung miindet (Fricke und Peters,
2002; Munns, 2002; Munns und Tester, 2008). Auch wenn die Mechanismen, die es der
Pflanze erlauben, osmotischen Salzstress zu tolerieren noch weitgehend ungeklart sind, ist
klar, dass es zu einer gesteigerten zellularen Einlagerung geldster Stoffe, wie Prolin oder
Betain, kommt (Ashraf und Foolad, 2007). Fiur beide Substanzen wird angenommen, dass

sie als kompatible Osmolyte eine adaptive Rolle bei der osmotischen Einstellung in Pflanzen
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unter Stress haben und zudem positive Effekte auf Enzyme und die Membranintegritat
aufweisen (Ashraf und Foolad, 2007; Sakamoto und Murata, 2002). Unter moderaten
osmotischen Effekten kénnen im Vergleich zu dem inhibierten Blattwachstum dennoch
Wurzeln gebildet werden und so die Oberflache fiir eine effektive Wasseraufnahme bzw. den
lonenausschluss vergroRert werden (Munns, 2002).

lonische Effekte kommen durch eine stufenweise Erh6hung der lonenkonzentration in den
Blattern, bis hin zu toxischen Mengen, zustande. In der ionischen Phase ist vor allem eine
verfrlhte Seneszenz Alterer Blatter auffallig (Munns und Tester, 2008). Durch hohe
Natriumkonzentrationen kommt es zur Beeintrachtigung essentieller Prozesse, da
Natriumionen mit Kaliumionen um Bindungsstellen konkurrieren, die wichtig flr metabolische
Prozesse sind und von Na* alleine nicht korrekt ausfiihrt werden kénnen (zusammengefasst
in Blumwald (2000)). Beispielsweise koénnten membranstéandige ATPasen, die fir den
Energiestoffwechsel und die Signaltransduktion in Pflanzen wichtig sind, angeflihrt werden.
Um ionischen Stress zu verhindern, ist die Pflanze in der Lage, im Zytosol akkumulierende
Natriummengen auf zwei Arten zu reduzieren. Zum einen kann Natrium aus den Blattern
ausgeschlossen und zum anderen effizient in der Vakuole sequestriert werden (Tester und
Davenport, 2003; Munns und Tester, 2008). Eine ansteigende Na‘'-Konzentration in der
Vakuole fuhrt zu einem zunehmenden osmotischen Druck in der Zelle, was eine
Ausdehnung der Vakuole zur Folge hat. Als Gegenmaflinahme akkumuliert die Pflanze
kompatible Osmolyte wie Prolin, Glycin, Polyamine und Igsliche Zucker, um das osmotische
Potential des Zytosols dem osmotischen Potential der Vakuole anzugleichen und eine
Volumenausdehnung der Vakuole zu verhindern. In Arabidopsis konnte gezeigt werden,
dass die lonenhomdostase weitestgehend tber den SOS-Signalweg vermittelt wird, der aus
den Komponenten sosl (kodiert fiir ein Plasmamembran Na'-/H*-Antiporter), sos2 (kodiert
fir eine Serin-/Threoninproteinkinase und sos3 (kodiert fiir ein Ca**-Bindeprotein) besteht
(Yang et al., 2009).

Durch eine veranderte lonenhoméostase und abweichendes Wasserpotential kommt es zu
massiven metabolischen und transkriptionellen Anderungen in der Pflanze (Pandit et al.,
2011), so dass in der Literatur mittlerweile zahlreiche Transkriptomanalysen zu Reis- und
Arabidopsis-Pflanzen unter Salzstressbedingungen zu finden sind (Kawasaki et al., 2001,
Rabbani et al., 2003; Wang et al., 2007). Die Arbeitsgruppe von Todaka et al. (2012) hat die
grolle Anzahl der stressresponsiven Gene gruppiert: Eine Gruppe stellen dabei die
Signalkomponenten dar, die die Genexpression bei der Stressantwort regulieren, wozu
Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren z&hlen. Funktionelle Komponenten, die die
pflanzliche Zelle direkt gegen Stress schiitzen, zeichnen die zweite Gruppe aus. Dazu

zahlen u.a. Enzyme des Metabolismus, Aquaporine und LEA-Proteine.
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1.3 Pflanzen unter biotischem Stress

1.3.1 Die Pflanzen-Pathogen Interaktion

Pflanzen sind neben zahlreichen abiotischen Stressbedingungen auch permanent einer
Vielzahl verschiedenster Pathogene ausgesetzt und missen im Stande sein, sich gegen
diese erfolgreich zu wehren. Nematoden und Blattlause, ebenso wie Pilze, Bakterien und
Viren konnen in Abhangigkeit der Suszeptibilitit oder der Resistenz des jeweiligen
Wirtsorganismus Krankheitssymptome unterschiedlichen AusmalR3es hervorrufen (Jones und
Dangl, 2006). Als eine erste Schutzbarriere dient der Pflanze zunéchst die sogenannte
praformierte Abwehr, eine konstitutive physikalische und chemische Barriere (Zhang et al.,
2013). Trichome, Zellwande und die Kutikula gehtren zum pflanzlichen Repertoire auf dieser
Stufe der Abwehr, ebenso wie toxisch wirkende Sekundarmetabolite, zu denen Saponine
oder Glukosinolate zahlen (Fu und Dong, 2013). Gelangen Pathogene dennoch tber offene
Wunden oder nattrliche Offnungen, wie Stomata oder Hydathoden, in die Pflanzenzelle und
vermehren sich anschlieend im Apoplasten bzw. Viren im Zytosol, verfigen Pflanzen Uber
zwei grundlegende, induzierbare Abwehrmechanismen, die basale und die Resistenz-Protein
vermittelte Abwehr (R-Protein-vermittelte Abwehr; Chisholm et al., 2006; Jones und Dangl|,
2006). Beide sollen ebenso wie das virale Pathogen Turnip Mosaic Virus (TuMV) in den

folgenden Abschnitten kurz eingefiihrt werden.

1.3.2 Basale Abwehrsysteme

Pflanzen vermdgen charakteristische molekulare Strukturen verschiedener Pathogene (sog.
Pathogen associated molecular patterns; PAMPs) durch Transmembranrezeptoren zu
erkennen (Chisholm et al., 2006; Zipfel, 2008). Demnach wird diese Komponente der
basalen Abwehr auch als PAMP-ausgeldste Immunitat (PAMP-triggered immunity; PTI)
bezeichnet (Abramovitch et al., 2006). Diese PAMPs sind hoch konserviert und fir das
Uberleben der Mikroben essentiell (Nirnberger et al., 2004). Bei Bakterien erkennen
Pflanzen z.B. das strukturell konservierte Flagellin, den Elongationsfaktor EF-Tu und
Lipopolysaccharide aus gram-negativen Bakterien (Felix et al., 1999; Meyer et al., 2001;
Kunze et al., 2004), wohingegen unmethylierte DNA, zytoplasmatische doppelstrangige RNA
(dsRNA) oder DNA als typische virale PAMPs gelten (Thompson und Locarnini, 2007). Die
Transmembranrezeptoren, die Uber ihre Transmembrandoméne in der Plasmamembran
verankert sind, sind oftmals aus einer extrazellularen Leucin-reichen Doméne (leucin-rich

repeats; LRR) sowie einer zytosolischen intrazellularen Kinase-Doméane, die fur die
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Signaltransduktion nach PAMP-Erkennung notwendig ist, aufgebaut (Monaghan und Zipfel,
2012). Beispielsweise kann ein 22 Aminosduren groles Peptid des bakteriellen
Flagellinproteins (flg22) Gber die LRR-Domane des spezifischen Flagellin Rezeptor FLS2
erkannt werden und in Wechselwirkung mit anderen Kinasen, wie BAK1 (BRI1-ASSOCIATED
RECEPTOR KINASE1l) und BIK1 (BOTRYTIS-INDUCED KINASE1l), nachfolgende Komponenten
phosphorylieren und Signaltransduktionskaskaden, bis hin zur transkriptionellen Antwort,
aktivieren (Chinchilla et al., 2007; Lu et al., 2010; Schulze et al., 2010). Als eine schnelle
Reaktion werden zum einen ROS-Molekile gebildet, zum anderen kommt es durch die
Depolarisierung der Membran zu einer Anséauerung des Zytoplasmas und infolgedessen zu
einer Alkalinisierung des Apoplasten, was durch die Aktivierung verschiedener lonenfliisse
einen Anstieg der zytosolischen Calcium-Konzentration bedingt (Boudsocq et al., 2010).
Durch die transiente Phosphorylierung und somit Aktivierung einer Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK) Kaskade kommt es weiterhin zur Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren, die zu einer verstarkten Expression von PR-Genen (pathogen-related
genes; PR) fuhren (Asai et al., 2002; Lee et al.,, 2004; Nurnberger et al., 2004). Dabei
scheinen auch ldsliche Zucker eine grof3e Rolle zu spielen, da ein Transkriptanstieg der
apoplastischen Zellwand-Invertase in virusinfiziertem Gewebe beobachtet wurde (Sturm und
Tang, 1999; Herbers et al., 2000). So konnte eine erhdhte Resistenz gegeniiber Potato virus
Y (PVY) durch eine Zucker-vermittelte und Salizylat (SA)-unabhangige Pflanzenabwehr
festgestellt werden (Herbers et al., 2000). Zusatzlich fiuhrt die PTI durch allosterische
Aktivierung spezieller Enzyme sowie Kalloseeinlagerungen zu einer Verstarkung der
Zellwand (Chisholm et al., 2006; Luna et al., 2011). Letztere wird zusatzlich durch eine
Reorganisation des Zytoskeletts, das an der Bildung von Papillen zur Verstarkung der
Zellwand und am Transport von PR-Proteinen beteiligt ist, manifestiert (Abramovitch und
Martin, 2004; Day et al., 2011). Abbildung 1.6 fasst die Ereignisse wahrend der PTI

Zzusammen.
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Abbildung 1.6: Prozesse wahrend der basalen Abwehr. Nach Pathogenerkennung wird die MAPK Kaskade
eingeleitet, die zu einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fiihrt. Am Ende der Kaskade kommt es zur
Expression von Abwehr-assoziierten Genen, wie PR-Genen. Diese kdnnen in den Apoplasten segregiert werden.
Zusétzlich kommt es zu einer Erhdhung der Calciumkonzentration, erhdhten Konzentrationen an ROS und
verschiedenen Phytohormonen, wie SA. Durch Kallosepapillen wird die Zellwand weiter verstarkt.

Im Laufe der Evolution gelang es zahlreichen Pathogenen diverse Effektorproteine mit dem
Ziel, die PTI der Pflanze wirksam zu unterdriicken und die Wirtszelle zum Vorteil des
Pathogens zu nutzen, zu entwickeln (Alfano und Collmer, 2004). Einzelne Bakterien sind
beispielsweise in der Lage, bis zu 30 verschiedene Effektoren zu generieren, die Uber das
sogenannte Typ Il Sekretionssystem in das Wirtszytosol injiziert werden und die pflanzliche
Abwehr beeinflussen koénnen (Cunnac et al.,, 2009). Mittlerweile konnten zahlreichen
Effektoren konkreten Angriffsorten innerhalb der PTI zugeordnet werden. Der Pseudomonas
Effektor HopAll dephosphoryliert beispielsweise als Phosphothreonin-Lyase die MAPK
MPK3 und MPKG6 irreversibel und vermindert so die PAMP-induzierte Transkription von
Abwehrgenen, zum Beispiel PR-Genen (Zhang et al., 2007). HopM1, ebenfalls aus
Pseudomonas, interagiert mit AtMIN7, das in den Vesikeltransport zur Plasmamembran

involviert ist, und behindert somit die Vermittlung von Kalloseablagerungen zur effektiven
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Pathogenabwehr der Pflanze (Nomura et al., 2006). Auch XopN, ein Effektor aus
Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria inhibiert die PR-Genexpression sowie die
Kalloseablagerungen, indem er mit der Kinase Tomato Atypical Receptor-Like Kinasel
(TARK1) interagiert (Kim et al., 2009a). Andere Effektoren, wie AvrBS3 aus der TAL
(Transcription-Activator-Like)/AvrBs3/PthA  Effektor-Familie  imitieren  durch  variable
Sequenzabschnitte eukaryotische Transkriptionsfaktoren und beeinflussen direkt die
transkriptionelle Aktivitat der Wirtspflanzen (Kay et al., 2007; Rémer et al., 2009).

Ein wichtiger Angriffspunkt der Viren zur Minderung der pflanzlichen Abwehr stellt das RNA-
silencing dar, das in Pflanzen als Wirtsantwort normalerweise durch die Prasenz dsRNA, die
entweder als Intermediate wahrend der Replikation oder als sekundére Faltungsstrukturen
entstehen, ausgeldst wird und in einem sequenzspezifischen Abbau von RNA resultiert.
DsRNAs konnen dabei als PAMPs gesehen und das RNA-silencing kann als PTI bezeichnet
werden. Der Hauptunterschied zu Pathogenen, wie Pilzen und Bakterien, ist die intrazellulare
Erkennung der Viren (Ding und Voinnet, 2007). Als Gegenspieler des RNA-silencing
Mechanismus spielen virale Suppressoren, die in den meisten Fallen an dsDNA binden
kénnen, eine wichtige Rolle (Merai et al.,, 2006). Die Suppressoren des RNA-silencings
kénnen in die Schlisselstellen des zellularen silencing-Systems eingreifen und die
Effektivitat der Pflanzenviren reduzieren (Burgyan und Havelda, 2011). Sie wurden gemaf
Vargason et al. (2013) basierend auf Arbeiten von Csorba et al. (2009) und Burgyan und
Havelda (2011) folgendermaf3en klassifiziert. Silencing-Suppressoren konnen i) die Bindung
und Prozessierung der viralen dsRNA in virale siRNA (small interfering RNA; siRNA) ii) den
Zusammenbau des RISC-Komplexes (RNA-induced silencing complex; RISC), iii) die
Zielfindung der viralen dsRNAs und iv) die Amplifikation von viralen siRNAs verhindern. Der
prominenteste Vertreter der letzten Gruppe ist P19 des Tomusviruses, der siRNAs mit hoher
Affinitat bindet und damit vor dem RNA-silencing schutzt (Silhavy et al., 2002) und daruber
hinaus die Verbreitung des siRNA-Duplex verhindert (Dunoyer et al., 2010). Weiterhin ist P6
zu nennen, ein Protein des Cauliflower mosaic virus (CMV), das ein Suppressor des RNA-
silencing ist (Love et al., 2007), indem es mit dem doppelstrangigen RNA-Protein 4, das fir
die Funktionsfahigkeit von DICER-like 4 (DCL4) nétig ist, interagiert (Haas et al., 2008).
Ahnlich verhdlt sich P14 des Potos latent aureusvirus, das die Prozessierung von dsRNA in
siRNA verhindert (Merai et al., 2006). Diese Form der Pathogen-Wirts Interaktion wird als
kompatible Interaktion bezeichnet und resultiert in einem suszeptiblen Wirt, der

Krankheitssymptome aufweist, sowie sich vermehrenden Pathogenen.
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1.3.3 Resistenzprotein-vermittelte Abwehr

Evolutionsgetrieben gelang es resistenten Pflanzen schlief3lich, Effektorproteine von
Pathogenen zu erkennen. Die indirekte oder direkte Erkennung dieser Faktoren geschieht
dabei durch Resistenzproteine (R-Proteine), welche eine Effektor-vermittelte Immunantwort
(Effector-triggered immunity; ETI) auslosen. Dies setzt die Existenz eines R-Gens voraus,
dessen Genprodukt die spezifische Erkennung eines bestimmten Avirulenz-Faktors des
eindringenden Pathogens vermittelt und als Gen-fir-Gen Hypothese bezeichnet wird (Flor,
1971). Dabei gentgt es nach der Guard-Hypothese schon, dass Effektorproteine nicht direkt
wahrgenommen werden missen, sondern die Wirts-Zielproteine die pathogenen Effektoren
auf mogliche Modifikationen durch R-Proteine hin tberprift werden (Van der Biezen und
Jones, 1998; Chisholm et al., 2006). Als Ergebnis der ETI wird nicht nur die PTI extrem
verstarkt und verlangert, sondern auch eine hypersensitive Reaktion (hypersensitive
reaction; HR) ausgeldst, die das Pathogenwachstum an der Infektionsstelle inhibiert, die
Verbreitung des Pathogens verhindert und in der Resistenz der Wirtspflanze resultiert
(Hofius et al.,, 2007). Daruber hinaus wird die Zellwand durch Kallose- oder
Ligninablagerungen verstarkt und die Produktion von antimikrobiellen, sekundaren
Metaboliten, wie Phenylpropanoiden, Phytoalexinen und Glukosinolaten, initiiert (Jalali et al.,
2006). Zudem kommt es zur Aktivierung und Expression von SA, Jasmonat, Ethylen, ROS
und Calcium sowie der Expression von PR-Genen (Ronde et al.,, 2014). Jede einzelne
Komponente scheint spezifisch gegentiber bestimmte Pathogen zu sein, wobei SA, ROS und
Calcium scheinbar effektiv gegen Viren sind (Loebenstein, 2009; Carr et al.,, 2010).
Avirulenz-Faktoren konnen in Viren beispielsweise Hiillproteine, Transportproteine (engl.
movement proteins), Replikaseproteine oder silencing-Suppressoren sein
(zusammengefasst in Ronde et al., 2014). R-Proteine kénnen in Pflanzen anhand ihrer
konservierten Sequenzmotive in zwei Klassen untergliedert werden, die NB-LRRs
(nucleatide binding leucine-rich repeats, NB-LRRs) und die eLRRs (extracellular leucin-rich
repeats, eLRR). NB-LRRs zeichnen sich durch variable Strukturen am aminoterminalen
Ende aus und kénnen ihrerseits in zwei Unterklassen separiert werden: Coiled-Coil-NB-LRR
(CC-NB-LRR) und Toll/Interleukin 1-Rezeptor-ahnliche NB-LRR (TIR-NB-LRR) (Takken und
Tameling, 2009). Allein in Arabidopsis sind mehr als 149 NB-LRR-Proteine bekannt, die
einen Beitrag zur Resistenz gegeniber Bakterien, Viren und Pilzen leisten kdnnen (Meyers
et al., 2003). Einige R-Gene verfiigen uber funktionelle Allele in anderen Pflanzenarten und
zeigen ahnliche Effektorerkennung. Die Anzahl der bekannten R-Gene gegen pflanzliche
Viren belauft sich Gber alle Spezies hinweg auf Gber 200, von denen jedoch bislang nur 22

kloniert und charakterisiert wurden (siehe Abbildung 1.7; Ronde et al. (2014)). Die meisten
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bekannten R-Genprodukte sind vom CC-NB-LRR Typ, wohingegen die kleinere Gruppe
durch das Strukturmotif TIR-NB-LRR charakterisiert ist.
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HRT (Arabidopsis) BcTuR3 (Ribsaat) JAX1 (Arabidopsis)
RCY1 (Arabidopsis) Pvrl (Zuckermelone) RTM1 (Arabidopsis)
L1 (Paprika) Pvr2 (Zuckermelone) RTM2 (Arabidopsis)
L2 (Paprika) N (Tabak) RTM3 (Arabidopsis)
L3 (Paprika) | (Kidneybohne) Ty-1 (Tomate)
L4 (Paprika) PVVTT1 (Kidneybohne) Ty-3 (Tomate)
Ctv (Dreiblattrige Orange)  PvCMR1 (Kidneybohne) Tm-1 (Tomate)
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Tm-22 (Tomate)
Tm2 (Tomate)
Rx1 (Kartoffel)
Rx2 (Kartoffel)
Y-1 (Kartoffel)
CYR1 (Urdbohne)

Abbildung 1.7: Struktur und Lokalisation der 22 klonierten und charakterisierten dominanten R-Gene
gegen pflanzliche Viren. Die bereits erforschten 22 R-Gene gegen pflanzliche Viren (Ronde et al., 2014) wurden
anhand der Sequenzmotive von LRR (leucine-rich repeat), NBS (nucleotide binding site), CC (coiled coil), TIR
(Toll/Interleukin 1-Rezeptordoméne) zugeordnet. Die meisten R-Gene fallen demnach in die Gruppe der CC-NB-
LRRs. Einige R-Gene fallen zudem auf3erhalb der NB-LRR Klassen (rechts). Abbildung modifiziert nach Kang et
al. (2005).

Das N-Gen, fir ein TIR-NB-LRR-Protein kodierend, ist ein einzelnes dominantes Gen, das
aus Nicotiana glutinosa in N. benthamiana eingefihrt wurde und zu einer HR bei Tobacco
mosaic virus (TMV) fuhrt (Holmes, 1937; Dinesh-Kumar et al., 2000). Ebenso fiuihrte das I-
Gen in Phaseolus vulgaris, einem weiteren TIR-NB-LRR-Gen (Kang et al., 2005), zu
Resistenz gegenuber Bean common mosaic virus (Dijikstra et al., 1977). Einige R-Gene
gehoren nicht zum Typ der NB-LRRs. RTM1, RTM2, RTM3 wurden beispielsweise als
Resistenzgene in Arabidopsis identifiziert. Sie verhindern die Aufnahme von zahlreichen
Potyviren in das Phloem und damit die systemische Verbreitung. Interessanterweise, kam es

weder zur Induktion einer HR oder der Produktion von SA, was Ublicherweise bei NB-LRR-
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Erkennungsmechansimen auftritt (Cosson et al., 2012). Ty-1, ebenfalls nicht zur Klasse der
NB-LRRs gehorend, ist ein Resistenzgen aus Tomate gegen den tomato yellow leaf curl
geminivirus (TYLCV). Dieses Gen kodiert fir eine RNA-abhangige RNA Polymerase (RdRp)
und es wird angenommen die Resistenz gegenuber TYLCV durch Amplifikation des RNAI
Signals vermittelt, da Tomatenpflanzen, die ein Ty-1 enthalten keine Symptome bei der
Behandlung mit TYLCV aufwiesen (Verlaan et al., 2013). Vor allem Potyviren benétigen fur
eine erfolgreiche Infektion Wirtsfaktoren. Ist die Interaktion zwischen Wirtsfaktoren und Virus
gestort, kommt es auch zur Resistenz, die als rezessive Resistenz bezeichnet wird (Truniger
und Aranda, 2009; Kang et al., 2005).

Abbildung 1.8: Interaktion
zwischen Pflanze und
Pathogen. Phytopathogene
kénnen im Wesentlichen zwei
unterschiedliche Interaktionen in
der Pflanze hervorrufen. Einige
Effektoren kénnen durch
pflanzliche R-Proteine erkannt
Virales werden. Ist die Pflahze resistept

Virales Protein ~ Wirtsfaktor Protein Wirts R Protein und das PathOQen wird durch die
D« . D « . HR wirksam bekampft, spricht
N man von einer inkompatiblen

Interaktion. Kommt es zur
Interaktion mit Wirtsfaktoren kann
das Pathogen den Wirt

N4 N4

-:] - umprogrammieren. Dabei handelt

es sich um eine kompatible

Interaktion, die Pflanze st

i l suszeptibel  (modifiziert  nach
Kang et al. (2005)).

Interaktion mit Wirtsfaktoren Durch R-Protein erkannt

Kompatible Reaktion Inkompatible Reaktion
Suszeptible Pflanze Resistente Pflanze
->Wirt wird umprogrammiert “>HR

Letztendlich fuhrt die ETI zu einer inkompatiblen Interaktion, die auch als Wirt-spezifische
Resistenz bezeichnet wird. Die Virus-Pathogen Interaktion ist in Abbildung 1.8
zusammengefasst. Pathogene sind nun wiederum in der Lage fur die Pflanze neuartige,
unbekannte Effektorproteine zu generieren, so dass befallene Pflanzen diese aufgrund
fehlender R-Proteine nicht mehr erkennen konnen. Aber auch Pflanzen kdnnen sich
adaptieren und wiederum neue, Effektor-spezifische R-Proteine bilden und eine ETI
einleiten. Beeinflussen sich Wirt und Pathogen evolutionstechnisch gesehen, stellt die

Interaktion beider ein Wechselspiel aus Virulenz und Resistenz dar (Karasov et al., 2014).
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Dies fuhrt schlielich Gber natirliche Selektion Uber viele Generationen zu komplexen

Abwehrmechanismen.

1.3.4 Der Turnip mosaic virus (TuMV) als Pathogen fur Arabidopsis

TuMV wird als Potyvirus der Familie Potyviridae zugeordnet, die in Wildpflanzen die
drittgrof3te Familie nach den Partitiviridae und Totiviridae darstellen (lvanov et al., 2014) und
weltweit fur signifikante wirtschaftliche Einbuf3en sorgen (Scholthof et al., 2011). Dabei weist
TuMV ein groRes Wirtsspektrum auf und ist im Stande, mindestens 318 Spezies aus Uber 43
Familien, u.a. Leguminosae und Caryophyllaceae, zu infizieren (Walsh und Jenner, 2002).
Interessanterweise stellt Arabidopsis auch einen potentiellen Wirt fir TuMV dar, was eine
optimale Basis bietet, die Wirts-Virus Interaktion genauer zu studieren (Carr und Whitham,
2007). Eine Infektion mit TuMV resultiert vor allem in Blattverformungen sowie
Mosaikmustern und Nekrosen der Blattadern (Kaneko et al., 2004). Allerdings sind diese
Symptome abhéngig vom Genotyp des Wirts und verschiedenen Umweltfaktoren (Jenner et
al., 2002; Walsh und Jenner, 2002; Kaneko et al., 2004). In einer Studie von Martin Martin et
al. (1999) wurden 106 Arabidopsis Okotypen in drei Klassen entsprechend ihrer Reaktion
nach Infektion mit TuMV mit dem Isolat UK-1 untersucht. Dabei konnten sowohl UK-1
resistente Okotypen (vier Okotypen) als auch UK-1 suszeptible Okotypen (102 Okotypen)
identifiziert werden, wobei sich Arabidopsis Columbia (Col-0) unter den suszeptiblen
Okotypen befand.

Als einzelstrangiges (+)-RNA-Virus besteht TuMV aus einem hillenlosen Kapsid, das
fadenférmig gewunden eine durchschnittliche Lange von 720nm auf eine Breite von 15-20nm
aufweist (Walsh und Jenner, 2002). Jedes Partikel enthalt dabei eine Kopie des Genoms, mit
einer Lange von 9830 Nukleotiden. Der Leserahmen (open reading frame; ORF) wird von

zwei untranslatierten Bereichen flankiert und ist in Abbildung 1.9 skizziert.

P1 HC-Pro | P3 Cl VPg| Nla Nib CP

UTR
6K1
6K2

UTR

Abbildung 1.9: Genomorganisation des TuMV UTR: untranslated region; P1: Protein 1; HCPro: helper
component protease; P3: Protein 3; 6K1: 6 kDa Protein 1; CI: cylindrical/cytoplamatic inclusion protein; 6K2: 6
kDa Protein 2; VPg: virus-encoded genome-linked protein; Nla: nuclear inclusion protein a; Nlb: nuclear inclusion
protein b; CP: coat protein. Die Abbildung wurde modifiziert tibernommen nach Walsh & Jenner (2002).

Um in pflanzlichem Gewebe vermehrungsfahig zu sein, dringt TuMV ebenso wie viele

andere Pflanzenviren oftmals Uber beil3end-saugende Insekten, in erster Linie durch
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Blattlause, oder mechanische Verletzungen in die pflanzliche Zelle ein (Shukla et al., 1994).
Befindet sich der Virus einmal in der Zelle, wird der Partikel enthillt und die genomische
RNA kann repliziert bzw. Proteine translatiert werden. Das Translationsprodukt von TuMV
bildet ein einzelnes Polyprotein, das ko- und posttranslational durch drei Virus-kodierende
Proteasen, P1 (Protein 1), HC-Pro (helper component protease) und Nla (nuclear inclusion
protein), prozessiert wird (Nicolas und Laliberte, 1992, Walsh und Jenner, 2002). Neben
seiner Proteaseaktivitdt bindet das P1 Protein sSRNA und ssDNA mit hoher Affinitat
(Soumounou und Laliberte, 1994) und ist mdglicherweise bei der RNA Translation und/oder
dem Transport von Nukleinsauren zwischen den Zellen verantwortlich (Walsh und Jenner,
2002). HC-Pro und CP unterstiitzen die Insekten vermittelte Ubertragung (Pirone und Blanc,
1996; Wang und Pirone, 1999) sowie zusammen mit P3 (Protein 3) den Zell-zu-Zell
Transport zur Verbreitung viraler RNA, u. a. durch Erh6hung der Ausschlussgrof3e von
Plasmodesmata (Rojas et al., 1997; Suehiro et al., 2004). Zudem fungiert HC-Pro als starker
RNA silencing-Suppressor (Rojas et al., 1997; Garcia-Ruiz et al., 2010). Das 6k2-VPg (6 kDa
Protein 2-Polyprotein; virus-encoded genome-linked protein) bildet ein vom ER
abgespaltenes, zytoplasmatisches Vesikel, dem Ort der Translation viraler RNA (Cotton et
al., 2009). Das Nib-Protein (nuclear inclusion protein b) ist eine Kernreplikase und ist
moglicherweise beim Uberwinden der Resistenz beteiligt, indem es in Arabidopsis an die
eukaryotischen Initiationsfaktoren elF(iso)4E und elF(iso)4G bindet (Gallois et al., 2010).
Auch CI (cylindrical/cytoplamatic inclusion protein) weist eine RNA-abhangige ATPase-
Aktivitat auf, die charakteristisch fir RNA-Helikasen ist (Nicolas und Laliberte, 1992; Jenner
et al., 2000).

Viren verfolgen nicht nur das Ziel den Ablauf des eigenen Infektionszyklus zu gewahrleisten,
sondern gleichzeitig sollen die Mechanismen der pflanzlichen Zellabwehr deaktiviert werden,
um sich von der Infektionsstelle tber die gesamte Pflanze durch Zell-Zell-Transport Uber die
Plasmodesmata sowie das Phloem systemisch auszubreiten (Carrington et al., 1996).
Analog zu Bakterien und Pilzen induzieren Viren in einer kompatiblen Pflanzen-
Virusinteraktion die basale Pflanzenabwehr, wobei sich der Erkennungsmechanismus dieser
Interkation von anderen Pathogenen zu unterscheiden scheint (zusammengefasst in Wise et
al. (2007)). Leiten biotrophe oder hemibiotrophe Pathogene die PTI oder ETI ein, kommt es
haufig zur Synthese des Phytohormons Salizylsdure (SA; Glazebrook, 2005). SA
monomerisiert die Signalkomponente NPR1 (non-expressor of PR1), das als
transkriptioneller Aktivator PR-Gene induzieren kann (Dong, 2004; Moore et al., 2011). Bei
der Abwehr einer viralen Infektion spielt SA ebenfalls eine wichtige Rolle, wie Shang et al.
(2011) durch Applikation von SA bei der Untersuchung verschiedener Pflanzen und Viren

feststellten, jedoch scheint die Abwehrantwort auf transkriptioneller Ebene weitgehend
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unabhangig von NPR1 zu sein (Huang et al., 2005; Uquillas et al., 2004). Diverse Studien zu
virusinfizierten Pflanzen ergaben, dass hauptsachlich Gene, die mit Abwehr und Stress in
Verbindung gebracht wurden, aber auch HSFs hochreguliert waren (Whitham et al., 2003;
Senthil et al., 2005), wohingegen speziell im Falle von TuMV und Rice dwarf virus (RDV)
zellwandassoziierte Gene, wie Xyloglucanendotransglycosylasen, Hydrolasen und
Expansine in den jeweiligen Pflanzen herunterreguliert waren (Shimizu et al., 2007; Yang et
al., 2007). Da in infizierten Viruszellen die zellulare Translationsmaschinerie umprogrammiert
wird, um gro3e Mengen viraler Proteine herzustellen, wird zudem ER Stress verursacht. Dies
fuhrt, wie fur Potato virus X (PCX) gezeigt, zu einer erhdhten ER-UPR (Ye et al., 2011).

1.4 Divergierendes Verhalten unter kombiniertem abiotischem

Stress

Die meisten Studien zu pflanzlichen Stressantworten befassen sich bis heute ausschlief3lich
mit Einzelstressszenarien, wie Trockenheit, Hitze und Salzstress (Hirayama und Shinozaki,
2010; Katori et al., 2010; Chew und Halliday, 2011; Verslues und Juenger, 2011; Reguera et
al., 2012; Jan et al., 2013; Shaik und Ramakrishna, 2013). Zudem werden die jeweiligen
Stresskonditionen oftmals nur fiir kurze Zeit appliziert (Garrett et al., 2006). Ublicherweise
leben Pflanzen in einer Umgebung, in denen sie Uber langere Zeitrdume mehreren
abiotischen Stressbedingungen gleichzeitig ausgesetzt sind. Trockenheit geht oftmals mit
Salzstress und/oder erhdhten Temperaturen einher (Mittler, 2006; Barnabas et al., 2008).
Der Effekt von zwei oder mehreren gleichzeitig auftretenden Umweltfaktoren kann fir
Pflanzen viel nachteiliger sein als individueller Stress und fuhrt daher zu grol3en
landwirtschaftlichen Ertragseinbuzen (Mittler, 2006; Barnabas et al., 2008; Rollins et al.,
2013). Uberraschenderweise ist bislang nur wenig dariiber bekannt, wie sich kombinierte
Effekte auf Pflanzen auswirken (Vile et al., 2012), doch wurde vermehrt damit begonnen, die
pflanzlichen Antworten gegeniber multiplen Stress auf molekularer Ebene zu untersuchen,
ein Prozess, der mit Mikroarray-Analysen sehr gut untersucht werden kann (Rizhsky et al.,
2002; Rizhsky et al., 2004; Szucs et al., 2010). Um die zugrundeliegenden Mechanismen der
pflanzlichen Antwort als Reaktion auf verschiedene Umweltfaktoren zu untersuchen,
verfolgte ein bislang bewahrter Ansatz die Idee, parallele Einzelstressbehandlungen auf
universell regulierte Gene hin zu vergleichen und daraus Gene mit Gberlappender Funktion
abzuleiten (Seki et al., 2002a; De Vos et al., 2005; Swindell, 2006; Kilian et al., 2007; Kant et
al., 2008; Jan et al., 2013). Swindell (2006) identifizierte so beispielsweise in einem Vergleich
von neun verschiedenen abiotischen Stressbedingungen (Kalte, osmotischer Stress,

Salzstress, Trockenstress, genotoxischer Stress, UV-Licht, oxidativer Stress, Verwundung
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und Hitze) 67 gemeinsam regulierte Gene in Arabidopsis, die als wichtig fir multiple
Toleranz erachtet wurden.

Nach unserem heutigen Wissenstand ist die Vorhersage kombinierter Stressreaktionen
durch Ruckschlisse aus Daten der Einzelstresssituationen nicht langer ausreichend, um die
komplexen Reaktionen der Pflanze zu erklaren (Mittler und Blumwald, 2010; Atkinson und
Urwin, 2012). Es zeigte sich namlich, dass die pflanzliche Antwort auf verschiedene
Stresssituationen zu vielfaltigen und oft nicht verbundenen Signalwegen fuhrt, die eine
Vielzahl an metabolischen Netzwerken reguliert (Nakashima et al., 2009). In einer der ersten
Studien zu multiparallelen Stressbedingungen war zunachst nicht vorherzusehen, welche
physiologische Reaktion in einer Kombination aus Hitze und Trockenheit im Vergleich zu den
jeweiligen Einzelstresssituation zu erwarten gewesen ware (Rizhsky et al., 2004). Unter
Trockenheit schlieBen Pflanzen ihre Stomata, wohingegen unter Einfluss von Hitze die
Stomata gedffnet sind und Pflanzen anfalliger gegentiber Trockenstress machen wirde.
Rizhsky et al. (2002; 2004) konnten sowohl in Arabidopsis als auch in Tabak zeigen, dass
kombinierte Hitze und Trockenheit zu einer Reduktion der Photosynthese und einer
Erhéhung der Respiration zum Preis einer gestiegenen Blatttemperatur fihrten und es zu
einem Stomataschluss kommt (Rizhsky et al., 2002; Rizhsky et al., 2004). Nachfolgende
Transkriptomanalysen offenbarten, dass die molekularen Pflanzenantworten in einer
kombinierten Stresssituation einzigartig sind und nicht von den Einzelstresssituationen
abgeleitet werden kdnnen. Diese Unterschiede machen sich nicht nur auf Transkriptebene,
sondern auch durch die Akkumulation verschiedener Metabolite, die nicht unter Einzelstress
gefunden werden kdénnen, bemerkbar (Rizhsky et al., 2002). Diese Studien gaben Anlass zur
Hypothese, dass die Kombination von zwei Stresssituationen im Vergleich zu den
Einzelstresssituationen eine vollig andere Stressantwort auslost und als eine Art neuer
Stress angesehen werden muss (Mittler, 2006). Da sich seitdem nur wenige Studien mit der
Kombination verschiedener Stresssituationen auseinander gesetzt haben, existieren bislang
nur wenige Daten. Unabhangig von den applizierten Stressfaktoren, beschreiben,
abgesehen von ein paar wenigen gemeinsamen molekularen Antworten, alle Autoren eine
einzigartige  Stressantwort, sobald einzelne Stressfaktoren kombiniert wurden

(zusammengefasst in Suzuki et al. (2014), Prasch und Sonnewald (2014)).
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

In der Natur sind Pflanzen, als sessile Lebewesen, permanent verschiedenen abiotischen,
aber auch biotischen Stresssituationen ausgesetzt. In zahlreichen Studien wurde klar, dass
die pflanzlichen Reaktionen auf verschiedene Stressfaktoren komplex sind und sich auf
transkriptioneller, zellularer und physiologischer Ebene niederschlagen kénnen. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte zum einen Salzstress in Reis und zum anderen die transkriptionellen und

metabolischen Antworten von multifaktoriellem Stress in Arabidopsis untersucht werden.
Folgende Aspekte standen dabei im Vordergrund:

1. Auswirkungen von multifaktoriellem Stress auf Arabidopsis

Um das Verstandnis multipler Stressfaktoren in Pflanzen zu verbessern, wurde zunachst ein
multifaktorielles Stressexperiment in Arabidopsis etabliert, welches die gleichzeitige
Applikation von Hitze, Trockenheit und Virenstress ermoglicht. Uber Transkriptom- und
Metabolomanalysen sollten anschlieRend die generellen und spezifischen Auswirkungen auf
den Stoffwechsel und die Abwehrsysteme der Pflanze charakterisiert werden. Zusatzlich galt
es Gene zu identifizieren, die entweder unabhéngig von den applizierten Stressbedingung
stets differentiell exprimiert werden, oder ein stressspezifisches Expressionsprofil aufweisen.
AnschlieRend sollte durch transgene Pflanzen der Einfluss des Transkriptionsfaktors Rap2.9
sowie des triplespezifischen Transkriptionsfaktors HSFA7B transkriptionell und physiologisch

untersucht werden.

2. Der Einfluss von Trockenheit auf Stomata in Arabidopsis

Ziel dieses Abschnitts war es, die transkriptionellen Anderungen in den SchlieRzellen
trockengestresster Arabidopsis-Pflanzen zu analysieren und Kandidatengene fir eine
mdgliche Trockentoleranz zu identifizieren. Durch eine knock-Mutante sollte hier der Einfluss
von BAM1, einer B-Amylase, die in Stomata trockengestresster Col-0 Pflanzen
herunterreguliert ist, untersucht werden. AnschlieBend sollten die baml-Mutanten unter
Trockenheit getestet und stomataspezifische Transkriptprofile erstellt werden. Dartber

hinaus sollte ermittelt werden, ob BAM1 auch in die Hitzeantwort der Pflanzen involviert ist.

3. Charakterisierung salztoleranter T-DNA Reislinien

T-DNA Insertionslinien der Reissorte Nipponbare, die in einer indonesischen Arbeitsgruppe
zunéachst generiert und in frihen Wachstumsstadien als salz- bzw. trockentolerantere Linien

identifiziert wurden, sollten unter Gewachshausbedingungen unter kontrolliertem Salz- bzw.
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Trockenstress in ihrer Stresstoleranz verifiziert werden. Ziel war es, transkriptionelle und
metabolische Veranderungen der stresstoleranten Linien zu analysieren. Weiterhin sollte
eruiert werden, ob mdglicherweise eine veranderte lonenkonzentration in den Blattern der

stresstoleranten Pflanzen vorliegt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien stammen, sofern nicht
anders angegeben, von den Firmen Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA), Applichem GmbH (Darmstadt), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot), Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim), Invitrogen (Karlsruhe), New England Biolabs GmbH
(Frankfurt am Main) und VWR International GmbH (Darmstadt). Fir die Isolierung von
Plasmid-DNA aus Bakterien, die Aufreinigung von PCR-Produkten und fir die Extraktion von
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden Kits von der Firma Qiagen GmbH (Hilden)
verwendet. Materialien fur die Kultivierung der Pflanzen in den Gewachshausern wurden von

der Bayerischen Gartnergenossenschaft e.G. (Nurnberg) bezogen.

2.1.2 Antikorper

Zur Detektion unterschiedlich markierter Proteine wurden folgende Antikdrper eingesetzt:

Tabelle 2.1: AntikGrper

Antikorper Verdunnung Hersteller

anti-GFP Antikorper aus Roche Dignostics

1:1000

Maus, monoklonal GmbH (Mannheim)
anti-c-myc- he Di :
Meerrettichperoxidase- 1:1000 Roche Dignostics
Antikorper aus Maus GmbH (Mannheim)
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2.1.3 Oligonukleotide und Sequenzierungen

Folgende von der Firma Metabion (Martinsried) synthetisierte, sequenzspezifische
Oligonukleotide wurden eingesetzt:

Tabelle 2.2: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5’2>3’) Verwendung
CP124 GGCAGGTCTTCTCATTTAGGG - "
Uberprifung T-
DNA At5g45000
CP125 GCTAGACCGACTACCAACACG g
CP126 TTCCAAAATTCTTATTTGCTTACC - .
Uberprifung T-
DNA At1g53035
CP127 GCAAACAGAAGCAAACCAGAG g
CP138 TATATTGGCACGACCATTTCC - .
Uberprifung T-
DNA At5g57550
CP139 CAAAGGCTTGATCTAACAGCG
CP172 ATTGACCCGAAGTCTACCTGAACTC GRT-PCR TuMV,
Kim et al. (2010)
CP173 TGCTTCGTCCAAGATTTGTAGATA
CP174 GAGGGAGCCATTGACAACATCTT At--tubulin fr
gqRT-PCR
(Kontrollgen), Kim
CP175 GCGAACAGTTCACAGCTATGTTCA
et al. (2010)
CP210 ACCAACCCACAGAGAGGAAA gRT-PCR
TOC1
CP211 GGTGAGACCCAGCAAGATG
CP220 ACGGGTGTGAATGATGGAA GRT-PCR
CP221 TGCTTGCGTTTGATGTCTCT CCAl
CP222 GCCAACAGAGAGAAGATGACCCAGA qRT-PCR
Aktin
CP223 ACACCATCACCAGAGTCCAACACAAT
CP224 ACTAGTAACAATGGGAAATAGCAGC
GBF3-myc
Klonierung
CP225 GGCGCGCCGCCTGCAGCTACTGCT
GBF3-GFP
CP296 CACCATGGGAAATAGCAGCGAG .
Klonierung
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CP297 GCCTGCAGCTACTGCTTTAGCT

CP275 (LP) TCAACCTCTTCAACAACCCAC T-DNA Validierung
SALK_039895_

CP276 (RP) CGCTTAATTTATCGCATCAGC BAM1

CP283 ATTTTGCCGATTTCGGAAC T-DNA-Primer_LB

CP299 CACCATGGTGATTCAATACAAACG RAP2 9-GEP
Klonierung

CP300 CAATCCATATGCCTCCGGCAAC

CP301 ATGCAGATYTTTGTGAAGAC Ubiquitin far RT-
PCR

CP302 ACCACCACGRAGACGGAG

CP305 AACAATGGACCCTTCCTCTTCCTC RT-PCR
HSFA7B-myc

CP306 GTCTTGCTTAACATTAGCTTCCTC

CP309 AATAGCAGCGAGGAACCAAA
gRT-PCR GBF3

CP310 TGCCCAATCAGGGTAGACAT

2.1.4 Bakterienstamme und Anzucht

Fur alle Klonierungsverfahren wurden folgende Stamme verwendet:

Tabelle 2.3: Escherichia coli (E. coli) Stamme

Stamm

Genotyp

Referenz

E. coli XL1 blue

E. coli DH5a

A. tumefaciens
C58C1

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
SupE44 relAl lac [F* proAB lacl'Z A M15
Tn10 (Tet%)]

F80lacZM15 .(lacZYA-argF) U169 recAl
endAl hs- dR17 (rK ,mk + ) phoA supE44
thi-1 gyrA96 relAl

Rif* mit Helferplasmid pGV2260 (AmpR)

Bullock (1987)

Biotechniques. Vol. 5, no.

4, pp. 376-379.

Invitrogen™

Van Larebeke et al. (1974)

R Antibiotikaresistenz
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2.1.5 Vektoren

Bei den Klonierungsarbeiten fanden folgende Vektoren Anwendung:

Tabelle 2.4: Vektoren

Vektor Resistenz

pENTR"/D-TOPO®  Kan®

pCRBlunt Kan

pRB-35S-GW-3xmyc  Spec”, Strep®

pK7FWG2 Spec®, Strep®

Verwendung

LEntry“-Vektor fur
Gateway®-Klonierung

Klonierungsvektor

binarer Vektor, C-
terminaler 3-fach myc-
tag, konstitutive
Expression in Pflanzen

binarer Vektor, C-
terminaler GFP-tag,
konstitutive Expression
in Pflanzen

Hersteller

Invitrogen™
(Karlsruhe)

Invitrogen™
(Karlsruhe)

Bartetzko et al. (2009)

Karimi et al. (2002)

R Antibiotikaresistenz

2.1.6 Biologisches Material

2.1.6.1 Arabidopsis thaliana

In dieser Arbeit wurden die Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) Okotypen Col-0, Can-0, Van-0

und En-T verwendet. Die Samen wurden vom European Arabidopsis Stock Center NASC

(Nottingham, GroRbritannien) bezogen. Zusatzlich wurde mit der Arabidopsis T-DNA

Insertionslinie bam1 (SALK_039895) gearbeitet, die von den Autoren der Publikation Valerio

et al. (2012) freundlicherweise zur Verfugung gestellt wurde.

2.1.6.2 Turnip mosaic virus (TuMV)

Als Standard wurde das TuMV Isolat 2, Pathotyp 4 mit der Bezeichnung QIlb/Wil/92 aus

Brassica oleracea (Bundesanstalt fir Zichtungsforschung an Kulturpflanzen, Aschersleben)

verwendet.
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2.2 Anzuchtbedingungen der Pflanzen

2.2.1 Anzucht von Arabidopsis auf Erde

Arabidopsis Saatgut wurde auf einer Arabidopsis Erdmischung (65% Fruhstorfer Erde Typ P
(Fa. Hawita, Vechta), 25% Sand, 10% Liadrain Blahton (Fa. Liapor, Pautzfeld)) ausgebracht
und anschlieend fur 48h bei 4°C dunkel und feucht inkubiert. Diese Stratifizierung diente
dem Brechen der Dormanz, um die Synchronitat der Keimung zu erhéhen. Nach 12 Tagen
unter Kurztag-Bedingungen (8h (22°C)/16h (19°C) Licht-/Dunkelrhythmus) wurden die
Samlinge in Erdtopfe mit jeweils 160g Erde pikiert und mit definierten Mengen Wasser
gegossen (siehe unten). Die weitere Anzucht erfolgte in einer Phytokammer (Microclima
MC1000E: Snijders Scientific, Tilburg, Niederlande) unter definierten Bedingungen (12h
(22°C)/12h (18°C) Licht-/Dunkelrhythmus; 80mmol ms™, 60% relative Luftfeuchtigkeit).

2.2.2 Anzucht von Arabidopsis auf MS-Platten

Zur Sterilisation der Arabidopsis-Samen wurde die Oberflache der Samen in einem
Gasgemisch, das aus einer Reaktion von Salzsaure mit Natriumhypochlorit resultiert, in
einem Exsikkator Uber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Samen steril auf MS-
Medium (4.4g/l Murashige & Skoog Medium inklusive Vitaminen, 0.5g/| MES, 8g/l Phytoagar,
209/l Saccharose, pH mit KOH auf 5.7) ausgebracht. Zur Stratifikation wurden die mit den
Samen bestreuten Platten fir zwei bis finf Tage im Dunkeln bei 4°C gelagert, bevor sie in
die Phytokammer mit 16 Stunden Licht pro Tag und konstant etwa 21°C uberfihrt wurden.

Zur Selektion von transgenen Pflanzen wurde den Platten Kanamycin (50ug/ml) zugegeben.

2.2.3 Anzucht von Nicotiana benthamiana (N. benthamiana)

N. benthamiana Pflanzen wurden bei 25°C tags und 20°C nachts bei einer konstanten
Luftfeuchtigkeit von 40% gezilchtet. Eine ausreichende Lichtmenge wurde uber eine

Zusatzbeleuchtung erzielt.

2.2.4 Anzucht von Reispflanzen

Zunéachst wurden Samen verschiedener Reispflanzen fir zwei Tage bei 28°C in einer Schale
mit Wasser bei pH=5.5 zur Keimung gebracht. Anschliel3end wurde das Wasser durch eine
25%-ige Nahrstofflosung ersetzt, die nach einer Rezeptur von Makino et al. (1985)

folgendermaf3en modifiziert eingesetzt wurde:
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Tabelle 2.5: Komponenten der Reislésung

Komponenten ben6étigt Stock
NH;NO; 1mM Y
Na,HPO, 0,6mM 0,25M
K,SOq4 0,3mM 0,5M
MgCl, 0,5mM M
CacCl, 0,2mM 2M
Fe-EDTA 45uM 15g/L
HsBO; 50uM

MnSO, 9uM

ZnS0O, 0,7uM 1ml/L Stammlésung
CuSO, 0,3uM

Na,MoO, 0,1uM

Nach einer Woche wurden die einzelnen Keimlinge in 1.5l Pflanzentdpfe mit nahrstoffarmer
Torferde (Basissubstrat 2; Klasmann-Deilmann) transferiert und permanent in
Nahrstofflosung gehalten. Ab der dritten Woche wurde die Gesamtkonzentration auf 75%

erhdht und Sorge daflr getragen, dass stets ausreichend Wasser vorhanden war.

2.3 Pflanzentransformation

2.3.1 Transiente Transformation von N. benthamiana-Blattern

Mit 1ml einer frischen 5ml Agrobacterium tumefaciens-Vorkultur (A. tumefaciens) wurden
50ml-Kulturen YEB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika angeimpft. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht bei 28°C. Am folgenden Tag wurden die Zellen durch Zentrifugieren
geerntet und mit Wasser eine oD=600nm von 1.0 eingestellt. Der Ansatz wurde zwei bis drei
Stunden bei RT inkubiert und anschlieRend mit einer kleinen Spritze an der Blattunterseite
von N. benthamiana infiltriert. Gegebenenfalls wurde ein silencing-Suppressor (p19 Protein
des Tomatenzwergbuschvirus (TBSV), Plasmid pBinAR-p19) in einer 1:1 Mischung

koinfiltriert.
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2.3.2 Stabile Transformation von Arabidopsis

Die Transformation (“floral dip") erfolgte nach einem modifiziertem Protokoll nach Clough
und Bent (1998). Dazu wurden 250ml YNB (Hefeextrakt 1g/l, Bacto-Pepton 1g/l und NacCl
1g/l) mit Antibiotika zur Selektion mit 2ml einer Vorkultur von Agrobakterien angeimpft und
Uiber Nacht bei 28°C angezogen. AnschlieRend wurden 7,5g Saccharose und 100ul Silwet
(Lehle Seeds, Round Rock, USA) zugegeben. Blitenstand und Blatter wurden fir 10sec in
die Agrobakteriensuspension getaucht und die Pflanzen anschlielend Uber Nacht
abgedeckt. Samen ausgereifter Schoten wurden geerntet und auf MS-Platten Uber

Kanamycin selektioniert.

2.4 Stressapplikationen

2.4.1 Hitze

Fur die Triplestressexperimente sowie die Stomata-spezifischen Transkriptanalysen wurde
milder Hitzestress durch eine Temperatur von 32°C tagsuber und 28°C nachts fir drei Tage
erreicht, wohingegen eine Temperatur von 37°C (tagsiber) und 33°C (nachts) fur starken
Stress sorgten. Die Hitzestressantworten von bam1 Pflanzen sowie den transgenen Pflanzen
Rap2.9-GFP und HSFA7B-myc wurden bei Temperaturen von 35°C tagsuber und 31°C
untersucht. Dabei blieb die Luftfeuchtigkeit von 60% unverandert und die Wasserversorgung

wurde aufrechterhalten.

2.4.2 Trockenheit

Milder Trockenstress wurde durch den Einsatz einer Bodenfeuchtigkeitssonde gewahrleistet.
Um das volumetrische Wasserpotential zu bestimmen, wurde mithilfe eines Sensors
(DECAGON DEVICES SENSORS) die Dielektrische Konstante von Wasser bestimmt. Diese
Konstante unterscheidet sich sehr von ihren sonstigen Bodenkomponenten, was eine direkte
Korrelation zwischen Dielektrischer Konstante und Wassergehalt erlaubt. Diese kann somit
fur Feldkapazitditsmessungen genutzt werden, indem eine Korrelation zwischen der
Erdmenge und der entsprechenden Feldkapazitat hergestellt und in einer Kalibrierungskurve
verankert wird. Als obere Grenze wurde die Feldkapazitdt der Bodenfeuchtigkeit auf 100%
gesetzt. Dazu wurden die Pflanzentépfe bis zur Sattigung gewéssert und gemessen. Der
niedrigste Wert ergab sich dadurch, dass 160g Erde tber Nacht getrocknet, erneut gewogen
und die Feldkapazitdt gemessen wurde. Anschlie@end wurden die Feldkapazitatswerte

zwischen den beiden Grenzwerten bestimmt. Dazu wurde ausgehend von den mit 160g Erde
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gefillten Erdtopfen die entsprechenden Werte durch Zugabe von jeweils 10ml Wasser (bis
zur maximalen Feldkapazitat) bestimmt. Auf Basis zahlreicher Vorversuche wurden die
Kontrollpflanzen entsprechend der Kalibrierungskurve auf 55% der Feldkapazitat gebracht
(Fehlertoleranz +/-10%), wohingegen milder Trockenstress bei 30% der Feldkapazitat
gegeben waren (Fehlertoleranz +/-10%). Ein kontinuierlicher Trockenstress wurde durch
Nichtgiel3en erreicht, wobei der Wasserverlust taglich durch das Wiegen der Topfe
kontrolliert und gegebenenfalls gegossen wurde, sobald die untere Grenze erreicht wurde.
Kontrollpflanzen wurden im Vergleich zu den trockengestressten Pflanzen taglich gegossen,

um die Bodenfeuchtigkeit in der entsprechenden Feldkapazitat zu halten.

2.4.3 TuMV-Applikation

Die Infektion von Arabidopsis mit TuMV erfolgte durch Verwundung der Blattoberseiten
mithilfe eines kleinen Pistills und lyophilisiertem, virusinfiziertem Pflanzengewebe, das zuvor
in 10ml 5mM Phosphatpuffer pH=7.2 und 1g Siliconcarbid (Carborundum; Sigma) gemorsert
wurde. Nach kurzer Einwirkzeit wurden die Blatter mit Wasser abgespult. Zum Propagieren
von TuMV wurden etwa vier Wochen alte Chinakohlpflanzen inokuliert und drei Wochen
spéater die systemisch infizierten Blatter geerntet, lyophilisiert und bei 4°C gelagert.

2.4.4 Aufbau des multifaktoriellen Stressexperiments

Drei Wochen nach Keimung wurden Arabidopsis-Pflanzen mit dem Virus TuMV behandelt,
so dass acht Tage spéater ca. 85% der systemisch infizierten Arabidopsis-Blatter typische
Virussymptome zeigten. Parallel wurden Kontrollpflanzen mit Wasser behandelt, um die
schadigende Wirkung lokal infizierter Blatter nachzuahmen (siehe 2.4.3). Die offensichtlich
infizierten Pflanzen wurden anschlieRend Trockenstress ausgesetzt, indem die
Wassermengen kontrolliert reduziert wurden (siehe 2.4.2). Nach zweitagiger Anwendung des
Trockenstresses wurde Hitzestress durch erhdhte Temperaturen (32°C/28°C) appliziert
(siehe 2.4.1). Die Ernte der Pflanzen begann vier Stunden vor Ende der Lichtperiode und
war vor dem Start der Dunkelphase beendet. Um systemische Fehler zu vermeiden, wurden
Pflanzen mit unterschiedlicher Behandlung randomisiert beprobt und Pflanzen gewéhlt, die
unter unterschiedlichen Stressbehandlungen willkirlich in der Kammer verteilt waren. Die
zeitliche Abfolge der Stressapplikationen wurde im Rahmen der Arbeit nicht nur fir den
Triplestress, sondern auch fur Kinetikexperimente und Mutantenanalysen unter samtlichen

Stresskombinationen angewandt.
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2.4.5 Salz- bzw. Trockenstress in Reispflanzen

Nach fiinf Wochen kontrollierter Anzucht (siehe 2.2.4) wurde ein Teil der Reispflanzen einem
achttagigen Trockenstress unterzogen, indem die Pflanzen wahrend dieses Zeitraums nicht
mehr gegossen wurden. Die anderen Pflanzen wurden durch Zusatz von 200mM NaCl zur
N&ahrldsung einem Salzstress Uber denselben Zeitraum ausgesetzt. Anschliel3end wurde das
Frischgewicht jeder einzelnen Pflanze bestimmt und am Ende des Tages das Blattmaterial
unmittelbar in flissigem Stickstoff gefroren. Zusétzlich wurde ein Teil des Materials zur

Trockengewichtsbestimmung bei 60°C Uber einen Zeitraum von drei Tagen getrocknet.

2.5 Mikrobiologische Methoden

2.5.1 Bakterienanzucht

Die Kultivierung von E. coli erfolgte bei 37°C in LB Medium (10g/l Bacto-Trypton, 10g/I NaCl,
59/l Hefeextrakt), die von A. tumefaciens bei 28°C in YEB Medium (5g/I Rinderextrakt, 1g/|
Hefeextrakt, 5g/l Bacto-Trypton, 5g/I Saccharose, 2mM MgSQ,). Antibiotika wurden mit
Ausnahme von Rifampicin in Wasser gel6st und sterilfiltriert. Rifampicin wurde in DMSO
gel6st und nicht sterilfiltriert.

Tabelle 2.6: Medien zur Bakterienanzucht

LB-Medium (flussig)  0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl
1% Bacto'"-Trypton

LB-Medium (fest) 0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl
1% Bacto'"-Trypton
1.5% (w/v ) Agar

YEB-Medium 0,5% (w/v) Hefeextrakt
(flussig) 0.5% (w/v) NaCl
1% Bacto'"-Trypton
4mM MgSO,
10mM KCI
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Zur Selektion wurden folgende Antibiotika in gegebenen Konzentrationen eingesetzt:

Tabelle 2.7: Antibiotika-Stammlésungen

Antibiotikum  Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin 50mg/mi 100pg/ml
Kanamycin 50mg/mi 50ug/mi
Spectinomycin ~ 50mg/ml 50pg/mi

Rifampicin 50mg/mi 50ug/mi
Streptomycin 10mg/ml 20pg/mi

2.6 Biochemische und physiologische Methoden

2.6.1 Bestimmung des Wasserpotentials

Das Wasserpotential von Arabidopsis-Blattern wurde mit einer C-52 Probenkammer in
Kombination mit einem PSYPRO Acht-Kanal Wasserpotentialdatenspeicher (Wescor, Logan,
UT) bestimmt. Dazu wurden Blattscheiben der unterschiedlich gestressten Pflanzen in der
Probenkammer positioniert und nach zehnminitiger Aquilibrierung der Temperatur und des
Wasserdampfs wurden die Messungen nach der Taupunktmethode unter Zuhilfenahme der
folgenden Parameter durchgefiihrt: Kiihlzeit 10sec, Plateau: 5.6sec, Read Average 2.4sec,

Messperiode: 10sec.

2.6.2 Bestimmung des lonengehalts in Pflanzen

Zur Bestimmung der Anionen bzw. Kationengehalte in Blattern von Reispflanzen wurden
zunachst 500mg Blattmaterial lyophilisiert und in 15ml Wasser aufgenommen. Anschlie3end
wurde kurz gevortext und fir 70min bei 18°C und 250rpm geschiittelt. Nach zehnminutiger
Zentrifugation wurde der Uberstand in neue Falkons uberfiihrt. Dieser wurde anschlieRend
Uber ein 2um Filter filtriert, um Feststoffe zu entfernen. Die Probenvorbereitung wurde in der
AG Marcel Bucher an der Universitat Koéln durchgefihrt und die anschlieRende Messung
erfolgte im geographischen Institut Koln. Fir die Berechnung der Werte wurden die

Einwaage und die genaue Verdinnung bertcksichtigt.
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2.6.3 Isolierung von Stomata aus Blattern

Fur detaillierte Untersuchungen zu den transkriptionellen Veranderungen, die spezifisch in
den SchlieRzellen ablaufen, wurden Stomata aus den Blattern der Arabidopsis-Pflanzen im
Rahmen einer Kooperation mit Prof. Rainer Hedrich in Wirzburg nach einem Protokoll von
Bauer et al. (2013) isoliert. Die Mittellamelle der einzelnen Blatter wurde zunachst entfernt
und die Blatthélften von vier bis funf Pflanzen mit Eis und Wasser fir ca. 3min in einem Mixer
zerkleinert. AnschlieRend wurde die Lésung durch einen Filter mit einer Porengréf3e von
210um filtriert. Beide Schritte wurden wiederholt. Danach konnten die aufgereinigten
Stomata mit einem Spatel vom Filter abgeldst und als Pellet in flussigem Stickstoff

eingefroren werden.

2.6.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration von Proteinen in Extrakten wurde mithilfe der BRADFORD-Methode
bestimmt (Bradford, 1976). Dazu wurde nach Zugabe von BRADFORD-Farbereagenz
(BRADFORD Protein Assay, Bio-Rad, Miinchen) zum Proteinextrakt die Extinktion bei 590nm
und 450nm im Photometer bestimmt. Uber eine mitgefiihrte Eichreihe von BSA konnte so
mithilfe des Quotienten A590/A450 die Proteinkonzentration ermittelt werden.

2.6.5 Proteingelelektrophorese und Western Blot

Fur den Proteinnachweis nach der Methode von LAEMMLI (1970) wurden Blattscheiben
(Stanzer 5) mithilfe des Rotor-Stator-Homogenisators (Heidolph, Schwabach)
aufgeschlossen und mit 70ul LAMMLI-Puffer (200mM  Tris-HCI, pH=6.8; 18% R-
Mercaptoethanol (v/v); 40% Glycerin (v/v); 0.01% Bromphenolblau (w/v); 8% SDS (w/v)
versetzt. Nach zehnminutigem Aufkochen bei 95°C wurden je 15ul der Proben nach

Zentrifugation auf ein 12.5% (v/v) Bis-Tris-Gel aufgetragen.
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Tabelle 2.8: Bis-Tris-Gele und Entwicklerlésung

Trenngel 1.43ml 3.5x Bis-Tris-Puffer
2ml Acyrlamid

1.57ml Wasser
20ul 10% APS (v/v)

2ul TEMED

Sammelgel 0.71ml 3.5x Bis-Tris-Puffer
0.35ml Acyrlamid
1.44ml Wasser
25ul 10% APS (v/v)

4ul TEMED
Losung | 5ml 100mM Tris-HCI, pH=8.50
72ul Culu (250mM Luminol)
L6sung I 5ml 100mM Tris-HCI, pH=8.5
3ml H,0,

Nach dem Gellauf wurden die groRenseparierten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran
(Porablot, Macherey-Nagel, Diuren) transferiert. Dazu wurde die Membran in Transferpuffer
(39mM Glycin, 48mM Tris, 0.0375% SDS, 20% Methanol, pH=8.2 (HCI)) aquilibriert.
AnschlieRend wurde die Membran liber Nacht in einer Blockierlésung (5% Milchpulver gelost
in IXTBST (20mM Tris, 500mM NacCl, 0.1% (w/w) Tween 20) inkubiert. Nach der Blockierung
wurde die Membran fir eine Stunde in Antikdrper-Lésung geschittelt. Dabei wurde der
Antikorper in 1% Magermilch-1xTBS-T verdinnt. Im Falle des anti-GFP Antikdrpers wurde
die Membran im Folgenden mit einem Peroxidase gekoppeltem sekundaren Antikdrper
(geldst in 1% Milchpulver in 1XTBST) fir 2h inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen
in IXTBST fir jeweils 10min wurde die Membran mit 6ul 35% H,O, (gel6st in 0.1M Tris/HCL
pH=8.5) und 144ul eines Coumarin Luminol Gemischs (geldst in 0.1M Tris/HCL pH=8.5) fur
eine Minute inkubiert und antikdrperspezifische Signale durch Auflegen und Entwicklung

eines Kodak Biomax XAR Rontgenfilms detektiert.

2.7 Mikroskopische Methoden

2.7.1 Messung der stomataren Offnungsweite

Die Bestimmung der stomatéren Offnungsweite erfolgte an der Epidermis der Blattunterseite,
indem das betreffende Blatt mit Klarlack beschichtet und nach dem Trocknen des Lacks

unter Verwendung eines Tesafilms abgezogen wurde. Die Epidermis wurde anschlielend
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unter dem Mikroskop Leica DMR-Mikroskop (Bensheim) betrachtet, die Offnungsweiten der
Stomata mithilfe der Software SPOT ADVANCED™ vermessen und ausgewertet. Die stomatére
Offnung wurde durch das Verhéltnis Breite zu Lange bzw. Lange zu Breite der jeweiligen
Pore ermittelt. Der Stomataindex wurde durch die in McElwain und Chaloner (1995)
gegebene Formel folgendermaflen ermittelt: Anzahl der Stomata x100/ Anzahl der Stomata +
Anzahl der Epidermiszellen.

2.7.2 Visualisierung des Starkegehalts in Stomata

Um die GroR3e und Intensitat der Starkekorner in den Stomata von Col-0 Pflanzen und bam1-
Mutanten zu untersuchen, wurde Blattmaterial von je vier unabhangig gewachsenen
Pflanzen fur 20min in 80% Ethanol bei 80°C entfarbt und 1min mit LUGOL 'scher Losung (2%
Jod, 10% Kaliumjodid) inkubiert. Die gefarbten Blattproben wurden anschlieBend mit dem
Leica DMR-Mikroskop (Bensheim) mikroskopiert. Fur die Bestimmung des Starkegehalts der
Schliel3zellen wurde die Pixelflache der Stérkekorner unter Zuhilfenahme der Software

ADOBE PHOTOSHOP bestimmt.

2.7.3 Konfokale Laserscanning Mikroskopie (KLSM)

Fur die konfokale Analyse wurde ein Leica TCS SP5 Il (AOBS) Laserscanning Mikroskop
(KLSM; Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar) verwendet. Die Anregung des griin-
fluoreszierenden Proteins (GFP) erfolgte unter Verwendung eines 488nm 20mW Argon
Lasers. GFP wurde in einem Detektionsbereich von 497nm bis 526nm aufgenommen, die
Autofluoreszenz von Chlorophyll wurde in einem Bereich von 682nm bis 730nm detektiert.
Die konfokalen Datensatze wurden mit der Leica-Software LAS_AF und ADOBE PHOTOSHOP
nachbearbeitet.

2.8 Molekularbiologische Methoden

2.8.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Grundlegende Techniken der Nukleinsauremanipulation wie z.B. Vervielfaltigung von DNA
durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Restriktionsverdau, Ligation, Reinigung von
DNA-Fragmenten, Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsduren, Anzucht von E. coli,
Transformation von E. coli, Praparation von Plasmiden wurden nach Sambrook und Russell
(2001) durchgefuhrt. Fur direkte Sequenzierungen oder Klonierungen von PCR Produkten
wurden PCR-Reaktionen mit dem QIiAQuick® PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)
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aufgereinigt und die Gelextraktionen mit dem Qiaquick® Gel Extraction Kit (Qiagen)

durchgefihrt.

2.8.2 Isolation von RNA aus Pflanzengewebe

Fur die Extraktion von RNA wurde die Methode nach LOGEMANN et al. (1987) verwendet. Die
RNA Konzentration wurde an einem ND-1000 Spektrophotometer (NanoDrop-Technologies)

bestimmt.

2.8.3 DNAse-Verdau und cDNA Synthese

Zur Herstellung von cDNA (complementary DNA, cDNA) wurde zunéchst die DNA aus den
RNA-Proben mittels DNAse-Verdau gemaf den Herstellerangaben von Fermentas mithilfe
der DNAsel entfernt. Die cDNA wurde mithilfe der M-MLV-Reverse Transkriptase (HI-RT,;
Fermentas) laut Herstellerangaben synthetisiert. Falls nicht anders erwéahnt, wurden

Oligo(dT)*® Oligonukleotide als Primer fiir die cDNA Synthese eingesetzt.

2.8.4 Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Zur quantitativen Bestimmung der Transkriptmengen wurde die cDNA mithilfe einer ,real-
time“ PCR (RT-PCR) auf einem Mx3000P gPCR System (Stratagene) mit dem Brilliant 1l
SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene) entsprechend der Herstellerangaben
amplifiziert. Als Matrize wurde unverdinnte oder 1:10 verdiinnte cDNA eingesetzt. Fur die
Detektion der viralen mRNA wurden die Primer und die Temperaturzyklen wie bei Kim et al.
(2010) beschrieben verwendet. Das Primer-Design der Primer erfolgte unter Verwendung
der Software PRIMER3 PLUS (www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Die
Genexpressionswerte wurden auf die Expression von AKTIN (Pflanze) bzw. auf die
Expression von TUBULIN (Virus) als interne Kontrolle normalisiert und die Effizienz der
verwendeten Primerpaare wurde anhand von Verdinnungsreihen bestimmt. Die Berechnung

der relativen Genexpression erfolgte mithilfe der MxPro v4.10 Software von Agilent.
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Der Standard-PCR-Ansatz enthielt:

Tabelle 2.9: Reaktionsansatz

1ul cDNA

2ul  Primer 1 (200nM)

2ul - Primer 2 (200nM)
10ul SYBR Mix |

5}.1' ddeO

Das Standard-PCR-Programm:

Tabelle 2.10: Reaktionsansatz

PCR-Schritt Temperatur Zeit
1) Initiale Denaturierung 95°C 10min
2) Denaturierung 95°C 20sec
3) Annealing 60°C 20sec
4) Elongation 72°C 20sec
5) Finale Elongation 72°C 10min
Zyklenzahl (Schritte 2-4) 45

2.9 Mikroarray-Analysen

2.9.1 Probenahme fir Hybridisierungen

Aus drei unabhangigen biologischen Experimenten wurde jeweils 34 Tage nach Keimung

und entsprechender Applikation der drei Stressfaktoren Hitze, Trockenheit und Virus (siehe

oben) das Frischgewicht der Rosetten aller unterschiedlich behandelten Arabidopsis-

Pflanzen am Ende des Tages bestimmt. Zusétzlich wurden jeweils vier Pools, bestehend aus

systemisch infizierten Arabidopsis-Blattern von funf bis acht Pflanzen, geerntet und

unmittelbar in flissigem Stickstoff gefroren. Aliquots des gefrorenen Materials aus den vier

Replikaten wurden fur die Mikroarray-Analysen bei -80°C gelagert. Das verbliebene Material
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wurde fir die Metabolitprofilierung verwendet (siehe 2.10). Parallel wurden von jeder
Stressbedingung zehn Pflanzen bei 80°C fir drei Tage getrocknet. In einem unabh&angigen
Hitzeexperiment wurden Arabidopsis-Pflanzen bei einer Temperatur von 37°C/33°C gehalten
und eine analoge Ernteprozedur vorgenommen. AnschlieRende Biomassebestimmungen
ergaben vergleichbare Werte fir die Kontrollen des Triplestressexperiments, sodass ein
direkter Vergleich in den nachfolgenden Array-Analysen moglich war. Die Probennahme fir
die Uberexprimierenden Pflanzen Rap2.9-GFP im Alter von 50 Tagen und HSFA7B-myc im
Alter von 36 Tagen erfolgten analog. FUr detaillierte Untersuchungen des diurnalen
Rhythmus wurde zusétzlich ein Kinetikexperiment etabliert, in dem Blatter von gestressten
Pflanzen (dreitagiger Hitze 37°C/33°C) im Alter von 46 Tagen sowie Pflanzen unter
Kontrollbedingungen am Beginn des Tages (0h), gefolgt von einem 4h Rhythmus und am
Ende des Tages (12h) genommen und jeweils vier Replikate einer Hybridisierung unterzogen
wurden. Zusatzlich wurden fir fortfihrende Transkriptanalysen in Schlie3zellen und Blattern
Stomata gemald einem Protokoll von Bauer et al. (2013) prapariert und von den
hitzegestressten Pflanzen (Pflanzenalter 40 Tage; dreitdgiger Hitzestress 32°C/28°C) sowie
hitze- und trockengestressten Pflanzen (Pflanzen im Alter von 41 Tagen; Trockenstress
analog 2.4.2 sowie dreitagiger Hitzestress 32°C/28°C) vier Replikate hybridisiert. Unter
Trockenstress (Pflanzen im Alter von 34 Tagen) konnten lediglich zwei bis drei Replikate
hybridisiert werden. Die Probennahme der Reispflanzen erfolgte an sechs Wochen alten
Pflanzen, die einem achttdgigem 200mM NaCl Salzstress ausgesetzt waren. Nach der
Frischgewichtsbestimmung wurde das gesamte Blattmaterial von jeder Pflanze unmittelbar in
flissigem Stickstoff gefroren und mindestens vier Replikate fir weitere Analysen bei -80°C
fur eine anschlieBende Metabolitprofilierung sowie Mikroarray-Analysen aufbewahrt.
Unabhangig von der Pflanzenspezies wurde RNA nach LOGEMANN et al. (1987) isoliert,

wobei die Aufreinigung der Stomataproben lber Saulchen der Firma Qiagen erfolgte.

2.9.2 Mikroarray-Hybridisierung und Scannen

Die differentielle Transkriptomanalyse wurde mit 4x44K Arabidopsis V4 Mikroarray-Chips
und monochromer Cy3 cDNA Markierung durchgefuhrt (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA). Die Qualitdt der RNA wurde Uber einen Agilent 2100 Bioanalyzer (Version B.02.03
BSI307) mit dem Agilent RNA 6000 Nano Kit tberprift. Die cDNA- und anschlieRende cRNA
Synthese erfolgte mit dem One-Color Spike-Mix (Agilent) nach Herstellerangaben. Die durch
Cy3 markierte cRNA wurde fragmentiert und auf die Mikroarrays hybridisiert (17h bei 65°C)

und anschliel3end nach Herstellerangaben gewaschen. Die Chips wurden mit einem Agilent
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DNA Mikroarray-Scanner eingelesen und die Daten unter Verwendung des ,feature

extraction“-Programms (Version 11.7.1; Agilent Technologies) extrahiert.

2.9.3 Datenanalyse und statistische Auswertung

2.9.3.1 Array-Auswertung des multifaktoriellen Stressexperiments

Die weitere Auswertung der multifaktoriellen Stressexperimente erfolgte mit dem
,GeneSpring GX 11.0° Programm. Alle Rohdaten wurden einer log,-Transformierung
unterzogen, die features einer Probe auf das 75 Perzentil normalisiert und die Intensitét
jedes features durch den Median seiner Werte in allen Proben geteilt. Im initialen Mikroarray-
Experiment erfillte lediglich eine Virusprobe nicht die Qualitatskriterien und wurde von den
weiteren Analysen ausgeschlossen. Mdglicherweise ist das darauf zuriickzufuhren, dass es
bei der Virusinfektion zu einer heterogenen Wirtsantwort kommt, da sich die Pathogene in
einem kontinuierlichen Prozess von der infizierten Stelle zu den benachbarten Zellen
bewegen miussen. Der ,filter on flags“ wurde so gewahlt, dass mindestens ein biologisches
Replikat eines Genotyps detektiert werden muss. Ein One-way ANOVA-Test (p <0.05, T-Test
mit Annahme ungleicher Varianzen) erméglichte es, Gene zu selektieren, die differentielles
Verhalten aufwiesen und die Ahnlichkeit innerhalb der Gruppen betonten. Schlussendlich
blieben 27870 Gene Ubrig. Eine hierarchische Cluster-Analyse mit dem EUCLIDIAN-SINGLE-
Algorithmus ermdoglichte die erfolgreiche Separierung der Proben. Die Unterschiedlichkeit
der Proben wurde mit einer PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS (PCA) uUberprift. Durch einen
VOLCANO-Blot wurden alle features, welche eine mindestens zweifach verénderte sowie
statistisch signifikante Signalstarke zwischen den zu untersuchenden Stressbedingungen
und der Kontrollbedingungen zeigten (p<0.05, T-Test mit Annahme ungleicher Varianzen),
selektiert. AnschlieRend wurde eine BENJAMINI-HOCHBERG Korrektur durchgefihrt (Benjamini,
1995). Die resultierenden features wurden in hoch- bzw. und herunterregulierte features
eingeteilt, wobei hochregulierte features als positive Werte, herunterregulierte als negative
Werte ausgegeben wurden. Die funktionelle Kategorisierung wurde mit MAPMAN bins
ausgefuhrt (http://mapman.gabipd.org/web/guest/mapman). Dazu wurde der Prozentsatz
differentiell regulierter features einer spezifischen Gruppe bestimmt und relativ zum
Prozentsatz der features einer spezifischen Gruppe im Verhdaltnis zum gesamten Chip
ausgedrickt. Venn-Diagramme mit bis zu drei Listen wurden im Agilent GeneSpring GX11.0
Programm durchgefiihrt, wohingegen mehrere Listen in einer Software durch die Universitat
Gent verwendet wurden  (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Die
Visualisierung der Daten erfolgte Uber VANTED (Junker et al., 2006) und dem

MULTIEXPERIMENT VIEWER (Saeed et al., 2003). Die PCA-Analysen der Transkriptdaten wurde
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mit der Analyst 1.5 Software unter Verwendung des PARETO-Algorithmus durchgefihrt. Fur
Koexpressionsanalysen wurden die Listen mit differentiell regulierten Genen nach
ausgewahlten Kategorien gefiltert (zum Beispiel Signalleitung) und die Netzwerke bestimmt,
indem die ausgewahlten Listen in das ARANET-Internetprogramm
(http://www.functionalnet.org/aranet/; (Lee et al., 2010)) eingeschleust wurden. Die Array-
Daten zum Triplestress und dem starken Hitzeexperiment kénnen unter der Accession
Nummer GSE46760, die Array-Daten der Stomata-spezifischen Transkriptanalysen unter der
Accession Nummer GSE59321 in der ,National Center for Biotechnology Information Gene

Expression Omnibus database“ abgerufen werden.

2.9.3.2 Array-Auswertung der salzbehandelten Reispflanzen

Im Gegensatz zu den Auswertungen des multifaktoriellen Stressexperiments erfolgte die
Analyse der salzgestressten Reispflanzen mit dem Softwareversion ,GeneSpring GX
12.5° (SILICON GENETICS). Die weitere Vorgehensweise entsprach der Auswertung unter
2.9.3.1, allerdings wurden die features nach Herstellerempfehlung zur neuen Software nach
»,QUANTILE® normalisiert. Die Cluster-Analyse wurde nach ,PEARSON UNCENTRED
CENTROID" durchgeflhrt und die funktionelle Kategorisierung erfolgte nicht auf Basis von
features, sondern mit Genen unter Verwendung der Homepage

http://rapdb.dna.affrc.go.jp/tools/converter/run.

2.9.3.3 Array-Auswertungen der Stomata-spezifischen Transkripte

Fur die Analyse der Stomata-spezifischen Transkripte wurde ebenfalls die Softwareversion
,GeneSpring GX 12.5% (SILICON GENETICS) verwendet und analog Kapitelnummer 2.9.3.1
ausgewertet. Die Normalisierung erfolgte allerdings nach ,QUANTILE® und im Falle der
Analysen unter Trockenheit, sowohl bei Col-0 als auch bei der f-Amylasen Mutante (bam1),
konnten aufgrund von Préparationsschwierigkeiten nicht alle Replikate in die Auswertung mit
einbezogen werden. Demnach wurde auch keine BENJAMINI-HOCHBERG Korrektur
durchgefinhrt. Die Cluster-Analyse wurde nach »PEARSON UNCENTRED
CENTROID® durchgefuhrt. Fur die Stressbehandlungen Hitze sowie die Kombination aus
Trockenheit und Hitze wurden jeweils vier Replikate hybridisiert und separat von den
trockengestressten Pflanzen ausgewertet. Dabei wurde eine BENJAMINI-HOCHBERG Korrektur

mit einbezogen.
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2.9.3.4 Array-Auswertungen der transgenen Pflanzen HSFA7B-myc und
Rap2.9-GFP

Unter Verwendung der Software ,GeneSpring GX 12.5° (SILICON GENETICS) wurde eine
Mikroarray-Auswertung gemaf 2.9.3.1 durchgefiihrt, wobei eine QUANTILE-Normalisierung

und jeweils eine Cluster-Analyse nach ,PEARSON UNCENTRED CENTROID* Anwendung fand.

2.10 Metabolitanalysen

2.10.1 Bestimmung der Gehalte an I6slichen Zuckern und Starke

Die Quantifizierung der Ioslichen Zucker wurde durch zweimalige Ethanol-Extraktion von ca.
50mg Pflanzenmaterial unter Einsatz von 500ul 80% Ethanol bei 80°C fur 90min nach einem
Protokoll von Jones et al. (1977) erzielt. Die flissige Phase wurde anschlieBend im Vakuum
verdampft und die eingetrockneten Zucker in 200ul ddH,O aufgenommen. Die |6slichen
Zucker Saccharose, Glukose und Fruktose wurden mithilfe des gekoppelten optischen Tests
anhand des Absorptionskoeffizienten von NADH bei einer Wellenlange von 340nm in einem
Multititerplattenabsorptionslesegerat EL-808 der Firma Bio-TeK quantifiziert. Zur
Starkebestimmung wurden Blattscheiben nach der Extraktion l6slicher Zucker nach dem
Protokoll von Jones et al. (1977) mit Amyloglukosidase (2U/ml, Roche, Mannheim) in
Glukose gespalten, welche ebenfalls in einem gekoppelten enzymatischen Test

spektrophotometrisch bestimmt wurde.

2.10.2 Bestimmung der Zellulosegehalte

Fur die Bestimmung der Zellulosegehalte wurden Col-0 Pflanzen und Rap2.9-GFP Pflanzen
unter kontrollierten Bedingungen Uber einen Zeitraum von 50 Tagen angezogen und von
beiden Linien jeweils alle Blatter sowie jeweils die Hélfte der Petiolen mehrerer Pflanzen zu
je vier Replikaten geerntet. Die Bestimmung der Zellulose erfolgte in einem kolometrischen
Anthron-Kohlenhydrate Nachweis nach Updegraff (1969). Demnach wurden pro biologisches
Replikat 50mg N,-gefrorenes Blattpulver eingewogen und eine zweimalige Extraktion mit
80% EtOH bei 80°C Uber einen Zeitraum von 20min durchgefihrt. Darauf hin wurden die
unléslichen Bestandteile getrocknet und zweimal mit jeweils 1ml 90% DMSO/44H,0 fir 24h
bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 800rpm wurde das Zellwandpellet gewaschen
(dreimal mit 1ml 4@H20 und zweimal mit 0.5ml Aceton), jeweils fir 5min bei 6000rpm
zentrifugiert und die Pellets bei 50°C fir 30-60min getrocknet. Durch Zugabe von 0.5ml
Essigsaure/Salpetersaure-Reagenz (100ml 80%-ige Essigsaure, 10ml Salpetersaure) wurde

das Pellet resuspendiert und fiir 30min bei 100°C gekocht. Nach dem Zentrifugieren fir 5min
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bei 6000g wurden die Proben, wie oben erwéhnt, gewaschen, zentrifugiert und getrocknet.
Die Pellets wurden in 100ul 70% H,SO, aufgenommen, fir 90min bei RT inkubiert und
abschlieRend 1.21ml ddH20 zugegeben. 100pl wurden hydrolysiert, indem zur gekuihlten
Probe 900ul Anthronreagenz (0.2%-ige Anthrone in H,SO,4) zugegeben und nach 15min bei
100°C auf Eis und anschlieend bei RT inkubiert wurde. Die oD-Bestimmung erfolgte bei
620nm gegen eine Nullprobe. Die Quantifizierung der Zellulosegehalte erfolgte an Hand
einer Eichgerade mit aufsteigenden Glukosekonzentrationen (0, 5, 10, 25, 50, 100 und 250

nmol), wobei Glucose ab dem H,SO,-Schritt analog behandelt wurde.

2.10.3 Bestimmung der Gehalte an phosphorylierten Intermediaten

und Aminosauren mit HPLC

Phosphorylierte Intermediate und organische Sauren wurden aus 50mg Blattmaterial unter
Verwendung von Perchlorsaure extrahiert und wie in einer friheren Publikation beschrieben
mithilfe adaquater Standards quantifiziert (Horst et al., 2010). Dabei wurden jeweils 200pl
des entsprechenden Extraktes auf einem [ICS3000 Hochleistungsflissigkeits-
chromatographen (HPLC) System (Dionex, ldstein)), welches mit einem QTrap 3200 Tripel-
Quadrupol Massenspektrometer (Applied Biosystems, Foster City, USA) gekoppelt war, im
MRM Modus analysiert und durch das Programm CHROMELEON v6.8 und DCMS-LINK v1.1
(Dionex) in Kombination mit ANALYST 1.4.1 (Applied Biosystems) kontrolliert. Die
Perchlorsédureextrakte zur Messung der phosphorylierten Intermediate wurden ebenfalls fir
die Bestimmung der freien Aminosauren Uuber eine ,reversed-phase® HPLC und
Fluoreszenzdetektion eingesetzt. Dazu wurden die Proben mit dem Fluoreszenzfarbstoff
AQC/Accg-Tag (6-AMINOQUINOLYL-N-HYDROXYSUCCINIMIDYLCARBAMAT) derivatisiert und
gemal veroffentlichter Protokolle anhand von Standards quantifiziert (Cohen und Michaud,
1993; Abbasi et al, 2009). Fur die PCA-Analyse wurden die Aminosdure- und
phosphorylierten Intermediatgehalte zunachst relativ zur Kontrolle log, transformiert und fir
weitere Analysen verwendet. Statistische Analysen erfolgten mit der VANTED-Software
einschliel3lich eines WELCH-SATTERTHWAITE T-Tests (Junker et al., 2006). Die PCA der
Metabolitdaten wurde mit der ANALYST 1.5 Software unter zu Hilfenahme des PARETO-

Algorithmus durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse
3.1 Auswirkungen multifaktoriellen Stresses auf Arabidopsis

Als sesshafte Lebewesen sind Pflanzen nicht in der Lage, ungiinstigen Umweltbedingungen
auszuweichen, so dass es notwendig ist, sich wechselnden Umweltbedingungen
anzupassen. Pflanzen verfligen dazu Uber ein ausgekligeltes System an Abwehrreaktionen,
das neben der Adaption an bestehende Klima- und Bodenverhéltnisse auch den Schutz vor
Bakterien, Viren, Pilzen, Insekten und anderen Feinden umfasst. In den letzten Jahren sind
vereinzelt Arbeiten publiziert worden, die darauf hinweisen, dass eine Kombination aus
verschiedenen Stressfaktoren zu unvorhersehbaren Verénderungen der pflanzlichen
Physiologie, aber auch der Genexpression fihren kann (Rizhsky et al., 2002; Rizhsky et al.,
2004; Rasmussen et al., 2013). Die simultane Existenz von drei Stressfaktoren wurde jedoch
bisher noch nie untersucht. Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit ein multifaktorielles
Testsystem entwickelt werden, dass es erlaubt, den Einfluss eines Pathogens bei einer
Kombination aus abiotischem und biotischem Stress auf metabolische und transkriptionelle
Anderungen in Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) naher zu analysieren. Hierbei sollten nicht
nur Kandidatengene, sondern auch relevante Prozesse fur  multifaktorielle

Stressbedingungen identifiziert werden.

3.1.1 Etablierung eines multifaktoriellen Stressexperiments

Zunachst galt es ein System zu generieren, das es erlaubt, die molekulare und biochemische
Anpassung von Arabidopsis-Pflanzen an unterschiedliche Stressbedingungen adaquat zu
untersuchen. Die einzelnen Stressfaktoren sollten so gewahlt werden, dass ein mdglichst
naturnaher Versuchsaufbau gewahrleistet war und die einzelnen Stresskomponenten so
moderat gehalten wurden, dass eine Kombination mehrerer Faktoren nicht zu letalen
Schaden fuhrte. Um die Auswirkungen von biotischem Stress zu untersuchen, wurde Turnip
mosaic virus (TuMV) gewabhlt, ein Virus, der fir das Modellsystem Arabidopsis gut geeignet
ist (Martin Martin et al., 1999; Carr und Whitham, 2007). Als abiotische Komponente eines
multifaktoriellen Stressexperimentes wurde - in Anbetracht der zu erwartenden,
bevorstehenden Klimaveranderungen - vorrangig Hitze und Trockenheit gewahlt, so dass ein
multifaktorielles Experiment bestehend aus TuMV, Hitze und Trockenheit in Einzel-, Doppel-
und der Triplekombination resultierte. Im nachsten Schritt mussten die optimalen
Bedingungen fur die individuellen Stressfaktoren definiert werden. Fur die Gewahrleistung

eines milden Trockenstresses wurde zunachst eruiert, welche Wassermengen fir ein
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optimales Wachstum der Arabidopsis-Pflanzen unter Kontrollbedingungen in den
Klimakammern benétigt werden, und ab welchem Grad des Wasserentzuges Trockenstress
hervorgerufen wird. Schlie3lich wurde die Trockenheit Gber eine Bodensonde (DECAGON
DEVICES SENSOR) experimentell bestimmt, indem die Wassermenge reduziert und der
Wasserstatus Uber die Korrelation einer Eichgerade auf einer Bodenfeuchte von 30% der
Feldkapazitat gehalten wurde (Harb et al., 2010). Fur die Hitzeapplikation wurden Pflanzen
erhdhten Temperaturen von 32°C tagstber und 28°C nachts fur drei Tage ausgesetzt. In
Arabidopsis-Pflanzen erfolgt die systemische Verbreitung des Virus relativ langsam, weshalb
die Inokulation bereits 21 Tage nach Keimung vorgenommen wurde. Die genannten
biotischen und abiotischen Faktoren wurden schlieBlich wie in Abbildung 3.1 dargestellt

kombiniert:

Ernte
o
Hitze 32°C/28°C 3d Hitze
Trockenheit 5d Virus
Trockenheit
TuMV 13d Hitze- Virus
- . Trockenheit- Virus
Keimun 34 dpG
9 //// 21 Tage nach Keimung P Trockenheit - Hitze
Hitze-Trockenheit- Virus
Hitze 37°C/33°C 3d | Starke Hitze

Kontrolle +Hitze

Abbildung 3.1: Experimenteller Aufbau des multifaktoriellen Stressexperiments. Die Abbildung illustriert
den experimentellen Aufbau, wie Arabidopsis-Pflanzen simultan mit Hitze, Trockenheit und Virenstress einzeln
und in Kombination behandelt wurden. Nachdem sich der Virus bereits einige Tage vermehren konnte, wurde fur
funf Tage Trockenheit und schlieBlich drei Tage vor Ernte Hitze appliziert. Als Kontrolle dienten gut-gewasserte
Pflanzen unter Normalbedingungen (22°C tagsuber/18°C nachts). Um die Starke des Triplestresses
nachzuahmen, wurden Pflanzen in einem unabhangigen Experiment starker Hitze (37°/33°C) ausgesetzt.
Systemisch infizierte Bléatter aller singuldren bzw. kombinierten Stressbedingungen wurden beprobt. Die
Abbildungen zeigen die Phanotypen von Kontrollpflanzen und hitzegestressten Pflanzen.

Nachdem sich der Virus bereits einige Tage vermehren konnte, wurde fur finf Tage
Trockenheit und schlieBlich drei Tage vor Ernte zusatzlich Hitze angelegt. Als Kontrolle
dienten gut-gewasserte Pflanzen unter Normalbedingungen (22°C tagsiiber/18°C nachts).
Da die Applikation eines dreifachen Stresses sowohl qualitative als auch quantitative
Auswirkungen auf die Pflanzen haben kann, wurde die quantitative Komponente durch
Applikation eines erhdhten Hitzestresses (37°C tagslber/33°C nachts) nachvollzogen. Nach

der Hitzeapplikation, wurden die Pflanzen physiologisch charakterisiert und Proben von
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systemisch infizierten Blattern der jeweiligen Einzelstresssituationen und unterschiedlichen
Stresskombinationen genommen (siehe Abbildung 3.1). Schlussendlich wurden Blattproben
der neun unterschiedlich behandelten Pflanzengruppen zu je vier Replikaten gepoolt und

sowohl metabolischen als auch transkriptionellen Untersuchungen unterzogen.

3.1.2 Physiologische Charakterisierung multifaktoriell gestresster

Arabidopsis-Pflanzen

3.1.2.1 Beeinflussung des Wasserpotentials in multifaktoriell gestressten
Pflanzen

Arabidopsis-Pflanzen des Okotyps Columbia (Col-0) wurden gemafR Abbildung 3.1 sowohl
den Einzelstresssituationen als auch den Kombinationen dieser Stressfaktoren ausgesetzt.
Um sicher zu gehen, dass der experimentelle Wasserentzug zu einer Verminderung des
Wasserpotentials der behandelten Pflanzen fuhrte, wurde das Wasserpotential aller Pflanzen
mit dem PSYPRO Wasserpotentialsystem wie in Material und Methoden naher ausgefihrt,

bestimmt.

Wasserpotential p
Behandlung (mPa)

c -0.91  +0.03

h -1.07  +0.04

d -1.31  +0.16

\Y -1.17 +0.07

vd -1.27  £0.10

dh -1.24  +0.05

vh -1.03  +0.06

vdh -1.09 +0.06

Tabelle 3.1: Der Einfluss von Einzel- bzw. multifaktoriellem Stress auf das Wasserpotential von
Arabidopsis. Das Wasserpotential wurde durch ein psyprO Wasserpotentialsystem, wie in Material und
Methoden beschrieben, gemessen. Alle Daten reprasentieren einen Durchschnitt von 210 Pflanzen +SD. Hitze
(h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh) und Virus-
Trockenheit-Hitze (vdh).

Wie aus Tabelle 3.1 ersichtlich wird, konnte in den Blattern aller Wassermangelsituationen
ein erniedrigtes Wasserpotential gegeniiber den Pflanzen der Kontrollsituation ohne Stress
erzielt werden. Beispielsweise konnte unter Trockenheit ein Wasserpotential von -1.31mPa
im Vergleich zu -0.91mPa unter Kontrollbedingungen gemessen werden. Da Trockenheit

Ublicherweise zu verringertem Wasserpotential in Pflanzen fuhrt (Sharma et al.,, 2011;
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Barzana et al., 2012), lassen die hier gemessenen Wasserpotentialwerte auf Auswirkungen

des applizierten Trockenstresses schlief3en.

3.1.2.2 Biomassebestimmung von Arabidopsis-Pflanzen in
verschiedenen Stresssituationen

Die Messungen der Frisch- und Trockengewichte sowie die Bestimmung der Blattanzahl
sollten die unterschiedlich gestressten Pflanzen zunachst naher charakterisieren. Dabei
wurden fir alle Stressbehandlungen Wachstumseinbuf3en im Vergleich zu den nicht
gestressten Kontrollpflanzen erwartet (Smith und Stitt, 2007; Bechtold et al., 2010; Hummel
et al.,, 2010). Zum Zeitpunkt der Ernte zeigte sich fur alle Einzelstresssituationen eine
signifikante Abnahme der Biomassen im Vergleich zur Kontrolle, die zunahm, sobald

zusatzlich verschiedene Stresssituationen appliziert wurden (siehe Tabelle 3.2).

Gewebe Pflanze Blatt Stomata
Frischgewicht Trockengewicht Verhéltnis:
Parameter (mg) (mg) Anzahl Lange/Weite
C 148.83 +26.45| 11.86 +1.18 7.70 +0.73 1.36 +0.09
h 106.44* +15.81| 8.16* +1.31 8.13 +0.87 1.18* +0.11
d 101.63* +£16.23 | 9.09* +0.93 7.70 +0.67 1.53* +0.09
Y% 127.53* £11.72 | 9.92* +1.19 7.45 +0.83 1.27* +0.14
vd 86.93* £8.70 8.21* +1.00 7.66 +0.55 1.58* +0.09
dh 75.23* 479 8.53* +1.12 6.96 +0.60 1.51* +0.08
vh 113.03* +6.44 8.23* +1.00 6.79* +0.86 1.46* +0.10
vdh 76.99* +10.95| 7.46* +0.84 6.19* +0.83 1.58* +0.15
sh 95.80* +18.53| 7.80* +0.72 7.76 +0.88 n.b. n.b.

Tabelle 3.2: Einfluss von multifaktoriellem Stress auf die Biomasse, Blattanzahl und Stomata. Die Tabelle
zeigt, ob Stomata in multifaktoriell gestressten Pflanzen geschlossen oder geéffnet sind. Zum Zeitpunkt der Ernte
wurde das Frischgewicht der gesamten Rosetten unterschiedlich gestresster Pflanzen bestimmt. Fir die
Trockengewichtsbestimmung wurden jeweils 10 Pflanzen bei 60°C fur drei Tagen getrocknet und die Biomasse
bestimmt. Da die Kontrollpflanzen des Triplestressexperiments vergleichbare Werte hatten, wurden die Daten
vereint. n.b. = nicht bestimmt. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd),
Virus-Hitze (vh); Virus-Trockenheit-Hitze (vdh) und starke Hitze (sh).

Die Kombination aus Virus und Hitze sowie die Triplestresssituation flihrten zur niedrigsten
Biomasse und der geringsten Blattanzahl (Tabelle 3.2). Unter Hitzestress richteten sich die
Blatter auf, eine phanotypischen Erscheinung, die charakteristisch fur Hitzestress ist (Koini et
al., 2009). Bei den Virus-behandelten Pflanzen wiesen die kleinsten Blatter bereits nach acht

Tagen erste TuMV Symptome, wie reduzierte Grof3e und Blattverformungen, auf. Ein
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Vergleich der Einzelstresssituationen verdeutlichte jedoch, dass die Applikation von TuMV

trotzdem zur geringsten Biomassenreduktion fiihrte.

3.1.2.3 Stomataverhalten multifaktoriell gestresster Pflanzen

Bekannt ist, dass Pflanzen unter Trockenheit in der Lage sind, ihre Stomata zu schliel3en,
wahrend unter erhéhten Temperaturen Stomata geoffnet werden (Rizhsky et al., 2002). Erste
Studien zu kombinierten abiotischen Stressbedingungen zeigten, dass bei einer Kombination
aus Hitze und Trockenheit die Stomata ebenfalls geschlossen sind (Rizhsky et al., 2002).
Dieser Befund war Anlass daflir, die Stomata in den kombinierten Stresssituationen im
Vergleich zu den Einzelstresssituationen mikroskopisch genauer zu untersuchen. Wie aus
Tabelle 3.2 ersichtlich wird, kam es auch in diesem multifaktoriellen Experiment, im Einklang
mit den Daten von Rizhsky et al. (2002), sowohl unter Trockenheit als auch unter
Trockenheit in Kombination mit Hitze zu einem Stomataschluss. Werden Virus- und
Trockenstress kombiniert, bleiben die Schliel3zellen analog ihrer Einzelstressbedingungen
geschlossen. Uberraschenderweise waren die Stomata in einer Kombination aus Virus und
Hitze geschlossen, wohingegen der Virus die Stomata nur geringfligig, wenn auch
signifikant, schloss bzw. Hitze zum Offnen der Stomata filhrte (Tabelle 3.2). Dies deutet
darauf hin, dass molekulare und physiologische Antworten der Pflanzen, die multifaktoriellem
Stress ausgesetzt sind, nicht abgeschatzt werden kénnen und weiter untersucht werden

mussen.

3.1.3 Metabolomanalysen multifaktoriell gestresster Pflanzen

Nach der Etablierung des multifaktoriellen Stresssystems, wurden die metabolischen
Antworten der Pflanzen auf Einzel- bzw. multifaktoriellen Stress genauer untersucht. Die
Gehaltsbestimmung phosphorylierter Intermediate erfolgte mit einem
Hochleistungsflissigkeitschromatografen  (HPLC), der an ein  Tripel-Quadrupol
Massenspektrometer gekoppelt ist, wahrend die Aminosauremengen mit einer ,reversed-
phase“ HPLC und Fluoreszenzdetektion des Fluoreszenzfarbstoff AQC (6-AMINOQUINOLYL-N-
HYDROXYSUCCINIMIDYLCARBAMAT) bestimmt wurden. Eine anschlielende hierarchische
Cluster-Analyse der phosphorylierten Intermediate und Aminosduren ergab eine klare

Trennung der Proben in Abhéngigkeit des Hitzestresses (Abbildung 3.2).
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verantwortlich waren, wurde eine PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS (PCA-Analyse)
durchgefuhrt. Nachdem auch hier eine Trennung der Proben nach Hitzestress zu
beobachten war (Abbildung 3.3), wurden die Komponenten, die fur die Trennung
verantwortlich sind, n&her untersucht. Dabei zeigte sich, dass Komponente 1, die fur 47.9%
der Varianz verantwortlich ist, dem Hitzestress zugeordnet werden konnte. Die
interessantesten Komponenten stellten dabei L-His und L-Tyr dar. Die zweite Komponente
der PCA-Analyse, die fur 21.5% der Varianz steht, war Trockenheit, wobei L-Prolin, L-
Methionin, L-Serin und L-Glycin den grof3ten Einfluss hatten. Akkumulierende Prolinmengen
wurden unter Trockenstress bereits beschrieben (zusammengefasst in Hanson und Hitz
(1982). Prolin wirkt als Osmolyt und schiitzt die Zellen vor osmotischem Stress (Hare und
Cress, 1996). Virenstress scheint bei der Applikation der verschiedenen Bedingungen eine

untergeordnete Rolle zu spielen, da es durch keine der nachfolgenden Komponenten
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moglich war, alle Situationen mit Virenstress eindeutig zu trennen (siehe Anhang Al). Diese
Ergebnisse deuten an, dass vor allem Hitze und Trockenheit Einfluss auf die Metabolitdaten
nahmen und im Falle der Trockenheit mit Prolin ein bekannter Marker fir eine erfolgreiche

Stressapplikation detektiert wurde.
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Abbildung 3.3: PCA-Analyse der Metabolite multifaktoriell gestresster Pflanzen im Vergleich zur
Kontrolle. A) Die PCA-Separation basierend auf Metabolitdaten der verschieden behandelten Pflanzen trennt
durch Komponente eins (47.9%) und zwei (21.5%) Hitze und Trockenheit. B) Fir die PCA-Separation
verantwortliche Metabolite. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd),
Virus-Hitze (vh) und Virus-Trockenheit-Hitze (vdh).

3.1.4 Einfluss der drei Stressfaktoren auf das Transkriptom von

Arabidopsis-Pflanzen

Angesichts der Tatsache, dass die einzelnen Stressbehandlungen durch die Metabolitprofile
klar getrennt werden konnten, stellte sich die Frage, ob auch auf Transkriptebene mithilfe
von Mikroarrays, die die Erfassung von Transkriptdnderungen tausender Gene gleichzeitig
erlauben (Redman et al., 2004), die entsprechenden Behandlungen unterschieden und
Transkriptprofile zur Identifizierung interessanter Kandidaten und Prozesse gefunden werden
kénnen. Dazu wurde RNA von Arabidopsis-Blattern der neun verschiedenen
Stresssituationen extrahiert (siehe Abbildung 3.1) und vergleichende Transkriptom-Analysen
mittels Agilent Mikroarray mRNA Hybridisierungen durchgefiihrt. In einem ersten Schritt
wurden zundchst alle vier Replikate des Triplestressexperiments einschlie3lich der

singularen Behandlungen und deren Kombinationen analysiert und erst nachfolgend die
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Proben der starken Hitzebehandlung mit ihren jeweiligen Kontrollen verglichen. Die weiteren
Analysen und Auswertungen wurden mit der Software Genespring 11.0 durchgefihrt, wobei
die Datenpunkte des 44k Chips als features bezeichnet werden, da Gene auch von
mehreren features représentiert werden kénnen. Eine Qualitatskontrolle in Form einer PCA
offenbarte einen Ausreil3er (singulérer Virenstress), der von den weiteren Analysen
ausgeschlossen wurde. Ein ANOVA-Test der verbleibenden 31 Proben des
Triplestressexperiments erlaubte die Selektion von differentiell regulierten Genen unter
Betonung der Ahnlichkeit innerhalb der Gruppen, so dass die Anzahl der features auf 27870
sank. Eine nachfolgende Cluster-Analyse der Expressionswerte der verbleibenden features
zeigte, dass die Replikatgruppierung stark durch die jeweiligen Behandlungen beeinflusst
war. Hier unterstiitzen die Transkriptdaten die Beobachtung der Metabolitdaten, dass die
hitzegestressten Pflanzen eindeutig von Proben ohne Hitzestress getrennt werden konnten
(Abbildung 3.4); auch fir die Transkriptdaten bildeten hitzegestresste Proben einen isolierten
Zweig. Dies suggeriert, dass die Hitzebehandlung offensichtlich den starksten Einfluss auf
die Genexpression fiur die in diesem Versuchsaufbau gewéhlten Bedingungen hatte.
Innerhalb dieses separaten Zweiges konnte eine Auftrennung der trockengestressten und
virengestressten Pflanzen beobachtet werden. Wurde jedoch kein Hitzestress appliziert, war
die Separierung des Virus im Vergleich zur Kombination aus Trockenheit und Virus nicht

sehr ausgepréagt, was moglicherweise auf die Schwéche des Stresses zurlickzufiihren ist.

Abbildung 3.4: Transkriptomprofile multifaktoriell gestresster Pflanzen. Eine hierarchische Cluster-Analyse
nach dem EuCLIDIAN-SINGLE- Algorithmus der Genexpressionsdaten von multifaktoriell gestressten Pflanzen. Fur
die Analysen wurden mit einer Ausnahme (Virus) jeweils vier biologische Replikate hybridisiert bzw. ausgewertet.
Farbig markierte Késten zeigen die jeweilige Behandlung an. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-
Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze (vdh).

Um die Annahme, dass Hitze den groéften Einfluss auf die Genexpression hat, zu
verifizieren, wurde eine PCA-Analyse durchgefiihrt. Wie in Abbildung 3.5 zu sehen, stellt die
Komponente 1, reprasentiert durch 63.2% der Varianz, Hitze dar, gefolgt von Trockenheit
(14.8%) und Virus (9.9%). Die bisher erzielten Ergebnisse bestatigten, dass alle drei

Stressparameter einen deutlichen Einfluss auf die Mikroarray-Daten hatten und somit ein
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multifaktorielles Stressexperiment erfolgreich etabliert und fiir nachfolgende Auswertungen

verwendet werden konnte.
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Abbildung 3.5: PCA-Analyse der Transkripte multifaktoriell gestresster Pflanzen im Vergleich zur
Kontrolle. A) In einer PCA-Analyse konnten die 27870 Transkripte in Komponente eins nach Hitze (63.2%) und
zwei nach Trockenheit (14.8%) getrennt werden. B) Die PCA-Analyse der 27870 Transkripte zeigt, dass die PCA-
Komponente zwei (14.8%) Trockenheit und drei (9.9%) virusbehandelte Proben separiert. Hitze (h), Virus (v),
Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh) und Virus-Trockenheit-Hitze
(vdh).

3.1.5 Identifizierung differentiell regulierter Gene in multifaktoriell

gestressten Pflanzen

Mikroarray-Analysen erlauben es, Gene, die in der pflanzlichen Antwort unter verschiedenen
Stressbedingungen exprimiert sind, zu identifizieren. Daher sollte als néachstes untersucht
werden, wie viele Gene spezifisch fur die jeweiligen Stressbedingungen verglichen zur
Kontrolle reguliert sind. Dazu wurden nun auch die Proben des starken Hitzeexperiments mit
einbezogen und gegen ihre jeweilige Kontrolle, wie in Material und Methoden beschrieben,
ausgewertet. Mithilfe eines vOLCANO-Blots konnten die mehr als zweifach differentiell
regulierten features gegenuber der Kontrolle identifiziert werden (ungleicher T-Test mit
Annahme ungleicher Varianz, p-Wert < 0.05, Abweichung = 2 und BENJAMINI-HOCHBERG
FALSE DISCOVERY RATE (BHFDR). Die Bestimmung der differentiell regulierten Gene
offenbarte grof3e Unterschiede im Vergleich zu den einzelnen Stressbedingungen (Abbildung
3.6A; die der features kénnen werden unter:

Liste aufgerufen
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http://www.plantphysiol.org/content/early/2013/06/10/pp.113.221044/suppl/DC1
(supplemental table I1)).
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Abbildung 3.6: Anzahl differentiell regulierter Gene multifaktoriell gestresster Pflanzen. A) Dargestellt ist
das Ergebnis von voLcaNo-Blot-Analysen der statistisch signifikanten features fiir die einzelnen Stresssituationen
im Vergleich zu den Kontrollpflanzen. Die Signifikanzgrenze wurde fir eine Anderung groRer zwei und einer
BHFDR <0.05 gewahlt. B) Venn-Diagramme der differentiell regulierten Gene. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d),
Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze (vdh) und starker Hitze
(sh).

Bemerkenswerterweise stieg die Anzahl der regulierten features mit der Komplexitat, aber
auch mit der Starke des Stresses an. Zum Beispiel, war die Anzahl der regulierten features
unter Trockenheit 518 bzw. unter Virusstress 682 im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollpflanzen relativ gering, stieg aber auf 1744 an sobald Stresskombinationen appliziert
wurden. Dieser Effekt konnte sogar noch gesteigert werden, als zusatzlich Hitze hinzukam:
Dadurch war die Anzahl mit 6681 der regulierten features mehr als dreimal so hoch
(Abbildung 3.6A). Auch unter starker Hitzestressbedingung wurde eine sehr hohe Anzahl
regulierter Gene (8651) detektiert, was auf eine enorme Umprogrammierung des
Transkriptoms als Antwort auf die verschiedenen Stresssituationen hindeutet. Diese Gene
waren vermutlich weder bei der Betrachtung von Einzelstressexperimenten, noch bei einem
Vergleich von mehreren Einzelstresssituationen gefunden worden. Im Rahmen der
multifaktoriellen Stressexperimente stand vor allem der Triplestress im Fokus der
Untersuchungen, weshalb dieser zweimal wiederholt wurde. Die jeweiligen Auswertungen
und der Vergleich der Array-Daten aus drei unabh&ngigen Experimenten reduzierte die
Anzahl der unter Triplestress differentiell regulierten Gene im Vergleich zur Kontrolle auf
2715.
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Ein wichtiges Ziel der Stressexperimente war es, Gene, die fur die Adaptation der Pflanzen
an verschiedene Stressbedingungen relevant sind, zu identifizieren. Dabei stellte sich primar
die Frage, welche features bei unterschiedlichen Stressbedingungen gefunden werden und
damit fur die jeweilige Stressbedingung spezifisch sind. Um diese Frage zu beantworten,
wurden die Mikroarray-Daten genutzt und features innerhalb der differentiell regulierten
Gene fiur die jeweilige Stressbedingung in VENN-Diagrammen dargestellt (Abbildung 3.6B).
Interessanterweise ergaben sich bei dieser Analyse flr alle untersuchten Stressbedingungen
elf gemeinsame features, die auch jeweils einzelne Gene reprasentieren (Abbildung 3.6B;
Abbildung 3.7).

Elf gemeinsam regulierte Gene

h d \ vd dh vh vdh sh AGI-No Gene T-DNA

AT1G02850 BGLU11 Keine homozygoten Pflanzen
AT1G07900 LBD1 Keine homozygoten Pflanzen
AT2G46270 G-BOX BINDING FACTOR 3 Keine homozygoten Pflanzen

AT2G37760 aldo/keto reductase family protein |Keine homozygoten Pflanzen (nur Promotor)

AT5G57550 XTR3 N684399 (last Exon)
AT5G45000 transmembrane receptor N672283
AT3G48080 lipase class 3 family protein Keine homozygoten Pflanzen
AT5G16170 hypothetical protein Keine homozygoten Pflanzen
-1.22 -1.14 -140 - - - - AT4G38850 SAUR15 Keine homozygoten Pflanzen
-1.09 -1.04 -1.22 - - - - AT1G53035 hypothetical protein N686343
-1.39 -1.00 -1.28 - = - = AT4G06746 RAP2.9 Keine homozygoten Pflanzen

Abbildung 3.7: Identifikation stressresponsiver Gene in den elf gemeinsam regulierten Genen. Die
Genexpressionstabelle zeigt statistisch signifikante Gene aller Stressapplikationen. Diese Liste ist das Ergebnis
vergleichender Analysen der differentiell regulierten Gene fir jede Stressbehandlung. Zusatzlich ist angegeben,
ob homozygote T-DNA Insertionslinien als SALK-Linien erworben werden kénnen. Die Werte sind logz
transformiert und stellen die Anderung zu Kontrollpflanzen dar. Die Farbséttigung ist bei einer 1.3-fachen
Anderung erreicht. Rot eingefarbte Expressionswerte deuten steigende, blau eingefarbte Felder
herunterregulierte Transkriptwerte dar. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-
Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze (vdh) und starke Hitze (sh).

Unter den gemeinsam regulierten Genen befanden sich die Transkriptionsfaktoren Rap2.9
und GBF3, die beide schon in Zusammenhang mit Einzelstress beschrieben wurden
(Sakuma et al.,, 2002; Shen et al., 2003; Fujita et al., 2005). Neben den gemeinsam
regulierten Genen waren auch Gene interessant, die jeweils nur fir eine Stresssituation
spezifisch sind. So ergab die Analyse 29 features, 23 individuelle Gene reprasentierend, die
spezifisch und ausschlie3lich unter Triplestress reguliert sind (Abbildung 3.6B; Abbildung
3.8).
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23 triplestressspezifische Gene

vdh AGI-No Gene

AT5G05410 |DREB2A
AT1G69260 |AFP1
AT2G39110 |AT2G39110
AT3G29140 |AT3G29140
AT1G20470 |AT1G20470

AT1G62620 |AT1G62620 Abbildung 3.8: Triplestressspezifische Gene. Die Darstellung zeigt
AT5G05810 |ATL43 statistisch signifikante Gene, die nur bei einer Kombination aus Hitze,
AT1G29560 |AT1G29560 Virus und Trockenstress mehr als zweifach differentiell reguliert und
AT1G62370 |AT1G62370 statistisch signifikant detektiert werden kdnnen. Die Werte sind logz
AT3G57150 |NAPS57 transformiert und stellen die Anderung zu Kontrollpflanzen dar. Die
AT5G27250 [transposable element gene Farbsittigung ist bei einer 1.3-fachen Anderung erreicht. Rot
AT3G03270 |AT3G03270 eingefarbte Expressionswerte deuten steigende, blau eingefarbte
AT5G46100 |AT5G46100 Felder herunterregulierte Transkriptwerte dar. Virus-Trockenheit-Hitze
AT5G25830 |GATAL2 (vdh).

AT4G01790 |AT4G01790

AT1G20440 |COR47

AT4G16980 |arabinogalactan-protein family
AT1G14210 |AT1G14210

AT2G27395 |AT2G27395

AT3G26960 |AT3G26960

AT1G76930 |[EXT4

AT3G17050 |transposable element gene
AT2G26530 |AR781

Die meisten der Gene konnten mit Stress assoziiert werden: Darunter zwei
Transkriptionsfaktoren, DEHYDRATION-RESPONSIVE-ELEMENT-BINDING2A (DREB2A) und zwei
Zinkfingerproteine. Zusammengefasst konnten durch die vergleichenden Analysen sowohl
eine kleine Gruppe an Genen identifiziert werden, die gegeniber der Kontrolle unter allen
Stressbedingungen differentiell reguliert ist, als auch Gene die nur in einer individuellen

Situation erfasst werden konnten.

3.1.6 Validierung der differentiell regulierten Gene in multifaktoriell

gestressten Pflanzen

3.1.6.1 T-DNA Insertionsanalysen der gemeinsam regulierten Gene

Die Auswirkungen des Verlusts eines unter verschiedenen Stresssituationen universell
regulierten Gens sollte durch T-DNA-Insertionslinien, die aufgrund ihrer Gré3e von 5-25 kb
meist zu einer Zerstérung der Genfunktion fuhren (Krysan et al., 1999), analysiert werden.
Erstaunlicherweise zeigte sich, dass nur fir drei der elf Gene homozygote Pflanzen
verfigbar waren, was vermuten lasst, dass die Defekte in den restlichen Genen fir die
Pflanzen letal sind (siehe Abbildung 3.7). Fir die Gene At5g45000 (SALK_021115C;
N672283), At5g57550 (Salk_108256C; N684399) und At1g53035 (Salk_108256C; N686343)
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konnten homozygote T-DNA-Insertions-Pflanzen Uber PCR Analysen identifiziert werden.
Alle Linien wuchsen unter kontrollierten Bedingungen vergleichbar mit dem Wildtyp und
bildeten erfolgreich Samen.

Um zu Uberprifen, ob KO-Mutanten (knock-out; KO) der drei ausgewdahlten Gene unter
Stressbedingungen mdoglicherweise Auswirkungen auf die Biomasse haben, wurden die
Insertionsmutanten  unterschiedlichen  Stresssituationen  ausgesetzt. Analog des
experimentellen Aufbaus aus Abbildung 3.1 wurden die Mutanten und Col-0 Arabidopsis-
Pflanzen einer Virusbehandlung unterzogen und anschlieend fur finf Tage Trockenheit und
zusatzlich einem dreitdgigem Hitzestress von 32°C tagsuber und 28°C nachts ausgesetzt.
Fur die Applikation der Doppelstresssituation in einem unabhangigen Experiment wurde
lediglich auf die Virusbehandlung verzichtet. Nach den jeweiligen Behandlungen konnten
jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Biomasse festgestellt werden, weder
gegenuber den jeweiligen Kontrolllinien unter Triplestress (ca. 70% der verbleibenden
Biomasse) noch unter kombinierter Hitze und Trockenheit (ca. 63% der verbleibenden
Biomasse; siehe Abbildung 3.9). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Funktionen
dieser Gene offensichtlich durch andere Gene kompensiert werden kénnen, weswegen diese
Kandidatengene nicht fir weitere Analysen in Betracht gezogen wurden.

Abbildung 3.9: Biomassebestimmung der
gestressten Col-0 sowie der T-DNA
Insertionslinien N686343, N684399 und
N672283. A) Fur die Applikation der
Doppelstresssituation wurden die Mutanten
N686343 und N684399 sowie Col-0
Arabidopsis-Pflanzen zunéachst flinftagigem
Trockenstress sowie simultan auftretendem
dreitdgigem Hitzestress von 32°C tagsuber
und 28°C nachts ausgesetzt. AnschlieRend
wurde das Frischgewicht der gesamten
Rosetten  bestimmt. Die  prozentualen
Angaben geben die verbleibende Biomasse
relativ zur jeweiligen Kontrolle wieder. Die
Standardabweichung ergibt sich aus < 18
Pflanzen +SD. B) Die Linie N672283 wurde
Triplestress, bestehend aus einer TuMV-
Behandlung 14-Tage vor Ernte, einem
funftagigem Trockenstress, so wie einem
dreitdgigem Hitzestress von 32°C tagsuber
und 28°C nachts ausgesetzt und das
Frischgewicht der gesamten Rosetten
bestimmt. Die prozentualen Verhaltnisse
spiegeln die verbleibende Biomasse relativ
zur  jeweiligen  Kontrolle  wider. Die
Standardabweichung ergibt sich aus < 8
Pflanzen =SD.
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3.1.6.2 Selektierte Okotypen zeigen erhdhte Stresstoleranz

Im Rahmen der Arbeit wurden in verschiedenen Einzel- und Kombinationsbedingungen elf
gemeinsam regulierte Gene identifiziert, die fur die pflanzliche Antwort im Umgang mit Stress
als wichtig erachtet wurden. Den folgenden Experimenten lag die Annahme zugrunde, dass
Arabidopsis Okotypen, bei denen die selektierten elf gemeinsamen Stressgene bereits unter
Kontrollbedingungen differentiell (bezogen auf Col-0) exprimiert sind, stresstoleranter sein
sollten, als Col-0. Um diese Okotypen zu identifizieren, wurde in 6ffentlichen Datenbanken
nach der Expression der elf Gene gesucht. Dazu wurden Informationen tber die natirlichen
Varietaten der Arabidopsis-Pflanzen auf der Internetplattform eFP-Browser verwendet, wobei
nur acht der elf Gene verfugbar waren. Von diesen acht Genen wurden zunéchst die
Expressionswerte in den einzelnen Okotypen ermittelt und anschlieRend eine Cluster-
Analyse unter Einbezug der Expressionswerte in Col-0, die sich in den jeweiligen Einzel- und
kombinierten Stresssituationen ergaben, durchgefiihrt und in einem Diagramm visualisiert.
Diese Analyse erlaubte die Identifikation von Okotypen, die unter Kontrollbedingungen
bezlglich dieser acht Gene é&hnliche Expressionswerte wie Col-0 Pflanzen unter
verschiedenen Stressbedingungen zeigen. Dazu zahlt vor allem NFE1, Li-2:1, und En-T, Er-
0, und Can-0 (siehe Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Genexpression der
gemeinsam regulierten Gene in Arabidopsis
unter verschiedenen Stressbedingungen
sowie Genexpression dieser Gene in den
einzelnen Okotypen. Acht der elf gemeinsam
regulierten Gene unter multifaktoriellem Stress
waren im eFP-Browser verfiigbar. Die
Expression dieser Gene wurde in 34 Okotypen
anhand einer Cluster-Analyse  (PEARSON
UNCENTRED) mit den Expressionsprofilen der
gestressten Pflanzen verglichen. Die Werte sind
log, transformiert und stellen die Anderung zu
Col-0 dar. Die Farbséttigung ist bei einer 1.3-
fachen Anderung erreicht. Rot eingefarbte
Expressionswerte deuten steigende, blau
T e eingefarbte Felder herunterregulierte
TUMY vs o Transkriptwerte dar.

TuMV_drought vs ¢

TuMV_heat vs ¢
drougth_heat vs ¢
TuMV_heat_drought vs ¢
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Um die Hypothese zu uberpriifen, ob Okotypen, die in der Cluster-Analyse raumlich am
nachsten zu den Stressbedingungen in Col-0 lagen, auch bessere Stresstoleranz zeigten,
wurden die Arabidopsis Okotypen Can-0, En-T sowie die Kontrollokotypen Col-0 und Van-0
vom Européaischen Arabidopsis Stock Center (Nottingham, GroRRbritannien) bezogen. Da die
elf Gene in allen Stresssituationen, unabhéangig von biotischen oder abiotischen
Stresskombinationen,  differentiell  reguliert sind wurden die Okotypen unter
Vernachlassigung von der Temperatur und der Luftfeuchtigkeit unter natirlichen
Wachstumsbedingungen angezogen. Dazu erfolgte die Pflanzenanzucht, wie in Abbildung
3.11A dargestellt, zunachst in einer Pflanzenkammer. Nach zehn Tagen wurden die Pflanzen
ins Gewachshaus, in dem Temperaturen von 24°C bis 30° tagsiiber und 21°C- 24°C nachts
sowie eine Luftfeuchtigkeit in einem Schwankungsbereich von 28% bis 80% herrschten,
transferiert. Im Alter von 21 Tagen wurden die Pflanzen fir vier Tage kontrolliertem
Trockenstress, wie in Material und Methoden beschrieben, ausgesetzt. Anschlie3end wurden
Blatter von je 20 Pflanzen unter Trockenheit bzw. gut gewasserten Pflanzen beprobt und die
Biomasse bestimmt. Abbildung 3.11B veranschaulicht, dass es bei allen trockengestressten
Pflanzen zu einer signifikanten Abnahme der Biomasse im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
zum Zeitpunkt der Ernte kam.

Abbildung 3.11: Experimenteller
Aufbau eines Stressexperiments
zur Analyse der Stresstoleranz

A Trockenheit 4d verschiedener Okotypen und das
22°C 11d| ~26.2°C 14d Ergebnis  der  anschlieRenden

Biomassebestimmung. A) Okotypen
wurden unter erh6hten Temperaturen
angezogen und einem kontrollierten
Trockenstress ausgesetzt. Zehn Tage
B nach der Keimung in einer

250 Klimakammer (22°C tagsuber/18°C
nachts) wurden die Pflanzen in das
Gewachshaus unter erhohten
Temperaturen (durchschnittlich 26°C
tagsuber/nachts) transferiert. Nach

150 1 einem  viertdgigen  Trockenstress
wurden  jeweils die kompletten
100 | Rosetten geerntet. B) Die Graphik
zeigt das Frischgewicht ganzer
Rosetten nach kontrolliertem
%0 Trockenstress bzw. far die
Kontrollpflanzen fiir Col-0, Van-0,
0

Can-0 und En-T. Die prozentualen
Col-0 Van-0 Can-0 En-T Angaben beziehen sich auf die
jeweiligen Kontrollpflanzen. Die
Standardabweichung ergibt sich aus
17-19 Pflanzen £SD.
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200
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Interessanterweise unterschieden sich jedoch die prozentualen Biomassen der Okotypen im
Verhaltnis zu ihren jeweiligen Kontrollen. So legten Col-0 und Van-0 61% bzw. 63% der
verbleibenden Biomasse an den Tag, wohingegen die Okotypen Can-O und En-T nach
Trockenstress noch mehr als 72% ihrer Biomassen aufwiesen. Diese
Biomassebestimmungen erlaubten eine Klassifizierung der Okotypen in zwei Gruppen: Col-0
und Van-0 sowie Can-0 und En-T. Mit Can-0 und En-T zeigten die Okotypen ein
verbessertes Abschneiden unter kombinierten Stressbedingungen, die zuvor in der Cluster-
Analyse aufgrund ahnlicher Expressionprofile raumlich nahe bei den elf gemeinsam
regulierten Gene unter Einzel- bzw. multifaktoriellem Stress gefunden wurden und somit als
Kandidaten flir eine verbesserte Stresstoleranz erachtet wurden. Diese Befunde zeigen,
dass es eine positive Beziehung zwischen den Expressionsniveaus der selektierten Gene
und einer Toleranz gegentber diversen Stressbedingungen gibt und die universell
regulierten Gene eventuell als Indikatoren flr Stresstoleranz erachtet werden koénnen.
Inwieweit diese Annahme fiir andere Okotypen zutrifft, muss in weiteren Experimenten

geprift werden.

3.1.6.3 Rap2.9-GFP - physiologische und molekulare Charakterisierung

Die Mikroarray-Analysen zu den triplegestressten Pflanzen lieferten elf Gene, die in allen
untersuchten Stressbedingungen differentiell reguliert waren. Darunter befand sich Rap2.9,
ein  Transkriptionsfaktor der im Zusammenhang mit Stressantworten  unter
Einzelstresssituationen schon beschrieben wurde (Sakuma et al., 2002; Shen et al., 2003).
Um dessen subzelluldre Lokalisierung zu Uberprifen, wurde das grin-fluoreszierende
Protein (GFP) zunéchst an den C-Terminus von Rap2.9 im Vektor pK7FWG2 (Karimi et al.,
2002) fusioniert und das Fusionsprotein mittels Agrobakterien-Infiltration in N. benthamiana
transient exprimiert. Das Ergebnis der Konfokalen Laserscanning Mikroskopie (KLSM) zeigte
Rap2.9-GFP eindeutig im Kern (siehe Abbildung 3.12). Die GFP-Akkumulation erfolgte dabei
im Wesentlichen im Nukleolus. Durch Western Blot Analysen unter Verwendung eines GFP-
spezifischen Antikérpers wurde die Pradsenz des Rap2.9-GFPs in der erwarteten
Bandenhdhe verifiziert (Abbildung 3.13).
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GFP Durchlicht Uberlapp

Rap2.9 OE-GFP

Abbildung 3.12: Transiente Lokalisationsstudien von Rap2.9-GFP in N. benthamiana. Das Fusionsprotein
Rap2.9-GPF wurde mittels Agrobakterien-Infiltration in N. benthamiana transient exprimiert und 48 Stunden nach
Infiltration am KLSM im Nukleolus des Kerns lokalisiert. Die Lange der Standardbalken entspricht jeweils 10um.

Abbildung 3.13: Proteinnachweis von Rap2.9-GFP in N.
benthamiana. Das Fusionsprotein Rap2.9-GPF wurde mittels
Agrobakterien-Infiltration in N. benthamiana transient exprimiert
und 48 Stunden nach Infiltration Proben mit dem 5er Stanzer
genommen. Nach dem Aufarbeiten in 70ul LAMMLI-Puffer wurden
15ul auf ein 12%-iges Bis-Tris-Gel geladen. Das Rap2.9-GFP
wurde mithilfe des anti-GFP Antikdrpers in erwarteter Héhe von
ca. 44.1kDa detektiert.

a-GFP

Fur fortfUhrende Experimente wurde Rap2.9-GFP stabil in Arabidopsis-Pflanzen exprimiert
und positive Pflanzen mittels Western Blot Analysen selektiert (siehe Abbildung 3.14). Positiv
getestete Rap2.9-GFP Pflanzen zeigten dabei interessanterweise im Vergleich zu Col-0
Pflanzen einen auffalligen Phanotyp (siehe Abbildung 3.14). Dieser Phanotyp manifestierte
sich in verlangerten Petiolen sowie verkleinerten und gegen den Uhrzeigersinn
ausgerichteten Blattern und weist damit erstaunliche Ahnlichkeit zu Phytochrom B-Mutanten
in Arabidopsis auf (Kim et al., 2014).
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Abbildung 3.14: Proteinnachweis und Wachstumsphé&notyp der transgenen Linie Rap2.9-GFP (OE1 und
OE2) im Vergleich zum Col-0 Wildtyp. Mithilfe von Agrobakterien wurde das C-terminale GFP-Fusionskonstrukt
Rap2.9-GFP, welches in den pK7FWG2 Gateway Vektor kloniert wurde, stabil in Arabidopsis-Pflanzen
transformiert. Fr den Proteinnachweis wurden Proben mit dem 5er Stanzer genommen, mit 70pl LAMMLI-Puffer
aufgearbeitet und davon 15pl auf ein 12%-iges Bis-Tris-Gel geladen. Das Rap2.9-GFP wurde mithilfe des anti-
GFP Antikorpers in erwarteter Hohe von ca. 44.1kDa in zwei unabhangigen Linien (OE1 und OE2) detektiert
(links). Bereits nach drei Wochen zeigten Rap2.9-GFP Pflanzen (OEL1) einen auffalligen Phanotyp im Vergleich
zum Wildtyp. Neben sehr schmalen Blattern waren die Petiolen deutlich verlédngert (rechts). OE2 Pflanzen hatten
den gleichen Phéanotyp.

Lokalisationsstudien lie3en auch in den stabil exprimierenden Pflanzen eine Lokalisation des
Rap2.9-GFP Konstrukts im Nukleolus erkennen (siehe Abbildung 3.15). In den Rap2.9-GFP
Pflanzen war auffallig, dass nicht nur die Epidermiszellen verkleinert sind, sondern auch
erstaunlich viele Stomata GFP-Fluoreszenz im Kern zeigten. Um die Beobachtung einer
erhdhten Anzahl an Stomatazellen zu verifizieren, wurde der Stomataindex fiir Rap2.9-GFP
Pflanzen und Col-0 Pflanzen bestimmt, indem das Verhaltnis aus SchlieRzellen zu
Epidermiszellen bestimmt wurde. Das Ergebnisse offenbarte, dass in Rap2.9-GFP Pflanzen

signifikant mehr Stomatazellen vorhanden sind als in Col-0 Pflanzen (siehe Abbildung 3.16).
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GFP Durchlicht Uberlapp

Rap2.9 OE-GFP

Abbildung 3.15: GFP-Fluoreszenz in Blattern der transgenen Rap2.9-GFP Pflanzen. Das Fusionsprotein
Rap2.9-GPF wurde mittels Agrobakterien-Infiltration stabil in Arabidopsis-Pflanzen transformiert. Eine KLSM-
Aufnahme zeigt das GFP-Signal im Nukleolus des Kerns. Die Lange der Standardbalken entspricht jeweils 10um.
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Abbildung 3.16: Stomataindex in der transgenen Linie Rap2.9-GFP im Vergleich zum Col-0 Wildtyp.
Arabidopsis-Pflanzen Col-0 und Rap2.9-GFP Uberexprimierende Pflanzen wurden unter kontrollierten
Bedingungen angezogen und 53 Tage nach Keimung der Stomataindex gemafR McElwain und Chaloner (1995) in
Blattern bestimmt (15 Replikate wurden ausgwertet). Exemplarisch ist eine mikroskopische Aufnahme der
Stomata bzw. Epidermiszellen von Rap2.9 und Col-0 unter dem 40-fachen Objektiv zu sehen. Der Gré3enbalken
entspricht 50um. Die Stomata wurden von Ulrich Hirschmuller im Rahmen einer Masterarbeit ausgewertet.

Fur eine ndhere Charakterisierung von Rap2.9-GFP Pflanzen unter Kontrollbedingungen,
wurden Mikroarray-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden sowohl Col-0 als auch Rap2.9-GFP
Pflanzen flr einen Zeitraum von 50 Tagen unter kontrollierten Bedingungen angezogen und
anschlielend das gesamte Blattmaterial mit Petiolenansatz vor Ende der Lichtperiode
beprobt. Fir die anschlie@enden Hybridisierungen wurde RNA von vier unabhangigen
biologischen Replikaten eingesetzt. Dabei erlaubten sowohl eine PCA-Analyse als auch eine
Cluster-Analyse eine klare Trennung der transgenen Pflanzen von den Col-0 Pflanzen (siehe
Anhang 2). Fortfihrende Mikroarray-Auswertungen ergaben insgesamt 1987 statistisch
signifikante und mehr als zweifach differentiell regulierte features in Rap2.9-GFP Pflanzen im
Vergleich zu Col-0. Fir eine Zuordnung dieser features wurde zunéchst eine funktionelle
Kategorisierung durchgefuhrt, indem diese in hoch- bzw. herunterregulierte features
eingeteilt und gemal den Kategorien nach den MAPMAN bins

(mapman.gabipd.org/web/guest/mapmanstore) zugeordnet wurden.
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Relative Anreicherung der herunterregulierten features Relative Anreicherung der hochregulierten features
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Abbildung 3.17: Funktionelle Kategorisierung der hoch- bzw. herunterregulierten features in Rap2.9-GFP
Pflanzen im Vergleich zu Col-0 unter Kontrollbedingungen. Transkripte von Rap2.9, die im Vergleich zur
Kontrollbedingung mehr als zweifach differentiell reguliert waren, wurden in hoch- bzw. herunterregulierte Gene
eingeteilt. Anschlie@end wurden diese funktionellen Kategorien gemafl einer Klassifikation von MAPMAN
zugeordnet. Die Zahlen geben dabei das Verhéltnis an, das sich aus dem prozentualen Anteil signifikant
regulierter Genen einer spezifischen funktionellen Gruppe und dem prozentualen Anteil dieser features zum
gesamten Chip ergibt. Hochregulierte features wurden dabei als positive, herunterregulierte als negative Werte
deklariert.

In Abbildung 3.17 sind die Anreicherungen der einzelnen Kategorien zu sehen, die sich aus
dem Verhdltnis der differentiell regulierten Gene innerhalb einer Behandlung relativ zum
Verhéltnis der Kategorie zum gesamten Chip ergaben. Bei den hochregulierten Gruppen
waren in erster Linie die Kategorien sekundarer Metabolismus, Hormonmetabolismus und
Tetrapyrrolsynthese auffallig. Eine detaillierte Auswertung dieser Gruppen fuhrt vor Augen,
dass vor allem Gene des Salizylsdure (SA)-Weges und der Biosynthese von Auxin
hochreguliert waren (siehe Anhang A3). AulRerdem waren zahlreiche Gene der Phenol- und

Phenylpropanoidbiosynthese differentiell reguliert. Im Vergleich zu den hochregulierten
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features sticht bei den herunterregulierten Kategorien die Zellwandsynthese hervor. Eine
nahere Analyse dieser Gene zeigte, dass vor allem die Zellwandmodifikation, aber auch die
Zellulosebiosynthese betroffen sind (siehe Anhang A3). Insgesamt weisen diese
Genexpressionsdaten der Rap2.9-GFP Pflanzen nicht nur auf eine veranderte
Zellwandstruktur, sondern auch auf verédndertes Streckungswachstum bzw. hormonelle
Veranderungen hin, die im Rahmen der Stressantwort eine Rolle spielen konnten. Zur
Verifizierung der beobachteten Transkriptveranderungen wurden sowohl die Zellulosegehalte
in den Blattern Uberprift als auch die Zellen der Rap2.9-GFP Pflanzen mikroskopisch
analysiert. Abbildung 3.18 ist zu entnehmen, dass analog zu den herunterregulierten
Transkripten der Zellulosesynthese die gemessenen Zellulosemengen nur 56% des Gehalts

in Col-0 ausmachten.

0.5 Abbildung 3.18: Blattzellulosegehalte der Col-0
und Rap2.9-GFP Pflanzen. Die Zellulosegehalte
der Blatter in Col-0 und Rap2.9-GFP Pflanzen
wurden nach der Methode von Updegraff (1969)
von Ulrich Hirschmuller bestimmt. Dazu wurden die
* Pflanzen  unter  kontrollierten  Bedingungen
angezogen (siehe Material und Methoden) und im
Alter von 50 Tagen alle Blatter sowie der
Stielansatz fir die Messung der Zellulosegehalte
verwendet. Die Standardabweichung ergibt sich
aus vier Replikaten. Statistische Unterschiede der
Rap2.9-GFP Pflanzen wurden durch einen
zweiseitigen T-Test unter Annahme gleicher
Varianz ermittelt und mit einem Stern versehen

Col-0 Rap2.9-GFP (*p<0.05).
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In ndchsten Schritt sollte die Stresstoleranz der Rap2.9-GPF Pflanzen untersucht werden.
Da die Blatter der Rap2.9-GPF Pflanzen mehr Stomata als Col-0 Pflanzen aufwiesen (siehe
Abbildung 3.16), wurden zuné&chst die Auswirkungen von Trockenstress auf Rap2.9-GFP
Pflanzen mit Col-0 Pflanzen verglichen. Dazu wurden Pflanzen Uber einen Zeitraum von 35
Tagen unter kontrollierten Bedingungen angezogen und anschlieRend achttagigem
Wasserentzug ausgesetzt. Abbildung 3.19 zeigt zwar deutliche WachstumeinbufR3en bei Col-
0 Pflanzen unter Trockenheit, jedoch sind keine absterbenden Blatter detektierbar. Rap2.9-
GFP Pflanzen weisen hingegen deutlich dehydrierte, zum Teil nekrotische, Blatter auf.
Zudem konnten vor allem an den Blattunterseiten deutliche Anthocyanakkumulationen

festgestellt werden. Einen 28 Tage dauerenden Trockenstress und eine anschliel3ende
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Regenerationsphase Uber sechs Tage tberlebten nur 7% der Rap2.9-GFP Pflanzen, jedoch

62% der Col-0 Pflanzen (mehr als 15 Pflanzen wurden jeweils ausgewertet).

Kontrolle Trockenheit

Rap2.9-GFP

Abbildung 3.19: Phénotypen der Col-0 und Rap2.9-GFP Pflanzen unter Kontrollbedingungen und
Trockenheit. Rap2.9-GFP Pflanzen wurden im Alter von 35 Tagen unter kontrollierten Bedingungen
Trockenstress Uber einen Zeitraum von acht Tagen ausgesetzt. Rap2.9-GPF Pflanzen zeigen mit dehydrierten
Blattern deutliche Stressymptome, die bei Col-0 Pflanzen deutlicher schwécher ausgeprégt sind.

Die Applikation verschiedener Stressfaktoren fiihrte im Rahmen der multiparallelen
Stressexperimente in allen Stresssituationen zu einer reduzierten Biomasse (siehe Tabelle
3.2). Ein Vergleich der einzelnen Stresssituationen zeigte zudem, dass der Biomasseverlust
in den kombinierten Stresssituationen héher war als in den Einzelstresssituationen (siehe
Tabelle 3.2). Betrachtet man das Expressionprofii von Rap2.9 in den jeweiligen
Stresssituationen, lasst sich eine positive Korrelation zwischen der Expressionshéhe von
Rap2.9 und der Biomasseabnahme in den einzelnen Stresssituationen feststellen (siehe
Abbildung 3.20A). Legt man diesen Zusammenhang aus Transkriptmenge und Biomasse
zugrunde, konnte die Moglichkeit bestehen, dass transgene Rap2.9 Pflanzen unter
Stressbedingungen einen geringen Biomasseverlust zeigen. Zur Uberpriifung der Hypothese
wurden Rap2.9-GFP und Col-0 Pflanzen einem Stressexperiment bestehend aus
siebentdgigem Trockenstress und gleichzeitiger Applikation von Hitze Uber einen Zeitraum
von funf Tagen unterzogen. Nach einer Regenerationsphase von drei Tagen ergab eine

Biomassebestimmung, dass nur 55% der noch vorhandenen Biomasse fir Col-0 unter
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Trockenheit und Hitze im Vergleich zur Kontrollbedingungen vorlagen, wohingegen Rap2.9-
GFP immerhin 64% der Biomasse im Vergleich zur Kontrollbedingungen nach Trockenstress
aufwiesen. Allerdings sind die Rap2.9-GFP Pflanzen mit einer Biomasse von 800mg bereits
unter Kontrollbedingungen mit einem Gewicht von mehr als 1000mg Frischgewicht deutlich
leichter als Col-0 Pflanzen. Offensichtlich tragt eine Uberexpression von Rap2.9 zu einem
verbesserten Abschneiden der Pflanze unter Stressbedingungen bzw. zu einer verbesserten
Regeneration nach Stressapplikation bei, wobei die Rap2.9-GFP Pflanzen durch ihre Grol3e
bereits einen Vorteil erzielen kénnten. Wahrend der Regenerationsphase zeigten sich die
Rap2.9-GFP Pflanzen dahingehend auffallig, dass sich ihre Blatter im Vergleich zu Col-0

wahrend der Regenerationsphase deutlich langsamer absenkten (siehe Abbildung 3.20C).
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Abbildung 3.20: Korrelation der Genexpression von Rap2.9 im Vergleich zu Col-0 unter verschiedenen
Stressbedingungen und Bestimmung der Biomasse nach Hitze und Trockenapplikation. A) Dargestellt ist
die Genexpression von Rap2.9 in den verschiedenen Stresssituationen des multiparallen Stressexperiments
aufgetragen gegen den Biomasseverlust in den einzelnen Stressbedingungen. B) Die Tabelle zeigt das
Frischgewicht ganzer Rosetten 50 Tage alter Pflanzen nach kontrollierter Trockenheit (zwei Tage) und
anschlieRendem Kombinationsstress aus Hitze und Trockenheit (35°C tagsuber/31°C nachts fur funf Tage) fiir
Rap2.9 und Col-0. Die Standardabweichung ergibt sich aus mehr als 13 Pflanzen. C) Phénotyp der Col-0 und
Rap2.9 Pflanzen in der Regeneration nach Hitze und Trockenheit. Die Photos wurden 14 Stunden nach
Stressapplikation unter Kontrollbedingungen (22°C/18°C) aufgenommen und zeigen ein verzégertes Senken der
Blatter.
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3.1.6.4 HSFAT7B - ein triplestressspezifischer Transkriptionsfaktor

Mikroarray-Analysen multifaktoriell gestresster Arabidopsis-Pflanzen, die Hitze, Trockenheit
und Virus simultan ausgesetzt waren, erlaubten nicht nur die Detektion von elf Genen, die in
allen Situationen reguliert sind, sondern auch die ldentifikation von situationsspezifischen
Genen. Im Rahmen des initialen multifaktoriellen Stressexperiments konnten 1196 Gene
identifiziert werden, die triplestressspezifisch sind. Unter diesen 1196 Genen befanden sich
41 herunterregulierte und 76 hochregulierte Transkriptionsfaktoren (siehe Anhang A4). Das
markanteste Profil zeigte dabei der Transkriptionsfaktor HSFA7B. Wahrend in den
Einzelstresssituationen  Hitze, Trockenheit und Virus ebenso wie in den
Doppelstresssituationen keine Unterschiede im HSFA7B-Expressionsniveau im Vergleich zur
Kontrollsituation gefunden werden konnten, konnte erstaunlicherweise eine 20-fache
Hochregulation der Expression dieses Transkriptionsfaktors in der simultanen Kombination
aller Stressfaktoren ausfindig gemacht werden (siehe Abbildung 3.21).

HSFAT7B

Genexpression HSFA7B im
Vergleich zur Kontrolle (log,)

Abbildung 3.21: Expressionsprofil des Transkriptionsfaktors HSFA7B unter biotischem und abiotischem
Stress im Vergleich zur Kontrolle. Dargestellt ist das Expressionsprofii des Gens HSFA7B unter den
Bedingungen Hitze (h), Trockenheit (d), Trockenheit und Hitze (dh), TuMV (v), TuMV und Trockenheit (vd), TuUMV
und Hitze (vh) sowie der Dreifachstresssituation (vdh) im Vergleich zur Kontrollbedingungen.

Auch wenn in den beiden zu spateren Zeitpunkten, unabhangig durchgefiihrten
Wiederholungen des Triplestressexperiments kein signifikant reguliertes HSFA7B-
Expressionsniveau in den Mikroarray-Analysen detektiert werden konnte (nur noch 29
triplespezifische Gene; siehe Abbildung 3.6B; siehe Abbildung 3.8), schien das
Expressionsprofil bemerkenswert, zumal in der 6ffentlichen Datenbank des eFP-Browsers
(http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) nach Stressapplikation lediglich nach
einer Stunde eine Hochregulation der HSFA7B Transkriptmenge feststellbar ist. Entweder

spielt HSFA7B nur unmittlebar nach Hitzeapplikation eine Rolle, oder es handelt sich
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moglicherweise bei HSFA7B um keinen klassischen Hitzeschockfaktor. Deshalb sollte zur
weiteren Untersuchung dieses triplespezifischen Transkriptionsfaktors ein synthetisches Gen
generiert und Uberexprimiert werden, um epigenetische Herunterregulierung der Expression
des Gens zu vermeiden. Durch Ausnutzung der Wobble-Positionen wurde die Kodierregion
des HSFA7B-Gens so verandert, dass keine Bereiche langer als 21 Basen identisch mit dem
endogenen HSFA7B Gen waren (siehe Anhang A5). Das synthetische Gen wurde in den
Vektor pRB35S-GW-3xmyc (Bartetzko et al., 2009) kloniert (siehe Abbildung 3.22), wodurch

eine konstitutive Expression eines affinitatsmarkierten (3xmyc) HSFA7B Proteins ermdglicht

wurde.
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Abbildung 3.22: HSFA7B im pRB-35S-GW-3xmyc-Vektor. Das HSFA7B Gen wurde synthetisch hergestellt
und in den pRB-35S-GW-3xmyc-Vektor (Bartetzko et al., 2009) kloniert. Das resultierende Konstrukt wird als
HSFA7B-myc bezeichnet.

Nach der erfolgreichen Klonierung von HSFA7B-myc wurde das Konstrukt in Agrobakterien
transformiert, Uber die floral dip Methode (siehe Material und Methoden 2.3.2) in Col-0
Pflanzen transferiert und anschlieBend Uber kanamycinhaltige Platten transgene Pflanzen
selektioniert. Western Blot Analysen mit Antikdrpern gegen den Myc-Anhang bestatigten die
GroRRe und Intaktheit der Proteine bei jeweils ca. 36kDa (siehe Abbildung 3.23).

HSFA?B_myC Abbildung 3.23: Nachweis des HSFA7B-myc
Proteins in stabilen Arabidopsis Linien. Ein

WT X1 6 7 synthetisches Gen von HSFA7B wurde mit myc-
tag im pRB:35S-Vektor versehen und stabil in

65 Arabidopsis transformiert. Uber den anti-myc
50 Antikdrper wurden HSFA7B-myc exprimierende
Pflanzen selektiert. Dazu wurden Blattproben mit
dem 5er Stanzer genommen, mit 70ul LAMMLI-
Puffer versetzt und davon 15pl auf ein 12%-iges
30 Bis-Tris-Gel geladen. Ein anti-myc Antikérper

detektierte HSFA7B-myc Pflanzen in erwarteter
Hohe von ca. 36kDa.
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Die positiv selektionierten HSFA7B-myc Pflanzen wurden zusammen mit Col-0 Pflanzen bis
zu einem Alter von 36 Tagen unter kontrollierten Bedingungen angezogen und Blattproben,
gepoolt zu vier unabhangigen Replikaten am Ende des Tages genommen und RNA
extrahiert. FortfUhrende Mikroarray-Analysen erlaubte die Hybridisierung von drei Col-0
Pflanzen und vier HSFA7B-myc Pflanzen. Eine anschlieende Cluster-Analyse nach
PEARSON UNCENTRED ermoglichte allerdings keine klare Aufgliederung der Genotypen (siehe
Anhang A6). Demnach unterschieden sich die transgenen Pflanzen im Vergleich zu Col-0 in
nur acht Genen, die in Abbildung 3.24 gelistet sind. Zusatzlich wurden die HSFA7B-myc
Pflanzen auch unter multiparallelen Stressbedingungen analog Kapitel 3.1.1 angebaut,
allerdings konnten unter den gewahlten Stressbedingungen von drei Tagen Triplestress

keine Biomasseunterschiede im Vergleich zu den Kontrollpflanzen ausfindig gemacht

werden.
HSFA7B-
myc
feature vs Col-0 AGI-No Description
A_84 P23845 AT2G43840 UDP-glycosyltransferase 74 F1 (UGT74F1)
A 84 P13014 AT5G12110 Elongation factor 1-beta 1
A_84 P20938 AT1G69880 thioredoxin H8 (TH8)
A 84 P725341 AT1G53490 RING/U-box domain-containing protein
A 84 P19166 AT2G36750 cytokinin-O-glucosyltransferase 1 (UGT73C1)
A 84 P11480 AT1G53480 mto 1 responding down 1 protein (MRD1)
A_84 P545044 AT5G03090 uncharacterized protein
A 84 P75644 AT2G05440 glycine-rich protein 9 (GRP9)

Abbildung 3.24: Transkriptionelle Anderungen in den HSFA7B-myc Pflanzen im Vergleich zu Col-0 unter
Kontrollbedingungen. Dargestellt sind die Anderung der differentiell exprimierten features der transgenen
Pflanzen HSFA7B-myc im Vergleich zu Col-0 Pflanzen unter Normalbedingungen. Die Werte sind log:
transformiert. Die Farbséttigung ist bei einer 1.3-fachen Anderung erreicht. Rot eingefarbte Expressionswerte
deuten steigende, blau eingeféarbte Felder herunterregulierte Transkriptwerte an.

In einer fortflhrenden Analyse wurde Uberprift, ob die acht differentiell regulierten Gene in
den HSFA7B-myc Pflanzen Transkriptionsfaktorbindestellen fur HSFs besitzen. Unter zu
Hilfenahme des Online-Werkzeugs ATHAMAP (http://www.athamap.de; Steffens et al., 2004)
konnte in silico lediglich fur At5g03090, einem uncharakterisierten Protein, eine HSF-
Bindestelle detektiert werden. Um zu tberprifen, ob eine Korrelation zwischen den HSFA7B-
myc regulierten Genen und den Expressionsmustern in Col-0 unter multiparallelen
Stressbedingungen besteht, wurden die Expressionsprofile der HSFA7B-myc regulierten

Gene im Datensatz der multifaktoriellen Stressexperimente Uberpruft. In diesen
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Stressexperimenten konnten nur die Halfte der HSFA7B-myc regulierten Gene exprimiert
gefunden werden: At2g43840 und At5g12110 waren in nahezu allen Situationen hoch-
reguliert, wohingegen At2g36750 und At2g05440 ein heterogenes Muster aufwiesen (siehe
Abbildung 3.25).

feature AGI-No h d \ vd dh vh vdh | gene name
A_84_P23845 | AT2G43840 | 0.92 025 0.02 0.11 UGT74F1
A_84_P13014 | AT5G12110 (M# 0.27 0.09 0.42 AT5G12110
A 84 P20938 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

A 84 P725341 | n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
A_84_P19166 | AT2G36750 | 0.80 -0.61 -0.38 -0.66 J2i28l 0.85 J8M4N ucT73C1
A 84 P11480 | n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

A_84 P545044 | n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

A 84 _P75644 | AT2G05440 [BHI28N 0.01 041 0.15 [SRIONEISAN 0.84 | GRPY

Abbildung 3.25: Transkriptionelle Anderungen der HSFA7B-myc regulierten Gene im Datensatz der
multifaktoriellen Stressexperimente im Vergleich zu Col-0 unter Kontrollbedingungen. Dargestellt sind die
Anderungen der differentiell exprimierten features der transgenen Pflanzen HSFA7B-myc in den verschiedenen
Situationen. Die Werte sind log. transformiert. n.s. = nicht signifikant in der zugrundeliegenden T-TEST
korrigierten Liste bei einem Vergleich aller multifaktorieller Stressbedingungen. Die Farbsattigung ist bei einer 1.3-
fachen Anderung erreicht. Rot eingefiarbte Expressionswerte deuten steigende, blau eingefarbte Felder
herunterregulierte Expressionswerte an.

3.1.7 Priméarer C-Metabolismus ist unter allen Stressbedingungen

herunterreguliert

Ziel der Arbeit war es nicht nur einzelne Kandidatengene zu identifizieren, sondern auch
Prozesse ausfindig zu machen, die durch die verschiedenen Stressbedingungen beeinflusst
werden. Um einen kompakten Uberblick tiber die komplexen Stressantworten der Pflanzen
als Reaktion auf sich verédndernde Umwelteinflisse zu bekommen, wurden die differentiell
regulierten features einerseits in hoch-, anderseits in herunterregulierte features eingeteilt.
AnschlieBend wurde eine funktionelle Kategorisierung basierend auf den MAPMAN bins
durchgefuhrt (mapman.gabipd.org/web/guest/mapmanstore). Fir jede Kategorie, wurde
dafur das Verhéltnis der differentiell regulierten Gene innerhalb einer Behandlung relativ zum
Verhéltnis der Kategorie zum gesamten Chip bestimmt. Die funktionellen Kategorien sowie

die entsprechenden Anreicherungen sind in Tabelle 3.3 abgebildet.
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Relative Anreicherung der hochregulierten features

Relative Anreicherung der runterregulierten features

Kategorie h d \ vd dh vh vdh sh h d \ vd dh vh vdh sh
Photosynthese 0.04 0.00 0.00 0.09 0.21 0.14 0.21 0.31 -7.04 0.00 -8.07 -5.87 -5.54 -7.73 -5.15 -3.56
Zentralstoffwechsel 0.55 0.00 0.55 0.50 0.65 0.63 0.67 0.99 -454  -2.54 0.00 -0.63 -345 470 -2.94 -2.60
Nebenstoffwechsel 1.57 1.81 0.84 1.12 1.13 1.62 1.01 1.44 -1.29 0.00 0.00 -1.91 -1.39 -1.37 -1.36 -1.38
Glykolyse 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.12 0.10 -2.43 0.00 0.00 -1.62 -235 -117 -0.85 -2.08
Fermentation 0.72 0.00 0.00 0.00 0.61 0.83 0.00 0.50 -6.24 0.00 0.00 0.00 -2.13 -4.00 -0.63 -0.46
Glukoneogenese 2.26 4.13 0.00 1.28 1.93 1.96 1.98 3.16 -0.98 0.00 0.00 0.00 -0.56 0.00 -0.49 0.00
OPP 1.90 0.00 0.00 0.00 1.08 1.10 1.11 0.88 -2.20 0.00 0.00 -1.83 -0.94 -0.88 -0.28 -0.61
TCA 0.67 0.98 0.00 0.00 0.34 0.62 0.47 0.56 -2.33 0.00 0.00 0.00 -212  -242  -2.10 -2.42
ATP-Synthese 1.85 0.00 0.37 0.50 1.64 2.06 1.55 2.01 -0.51 0.00 0.00 -0.86 -0.51 -0.82 -0.39 -0.38
Zellwand 0.92 2.68 221 1.09 0.68 1.01 0.58 0.80 -1.03  -1.06 -2.02 -0.80 -1.86 -1.08 -2.17 -2.07
Fettmetabolismus 0.86 0.81 0.42 0.82 1.16 1.06 1.09 0.89 -1.11 0.00 -0.61 -0.96 -1.40 -1.16 -1.40 -1.72
N-Metabolismus 221 0.00 1.87 0.84 1.88 2.56 1.93 1.03 0.00 0.00 0.00 -213  -255 -153 -2.56 -2.14
AA-Metabolismus 0.83 0.55 0.38 0.69 0.93 0.92 0.89 0.90 -1.38 -2.63 0.00 -0.22 -1.34 -0.89 -1.08 -1.22
S-Assimilation 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.58 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Metallhomeostase 1.53 0.86 2.39 1.34 0.81 1.78 0.72 0.58 -3.48 0.00 0.00 0.00 -2.34 -2.63 -2.26 -1.83
Sekundérer

Metabolismus 1.26 1.29 1.04 2.00 1.20 1.50 1.49 1.35 -1.58 -2.05 0.00 -0.68 -1.42 -1.31 -1.28 -1.08
Hormonemetabolismus 2.09 3.05 2.34 2.10 1.67 1.73 1.33 1.27 -1.60 -358 -6.80 -356 -2.28 -1.53 -1.93 -1.56
Ko-Faktoren 0.00 0.00 0.00 0.00 0.19 0.00 0.20 0.16 -0.78 0.00 0.00 0.00 -0.67 -0.63 -0.79 -0.58
Tetrapyrrolsynthese 0.22 0.00 1.13 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 -7.35 15T55 0.00 ll?61 -5.95 -6.82 -4.84 -4.46
Stress 1.45 1.38 1.86 2.03 1.58 1.50 1.54 1.20 -1.62 -2.07 -0.88 -1.32 -1.25 -1.60 -1.33 -1.32
Redoxregulation 1.00 1.10 1.02 1.25 0.60 1.16 0.70 0.73 -2.87 -6.99 0.00 -2.90 -2.77  -3.41 -248 -1.68
Polyaminmetabolismus 1.27 0.00 0.00 2.88 2.70 0.00 2.77 221 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -1.10 -0.82
Nukleotidmetabolismus 0.76 0.00 0.00 0.35 1.04 1.23 1.40 0.80 -1.58  -1.77 0.00 -1.32 -2.18  -1.27  -1.46 -1.62
Xenobiotikum 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.40 221 -0.78 0.00 0.00 0.00 -045 -0.63 -0.39 -0.87
C1-metabolism 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.39 -2.45 0.00 0.00 0.00 -1.40 -0.39  -1.47 -1.28
Mix 1.35 1.12 1.55 1.71 1.14 1.39 1.18 1.19 -1.52 -1.43 -1.35 -1.11 -1.42 -1.38 -1.41 -1.25
RNA 1.16 0.88 0.85 0.90 1.26 1.13 1.34 1.25 -0.65 -1.63 -155 -1.24 -070 -0.70 -0.71 -0.68
DNA 0.45 0.48 0.04 0.21 0.51 0.56 0.58 0.58 -029 -019 -036 -0.29 -044 -040 -047 -0.74
Protein 0.71 0.43 0.55 0.58 0.77 0.72 0.82 0.90 -0.65  -0.27 -0.65 -0.77 -0.65 -0.61 -0.60 -0.58
Signalgebung 1.12 221 3.40 2.69 1.05 0.89 0.66 0.77 -0.75 -0.64 -0.41 -0.69 -0.93 -0.82 -1.21 -1.67
Zelle 0.72 0.66 0.91 0.85 0.82 0.68 0.70 0.71 -0.60 -035 -0.66 -0.52 -0.99 -0.81 -0.85 -1.34
Micro RNA 0.62 0.82 0.28 0.38 1.10 1.24 1.28 1.29 -0.88 -1.30 -1.24 -1.95 -0.67 -0.94 -0.73 -0.58
Entwicklung 1.45 0.62 0.94 1.00 1.34 1.33 1.56 131 -0.79 -0.39 -1.12 -0.68 -1.05 -1.06 -1.14 -0.86
Transport 1.03 0.64 1.66 151 1.05 1.09 1.14 1.29 -1.47 -2.79 -0.72 -1.45 -1.52 -1.36 -1.48 -1.29
Sonstige 1.00 1.10 0.85 0.85 0.99 0.97 0.98 0.98 -0.83  -0.70 -0.84  -0.82 -0.78  -0.83  -0.83 -0.85

Tabelle 3.3: Funktionelle Kategorisierung der hoch- bzw.
Pflanzen, die individuellem oder kombiniertem Stress

Anteil dieser features zum gesamten Chip ergibt.

herunterregulierten features von Arabidopsis-
ausgesetzt waren. Fir jede Stressbehandlung
ergaben sich im Vergleich zur Kontrollbedingung differentiell regulierte Gene, die in hoch- bzw. herunterregulierte
Gene eingeteilt wurden. Anschlieend wurden diese funktionellen Kategorien gemaR einer Klassifikation von
MAPMAN zugeordnet. Die Zahlen geben fur die jeweilige Stressbedingung das Verhaltnis an, das sich aus dem
prozentualen Anteil signifikant regulierter Genen einer spezifischen funktionellen Gruppe und dem prozentualen
Hochregulierte features wurden dabei als positive,
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herunterregulierte als negative Werte deklariert. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-
Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze (vdh), starke Hitze (sh).

Eine detaillierte Analyse der Photosynthesegene in den verschiedenen Stressantworten
offenbarte, dass Gene, die im Photosystem (PS) I, PSIl und in der ATP-Synthese involviert
sind, in nahezu allen Bedingungen herunterreguliert waren (siehe Abbildung 3.26). Lediglich
unter singularem Trockenstress, waren die photosynthetischen Gene weniger betroffen, was
im Einklang mit friiheren Studien steht (Chaves et al., 2009).

Lichtreaktion

Prozess _h vdh sh AGI-No Gene
AT5G66570|PSBO1

PSBO2

PSBP-1

PSBP-2 Abbildung 3.26: Transkriptionelle
iPLle Anderungen in der Lichtreaktion der
B pgu Photosynthese unter Stressbedingungen.
2 igggi Dargestellt sind die features der Mikroarray-
PSBR Analysen multifaktoriell gestresster Pflanzen,
NPQ4 die der Lichtreaktion nach den Informationen
PSBW .
PSBY von KeEGG (http://www.genome.ad.jp/kegg/)
PSB27 zugeordnet werden konnten. Die Werte sind
AT4G28660|PSB28 . . ..
= log, transformiert und stellen die Anderung zu
>‘LO . . . . .
2 A14003280 igg_l Kontrollpflanzen dar. Die Farbsattigung ist bei
PSAD-2 einer 1.3-fachen Anderung erreicht. Rot
.'322522 eingefarbte Expressionswerte deuten steigende,
PSAF blau eingefarbte Felder herunterregulierte

PSAG i i ;
boan? Transkriptwerte an. Hitze (h), Virus (v),

PSAH-1 Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-
zgif Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-
PSAN Trockenheit-Hitze (vdh), starke Hitze (sh); PS =
DSAO Photosystem.

ATPC2
ATPC1
AT4G09650|ATPD
AT4G32260|AT4G32260
AT2G07707|AT2G07707

PSIl

ATPases

Eine generelle Herunterregulation zahlreicher Transkripte zentraler Prozesse, kann auch fur
den Calvin-Benson-Zyklus, der in nahezu allen Stressbedingungen weitgehend
herunterregulierte Transkripte zeigte (Abbildung 3.27), gefunden werden. Allerdings stellen
Gene, die der Photorespiration zugeordnet sind, wie die GLYKOLATOXIDASE und
GLUTAMATGLYOXYLATAMINOTRANSFERASE eine Ausnahme dar. Diese sind namlich unter

multifaktoriellem Stress sowie starker Hitze hochreguliert (siehe Abbildung 3.27).
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ICund N Metabolismus

h d \ vd dh vh Gene
-0.25 0.51 -0.43 -0.37 -0.49 -0.29 GAPA
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o INRT2.5
H INRT2.7
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Abbildung 3.27: Effekte des Einzel- und Kombinationsstresses auf den priméren C- und N- Metabolismus.
Transkriptionelle Anderungen beziiglich des primaren C- und N- Metabolismus von Pflanzen, die singularem bzw.
multifaktoriellem Stress ausgesetzt waren. Die Werte sind log, transformiert und stellen die Anderung zu
Kontrollpflanzen dar. Die Farbséttigung ist bei einer 1.3-fachen Anderung erreicht. Rot eingefarbte
Expressionswerte deuten steigende, blau eingefarbte Felder herunterregulierte Transkriptwerte dar. Hitze (h),
Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze
(vdh), starke Hitze (sh).

Fortfihrende Analysen zu den Metaboliten und Genen des primédren C-Metabolismus,
einschlieBlich Glykolyse und TCA Zyklus (tricarboxylic acid, TCA), zeigten eine generelle
Herunterregulation, sowohl der Transkripte als auch der Metabolite (siehe Abbildung 3.28).
Allerdings akkumulierten einige Intermediate des TCA-Zyklus sowie davon abgeleitete
Derivate unter einigen Stressbedingungen in Analogie zu ihren entsprechenden
Transkripten. Prolin zum Beispiel, abgeleitet von Glutamat, das seinerseits aus o-

Ketogluterat stammt, ist unter singularem Trockenstress hochreguliert. Dies steht Einklang
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mit &hnlichen Trockenstressstudien (zusammengefasst in Verbruggen und Hermans (2008)).
Ahnlich verhielten sich die Gene des TCA-Zyklus, die fiir Enzyme zur Produktion von a-
Ketogluterat kodieren, wie ACONITASE und ISOCITRATDEHYDROGENASE. Sobald eine
Kombination von Trockenheit und Hitze appliziert wurde, konnten gemafl Rizhsky et al.
(2004) weder akkumulierende Proteinmengen, noch eine differentielle Genregulation der

genannten Gene gefunden werden.

Transkripte des TCA-Zyklus
h d \ vd dh vh vdh sh AGI-No Gen Enzym
AT2G42790 CSY3
AT3G58750 CSsy2
Citratsynthase
-0.30 b . AT3G60100 CSY5
-0.36 . . AT2G44350 ATCS
-1.35 AT2G19590 ACO1
0.25 0. b b L AT2G05710| ACO3 Aconitase
-0.64 0. AT1G62380 ACO2
-0.42 0. b L . AT5G03290 IDH-V
-0.73 0. ! ! AT2G17130|  IDH2 Isocitratde-
h
-0.69 . AT4G35260  IDHL ydrogenase
-0.20 0. b b AT3G09810 IDH-VI
-0.98 AT3G55410|AT3G55410 2-Oxoglutarat-
0.69 0. I b Y Y y . AT5G65750 | AT5G65750 dehydrogenase
-0.51 0. I L AT5G08300 | AT5G08300
-0.20 AT5G23250|AT5G23250| Succinyl-CoA Ligase
-0.52 I AT2G20420|AT2G20420
-0.66 AT5G66760| SDH1-1
Succinatde-
-0.50 0.08 AT5G40650| SDH2-2
hydrogenase
-0.42 -0.07 0. L AT3G27380| SDH2-1
-1.16 | -0.08 AT5G50950 FUM2
Fumarase
-0.55 -0.55 0. AT2G47510 FUM1
-0.92 -0.26 AT1G04410|AT1G04410
-1.99 -0.32 AT5G56720 |AT5G56720
-0.65 -0.05 0.00 AT3G47520 MDH Malatdehydrogenase
-0.63 -0.44 0.02 -0.33 AT1G53240| mMDH1
-0.85 -0.03 -0.21 -0.34 AT3G15020] mMDH2
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TCA-Zyklus-assozierte Metabolite

h d vd dh vh vdh Metabolite

v

Alanin
Serin
Glycin
Pyruvat
2-Oxoglutarat
Citrat
Prolin
Glutamin
Glutamat
Valin
Isoleucin

Tyrosin

Abbildung 3.28: Transkriptionelle und metabolische Anderungen des TCA-Zyklus unter verschiedenen
Stresssituationen. Die Werte sind log: transformiert und stellen jeweils die Anderung zu den Kontrollpflanzen
dar. Die Farbsattigung ist bei einer 1.3-fachen Anderung erreicht. Rot eingefarbte Expressionswerte deuten
steigende, blau eingefarbte Felder herunterregulierte Transkriptwerte an. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d),
Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze (vdh) und starker Hitze
(sh).

Um die generelle Herunterregulation des primaren C-Metabolismus weiter zu

charakterisieren, wurden in einem nachsten Schritt Gene, die fir Proteine der

mitochondrialen Elektronentransportkette kodieren, analysiert.
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[Elektronentransprotkette

vd AGI-No
-0.01 [AT2G07785
0.12 AT2G07751
-0.09 AT5G37510
AT5G67590
-0.17 ! ! AT2G47690  [Ndufss
-0.18 ] ! AT3G62790 [Ndufss
-0.12 AT3G03070 [Ndufs6
-0.04 1 |AT5G11770 [Ndufs7
-0.2 ] AT1G79010 [Ndufss
0.11 ; AT1G16700 [Ndufss
-0.18 AT5G08530 [Ndufvi
AT4G02580  [Ndufv2
. -0.24 |AT3G08610 [Ndufal
AT5G47890 [Ndufa2
AT5G52840  [Ndufas
-0.44 -0.24 |AT3G12260 [Ndufa6
042 -027 -0.26 |AT3G06310 [Ndufas
025 -042 02 -027 002 |AT5G18800 |Ndufas
-0.28 2045 |AT2G20360 [Ndufa9
021 -023 009 -021 -0.01 |AT1G65290 |Ndufabl
0.05 [IEOEEN 055 07 YA T2G44620 |Ndufabl
018 | -045 -024 -0.35 -0.01 |AT3G03100 |Ndufal2
008 -029 023 -023 -019 |AT2G33220 |Ndufa13
-0.32 |AT2G02050 [Ndufb7
-0.12 -0.31 -0.3 |AT4G34700 [Ndufb9
028 009 |AT1G49140 |Ndufb10
Ndufb10
[SDHA
soHE
8 |AT3G27380 |SDHB
g il b EW/15G13430 |iSP
AT5G13440 |ISP
AT2G07727 [cytb
| 043 |aT3G27240 [cyt1
AT5G40810 [cyt1
045 -0.17 045 |AT1G15120 |QcRs
0.36 AT2G01090 [QCR6
-0.44 . .0.29 |AT4G32470 |QcR7
AT5G25450 [QCR7
AT3G52730 _|ocRg
AT2G44520 [COX10
AT2G07687 |coxa
AT1G80230 [coxss
AT3G15640 [coxsB
coxeB
cox11
cox1s
cox17
coxi7
| -0.25 |AT5G47030 |F-delta
AT5G08670 [F-beta
AT5G08680  [F-beta
044 -043 -0.41 |AT5G08690 [F-beta
SORZENAT2G33040 [F-gamma
AT2G07698 [F-alpha
AT5G13450 [oscp
AT2G07671 [F-c
F-a
F-d
Fg
Fg

Komplex |

Komplex

Komplex Il

Komplex IV

Komlex V

JAOX1D
IAOX1A
JAOX1C

AOX

Abbildung 3.29: Transkriptionelle Anderungen der Elektronentransportkette in Mitochondrien von
Pflanzen, die multifaktoriellem Stress ausgesetzt waren. Die Graphik reprasentiert die features der
verschiedenen Komplexe der mitochondrialen Elektronentransportkette sowie die Werte fur die features der AOX.
Die Werte sind log, transformiert und stellen die Anderung zu Kontrollpflanzen dar. Die Farbsattigung ist bei einer
1.3-fachen Anderung erreicht. Rot eingefarbte Expressionswerte deuten steigende, blau eingefarbte Felder
herunterregulierte Transkriptwerte dar. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-
Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze (vdh), starke Hitze (sh).
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Analog zu den zuvor beschriebenen Prozessen des zentralen Stoffwechsels zeigte sich,
dass die Transkripte des Komplexes | bis V nahezu vollstadndig herunterreguliert waren
(Abbildung 3.29). Eine Ausnahme stellte die ALTERNATIVE OXIDASE, eine Komponente des
alternativen Atmungswegs dar (Vanlerberghe, 2013). In einigen Stressbedingungen, speziell
wenn Hitzestress appliziert wurde, war die ALTERNATIVE OXIDASE bis zu zweifach
hochreguliert. Zusammengenommen kann festgestellt werden, dass die meisten Gene, die
fir Enzyme des zentralen Kohlenstoffmetabolismus und der Respiration kodieren, nur
wenige Unterschiede in der Antwort auf Einzel- und multifaktoriellem Stress aufwiesen. Die
Tatsache suggeriert, dass die Regulation der Expression dieser Enzyme eher eine generelle

Antwort auf Stress ist, und es sich dabei um keine spezifische Antwort handelt.

3.1.8 Der zirkadiane Rhythmus wird durch Stressbedingungen

beeinflusst

Es ist bekannt, dass viele tausend Gene, inklusive photosynthetischer Gene, durch den
Tagesrhythmus der Pflanzen reguliert werden (Gibon et al., 2006). Der zirkadiane Rhythmus
wird seinerseits durch Umweltfaktoren, wie Wassermangel, Licht und Temperatur beeinflusst
(Bieniawska et al., 2008; Baerenfaller et al., 2012). Zudem wurden die Effekte niedriger
Temperatur auf die Expression der Gene, die den Tagesrhythmus regulieren, intensiv
studiert, wahrend dem zirkadianen Rhythmus unter erhéhter Temperatur nur wenig
Aufmerksamkeit gewidmet wurde. Deshalb stellte sich die Frage, ob mdglicherweise auch
der Tagesrhythmus in multifaktoriell gestressten Pflanzen beeintrachtigt sein koénnte.
Interessanterweise zeigten die Mikroarray-Daten unter kombinierten Stresssituationen eine
hohe Genexpression von CCA1 Transkripten (siehe Abbildung 3.30), deren Expression unter
Kontrollbedingungen vor der Morgendammerung steigt und TOC1 durch die Bindung an
dessen Promotor die Transkription/Aktivitat supprimiert (Alabadi et al., 2001).
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Tagesrhytmus

Prozess h d \ vd dh vh  vdh sh AGI-No Gene
-0.04 -0.34 -0.14 -02 006 O 019 0.11 |AT2G18790 |PHYB
-0.21 -0.08 -0.19 -0.38 -0.31 -0.17 -0.38 0.2 |AT1G09570 |PHYA
0.34 0.13 _ATlGOQSSO PIF3
-0.26 -0.16 -0.36- -04 -0.16 -0.16 | 0.54 |AT4G08920 |CRY1
-0.4 -0.08 -0.14 -0.34 -0.37 -0.42 0.23 |AT1G04400 |CRY2
-0.08 |AT5G52250 |AT5G52250
0.05 ' 0.44 AT5G23730 |AT5G23730
RO RN PN Y -0.48 |AT1G68050 |FKF1
-0.06 [-0.48 -0.36 -0.28 -0.21 -0.13 0.18 |AT2G46340 |SPAl
0.4 b - 0.49 _ 0.46 |AT5G11260 |HYS
-1.42 ‘ -1.47 0.04 |AT5G02810 |PRR7
-1.53‘-2.53 - -0.13 |AT5G24470 |PRR5
\ 4 4 AT1G01060 [LHY
CCAl
CKA2
CKAL
AT3G60250 |CKB3
AT4G17640 |CKB2
(AT5G47080 |CKB1
AT5G08330 |AT5G08330
AT5G61380 |TOC1
0.01 |AT1G22770 |GI
-0.52 |AT5G60100 |PRR3

Input

Clock

AT5G62430 |CDF1
_ BN 0.32 PAPL
29 TT4
3 ¥ |os3 -0.01 co
052 0.48 FT
026 -03 -01 -0. ! ! ! At1g06820 |CRTISO

At1g29920 [cAB2
Atag28720  [yucs
At4g27440  [PORB
At5g54190  [PORA
At1g69830  [AMY3
At3g49670  [BAM2
Atlg10760  [SEX1
At2g39930  [IsA1

At3g46970  [PHS2

Output (McWatters et al., 2011)

Abbildung 3.30: Transkriptionelle Anderungen der Tagesrhythmus-assoziierten Gene unter
verschiedenen Stressbedingungen. Die Expressionstabelle zeigt features, die dem Tagesrhythmus von
Arabidopsis-Pflanzen zugeordnet werden konnten, einmal nach der Unterteilung der Internetplattform KeGG
(http://www.genome.ad.jp/kegg/), zum anderen einer Zuordnung von McWatters und Devlin (2011). Clock =
Zentrale Bestandteile der zirkadianen Uhr in Arabidopsis. Input = vorgelagerte Gene, output = nachgelagerte
Gene. Die Werte sind log transformiert und stellen die Anderung zu Kontrollpflanzen dar. Die Farbséattigung ist
bei einer 1.3-fachen Anderung erreicht. Rot eingefarbte Expressionswerte deuten steigende, blau eingefarbte
Felder herunterregulierte Transkriptwerte an. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-
Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze (vdh), starke Hitze (sh).

Dieser Befund warf die Frage auf, ob Hitzeeinwirkung zu einer Amplituden- oder
Phasenverschiebung der Expression von CCA1 oder TOC1 fuihren kann. Da CCA1 bereits in
Transkriptdaten unter singularem starken Hitzestress hochreguliert war (14-fach), wurden
Arabidopsis Col-0 Pflanzen in einem unabh&ngigen Experiment einem starken Hitzestress
(37°C tagsiiber/33°C nachts) fur drei Tage ausgesetzt und Blattproben zu unterschiedlichen
Zeiten wahrend des Tages genommen. Ein anschlieende Validierung der Kandidatengene
CCALl und TOC1 wurde mithilfe der gPCR durchgefihrt. Unter Kontrollbedingungen zeigte
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die Bestimmung der mRNA Mengen fur CCA1 eine starke Abnahme wahrend des Tages,

wohingegen die TOC1 mRNA Mengen im Tagesverlauf stiegen (siehe Abbildung 3.31).

Unter Stressbedingungen ergaben die quantitative real-time-PCR-Analysen (qRT-PCR)

allerdings eine geringere Reduktion der CCA1-Mengen und einen gedampften Anstieg an

TOC1 Transkripten. Folglich kann angenommen werden, dass unter starkem Stress bzw.

kombinierten Bedingungen das Verhaltnis der wesentlichen Regulatoren des Tagesrhythmus

verandert sind.
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Abbildung 3.31: qRT-PCR
Analysen der Gene CCAl und
TOC1 in Arabidopsis-Pflanzen
unter starkem Hitzestress.
Arabidopsis-Pflanzen  wurden 43
Tage nach Pickieren fir drei Tage
starkem  Hitzestress  ausgesetzt
(37°C/33°C). Blatter sowohl von
gestressten Pflanzen als auch von
Kontrollpflanzen wurden am Ende
der Nachtperiode (0h)  sowie
anschlieBend im vier Stunden
Rhythmus bis zum Ende des Tages
(12h) geerntet. Die Akkumulation der
CCAl und TOC1 mRNA wurde im
Rahmen der Masterarbeit von Kirsten
Ott durch gRT-PCR quantifiziert. Die
relative Expression wurde gegen die
AKTIN-Expression normalisiert. Die
Standardabweichung zeigt einen
Fehlerbalken von 3-4 Replikaten. A)
Relative Expression der CCAl und
TOC1 mRNA normalisiert gegen
AKTIN. B) Relative Expression der
CCA1 und TOC1 mRNA normalisiert
gegen AKTIN im Vergleich zu
entsprechenden Kontrollpflanzen.
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3.1.9 Kombinierter Hitze- und Trockenstress erhdhen die
Suszeptibilitat von Arabidopsis-Pflanzen bei einer

Virusinfektion

Neben den abiotischen Stressbedingungen missen sich Pflanzen zusatzlich vor zahlreichen
Pathogenen schitzen, wobei angenommen wird, dass die R-Gen vermittelte Resistenz durch
verschiedene Pathogene, wie Bakterien, Pilze und Viren unter erhdhten Temperaturen
unterdrickt werden kann (Zhu et al., 2010). Allerdings existieren bis heute noch keine Daten,
welche Effekte abiotische Stressbedingungen auf eine kompatible Pflanzen-Virus Interaktion
haben. Um den Effekt von Hitze und Trockenheit auf eine suszeptible Interaktion zu
studieren, wurden die TuMV-Mengen der unterschiedlich gestressten Pflanzen mithilfe der
gRT-PCR bestimmt. Als Marker der viralen Replikation wurde das virale P3 Gene gewahlt,
dessen Primer schon in friheren Studien verwendet wurden und eine sehr gute Effizienz
aufwiesen (Kim et al., 2010). In der gRT-PCR-Analyse wurde klar, dass Trockenheit keinen
Einfluss auf die Virusvermehrung hatte (siehe Abbildung 3.32).
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Abbildung 3.32: qRT-PCR Analyse des viralen P3 Gens in infizierten TuMV-Arabidopsis-Pflanzen. Die
Akkumulation von P3 mRNA wurde mit gRT-PCR durch bereits veroffentlichte Primer quantifiziert (Kim et al.,
2010). Die relative Expression wurde gegen die Expression von Tubulin normalisiert. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung von drei Replikaten. Statistische Unterschiede zu den Virus-behandelten
Pflanzen wurden durch einen zweiseitigen T-Test unter Annahme gleicher Varianz ermittelt und mit einem Stern
versehen (*p<0.05). Virus (v), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze (vdh).

Wurde gleichzeitig Hitze und Trockenheit appliziert, kam es zu einem signifikanten Anstieg
der mRNA Mengen an P3; einem zweifachen Anstieg im Fall von Virus in Kombination mit
Hitze, dreifach bei simultaner Applikation von Hitze und Trockenheit. Somit konnte gezeigt
werden, dass Hitze und die Kombination aus Hitze und Trockenheit die Suszeptibilitdt von

Arabidopsis-Pflanzen gegentber TuMV-Virusinfektionen erhoht.
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3.1.10 Beeintrachtigung pflanzlicher Abwehrantworten nach

multifaktorieller Stressapplikation
3.1.10.1 Resistenz-Gen vermittelte Resistenz

Frihere Studien belegen, dass erhohte Temperaturen Pflanzen-Pathogen Interaktionen
beeinflussen. Generell wird angenommen, dass hohe Temperaturen die Resistenz-Gen
vermittelte Abwehr (R-Gen vermittelte Abwehr) und die resultierende HR (hypersensitive
reaction; HR) beeintrachtigen konnen, wie fur verschiedene biotrophe, hemibiotrophe und
nekrotrophe Organismen in Paprika gezeigt werden konnte (Koeda et al., 2012). Da sich
TuMV in multifaktoriell gestressten Pflanzen unter simultaner Hitze und Trockenheit im
Rahmen dieser Arbeit besser verbreiten konnte, kdnnten die pflanzlichen Abwehrsysteme
beeintrachtigt sein, weshalb die Abwehrprogramme der Pflanzen in Bezug auf multiparallelen
Stress im Folgenden detailliert charakterisiert werden.

Um zu klaren, ob durch die gleichzeitige Applikation multifaktorieller Stressfaktoren die
Genexpression der R-Gen vermittelten Abwehr beeinflusst ist, wurden aus der funktionellen
Kategorisierung (Tabelle 3.3) die jeweils gegeniiber den Kontrollpflanzen differentiell
hochregulierten Gene naher betrachtet. Die Anzahl der jeweiligen Gene kbnnen der

Abbildung 3.33 entnommen werden.
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A B h
132
135
vdh vdh v
C

Abbildung 3.33: Die Analyse der Expressionsmuster von Abwehrgenen offenbart eine Verschiebung der
Genexpressionsmuster in Pflanzen unter multifaktoriellem Stress und starker Hitze. A) Anzahl der
differentiell regulierten Gene in der funktionellen Kategorie “Stress” fiir die einzelnen Stressbedingungen. B)
Verteilung der regulieten Gene, die zur Klasse der TIR-NB-LRR Gene innerhalb der einzelnen
Stressbehandlungen fallen. C) Die Abbildung zeigt die Anzahl der behandlungsspezifischen TIR-NB-LRR-Gene,
die ko-reguliert innerhalb einer Stresssituation (grau hinterlegt) und die Anzahl der Gene, die gemeinsam mit
anderen Stresssituationen ko-reguliert sind (farblos). Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh),
Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze (vdh), starke Hitze (sh).

Diese Analyse ergab, dass eine erhebliche Zahl stressassoziierter features stark unter Hitze
(110 hochregulierte Gene), Virus und Trockenheit (72 hochregulierte Gene), Trockenheit und
Hitze (146 hochregulierte Gene), Triplestress (135 hochregulierte Gene) und starker Hitze
(132 hochregulierte Gene) hochreguliert waren. Lediglich Trockenstress (16 hochregulierte
Gene) sowie Virusbehandlung (29 hochregulierte Gene) resultierten in einem geringen
Anstieg dieser Stressgene.

Im Rahmen der Analysen ergab sich, dass interessanterweise die Anzahl der TIR-NB-LRR
Gene (Toll/Interleukin 1-receptor-like nucleotide binding leucine-rich repeats; TIR-NB-LRR) in
den unterschiedlichen Stressbedingungen variierte (siehe Abbildung 3.33). So waren die

meisten TIR-NB-LRR Gene unter Hitzestress (16) und in einer Kombination von Hitze und
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Trockenheit (21) induziert. Allerdings sind die einzelnen TIR-NB-LRR generell in
verschiedenen Stressbehandlungen unterschiedlich reguliert. Abbildung 3.33 zeigt, dass von
den 16 TIR-NB-LRR Gene unter milder Hitze (32°C) nur sechs TIR-NB-LRR Gene
differentiell reguliert sind. Interessanterweise, liefert der Uberlapp von milder Hitze und der
Kombination aus Virus und Hitzestress immer noch finf differentiell regulierte TIR-NB-LRR
Gene, aber von diesen funf sind nur zwei gemeinsam mit singularem Virusstress. Damit
konnte die Vermutung bestatigt werden, dass andere TIR-NB-LRR Gene in
Einzelstresssituationen im Vergleich zu multifaktoriellem Stress aktiv sind. In der
Triplestresssituation sind allerdings nicht nur deutlich weniger Gene als unter mildem
Hitzestress reguliert (statt 16 nur sechs), sondern von den sechs unter Triplestress
regulierten Genen sind nur drei mit mildem Hitzestress gemeinsam. Ein Vergleich der sechs
TIR-NB-LRR Gene unter Triplestress ergab keinen Uberlapp mit Virusstress. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass unter multifaktoriellem Stress andere Abwehrprogramme aktiv

sind, die von den Einzelstressbedingungen nicht abgeleitet werden hatten kénnen.

3.1.10.2 Basale Abwehr

Die bisherigen Ansédtze deuten darauf hin, dass die R-Gen-vermittelte Resistenz bei
multiplem Stress verandert zu sein scheint. Nun war es interessant zu sehen, ob die basale
Abwehr, die normalerweise das Wachstum virulenter Pathogene verhindert, auch betroffen
ist. Dabei konnte innerhalb der knapp 28000 regulierten Gene ein interessantes Muster
identifiziert werden. Wahrend einer Virusinfektion kam es zur Hochregulation der PR-Gene,
einschliel3lich PR1, einem Marker fir SA-induzierte Antwort (9-fach), PR2 (8-fach) und PR5
(3-fach). Dieselbe Regulation konnte fir eine gleichzeitige Applikation des Viruses unter
Trockenheit festgestellt werden (siehe Abbildung 3.34), wohingegen bei gleichzeitiger
Hitzeapplikation die PR-Gene herunterreguliert waren.
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Gene Lokalisation
RNEENAT2G14610 PR1 n.s.
-2.28 R AT3G57260 PR2 ns.
-3.55 -1.36 YA AT1G75040  PR5 n.s.
-2.73 NV AT3G13790 cwinvl Zellwand
-1.20 R[UIAT1G55120 cwinv3 Zellwand
0.05 -0.42 |AT5G11920 cwinvé Zellwand
-1.13 [AT2G36190 cwinv4 Zellwand
AT3G13784 cwinv5 Zellwand
IAT1G12240 VINV vakuolar
S IAT1G62660 VINV vakuolar
E AT1G22650 CINVD - cytosolisch
g IAT1G35580 CINVG - cytosolisch
[AT4G34860 CINVB - cytosolisch
[AT1G72000 CINVF B- cytosolisch
n.s. [ATAG09510 CINVI B- cytosolisch
0.32 0.27 0.32 0.19 b I I [AT5G22510 CINVE a- chloroplastisch
n.d. [AT3G05820 CINVH o- chloroplastisch
-0.08 -0.41 0.22 0.13 - [ATAG06500 CINVC* o- chloroplastisch

-0.10 -0.14 -0.28 -0.20 -0.21 -0.13 -0.19

* Hypothetische Lokalisation anhand von in silico Analysen

AT1G56560 CINVA* a- chloroplastisch

Abbildung 3.34: Expression der PR-Gene und Invertaseisoformen in multifaktoriell gestressten Pflanzen.
Transkriptionelle Anderungen der PR-Gene und unterschiedlicher Invertaseisoformen. Die Kategorisierung wurde
von Xiang et al. (2011) entnommen. Dargestellt sind log, Werte der differentiellen Anderung gegeniiber den
Kontrollpflanzen. Die Farbsattigung ist bei einer 1.3-fachen Anderung erreicht. Rot eingefarbte Expressionswerte
deuten steigende, blau eingefarbte Felder herunterregulierte Transkriptwerte an. Nicht signifikant in ANOVA-Liste
(n.s.). Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh) und
Virus-Trockenheit-Hitze (vdh).

Es ist bekannt, dass lésliche Zucker (Hexosen) als Signalmolekiile fungieren und zu einem
Anstieg der Genexpression von Abwehrgenen fiihren kdénnen (Herbers et al., 1996). Bei
einer veranderten basalen Abwehr unter multifaktoriellen Stressbedingungen wére es
naheliegend, dass die Mengen an Saccharose und Hexosen erniedrigt sind und somit keinen
Beitrag zur Abwehr leisten kénnen. Zur Klarung dieser Hypothese wurden die Saccharose-
und Hexosemengen in allen gestressten Pflanzen gemessen. Dabei zeigte sich, dass mit
Ausnahme der einfachen Virusbehandlung erhdhte Saccharosemengen in allen
Bedingungen festgestellt werden konnten (siehe Abbildung 3.35). Im Einklang mit friiheren
Studien, konnten auch bei einfacher Virusbehandlung erhdhte Hexosegehalte detektiert
werden (Herbers et al., 1996). Diese Akkumulation ist nicht betroffen, wenn zuséatzlich
Trockenheit appliziert wird. Eine Kombination von Virus mit Hitze oder sogar mit Hitze und

Trockenheit erhdhten sogar die Mengen an Hexosen (Abbildung 3.35).
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Abbildung 3.35: Anderungen der Akkumulation Iéslicher Zucker in multifaktoriell gestressten Pflanzen.
Saccharose, Fruktose und Glukosemengen in unterschiedlich behandelten Pflanzen im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrollpflanzen. Die Fehlerbalken stellen eine Standardabweichung von 3-4 Pflanzen dar.
Statistische Unterschiede zu den Kontrollpflanzen wurden durch einen zweiseitigen T-Test unter Annahme
gleicher Varianz ermittelt und mit einem Stern versehen (*p<0.05). Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d),
Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), und Virus-Trockenheit-Hitze (vdh).

Weiterhin ist bekannt, dass wahrend einer Virusinfektion akkumulierende Hexosemengen mit
einem Anstieg der Expression und der Aktivitat der zellwandgebundenen Invertase (zw-
Invertase) einhergehen (Herbers et al., 2000). Wie in Abbildung 3.34 zu sehen, kam es
parallel zur Hochregulation der PR-Gene zu einem Anstieg der Transkripte kodierend fir zw-
Invertasen. Dies ist im Einklang mit friheren Studien, die vermuteten, dass apoplastisch
entstandene Hexosen als Signal wirken und zu einem Anstieg der Expression von PR-
Genen fuhren kdnnen (Kocal et al., 2008). Im Vergleich dazu, waren die Transkripte der zw-
Invertase nicht hochreguliert, wenn Hitze bzw. Hitze und Trockenheit zusammen mit TuMV
appliziert wurden. Diese Beobachtung steht allerdings im Widerspruch zu den grof3en
Hexose-Mengen in den Blattern der Pflanzen, die Doppelstress (Hitze und Virus) sowie
Triplestress ausgesetzt waren. Saccharosehydrolyse findet aber nicht nur an Zellwanden
statt, sondern auch in der Vakuole, im Zytosol und in den Plastiden (Roitsch und Gonzalez,
2004). Um herauszufinden, ob mdglicherweise die subzellulare Kompartimentierung dafur
verantwortlich ist, dass die akkumulierenden Zucker keine PR-Gene im Falle der
kombinierten Stresssituationen aktivierten, wurde die Expression der vakuoldren und
neutralen Invertasen (Xiang et al.,, 2011) untersucht. Abbildung 3.34 zeigt, dass die
Hitzeapplikation zu einer starken Herunterregulation der wesentlichen zw-Invertase fuhrt. Im
Gegensatz dazu war die Expression der vakuoldaren und zytosolischen Invertase
hochreguliert (Abbildung 3.34). Zusammenfassend zeigen die Transkriptomdaten, dass
Umwelteinfliisse in der Lage sind, den zellularen Kohlenhydratstoffwechsel zu beeinflussen,

wodurch Abwehrprozesse gegen Pathogene verandert werden.

3.1.11 Aktivierung stresspezifischer Ko-Regulationsnetzwerke

Pflanzen Uberwachen kontinuierlich alle Umweltsignale, um in der Lage zu sein, sich an

verandernde Umweltbedingungen anzupassen. Allerdings ist bis jetzt noch wenig bekannt,
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wie die verschiedenen Stresssignale integriert werden, um eine optimale Antwort zu
gewabhrleisten. Um das Verstandnis der Signalnetzwerke in Pflanzen unter multifaktoriellem
Stress besser zu verstehen, wurden die Transkriptdaten der Signalleitungsgene innerhalb
der unterschiedlich gestressten Pflanzen verglichen. Die funktionelle Kategorisierung zeigte
bereits eine Anreicherung der Signalgene fur die Stressbehandlung Trockenstress,
Virenstress sowie die Kombination der beiden Stresssituationen (Tabelle 3.3). Die Anzahl
der regulierten Signalgene kann Abbildung 3.36 fir jede der einzelnen Stressbehandlungen

entnommen werden.

Abbildung 3.36: Anzahl der differentiell
hochregulierten Gene der Kategorie
“Signalleitung” fiir alle
Stressbedingungen. Aus der funktionellen
Kategorisierung (siehe Tabelle 3.3) wurden
fur jede Stressbedingung die Anzahl der
differentiell hochregulierten Gene
dargestellt, die jeweils der Kategorie
~Signalsysteme* zugeordnet sind.

Dabei waren die meisten Gene unter Hitze (100), einer Kombination von Trockenheit und
Hitze (107), und Trockenheit in Kombination mit Virus (104) reguliert. Im Falle der
Einzelstresssituationen war immer noch eine hohe Anzahl an Genen reguliert (Trockenstress
28; Virusinfektion 52). Haufig werden pflanzliche Antworten durch komplexe Signalnetzwerke
reguliert und vorangegangene Versuche wiesen bereits darauf hin, dass es unter
kombiniertem Stress zu Verdnderungen bei den Abwehrmechanismen kommt. Deshalb
wurde die Hypothese aufgestellt, dass es mdglicherweise auch bei den Signalnetzwerken zu
Verdnderungen unter multifaktoriellen Stresssituationen kommt. Dazu wurde auf die
Internetplattform ARANET zurtickgegriffen, die anhand zahlreicher Transkriptdaten in der Lage
ist, Ko-Regulationen als Indikation fir gemeinsame Aktivitat innerhalb gleicher Prozesse flr
selektierte Genlisten zu bestimmen. Von den 100 Signalgenen, die unter milder Hitze im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen differentiell reguliert waren, zeigten in einer ARANET-

Analyse 54 Gene eine Ko-regulation in einem Netzwerk (siehe Abbildung 3.37).
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h d v dh vd vh vdh sh
(9/28) (33/52) (57/107) (65/104) (22/69) (23/69) (30/98)

h 0 12 36 24 15 12 12
d 0 4 8 0 0 0
\Y; 12 6 13 32 9 1 1

dh 36 4 13 15 16 14
vd 24 8 32 3 6
vh 15 0 9 15 6 9

vdh 12 0 1 16 3 6 15

sh 12 0 1 14 6 9 15

Abbildung 3.37: KO-Regulationsanalysen der Gene aus der Kategorie “Signalsysteme” unter Einzel- bzw.
kombinierten Stressbedingungen. Die Abbildung gibt die Ko-Regulationsnetzwerke fiir jede Behandlung (grau)
sowie den Uberlapp von koexprimierten Genen zwischen den einzelnen Bedingungen an (nicht farbig). Hitze (h),
Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-Trockenheit-Hitze
(vdh), starke Hitze (sh).

Innerhalb der Gruppe der Signalgene ergab sich auch fir die anderen Stresssituationen ein
ahnliches Bild: In allen Fallen formte eine relativ grof3e Gruppe ein Netzwerk innerhalb jeder
Behandlung: beginnend bei starkem Hitzestress 31% (30 aus 98), bis hin zu 63% im Falle
des Virusstresses (33 aus 52) und einer Kombination aus Virus und Trockenstress (65 aus
104; siehe Abbildung 3.37). Als nachstes stellte sich die Frage, ob es einen Zusammenhang
zwischen den einzelnen Netzwerken gibt oder ob diese spezifisch fir die jeweiligen
Situationen waren. Zu diesem Zweck wurden die einzelnen Netzwerke auf gemeinsam
regulierte Gene hin Uberprift. Interessanterweise war der Uberlapp der identifizierten
Netzwerke begrenzt, was darauf hindeutet, dass unterschiedliche Netzwerke fir
unterschiedliche Stresskombinationen bendtigt werden. In diesem Zusammenhang ist es
bemerkenswert, dass zwischen dem Hitzenetzwerk und dem Netzwerk, das unter
Virenstress entsteht, ein Uberlapp von 12 Genen existiert. Werden jedoch
Einzelstressbedingungen aus Virus, Hitze und Trockenheit kombiniert, bleibt nur noch ein
einzelnes Gen des Virusstresses ubrig. Der Uberlapp mit dem Netzwerk fur Hitzestress
fuhrte lediglich zu 12 Genen, u.a. zwei Transkriptionsfaktoren: LONG HYPOCOTYL IN FAR RED1
(HFR1) und PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR3 (PIF3). Offensichtlich ist Hitzestress in der
Lage, TuMV-spezifische Netzwerke abzuschalten, was im Einklang mit den reduzierten
Abwehrsystemen steht und das vermehrte Viruswachstum erklaren konnte.
Interessanterweise konnten keine Signalgene fur alle Behandlungen identifiziert werden
(siehe Abbildung 3.37). Jedoch konnten Gene im Uberlapp von Virus und anderen
abiotischen Stresskombinationen gefunden werden, was auf eine gemeinsame Rolle
biotischer und abiotischer Stresssignalgene hindeutet. Fortfihrende Analysen zwischen den
Signalgenen unter starker Hitze zeigten, dass 50% dieser Gene mit Triplestress gemeinsam

waren, aber die anderen nur unter starker Hitze auftraten. Dies deutet darauf hin, dass
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einzelne Stresssituationen gemeinsame Signalwege nutzen, andere spezifisch sind.
Zusammengefasst zeigen die erzielten Ergebnisse, dass jede Behandlung offensichtlich
andere Signalnetzwerke aktiviert, die entsprechend der Stresssituation angepasst werden.
Diese Anderungen sind mdglicherweise auch die Begriindung, warum spezifische biotische
und abiotische Kombinationen synergistisch oder antagonistisch wirken.

3.1.12 Multifaktorieller Stress verursacht eine Verschiebung der
ER-UPR zur Cyt-UPR

3.1.12.1 Gene der Cyt-UPR sind unter multifaktoriellem Stress
hochreguliert

Hitzestress kann zu einer verdnderten Proteinhomdostase im Zytosol und im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) fuhren, was zur Induktion von molekularen Chaperonen
fihren kann. Durch Cyt-UPR (cytosolic unfolded protein response; Cyt-UPR) verursachte
transkriptionelle Anderungen werden im Wesentlichen durch den Hitzeschockfaktor (HSF)
HSFA2 reguliert. Eine Uberexpression von HSFA2 in transgenen Arabidopsis-Pflanzen
fuhrte zu 46 hoch-regulierten Zielgenen im Vergleich zu untransformierten Kontrollpflanzen
unter Normalbedingungen (Nishizawa et al., 2006). Diese Zielgene kénnen als molekulare
Marker fur die Cyt-UPR angenommen werden. Um nun zu untersuchen, ob die Cyt-UPR
Markergene in den unterschiedlichen Stresssituationen hochreguliert waren, wurde die
Expression der HSFA2 Zielgene analysiert. Diese Analyse zeigte vor allem hochregulierte
HSFA2-regulierte Gene unter kombinierten Stressbedingungen sowie bei starkem
Hitzestress (siehe Abbildung 3.38). Triplestress und starke Hitze fiihrten zur Hochregulation
von 29 bzw. 30 der insgesamt 46 Cyt-UPR Markergenen. Offensichtlich stellt Hitze den
groiten Faktor fir erhdhte Cyt-UPR dar, die Anzahl der Cyt-UPR Markergene scheint aber
auch durch die Starke des Stresses erhoht zu sein. Die Replikation des TuMV findet im
Zytosol infizierter Pflanzenzellen statt und ist abh&ngig von verschiedenen Wirtsfaktoren,

inklusive der Wirtschaperone (Ahlquist et al., 2003).
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Abbildung 3.38: Expressionsmuster der Cyt-
UPR Gene von Pflanzen die entweder Einzel-
oder multifaktoriellem Stress ausgesetzt
waren, oder starker Hitze. Das Diagramm zeigt
die Verteilung HSFA2-regulierten Gene unter
verschiedenen Stressbehandlungen. Die
HSFA2-regulierten  Gene  wurden  durch
Nishizawa et al. (2006) identifiziert.

vdh
29

3.1.12.2 Multifaktorieller und starker Stress verursachen eine

Herunterregulation der ER-UPR-Gene

Aufgrund des Anstiegs der Cyt-UPR-Markergene sowohl unter starker Hitze als auch unter
kombinierten Stresssituationen, wurden im nachsten Schritt die Gene der ER-UPR, die in der
Lage sind, die Proteinfaltung im ER zu beeinflussen, untersucht. Die ER-UPR wird
experimentell durch die Behandlung mit Tunicamycin, das die N-terminale Glycosylierung,
und damit die korrekte Proteinfaltung von Glykoproteinen hemmt, erzielt (Koizumi et al.,
1999). Mittlerweile existieren mehrere Veroffentlichungen, die die Auswirkungen einer
Tunicamycinbehandlung auf die Genexpression in Arabidopsis untersucht haben. Dabei
wurden nicht nur unterschiedliche Behandlungszeitrdume verwendet, sondern auch
verschiedene Transkriptomplattformen: ein Affymetrix GeneChip (Martinez und Chrispeels,
2003; Noh et al., 2003), ein sogenannter ,fluid microarray“ (Kamauchi et al., 2005) und ein
Agilent Arabidopsis 2-Oligo Mikroarray (lwata et al., 2008; Iwata et al., 2010). Um ER-UPR-
Markergene ausfindig zu machen, wurde ein Vergleich dieser Studien durchgefuhrt und acht
Gene identifiziert, die in all diesen Studien nach Tunicamycinbehandlung reguliert waren

(siehe Tabelle 3.4). Die acht Gene sind im Anhang A7 gelistet.
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Studien 5von5 4von5 3von5

Gene 8 16 38
h 3 5 10

d 1 1 1

Y 0 0 3

vd 3 4 9
dh 0 0 3
vh 0 0 4
vdh 0 0 3
sh 0 0 3

Tabelle 3.4: Differentielle Regulation von ER-UPR Genen in Arabidopsis-Pflanzen, die Einzelstress,
multifaktoriellem Stress oder starker Hitze ausgesetzt waren. Die Tabelle zeigt die Verteilung der
Tunicamycin-regulierten Gene in den verschiedenen Stresssituationen. Dazu wurden die Gene aus den
unterschiedlichen Stressbehandlungen mit finf Studien, die Tunicamycin-regulierte Gene beschreiben, verglichen
(Martinez und Chrispeels, 2003; Noh et al. et al., 2003; Kamauchi et al., 2005; Iwata et al., 2008 und Iwata et al.,
2010). Hitze (h), Virus (v), Trockenheit (d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-
Trockenheit-Hitze (vdh), starke Hitze (sh).

Ein Vergleich dieser acht konservierten Tunicamycin-induzierbaren Gene mit den Genen des
Triplestressexperimentes zeigte, dass unter mildem Hitzestress sowie in einer Kombination
aus Virus und Trockenheit 38% dieser Gene hochreguliert waren. Im Gegensatz dazu,
konnte keines der konservierten Tunicamycin-induzierbaren Gene im multifaktoriellen oder
starken Hitzestress gefunden werden. Da dieser Uberlapp niedrig ist und nicht klar ist, ob
diese wirklich als Marker genommen werden kénnen, wurden Gene selektioniert, die nur in
einigen der betrachteten Studien hochreguliert waren. Nimmt man Gene, die nur in drei der
finf Tunicamycin Studien hochreguliert sind, kébnnen immerhin zehn der 38 Gene unter
mildem Hitzestress gefunden werden (siehe Tabelle 3.4). Diese Anzahl sinkt jedoch sobald
moderater Hitzestress mit Trockenheit (drei hochregulierte Gene), Virus (vier hochregulierte
Gene), oder im Triplestressexperiment (drei hochregulierte Gene) kombiniert wird.
Interessanterweise reduzierte auch starker Hitzestress die Anzahl der Tunicamycin
induzierten Gene (drei hochregulierte Gene; siehe Tabelle 3.4). Die gleiche Tendenz kann
auch festgestellt werden, wenn nur Gene gewahlt werden, die lediglich in zwei der finf
Studien gefunden werden. Zusammengenommen kann festgestellt werden, dass unter
mildem Hitzestress ca. 30% der ER-UPR-Gene induziert sind, und nur 10% der Gene im
Falle multifaktoriellem Stresses oder starker Hitze. Abhangig von der Starke des Stresses
kann ER-UPR entweder zu Autophagie oder Zelltod fihren (zusammengefasst in Howell,
2013). Im Rahmen dieser Experimente waren allerdings nur wenige Autophagiegene
hochreguliert, was vermutlich bedeutet, dass dieser Prozess eine untergeordnete Rolle in
den gewahlten Stressbedingungen ausmacht. In diesem Kontext ist es interessant, dass die
seneszenzregulierten Gene unter keiner der analysierten Stresssituationen angereichert
waren (siehe Anhang A8). Nimmt man die Ergebnisse der Cyt-UPR und der ER-UPR-
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Markergenstudien zusammen, kann festgestellt werden, dass die URP Markergene negativ
durch kombinierte Stresssituationen betroffen sind, wohingegen kombinierte Stresssituation
zu einem starken Anstieg an Cyt-UPR Genen flhrten.
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3.2 Der Einfluss von abiotischem Stress auf Stomata

Trockenheit kann massive physiologische Anderungen in Pflanzen auslésen. Liegt
Wassermangel vor, sind Pflanzen in dem Dilemma, dass sie einerseits den Stoffaustausch
fur die Assimilierung von Kohlenstoff in Form von CO, Uber Stomata gewahrleisten,
anderseits aber fUr einen geringen Wasserverlust sorgen mussen. Um grof3ere Schaden im
Xylem und dem zellularen System zu vermeiden, ist das Schliel3en der Stomata essentiell.
Als Schlusselhormon wurde dabei ABA identifiziert, dass als priméares chemisches Signal
mithilfe von sekundaren Boten, wie ROS (reactive oxygene species; ROS), und Calcium,
gefolgt von einer Aktivierung und Inaktivierung von Kinasen bzw. Phosphatasen, diverse
lonenkandle ansteuert (Vahisalu et al., 2008; Vahisalu et al., 2010). Die in Abschnitt 3.1.2
abgebildeten Stomatadaten zeigten, dass Stomata nicht nur unter Trockenheit schliel3en,
sondern auch wahrend der Kombination verschiedener Stressfaktoren. Um einen n&heren
Einblick in die molekularen Antworten des Stomataschlusses zu erhalten und eine Idee zu
bekommen, welche Prozesse noch eine Rolle spielen kdnnten, wurden im Rahmen dieser
Arbeit Transkriptomdaten von Stomata trockengestresster Arabidopsis-Pflanzen detaillierter
betrachtet und die knock-out Mutante bam1 unter Trockenheit charakterisiert.

3.2.1 Analyse Stomata-spezifischer Transkripte unter Trockenheit

Fur die nahere Untersuchung des Stomataverhaltens als Antwort auf Trockenheit standen im
Folgenden Stomata-spezifische Anderungen der Transkripte im Mittelpunkt. Dazu wurden 29
Tage alte Arabidopsis-Pflanzen milder Trockenheit analog zu den multifaktoriellen
Stressexperimenten ausgesetzt. AnschlieBend wurde nicht nur RNA des gesamten Blattes,
sondern im Rahmen einer Kooperation mit der Universitdt Wirzburg auch Stomata-
spezifische RNA nach einem Protokoll von Bauer et al. (2013) extrahiert. Demnach wurden
nach Entfernen der Mittellammele die Blatter in einem Eisbad zerkleinert, anschlieRend
Stomatazellen unter Zuhilfenahme eines 210um-Siebes selektiert und von den
verbleibenden Zellen RNA prépariert (siehe Material und Methoden 2.6.3). Anschlie3end
konnten Agilent Mikroarray-Hybridisierungen der Stomata-RNA (siehe Material und Methden
2.9.3.3) und RNA aus gesamten Blattern von jeweils zwei bis drei Replikaten durchgefihrt
werden. Parallel wurde sowohl Stomata-spezifische RNA als auch RNA aus dem gesamten
Blatt fur die Mutante baml1l gewonnen und simultan hybridisiert. Ein ANOVA-Test Uber alle
Replikate und Bedingungen lieferte 23017 signifikant regulierte features. Eine Cluster-
Analyse nach PEARSON UNCENTRED lieferte bei der Betrachtung der Col-0 Replikate eine

klare Trennung der Proben sowohl fir Blattproben als auch fir Stomata unter
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Kontrollbedingungen und Trockenheit (siehe Anhang 9). Nachfolgende Auswertungen
offenbarten 1076 differentiell exprimierte features, die in Stomatazellen trockengestresster
Pflanzen in Col-0 mindestens zweifach im Vergleich zu Kontrollpflanzen erhéht waren. Um
einen Uberblick (iber involvierte Prozesse zu erhalten, wurden die gegeniiber den
Kontrollpflanzen differentiell regulierten Transkripte zun&chst in hoch- bzw. herunterreguliert
eingeteilt (542 hoch-regulierte features bzw. 534 runter-regulierte features) und einer
Klassifikation basierend auf bins nach der MAPMAN Nomenklatur unterworfen

(mapman.gabipd.org/web/guest/mapmanstore).

Relative Anreicherung der herunterregulierten features Relative Anreicherung der hochregulierten features

5,0 4,0 3,0 2,0 1,0
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RNA
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Micro RNA
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Abbildung 3.39: Funktionelle Kategorisierung der hoch- bzw. herunterregulierten features Stomata-
spezifischer Transkripte in Col-0 unter Trockenheit. Stomata-spezifische Transkripte, die im Vergleich zur
Kontrollbedingung mehr als zweifach differentiell reguliert waren, wurden in hoch- bzw. herunterregulierte Gene
eingeteilt. AnschlieBend wurden diese funktionellen Kategorien gemal einer Klassifikation von MAPMAN
zugeordnet. Die Zahlen geben dabei das Verhdltnis an, das sich aus dem prozentualen Anteil signifikant
regulierter Genen einer spezifischen funktionellen Gruppe und dem prozentualen Anteil dieser features zum
gesamten Chip ergibt. Hochregulierte features wurden dabei als positive, herunterregulierte als negative Werte
deklariert.

Abbildung 3.39 verdeutlicht, dass die meisten hochregulierten Gene dem zentralen
Kohlenhydratstoffwechsel zuzuschreiben sind. Uberproportional viele hochregulierte Gene
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konnten zudem in den Kategorien Stress, Metallhoméostase, sekundarer Metabolismus und
Lipidstoffwechsel gefunden werden. In den anderen Gruppen konnten nur geringfligige
Anderungen festgestellt werden. Auf der anderen Seite waren Gene der Kategorien
Stickstoffmetabolismus, Hormonmetabolismus, Redoxregulation und Transport stark
herunterreguliert.

Da der zentrale Stoffwechsel die auffalligste Kategorie innerhalb der funktionellen
Kategorisierung trockengestresster Pflanzen darstellte, wurden im Folgenden Stomata-
spezifische Transkriptprofile der Starkegene unter Zuhilfenahme einer Klassifizierung nach
Sonnewald und Kossmann (2013) néher betrachtet (siehe Abbildung 3.40). Dabei
kristallisierte sich heraus, dass der Starkeaufbau tendenziell hochreguliert war, allen voran
AGPasen, GBSS1 und SSBIll. Im Gegensatz dazu waren die (B-Amylasen (BAMSs)
Uberwiegend herunterreguliert, was einen reduzierten Starkeabbau in den Stomata der
trockengestressten Pflanzen andeuten kdnnte. Das Arabidopsis-Genom kodiert neun (-
Amylase Gene, eine erstaunlich hohe Anzahl verglichen mit anderen Enzymen des
Starkemetablismus (Smith et al., 2004). Interessanterweise sind speziell BAM1 (-3.01) und
BAM5 (-2.87) stark herunterreguliert. Dabei konnte schon in friheren Studien
herausgefunden werden, dass BAM1, ebenso wie BAMS, fiir eine in Chloroplasten aktive B-
Amylase kodiert (Sparla et al., 2006). In vitro wurde zudem der Abbau der Starkegranula
durch die simultane Aktivitdt von GWD, ISA3 und entweder BAM1 oder BAM3 gezeigt (Edner
et al., 2007). Bemerkenswerterweise konnten Valerio et al. (2011) anhand der Starkemutante
bam1l zeigen, dass durch eine Mutation in BAM1 tatsédchlich mehr Starke in den Stomata
gefunden werden kann und diese Pflanzen nicht in der Lage sind, Starke abzubauen und
dadurch ein verandertes Offnungsverhalten der Stomata aufweisen. Die vorliegenden
Mikroarray-Daten geben Anlass flur die Vermutung, dass Pflanzen unter Trockenheit weniger
Starke in den Stomata abbauen und dadurch die baml-Mutante mdglicherweise einen

Vorteil erzielen kdnnten.
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Starkeaufbau Starkeabbau
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Abbildung 3.40: Expressionsdaten trockeninduzierter Gene der Starkebiosynthese und des Starkeabbaus
in Stomata von Col-0 Pflanzen. Dargestellt sind die Stomata-spezifischen transkriptionellen Anderungen des
Starkemetabolismus von Col-0 Pflanzen unter Trockenheit im Vergleich zu Kontrollbedingungen. Col-0 Pflanzen
wurden im Alter von 29 Tagen kontrollierter Trockenheit Gber einen Zeitraum von finf Tagen ausgesetzt,
Stomata-spezifische RNA prapariert und Mikroarray-Hybridisierungen durchgefiihrt. AGPase (ADP-
glukosepyrophosphorylase), DPE1 (Disproportionierungsenzym 1), GBSS (Starkesynthase an den
Starkekdrnern), GWD  (Glukan-Wasser-Dikinase), Hxk (Hexokinase), ISA (Isoamylase), PGM
(Phosphoglukomutase), PWD  (Phosphoglukan-Wasser-Dikinase), @ SBE  (Verzweigungsenzym), SS
(Starkesynthase), ADPG (ADP-Glukose), G1P (Glukose-1-Phosphat), G6P (Glukose-6-Phosphat). Dargestellt
sind log, Werte der differentiellen Anderung gegeniiber den Kontrollpflanzen. Rot eingefarbte Expressionswerte
deuten steigende, blau eingefarbte Felder herunterregulierte Transkriptwerte dar. Die Farbséttigung ist bei einer
1.3-fachen Anderung erreicht. Die Abbildung wurde nach Sonnewald und Kossmann (2013) modifiziert.
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3.2.2 Verbesserte Trockentoleranz der Mutante baml, einer £

Amylase

Stomata-spezifische Transkriptanalysen zeigten, dass einige B-Amylasen, unter anderem
BAM1 und BAMS, unter Trockenheit herunterreguliert sind. Interessanterweise konnte durch
eine Mutation des Arabidopsis-Gens BAM1 eine abweichende OffnungsgréRe der Stomata
nachgewiesen werden (Valerio et al., 2011). Da Pflanzen als eine der ersten Reaktionen auf
einsetzende Trockenheit ihre Stomata schlieRen und baml Pflanzen schon eine verringerte
Offnungsweite aufweisen, konnte dies einen Einfluss auf die Biomasse vermuten lassen. Zur
Uberprifung dieser Hypothese wurde die Arabidopsis-Linie SALK_039895, die eine T-DNA-
Insertion im ersten Exon des bam1-Gens aufweist, verwendet. Eine homozygote Linie der T-
DNA Insertionslinie SALK 039895 wurde freundlicherweise von Valerio et al. (2011) zur
Verfligung gestellt. Durch eine DNA-PCR konnte die T-DNA homozygot in baml Pflanzen
nachgewiesen werden und eine RT-PCR Analyse der Insertionslinie SALK_039895 zeigte
keine Transkripte, so dass ein kompletter Verlust der Transkriptmenge angenommen werden
kann (siehe Abbildung 3.41).
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Abbildung 3.41: Molekulare Analyse der bam1 Arabidopsis T-DNA Insertionsmutante Salk_039895. Die T-
DNA Salk-039895 befindet sich im ersten Exon des bam1-Gens. Die PCR auf genomische DNA bestétigte, dass
es sich um eine homozygote Linie im baml-Lokus handelt. Die Expression der bam1-Transkripte wurde durch
RT-PCR mit genspezifischen Primern gezeigt. Ubiquitin (UBQ) diente als interne Kontrolle. Die Charakterisierung
der Pflanzen wurde von Kirsten Ott durchgefihrt.
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Pflanzen der Linien Col-0 und bam1 wurden anschliel3end kontrolliert angezogen und einem
milden Trockenstress Uber mehrere Tage ausgesetzt. Nach finf Tagen wurden die Pflanzen
geerntet und gewogen. In Abbildung 3.42 ist die Biomasse nach Applikation von
Trockenstress zu sehen. Unter Kontrollbedingungen ist zwischen den Linien Col-0 und bam1
kein Unterschied feststellbar. Der Unterschied zwischen beiden Linien betragt nur ca. 20 mg
und ist damit nicht signifikant. Sind die Pflanzen jedoch Trockenheit ausgesetzt, so konnte
beobachtet werden, dass die Pflanzen der Starkemutante bam1l signifikant mehr Biomasse
im Vergleich zu Col-0 bilden kénnen. Bam1 Pflanzen weisen unter Trockenheit lediglich eine
Biomassereduktion von 28% im Vergleich zu Kontrollpflanzen auf, wohingegen Col-0

Pflanzen eine Biomassereduktion von bis zu 39% zeigten (siehe Abbildung 3.42).
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Abbildung 3.42: Durchschnittliche Biomasse der Linien Col-0 und bam1 unter Kontrollbedingungen sowie
Trockenheit. Pflanzen wurden flinftagiger Trockenheit ausgesetzt und anschlieend jeweils die Biomasse (in mg
Frischgewicht) unter Trockenheit und Kontrollbedingung von Col-0 und baml Pflanzen bestimmt (n = 25).
Statistische Unterschiede zu den jeweiligen Kontrollpflanzen wurden durch einen zweiseitigen T-Test unter
Annahme gleicher Varianz ermittelt und mit einem Stern versehen (*p<0.05).

3.2.3 Differentiell regulierte Transkripte von bam1 Pflanzen unter
Trockenheit

Unter Trockenstressbedingungen zeigten Arabidopsis-Pflanzen mit verminderter B-Amylase

1 Aktivitat, und damit mit vermindertem Starkeabbau, eine erhéhte Biomasse verglichen mit

Col-0 Kontrollpflanzen (siehe Abbildung 3.42). Offenbar stellt ein reduzierter Starkeabbau in
den Stomata eine potentielle Strategie der Pflanzen dar, sich gegen Trockenheit zu
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schutzen. Um die Auswirkungen eines reduzierten Stérkeabbaus in Stomata in baml
Pflanzen unter Bedingungen der Trockenheit naher zu untersuchen, wurden Mikroarray-
Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden parallel zu den Col-0 Pflanzen in Abschnitt 3.2.1 bam1
Pflanzen Uber einen Zeitraum von 29 Tagen unter kontrollierten Bedingungen angezogen
und anschlieBend funftagigem Trockenstress ausgesetzt. Von baml Pflanzen wurde
ebenfalls sowohl RNA aus Blattern als auch RNA aus Stomata extrahiert und zusammen mit
den Col-0 Proben auf Mikroarray-Chips hybridisiert. Flr die weitere Auswertung wurde die
ANOVA-Liste aus Abschnitt 3.2.1 mit 23017 signifikanten features, die alle Daten fir baml
und Col-0 unter Trockenheit und Kontrollsituationen einschlie3t, verwendet. Baml-
Transkripte aus Blattmaterial und Stomata konnten in einer Cluster-Analyse nach PEARSON
UNCENTRED nicht getrennt werden. Unter Trockenheit konnten jedoch die Blattproben von
baml und Col-0 eindeutig, die Stomataproben von baml von Col-0 nahezu getrennt
geclustert werden (siehe Anhang A9). Im néchsten Schritt wurden mehr als zweifach
differentiell regulierte features fur baml Pflanzen und Col-0 separat ermittelt (siehe Anhang
A10). Final resultierten 276 hoch- und 292 herunterregulierte features, die spezifisch fur
baml Pflanzen unter Trockenheit in den Stomata exprimiert sind und nicht in Col-0 Pflanzen.
Diese wurden zunachst nach einer MAPMAN-Kategorisierung klassifiziert (siehe Abbildung
3.43). Demnach sind bei den hochregulierten Genen nur wenige Kategorien angereichert,
u.a. Zentralstoffwechsel und Nukleotidmetabolismus. Interessanterweise verrét ein Blick in
die Genlisten der hochregulierten Gene, dass vor allem bei den unklassifizierten features
eine signifikante Anreicherung der Genklasse der sogenannten PENTATRICOPEPTIDE REPEAT
(PPR) Familie gefunden werden kann. Bei den herunterregulierten features hingegen sind
die Kategorien Zellwand und Hormonstoffwechsel Uberproportional vertreten. In letztere
Kategorie fallen vor allem SAUR-&hnliche auxinresponsive Proteine und Ethylen-responsive
Transkriptionsfaktoren. In  die  Kategorie der Zellwand fallen vor allem
Arabinogalaktanproteine, Expansine sowie Xyloglucan:xyloglucosyl-Transferasen. Bei den
herunterregulierten Genen war zudem weiterhin aufféllig, dass Wasserkandle
herunterreguliert waren, allen voran PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEINS (PIPs) und
tonoplast intrinsic proteins (TIPs), die zur Familie der MAJOR INTRINSIC PROTEINS (MIPS)
gehoren. Diese Daten liefern Hinweise darauf, dass offensichtlich die Wasseraufnahme und

Zellwandmodifikation herunterreguliert sind.
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Abbildung 3.43: Funktionelle Kategorisierung der hoch- bzw. herunterregulierten features Stomata-
spezifischer Transkripte der baml Pflanzen unter Trockenheit. Stomata-spezifische Transkripte, die im
Vergleich zur Kontrollbedingung mehr als zweifach differentiell reguliert waren, wurden in hoch- bzw.
herunterregulierte Gene eingeteilt. AnschlieBend wurden diese funktionellen Kategorien gemafl einer
Klassifikation von maPMAN zugeordnet. Die Zahlen geben dabei das Verhdltnis an, das sich aus dem prozentualen
Anteil signifikant regulierter Gene einer spezifischen funktionellen Gruppe und dem prozentualen Anteil dieser
features zum gesamten Chip ergibt. Hochregulierte features wurden dabei als positive, herunterregulierte als
negative Werte deklariert.

3.2.4 Bam1l Pflanzen unter erhdhten Temperaturen

Eine Mutation des starkeabbauenden Enzyms baml fuhrte in baml Pflanzen zu einer
verbesserten Trockentoleranz im Vergleich zu Col-0 (siehe Abbildung 3.42). Ist aber nun
nicht Trockenheit der applizierte Stressfaktor, sondern Hitze, kénnte sich das Verhalten der
Pflanzen andern: Da sich Stomata von Wildtyppflanzen wéhrend der Applikation von Hitze
offnen (Kotak et al., 2007), die Stomata der Starkemutante baml unter Kontrollbedingungen
aber bereits weniger weit getffnet sind als bei Col-0 Pflanzen (Valerio et al., 2011), ware ein
schlechteres Abschneiden dieser Pflanzen unter Hitzebedingungen zu erwarten gewesen. In
Abbildung 3.44 ist allerdings erkennbar, dass bam1 Pflanzen im Vergleich zu Col-0 Pflanzen

keine signifikanten Biomasseverluste unter Hitzestress zeigten.
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Abbildung 3.44: Durchschnittliche Biomasse der Linien Col-0 und bam1 unter Kontrollbedingungen sowie
Trockenheit und Hitzestress. Pflanzen wurden fiinftagiger Trockenheit und dreitdgigem Hitzestress (35°C
tagsiiber und 31°C nachts) ausgesetzt und anschlieRend die Biomasse (in mg Frischgewicht) bestimmt (n = 25).
Statistische Unterschiede der baml Pflanzen zu den Col-0 Pflanzen in der jeweiligen Stresssituation wurden
durch einen zweiseitigen T-Test unter Annahme gleicher Varianz ermittelt und mit einem Stern versehen
(*p<0.05).

Dies konnte darauf hindeuten, dass die Stomata der bam1 Pflanzen immer noch weit genug
gedffnet sind, um fir ausreichende Transpiration zu sorgen oder die Stomata doch in der
Lage sind, weiter zu 6ffnen. Um dem naher auf den Grund zu gehen, wurden die stomataren
Offnungsweiten fiir die jeweiligen Stressbedingungen im Vergleich zur Kontrolle am
Mikroskop untersucht. In Abbildung 3.45 ist zu sehen, dass die stomataren Poren der Linie
Col-0 mit 0.51 unter Hitzestress signifikant weiter getffnet sind als die der Linie bam1 (0.3),
was im Einklang mit veroffentlichten Daten steht (Valerio et al., 2011). Mit einem Verhaltnis
der Lange zur Breite der stomatdren Pore von 0.34 sind die Poren von baml Pflanzen unter
Trockenheit groRer als bei Col-0 Pflanzen, deren Verhéltnis bei 0.27 liegt.
Uberraschenderweise sind wahrend des Hitzestresses die Stomata in bam1 Pflanzen (0.45)
weiter gedffnet als unter Kontrollbedingungen (0.3) und unter Trockenheit (0.34).
Moglicherweise existiert ein Mechanismus, der unabhangig vom Starkeabbau zur Offnung

der Stomata fuhrt oder ein Prozess der andere -Amylasen involviert.
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Abbildung 3.45: Offnungsweite der Stomata-Poren von Pflanzen unter Kontroll- und Stresshedingungen.
Pflanzen wurden unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt (Appliziert wurden fiinftdgige Trockenheit und
dreitdgige Hitze — 35°C tagsuber und 31°C nachts). Kurz nach Beginn der Lichtphase wurde die Epidermis
abgezogen und unter dem Mikroskop betrachtet. Die Poren der Stomata wurden vermessen und das Verhaltnis
der Breite zur Lange der Poren aufgetragen. Zu sehen ist, dass unter Trockenstress die Poren von baml
Pflanzen weiter gedffnet sind als die der Col-0 Pflanzen. Unter Kontrollbedingungen sind die Poren von Pflanzen
der Linie Col-0 weiter gedffnet als die der Linie bam1. Unter Hitze sind die Stomata beider Linien weiter gedffnet
als bei Kontrollbedingungen (n = 82). Statistische Unterschiede der bam1 Pflanzen zu den Col-0 Pflanzen in der
jeweiligen Stresssituation wurden durch einen zweiseitigen T-Test unter Annahme gleicher Varianz ermittelt und
mit einem Stern versehen (*p<0.05).

Um zu Uberprifen, ob Starke unter Hitze wirklich abgebaut werden kann, wurde der
Starkegehalt in den Schlie3zellen bestimmt. Dazu wurden die Starkekérner in den
verschiedenen Stresssituationen, sowohl in Col-0 als auch in der Mutante baml mit
Jodlésung gefarbt und der Starkegehalt anschlieRend quantifiziert. In Abbildung 3.46 ist zu
sehen, dass erhohte Starkeakkumulationen in baml unter Kontrollbedingungen festgestellt
werden koénnen. Auch unter Trockenheit akkumuliert Starke in baml Pflanzen, wohingegen
die Einwirkung von Hitze zu einer Abnahme der Starkemenge in den Schlie3zellen um bis zu
30% fihrt (siehe Abbildung 3.46).
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d h Abbildung 3.46: Starkegehalt in
SchlieRzellen von Col-0 und baml-
Mutanten unter
Kontrollbedingungen, Hitze und
Trockenheit. Pflanzen wurden unter
kontrollierten Bedingungen angezogen
und 41 Tagen nach Keimung Hitze
bzw. Trockenheit ausgesetzt. Eine
Jodfarbung ermdoglicht die
Visualisierung des Starkegehalts in
den Chloroplasten der SchlieRRzellen.
Die Balken repréasentieren jeweils
10pm. Zusétzlich wurde der
Starkegehalt der Starkekdrner durch
die Bestimmung der entsprechenden
Pixelflachen fir baml Pflanzen unter
Hitze (h) und Kontrollbedingungen
(con) von mehr als 80 SchlieR3zellen
quantifiziert. Statistische Unterschiede
der baml Pflanzen zu den Col-0
Pflanzen in der Kontrollsituation sowie
der Vergleich der Starkegehalte
zwischen Pflanzen unter Hitzestress
und Trockenheit wurden durch einen
zweiseitigen T-Test unter Annahme
gleicher Varianz ermittelt und mit
einem Stern versehen (*p<0.05).
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Um eine Idee zu bekommen, ob bei den baml Pflanzen andere B-Amylasen in den
stomataren Starkeabbau unter Hitzestress involviert sind, wurden die Mikroarray-Daten
hitzegestresster Arabidopsis-Pflanzen ausgewertet. Dazu wurden 37 Tage alte Pflanzen
einem dreitagigem Hitzestress von 32°C tagstber und 28°C nachts ausgesetzt und RNA aus
den Stomata gewonnen. Die Hybridisierung und Auswertung von jeweils vier biologischen
Replikaten lieferte nach Anwendung eines T-Tests 18436 features. Unter den signifikanten
Genen konnte BAML1 nicht detektiert werden. Interessanterweise, waren aber andere f-
Amylasen, unter anderem BAM6, BAM7 und BAM8 hochreguliert (siehe Anhang A11). Diese
Befunde implizieren, dass unter Hitzestress in den Stomata von Pflanzen andere Prozesse
angesteuert werden konnen, die der Pflanze eine Stomata6ffnung ermdglichen. In diesem
Zusammenhang war auch die Transkriptregulation der BAM Gene in Pflanzen spannend, die
simultaner Trockenheit und Hitzestress ausgesetzt waren. Dazu wurden Pflanzen
funftagigem Trockenstress und einem dreitdgigem Hitzestress von 32°C tagsiber und 28°C
nachts ausgesetzt. AnschlielRende Mikroarray Hybridisierungen Stomata-spezifischer RNA
lieferten nach Anwendung eines T-Tests 19273 features. BAM6 und BAM7 konnten unter
den kombinierten Stressbedingungen nicht mehr detektiert werden, jedoch waren die Gene
BAM1, BAM4, BAM7 und BAM9 reguliert (siehe Anhang All). BAM1 war jedoch im
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Vergleich zur Trockenheit nicht mehr herunterreguliert, sondern sogar hochreguliert.
Offensichtlich werden in Stomata von Pflanzen Starkegene in Abhéangigkeit der existierenden
Stressbedingungen exprimiert.
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3.3 Charakterisierung salztoleranter T-DNA Reislinien

3.3.1 Generierung von T-DNA Reislinien

Fur die Untersuchungen salztoleranter Reislinien wurde im Rahmen eines
Kooperationsprojektes mit Indonesien (Labor Dr. Satya Nugroho am Institut LIPI in
Indonesien) eine Reismutantenkollektion erzeugt, die ungerichtete T-DNA- bzw.
Transposoninsertionen aufweisen. Fur die anschlieBende Selektion potentieller
stresstoleranter Pflanzen wurden die individuellen Linien entweder auf Yoshida Medium,
modifiziert nach einem Protokoll von Gregorio et al. (1997), als Kontrolle oder aber auf
Yoshida Medium mit 200mM NaCl in vitro angezogen. Parallel dazu wurden Pflanzen auf
Yoshida Medium, dem PEG6000 (Konzentration 150g/l) hinzugefugt worden war, auf
Trockentoleranz hin selektioniert. Nach drei Wochen wurde die Keimungsrate, die
PflanzengréRe sowie das Wurzelwachstum der jeweiligen Linien im Vergleich zur
Kontrolllinie Nipponbare bestimmt (Daten AG Satya Nugroho, Indonesien). Schlieflich
konnten aus ca. 5000 Mutanten vier Linien mit verminderter PEG6000 Sensitivitat und flnf
Linien mit verminderter Salzsensitivitat selektiert werden. Fiur nachfolgende Analysen wurden

ausgewahlte Reislinien chronologisch nummeriert (siehe Tabelle 3.5).
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Reis T-DNA Insertionslinie | Behandlung | Prognostizierte Toleranz L|n|enbeze|chn_ung fur weitere
Experimente
Nipponbarre L1 Kontrolle 1
T6 PMO |ll 4.4¢-22-1-12-1*-6P. .
16.12.11 Trockenheit Trockentoleranz 2
T6 PMO VI 30-1A-24-8-11-1-1 P .
16.12.11 Trockenheit Trockentoleranz 3
T6 PMO Il 4.4¢-22-1-11-1-0 .
P6/12.11 Trockenheit Trockentoleranz 4
60P-4 P6/10/11 F5PUR VIII
44.3(25)-2-164-2-4 Salzstress Salztolerant 5
654 P5 P3/1/2012 T5 PMOIII
4.40-11-6-17-5 Salzstress Salztolerant 6
SAL 15-1 P.16.12/11 e
T4pMOV.10.5B8-10-1-1 Salzstress Salzsensitivitat 7
Sal 43-1 T4 PMO 1.13.8A-40-10-
1P19.12.11 Salzstress Salzsensitivitat 8

Tabelle 3.5: Ubersicht iiber die T-DNA Reislinien. Fiir die jeweiligen Bezeichnungen sind die Behandlungen
sowie das vorhergesagte Verhalten, das sich aus Vorversuchen in Indonesien ergeben hat, angegeben.

3.3.2 Identifikation von salztoleranten T-DNA Reislinien in vivo

Um nun zu uUberprifen, ob die vorselektierten Reispflanzen (siehe Tabelle 3.5) auch in
Phytokammerversuchen eine verdnderte Toleranz gegenuber Salz- bzw. Trockenstress
haben, wurden zunéchst optimale Anzuchtbedingungen fir eine Kaultivierung in
Phytokammern eruiert. Nachdem Versuche zur Anzucht der Reispflanzen in Wasser an
schlechten Wachstumsraten bzw. Pathogenbefall scheiterten, wurden die Reissamen
schlieBBlich in Wasser mit definiertem pH-Wert von 5.5 zur Keimung gebracht und
anschlieend in einer 25%e-igen Nahrldsung, modifiziert nach Makino et al. (1985),
angezogen (fur die Zusammensetzung der Nahrstofflésung, siehe Material und Methoden
2.2.4). Nach einer Woche wurden die Keimlinge in Pflanzentdpfe mit nahrstoffarmer Torferde
(Basissubstrat 2; Klasmann-Deilmann), die permanent mit 25%-iger Nahrlésung versorgt
wurde, transferiert. Mit zunehmendem Pflanzenwachstum wurde die Konzentration der
Néahrstofflosung nach drei Wochen auf 75% erhéht.

Nachdem geeignete Anzuchtbedingungen ermittelt werden konnten, wurden die

ausgewahlten Reislinien (siehe Tabelle 3.5) gemall dem Protokoll in Material und Methoden
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bis zu einem Alter von finf Wochen angezogen. AnschlieRend wurden die Linien 2-4 durch
fortwahrenden Wasserentzug kontrolliertem Trockenstress iber einen Zeitraum von acht
Tagen ausgesetzt, wahrend die Pflanzen der Linien 5-8 zwar weiterhin mit Nahrlésung
gegossen, allerdings Uber einen Zeitraum von acht Tagen zusatzlich mit 200mM NacCl
versorgt wurden. Die Kontrollpflanzen wurden lediglich mit der Ublichen Nahrlésung
gegossen. AnschlieRende Frischgewichtsbestimmungen zeigten fir die Kontrolllinie
Nipponbare tatsachlich signifikante Biomasseverluste, sowohl unter Trockenheit (70.3%) als
auch unter Salzstress (76.7%) im Vergleich zu den regularen Anzuchtbedingungen (siehe
Tabelle 3.6).

Verhéltnis Verhéltnis
Reislinie Frischgewicht (g) Zur Trockengewicht (g) Zur
Kontrolle Kontrolle
(%) (%)
lc 8.24 +1.32 1.77 +0.31
1d 5.80* +0.73 70.32 1.36* +0.08 76.75
1ls 6.32* +0.43 76.66 1.17* +0.19 66.14
2c 11.83 +0.57 2.69 +0.21
2d 7.83* +0.89 66.14 2.00* +0.27 74.15
3c 8.20 +0.44 1.68 +0.30
3d 6.46* +0.72 78.78 1.48 +0.11 87.76
4c 9.49 +2.25 1.93 +0.50
4d 6.67* +0.57 70.33 1.67 +0.21 86.09
5¢ 6.93 +0.88 1.90 +0.40
5s 6.45 +0.91 93.02 1.23* 1+0.16 64.57
6c¢C 9.50 +1.50 1.98 +0.52
6s 9.33 +0.76 98.25 1.87 +0.27 94.57
7c 7.79 +0.78 1.65 1+0.20
7s 6.16* +0.55 79.08 1.32* +0.18 80.25
8c 9.97 +1.23 2.31 +0.17
8s 6.78* +0.64 68.00 1.35* +0.21 58.66

Tabelle 3.6: Der Einfluss eines achttagigen Salz- bzw. Trockenstresses auf die Biomasse verschiedener
Reislinien. Die Tabelle zeigt die Biomassewerte fiir die einzelnen Reislinien unter Kontroll- bzw.
Stressbedingungen. Dazu wurden die T-DNA Insertionslinien 2-4, die als trockentolerante Linien deklariert waren,
einem achttagigen Wasserentzug, die T-DNA Insertionslinien 5 bis 8 (mdgliche salztolerante- bzw. salzsensitive
Linien) einem achttagigen Salzstress (200mM) ausgesetzt. Die Kontrolllinie der Sorte Nipponbare wurde sowohl
Salzstress als auch Trockenheit ausgesetzt. AnschlieRend wurde das Frischgewicht der unterschiedlich
gestressten Pflanzen bestimmt. Ein Teil der Blattfliche wurde bei 80°C fiir drei Tage getrocknet und das
Trockengewicht bestimmt. Statistische Unterschiede zu den Kontrollpflanzen der Linie 1 wurden durch einen
zweiseitigen T-Test unter Annahme gleicher Varianz ermittelt und mit einem Stern versehen (*p<0.05). Die
Datenpunkte entsprechen jeweils funf Pflanzen.
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Dieses Ergebnis galt als Marker fur effizienten Stress und diente als Basis fur den Vergleich
der T-DNA Insertionslinien. Die Linie 2-4 wies im Vergleich zur Kontrolllinie unter
Betrachtung der Frischgewichtsmasse unterschiedliches Verhalten auf. Wéahrend Linie 2
unter Trockenheit im Vergleich zu ihrer Kontrollbedingung prozentual schlechter abschnitt als
die Kontrollpflanze 1 (66% zu 70%), hatten die Pflanzen der Linie 4 vergleichbare Werte
gegeniuber den Kontrollpflanzen (70% zu 70%; siehe Tabelle 3.6). In den
Trockengewichtsbestimmungen ergaben sich flr Linie 4 sogar eine verbesserte Quote (86%
ZU 66%). Gegenuber den Kontrollpflanzen hatten Pflanzen der Linie 3 nur eine geringe
Biomasseabnahme (22%) unter Trockenstress.

Wahrend acht Tage nach Beginn der Salzstressapplikation keine Unterschiede im
prozentualen Biomassevergleich der Linie 7 und Linie 1 festgestellt werden konnten (79% zu
77%), zeigten die Analyse der Linie 8 eine um rund 10% verringerte Biomassedifferenz im
Vergleich zur Kontrolle, weswegen die Linie 8 als salzsensitive Linie eingestuft werden kann.
Interessanterweise erwiesen sich die Linie 5 und 6 als salztolerante Kandidaten: im
Vergleich zu ihren entsprechenden Kontrollpflanzen verblieben, trotz eines harschen
Salzstresses (200mM), immerhin noch 93% der Biomasse unter Salzstress bei Linie 5 und
98% bei Linie 6 verglichen mit 77% bei der Kontrolllinie 1 (siehe Tabelle 3.6). Dieses
Resultat konnte bei der Trockengewichtsbestimmung auch fur Linie 6 erzielt werden,
wohingegen Linie 5 ein deutlich schlechteres Resultat lieferte. In den nachfolgenden
Untersuchungen stand aufgrund ihrer deutlich verbesserten Salztoleranz die

Charakterisierung der Reislinien 5 und 6 im Vergleich zur Kontrolllinie 1 im Vordergrund.

3.3.3 Zuckergehalte implizieren reduzierte Stresssensitivitat

Fir eine erste Charakterisierung der salztoleranten Linie 5 und 6 wurden zunéchst jeweils
die Kohlenhydratgehalte unter Stress- und Kontrollbedingungen bestimmt. Dabei wurde
beobachtet, dass der Starkegehalt in Linie 5 und 6 im Vergleich zu Linie 1 signifikant erhéht
war, wohingegen die gleichen Starkemengen unter Salzstress detektiert wurden (siehe
Abbildung 3.47).
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Abbildung 3.47: Anderungen der Zuckerakkumulation in verschiedenen Reispflanzen unter Salzstress.
Glukose-, Fruktose- und Saccharosemengen in salzgestressten Reispflanzen und Kontrollpflanzen wurden aus
einer ethanolischen Extraktion bestimmt. Dazu wurde die Kontrolllinie Nipponbare (Linie 1) sowie die
mutageniserten Linien 5 und 6 fur funf Wochen unter kontrollierten Bedingungen angezogen und anschlielend
einem achttagigen Salzstress (200mM NaCl) ausgesetzt. Die Probennahme erfolgte in einem Zeitraum von
mehreren Stunden vor Ende der Lichtperiode. Fur ein biologisches Replikat wurden jeweils mehrere Blétter einer
Pflanze vereinigt. Die Werte stellen eine Standardabweichung von 3-4 Pflanzen dar. Statistische Unterschiede zu
den Kontrollpflanzen der Linie 1 wurden durch einen zweiseitigen T-Test unter Annahme gleicher Varianz
ermittelt und mit einem Stern versehen (*p<0.05). Kontrollbedingung (c), Salzstress (s).

Dies konnte bedeuten, dass unter Salzstressbedingungen ahnliche metabolische Wege
genutzt werden und folglich &hnliche Reaktionen resultieren. Diese Hypothese wird zwar
noch durch die Betrachtung der Glukose- bzw. Fruktosemengen, zumindest fir Linie 5,
bestatigt, nicht jedoch fir die Saccharosemengen. Generell scheinen die Mengen an
Glukose und Fruktose in Reis im Vergleich zu Arabidopsis eher gering zu sein (siehe
Abbildung 3.47). Im Gegensatz zu den Hexosewerten konnten fur die untersuchten
Reislinien deutlich erhdhte Saccharosemengen festgestellt werden. Interessanterweise,
wiesen die Linie 5 und 6 bereits die gleichen Gehalte an Saccharose unter
Kontrollbedingungen auf, wie sie die Linie 1 erst unter Stressbedingungen erreicht, jeweils
ca. 50pg/g Frischgewicht. Die detektierten Saccharosemengen zeigten unter
Salzstressbedingungen auch keine weitere Zunahme, was die Schlussfolgerung erlaubt,
dass die salztoleranten Linien 5 und 6 offenbar weniger stresssensitiv sind als die

Kontrolllinie 1 und offenbar andere Mechanismen unter Stress aktivieren.
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3.3.4 Stresstolerante Linien 5 und 6 zeigen deutlich geringere

Aminosauremengen unter Stress

Nachdem die Zuckermessungen einen starken Hinweis daflr lieferten, dass die
Saccharosemengen  bereits  unter  Kontrollbedingungen  erhdéht  waren und
Salzstressbedingungen zu keinen weiteren Veranderungen fuhrten, sollte Uberprift werden,
ob sich ein &hnliches Muster bei den Aminoséuregehalten wiederfinden l&sst.
Erstaunlicherweise zeigte die Quantifizierung der Aminosauren eine eindeutige Tendenz:
Unter Kontrollbedingungen waren die Aminosauregehalten in allen drei Linien jeweils
vergleichbar hoch (siehe Abbildung 3.48).
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Abbildung 3.48: Aminosaduremengen der Reislinie Nipponbare und der T-DNA Insertionslinien 5 und 6
unter Kontroll- und Salzstressbedingungen. Reispflanzen der Kontrolllinie Nipponbare (Linie 1) sowie der T-
DNA Insertionslinien 5 und 6 wurden fir finf Wochen unter kontrollierten Bedingungen angezogen und
anschlielend einem achttdgigen Salzstress (200mM NaCl) ausgesetzt. Die Gehalte der Aminosauren wurden
anschlieBend in den Blattern aus Perchlorsaureextrakten mithilfe einer ,reversed-phase® HPLC und
Fluoreszenzdetektion des Fluoreszenzfarbstoffs AQC/Accq-Taqg bestimmt. Die Werte reprasentieren jeweils 3-4
unabhangige Pflanzen. Kontrollbedingung (c), Salzstress (s).

Unter Stress wies die Kontrolllinie 1 jedoch deutlich erhéhte Werte fast aller Aminosauren
auf, wohingegen Linie 5 nur einen verminderten Anstieg der Aminosaurewerte offenbarte.
Die Gehalte der Aminosdurewerte der Linie 6 waren selbst unter Salzstressbedingungen
vergleichbar mit ihren Kontrollen. Die Ergebnisse dieser Analysen zur Bestimmung von

Aminosauremengen der salztoleranten Linien 5 und 6 im Vergleich zur Kontrolllinie 1
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lieferten weitere deutliche Hinweise darauf, dass die beiden Linien deutlich geringere

Stresssensitivitdt unter erhohten Salzkonzentrationen aufweisen.

3.3.5 Erniedrigte Natriumakkumulation in Blattern der Linie 6

In Pflanzen kann Salztoleranz durch verschiedene Mechanismen erreicht werden
(zusammengefasst in Munns und Tester, 2008), wobei eine Mdoglichkeit einer erhdhten
Toleranz eine verminderte Aufnahme von Natrium in den Wurzeln darstellt. Um zu testen, ob
die Blatter unter Salzstressbedingungen weniger Natriummengen im Vergleich zu ihren
Kontrollpflanzen aufweisen, wurden die Natriumgehalte mithilfe eines Flammen-
Atomabsorbtionsspektrometers  sowie  Chloridgehalte  unter  Verwendung  eines
lonenchromatografen/lonenaustauschers bestimmt. Dabei wurde klar, dass Linie 5 mit der
Kontrolllinie 1 vergleichbare NaCl-Mengen unter Salzstressbedingungen akkumuliert (ca.
15mg/g). Im Gegensatz dazu zeigt Linie 6 eine signifikant verringerte Akkumulation von
Natrium und Chlorid im Vergleich zu ihrer Kontrollpflanze oder Linie 5 (siehe Abbildung
3.49).
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Abbildung 3.49: Natrium- bzw. Chloridgehalte in Blattern salzbehandelter Pflanzen in verschiedenen
Reislinien. Die Anionengehalte der verschiedenen Reislinien wurden Uber einen
lonenchromatografen/lonenaustauscher bzw. die Kationengehalte mithilfe eines Flammen-

Atomabsorbtionsspektrometers bestimmt. Dazu wurden zundchst 500mg Blattmaterial lyophilisiert, in der AG
Marcel Bucher/AG Mannsfeldt an der Universitdt Koln gemal Material und Methoden aufgearbeitet und
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anschlielend eine Messung im geografischen Institut Kéln durchgefiihrt. Ich danke besonders Nina Zellerhoff,
Marcel Bucher und der AG Mannsfeldt fir die Durchfuhrung der Messungen. Statistische Unterschiede zu den
Kontrollpflanzen der Linie 1 wurden durch einen zweiseitigen T-Test unter Annahme gleicher Varianz ermittelt
und mit einem Stern versehen (*p<0.05). Kontrollbedingung (c), Salzstress (s).

Diese Daten lassen vermuten, dass Blatter der Linie 5 gelernt haben, mit erhdhten
Salzwerten umzugehen, wohingegen die Linie 6 offensichtlich Mechanismen aktiviert hat, um
die NaCl-Aufnahme zu verhindern. Andere lonen, wie Phosphat, Nitrate, Sulfat und Fluorid
wurden ebenfalls gemessen, zeigten aber keine Unterschiede, weder in den Kontrollpflanzen
noch in den Natriumchlorid-behandelten Pflanzen unter Kontrollbedingungen (siehe
Abbildung 3.50). Wahrend der Stressapplikation kam es allerdings zur Abnahme dieser

lonen unabhéangig von der untersuchten Reislinie.
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Abbildung 3.50: FI, SOs, PO3 und NOs-Gehalte in Blattern salzbehandelter Pflanzen in verschiedenen
Reislinien. Die Fluorid-, Sulfat-, Phosphat- und Nitratgehalte der einzelnen Reislinien wurden Uber einen
lonenchromatografen/lonenaustauscher gemafR Material und Methoden bestimmt. Die Messung wurde
freundlicherweise von Nina Zellerhoff, Marcel Bucher und der Arbeitsgruppe Mannsfeldt durchgefiihrt. Statistische
Unterschiede zu den Kontrollpflanzen der Linie 1 wurden durch einen zweiseitigen T-Test unter Annahme
gleicher Varianz ermittelt und mit einem Stern versehen (*p<0.05). Kontrollbedingung (c), Salzstress (s).
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3.3.6 Mikroarray-Analysen der salztoleranten Reislinien 5 und 6

Um das Verstandnis tber die molekularen Antworten in Reispflanzen unter Salzstress weiter
zu verbessern wurden Agilent Mikroarray-Analysen der salztoleranten Linien 5 und 6, die
achttagigem 200mM Salzstress ausgesetzt worden waren, sowie der Kontrolllinie
durchgefuhrt. Fir die Hybridisierung wurde RNA vom selben Blattmaterial prépariert, das
auch fur die Aminosauremengen- und fir die lonengehaltbestimmungen verwendet wurde.
Es wurden jeweils vier Replikate hybridisiert und mit der Software Genespring 12.5
ausgewertet. Nach Anwendung eines ANOVA-Tests wurden mehr als zweifach differentiell
regulierte features gegeniber der Kontrolle identifiziert (ungleicher T-Test mit Annahme
ungleicher Varianz, p-Wert < 0.05, Abweichung = 2 und BHFDR). Vergleichende Analysen
zeigten, dass eine sehr hohe Anzahl an Transkripten unter Salzstressbedingungen
differentiell reguliert ist. In der Kontrolllinie 1 waren 12870, in der Linie 5 waren 7496 und in
Linie 6 3421 Gene gegenuber den jeweiligen Kontrollbedingungen differentiell exprimiert. Die
abnehmende Zahl regulierter Gene reflektiert die verminderte Salzempfindlichkeit der

untersuchten Genotypen (siehe Abbildung 3.51).

Kontrolle Salzstress

Line 1
Abbildung 3.51: Transkriptomprofile salzgestresster
Pflanzen. Dargestellt ist das Ergebnis von voLcano-Blot-
Analysen der statistisch signifikanten features fir die
Linien 5 und 6 im Vergleich zu der Kontrolllinie
Nipponbare 1 unter Salzstressbedingungen. Die
Signifikanzgrenze wurde fiir eine Anderung gréRer 2 und
einer BHFDR <0.05 gewahlt.

Line 5

Line 6

Um einen nadheren Einblick zu erhalten, wurde eine funktionelle Kategorisierung
durchgefiuhrt, die Prozesse identifizieren soll, die in den einzelnen Linien ablaufen. Fur jede
Kategorie wurde das prozentuale Verhéltnis der differentiell regulierten Gene innerhalb einer
Behandlung relativ zum Verhéltnis der Gesamtanzahl auf dem Chip bestimmt. Die
funktionellen Kategorien sowie die entsprechenden Anreicherungen sind in Abbildung 3.52
abgebildet.
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Abbildung 3.52: Funktionelle Kategorisierung hoch- bzw. herunterregulierter features von salzgestressten
Pflanzen der Linien 1, 5 und 6. Differentiell regulierte Transkripte in jeder Pflanze wurden verglichen mit
Kontrollpflanzen und in hoch- bzw. herunterregulierter Transkripte eingeteilt. AnschlieBend wurden diese
entsprechend einer Klassifikation von mapPMAN klassifiziert. Die Balken stellen die Anreicherung innerhalb einer
Gruppe fir die Salzstressbehandlung gegenuber nichtbehandelten Pflanzen dar.

Bei dieser Analyse war besonders auffallig, dass Linie 5 und insbesondere Linie 6, weniger
Gene in den Kategorien Stress, Redoxregulation und Signalgebung reguliert haben. Dies
deutet auf eine geringere Stresssensitivitdat hin und steht im Einklang mit den bereits
erhobenen Aminoséuredaten. Unter Stressbedingungen werden zahlreiche Prozesse
deutlich schlechter ausgefiihrt. Dies macht sich zum Beispiel bei Photosynthesegenen
bemerkbar, die in der Kontrolllinie weitgehend herunterreguliert sind. Im Vergleich dazu, sind
die Gene der Photosynthese bei Linie 6 nicht nur vereinzelt herunterreguliert, sondern sogar
teilweise angereichert. Zusammenfassend zeigen die transkriptionellen und metabolischen
Analysen, dass die salztoleranten Pflanzen offensichtlich Mechanismen entwickelt haben,
die sie weniger anfallig gegeniber Salzstress machen, weshalb weniger stressresponsive

Gene aktiviert werden.
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4 Diskussion
4.1 Wie gehen Pflanzen mit multiplem Stress um?

Unter Feldbedingungen treten Stressfaktoren selten isoliert in Erscheinung, sondern héufig
in Kombination mit anderen Umweltfaktoren und zusétzlich variierender Intensitat. Daher ist
es fur Pflanzen essentiell, sich gegebenen Umweltbedingungen anzupassen und sich vor
widrigen Umstéanden zu schitzen. Bisher gibt es allerdings nur wenige Studien, die
physiologische und molekulare Auswirkungen simultaner Stresssituationen naher untersucht
haben. Daten frilherer Arbeiten zu kombinierten abiotischen Stresskomponenten lassen
jedoch vermuten, dass sich die pflanzliche Antwort auf gleichzeitig auftretende
Stresssituationen von den Reaktionen gegeniber Einzelstress unterscheidet und nicht
abzuleiten ist (Rizhsky et al.,, 2002; Rizhsky et al.,, 2004; Achuo et al., 2006). Von
besonderem Interesse ist die Koexistenz biotischer und abiotischer Stressfaktoren, da in
mehreren Studien gezeigt werden konnte, dass beispielsweise Phytohormone sowohl unter
biotischen als auch unter abiotischen Stresssituationen verschiedene Signalwege regulieren
und alternative Antworten steuern kénnen (Anderson et al., 2004; Asselbergh et al., 2008;
Ton et al., 2009). Folglich missen Pflanzen in der Lage sein sich an bestehende Klima- und
Bodenverhaltnisse anzupassen, indem ein entsprechendes Repertoire an Umweltfaktoren
wahrgenommen und anschlielend entsprechende Signalwege aktiviert werden, die
langfristig Schutz vor Schaden gewahrleisten. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher
erstmals die Auswirkungen von mehreren simultan existierenden abiotischen und biotischen
Stressfaktoren auf Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) sowohl auf physiologischer als auch
auf molekularer Ebene zu analysieren. Die Ergebnisse belegen, dass bei einer Kombination
aus mehreren Stressfaktoren neue Stressantworten mit individuellen
Genexpressionsmustern aktiviert werden. Identifizierte Gene und Prozesse liefern im
Rahmen sich verdndernder Klimabedingungen moglicherweise einen wesentlichen Beitrag

zum Verstandnis der Pflanzenstresstoleranz.

4.1.1 Erfolgreiche Etablierung eines multifaktoriellen
Stressexperiments

Durch die Kombination der beiden abiotischen Faktoren Hitze und Trockenheit sowie der

biotischen Stresskomponente Turnip mosaic virus (TuMV) konnte erstmals ein

multifaktorielles Testsystem entwickelt werden, dass erlaubt, den Einfluss eines Pathogens

bei gleichzeitiger Anwesenheit von Hitze und Trockenheit in Arabidopsis naher zu
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analysieren. Sowohl Metabolitanalysen als auch die Transkriptanalysen zeigten klar, dass
alle Replikate der jeweiligen Behandlungen in einer PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS (PCA-
Analyse) und einer Cluster-Analyse gruppiert werden konnten und sich jede
Stressapplikation von den anderen Behandlungen separieren liel3 (siehe Abbildung 3.2 bis
3.5), so dass adaquate Bedingungen fur die Studien pflanzlicher Antworten auf multiple
Stresssituationen erzielt wurden. Die gute Korrelation zwischen Metabolitdaten und
Transkriptdaten ist moglicherweise dadurch beglnstigt, dass schwerpunktmaRig die
Adaption auf verschiedene Stressbedingungen untersucht wurde und eine schnellere
Reaktion der Metabolite im Vergleich zu den transkriptionellen Aktivitaten in der ersten
Reaktion auf Stress vernachlassigt werden kdnnen (Caldana et al.,, 2011). Obwohl die
applizierten Temperaturen von 32°C tagslber Uber einen Zeitraum von drei Tagen nur
milden Stress darstellten, verglichen mit Hitzeschockversuchen ahnlicher Studien, die bis zu
40°C Temperatur Uber kurze Zeitrdume von wenigen Stunden applizierten (Larkindale und
Knight, 2002; Rizhsky et al., 2004; Pecinka et al., 2010; Zhang et al., 2010), konnten bereits
in friheren Studien identifizierte Metabolite L-His und L-Tyr angereichert gefunden werden
(siehe Abbildung 3.3; Kaplan et al., 2004; Guy et al, 2008). Nur in wenigen
Versuchsaufbauten wurde Hitzestress tber mehrere Tage appliziert, wie in einer Studie von
Panchuk et al. (2002), die Arabidopsis-Pflanzen Temperaturen von 28°C bis 34°C Uber drei
Tage konfrontierten. Wahrend in friheren Studien starke Austrocknung durch Entfernen der
Pflanzen aus dem Medium (Seki et al., 2002b; Kilian et al., 2007; Atkinson et al., 2013) oder
osmotischer Stress durch Zugabe von Mannitol oder Polyethylenglycol erzielt wurde (Kreps
et al., 2002; Hong et al., 2008; Zhang et al., 2008), wurde in der vorliegenden Studie in
Hinblick auf den schleichenden Wasserentzug unter Feldbedingungen ein kontrollierter
Wasserentzug gewahlt, bis der Wassergehalt in Blattern ein gewisses Niveau erreichte.
Neben verschiedenen abiotischen Stressfaktoren sind Pflanzen in der Natur zudem
zahlreichen Phytopathogenen ausgesetzt. Phytopathogene nutzen Wirtszellen als
Nahrstoffquelle in Abhangigkeit ihrer jeweiligen Ernahrungsstrategien. Demnach kénnen
Pathogene als biotrophe, hemibiotrophe und nekrotrophe Parasiten klassifiziert werden
(Hammond-Kosack und Jones 2000). Biotrophe Pathogene, wie Mehltau, Nematoden und
einige Pseudomonas-Arten nutzen stoffwechselaktive Pflanzenzellen als
Nahrungsgrundlage. Im Gegensatz dazu produzieren nekrotrophe Organismen, wie Pilze der
Gattung Botrytis, Alternaria, Fusarium zellwandabbauende Enzyme oder wirtsselektive
Toxine und leben von abgestorbenem Pflanzenmaterial. Hemibiotrophe Pathogene, wie
Magnaporthe oder Colletotrichum durchleben beide Phasen sequentiell (Hammond-Kosack
und Jones 2000). Darlber hinaus existieren einzelne Pathogene in unterschiedlichen

pflanzlichen Kompartimenten. Wahrend sich Bakterien im extrazellularen Bereich, dem
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Apoplasten, vermehren, kann die virale Replikation nur innerhalb der Wirtszellen erfolgen.
Auch wenn es aus jeder Kategorie Pathogene gibt, die in der Lage sind, Arabidopsis-
Pflanzen zu infizieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Pathogen gewéahlt, das unter
Laborbedingungen zusammen mit Hitze und Trockenheit untersucht werden kann. Pilze, wie
Colletotrichum higginsianum, wurden als unglinstig erachtet, da die Infektionsmethoden im
Labor unter sehr hoher Luftfeuchtigkeit erfolgen und damit im Ausschluss zu simultanen
Trockenexperimenten stehen (Voll et al., 2012). Das Bakterium Pseudomonas syringae (P.
syringae) und auch der Pilz Erysiphe cruciferarum kénnen nicht Uber 28°C bzw. 22°C
kultiviert werden, so dass sie zumindest als Wildtyp-Stdmme nicht fir Experimente in
Kombination mit Temperaturen Uber 28°C geeignet sind (Adam et al., 1999; Kocal et al.,
2008). Dagegen sind Viren sowohl unter erhdhten Temperaturen als auch in
trockengestressten Pflanzen Uberlebensfahig (Moury et al., 1998; Kiraly et al., 2008; Xu et
al., 2008). Viren verbreiten sich von infektibsem Material Uber einen effizienten Zell-zu-Zell
Transport innerhalb des lokal infizierten Blattes, wobei dieser Transport weitgehend
ungeklart ist, obwohl die elf von Potyviren kodierenden Gene intensiv studiert werden
(lvanov et al., 2014). AnschlieBend erfolgt der Langstreckentransport tGber das Phloem und
Uber Plasmodesmata in weiter entfernte Blatter und Organe (Carrington et al., 1996;
Gilbertson und Lucas, 1996), was auch den eher sequentiellen als viel mehr simultanen
Stressaufbau erklart. Moglicherweise sind die Pflanzen dadurch zwar auf die nachfolgenden
Stressfaktoren Trockenheit und Hitze vorbereitet, doch existiert dieses Dilemma auch in
anderen Studien (Rizhsky et al., 2004; Rasmussen et al.,, 2013). Ein alternativer
Versuchsaufbau ware mit Botrytis cinerea moglich gewesen, indem durch ein Kuhlsystem im
Boden eine erfolgreiche Infektion der Wurzeln unter optimalen Temperaturen ermdglicht
ware, wohingegen die Blatter einem Hitzestress ausgesetzt werden konnten. Interessant
ware auch das Pathogen Verticillium longisporum, das ebenfalls im Wurzelbereich appliziert
werden kann (Johansson et al.,, 2006) und die Verbreitung im Spross der Pflanze unter
zusatzlicher Einwirkung von Stress untersucht werden kénnte. Der einmalige Zeitpunkt fir
die Beprobung ist auf logistische Grinde zurtickzufilhren und stellt zugleich auch die
Einschrankung dieses Experiments dar, indem keine Riickschliisse auf die zeitliche Dynamik
von Einzelstressapplikationen in Bezug zu den Doppelstresskombinationen gezogen werden
kénnen (Bricchi et al., 2012; Rasmussen et al., 2013). Allerdings kann diese Limitierung in
den meisten anderen Studien Uber Auswirkungen verschiedener Stressfaktoren auch
gefunden werden (Rizhsky et al., 2002; Atkinson et al., 2013; Rasmussen et al., 2013).
Lediglich wenige Beispiele weisen eine Charakterisierung eines Zeitverlaufs auf (Kreps et al.,
2002; Kaplan et al., 2004; Zeller et al., 2009). Viel wichtiger schien es einen Zeitpunkt zu

wahlen, der die Adaption an verschiedene Umweltbedingungen hinreichend beschreibt.
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4.1.2 Universelle Auswirkungen verschiedener Stressfaktoren

Verschiedene Stressbedingungen beeintréchtigen das optimale Pflanzenwachstum und den
Ertrag, weshalb Pflanzen zahlreiche Resistenzmechanismen zur Minimierung von
Stresseffekten entwickelt haben. Einige pflanzliche Antworten auf Stress sind spezifisch,
wohingegen andere sehr allgemein sind und strategische Vorteile gegenlber einer Vielzahl
an Stressbedingungen bieten. In beiden Fallen kommt es zur Aktivierung einer
Stressantwort, die zu Gunsten einer metabolischen Umverteilungen lauft, so dass die
Pflanzen signifikante Ressourcen, die normalerweise in Produktion und Reproduktion
flieBen, in die Aktivierung von stressresponsiven Genen und der Produktion von
Abwehrkomponenten minden (McLaughlin und Shriner, 1980; Prasch und Sonnewald,
2014). Diese Umverteilung vorhandener Ressourcen resultiert folglich in einer
Beeintrachtigungen des Wachstum und des Ertrags (Bechtold et al.,, 2010). Unter den
gewahlten experimentellen Bedingungen dieser Arbeit zeigten alle Stressfaktoren
signifikante Unterschiede in der verbleibenden Biomasse im Vergleich zu den unbehandelten
Pflanzen (siehe Tabelle 3.2). Der Effekt von zwei oder sogar mehreren Umweltfaktoren kann
fur Pflanzen viel schwerwiegender sein als Einzelstress (Mittler, 2006). Dieser zusatzliche
Biomasseverlust im Falle simultan auftretender Trockenheit und Hitze wurde in zahlreichen
Nutzpflanzen, u.a. Gerste festgestellt (Savin und Nicolas, 1996; Rollins et al., 2013). Sobald
hier mehrere Stressfaktoren, Trockenheit, Hitze und Virus in Arabidopsis kombiniert wurden,
konnten die starksten Biomasseverluste im Vergleich zu den Einzelstressbedingungen
detektiert werden (siehe Tabelle 3.2). Reduzierte Biomassen wurden u.a. durch eine
reduzierte Blattanzahl verursacht (siehe Tabelle 3.2). In Kombination mit Hitzestress war
zudem aufféllig, dass die Blatter eine vertikale Stellung einnahmen, um direkte
Lichteinstrahlung, Uberhitzung und tibermaRigen Wasserverlust zu vermeiden (siehe Tabelle
3.2; Koini et al. (2009)). Diese veranderte Blattausrichtung fiihrt zwangslaufig zu einem
verénderten Energiehaushalt des Blattes und konnte schon friih bei anderen Pflanzen als
eine Reaktion auf erhéhte Temperaturen entdeckt werden (Fu und Ehleringer, 1989).
Allerdings sind diese Biomasseverluste nicht additiv, was in diversen Interaktionen dieser
Stressfaktoren begriindet sein kann. Beispielsweise kann ein Anstieg der Blatttemperatur
den Wasserverlust durch steigende Transpiration auch erhéhen und reduziertes

Wurzelwachstum die Suszeptibilitat gegentiber Wassermangel erhdhen.

Neben den anatomischen Anpassungen stellt die Photosynthese einen der sensitivsten
physiologischen Prozesse unter Stress dar, was zu Energieverlust und letztendlich zu
Wachstumsverminderung fiihrt (Crafts-Brandner und Salvucci, 2002; Baena-Gonzalez et al.,
2007; Mathur et al.,, 2014; Smith und Stitt, 2007). Die Analyse der Transkriptdaten
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multiparallel gestresster Pflanzen zeigte unter nahezu allen Stressbedingungen eine
Herunterregulation photosynthetischer Gene (siehe Abbildung 3.26). Besonders ausgepragt
war dieser Effekt bei gleichzeitiger Applikation von Hitze, was im Einklang mit anderen
Studien steht, die unabhangig von der Pflanzenart bei einer Uberschreitung einer gewissen
Temperatur negative Auswirkungen der photosynthetischen Raten feststellen konnten
(Sharkey et al.,, 2005). Speziell bei der Betrachtung der entsprechenden Gene des
Photosystems PSII zeigte sich, dass sie bei héheren Temperaturen sensitiver gegenuber
Trockenheit reagierten. Lediglich bei Trockenheit waren nur marginale Unterschiede zu den
Kontrollbedingungen festzustellen, was im Gegensatz zu anderen Studien steht, da zu
Beginn der Trockenphase in Pflanzen Stomata geschlossen werden (Abbildung 3.26;
Rizhsky et al. (2004), Chaves et al. (2003)) und folglich eine reduzierte stomatare
Leitfahigkeit, eine verminderte CO, Aufnahme und damit eine limitierende Photosynthese zu
erwarten gewesen ware (Chaves et al., 2009). Die reduzierte photosynthetische Aktivitat in
den einzelnen Stressbedingungen ist damit offensichtlich unabhangig von der stomatéren
Leitfahigkeit, da das gegenlaufige Verhalten eines Stomataschlusses bei Trockenheit und

das Offnen bei Hitze keine Unterschiede auslost (Ashraf und Harris, 2013).

Darlber hinaus ist bekannt, dass neben einer Vielzahl anderer Gene die photosynthetischen
Gene durch den zirkadianen Tagesrhythmus reguliert werden (Gibon et al., 2006). In
Arabidopsis ist die zirkadiane Uhr mindestens durch drei transkriptionelle interaktive
Kreislaufe beschrieben worden (Locke et al., 2006). Der am besten charakterisierte Kreislauf
weist bei Tagesbeginn die héchste Expression der MYB Transkriptionsfaktoren CIRCADIAN
CLOCK ASSOCIATED1 (CCALl), einer molekularen Oszillatorkomponente der morgendlichen
Schleife der zirkadianen Uhr (Alabadi et al., 2001; Yakir et al., 2007) und LATE ELONGATED
HYPOCOTYL (LHY) auf, wohingegen die Transkription des PSEUDO-RESPONSE-REGULATORS
(PRR) TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1) zu diesem Zeitpunkt am geringsten ist. Zum
Abend hin nimmt die Expression der Gene CCAl und LHY zunehmend ab, die TOC1
Expression hingegen steigt. AnschlieRend ist TOC1 in der Lage LHY und CCA1l in einem
unbekannten Mechanismus zu reaktivieren. Interessanterweise konnte mittlerweile in
zahlreichen Untersuchungen gezeigt werden, dass der zirkadiane Rhythmus durch
Umweltfaktoren, wie Wassermangel, Licht und Temperatur, reguliert wird (Bieniawska et al.,
2008; Mikkelsen und Thomashow, 2009; Baerenfaller et al., 2012). In friheren Studien
konnte gefunden werden, dass eine ganze Reihe an ABA-responsiven Genen eine diurnale
Oszillation hatten (Mizuno und Yamashino, 2008). Die Forscher um Legnaioli et al. (2009)
fanden zudem heraus, dass gestiegene ABA-Konzentrationen selbst Einfluss auf die
zirkadiane Uhr nehmen und die Expression von TOCL1 induzieren kdnnen. Da es keine ABA-
Induktion von TOC1l in ABAR-RNAI Pflanzen gab, wurde ein feedback-Mechanismus
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angenommen, bei dem durch die Bindung von TOC1 an das ABA-assoziierte Gen ABAR die
zirkadiane Expression kontrolliert wird. Somit wird die ABA-Aktivitat durch die Expression
von ABAR und TOC1 reziprok reguliert. Die Autoren postulierten, dass die zeitliche
Regulation dieses Mechanismus bestehend aus TOC1, ABAR und ABA wichtig fir ABA-
vermittelte Anderungen der Genexpression und die Pflanzenantworten unter Trockenheit
sind (Legnaioli et al., 2009). Detaillierte Stressantworten unter Wassermangel zeigten
signifikante Anderungen der Genexpression von TOC1 und CCA1, wobei TOC1 am Ende
des Tages hochreguliert war und CCA1 am Ende der Nacht (Baerenfaller et al.,, 2012).
Wahrend der Effekt niedriger Temperatur auf die Expression der Tagesrhythmus-
gesteuerten Gene intensiv studiert wurde, galt dem Verhalten dieser Gene unter erhéhten
Temperaturen nur wenig Aufmerksamkeit. Bisher sind erhdhte TOC1 Amplituden, aber
verringerte CCAL und LHY Expressionswerte bei einer Temperatur von 27°C im Vergleich zu
17°C gefunden worden (Gould et al., 2006). Interessanterweise wies CCAL deutlich erhéhte
Transkriptmengen in den Mikroarray-Analysen unter kombinierten Stessbedingungen am
Ende des Tages auf (Abbildung 3.30). In einem unabhéngigen Experiment konnte eine
starke Zunahme von CCAL1 sowie reduzierte Werte fir TOC1 mRNA in gestressten Pflanzen
verifiziert werden (siehe Abbildung 3.31), was den Schluss erlaubt, dass Stressapplikation,
singular oder in Kombination, zu einem ver&nderten Verhaltnis der Hauptregulatoren der

zirkadianen Uhr fihrt.

Eine Limitierung der Photosynthese unter Stress andert zwangslaufig den Energiestatus der
Pflanze, da ATP und NADPH aus den photochemischen Reaktionen resultieren. Im Einklang
mit zahlreichen herunterregulierten Genen der Photosynthese zeigten auch die meisten
Gene des primaren Kohlenstoffmetabolismus, einschlie3lich des Calvin-Benson-Zyklus,
einen ahnlichen Trend als Antwort auf singulare und multifaktorielle Stresssituationen (siehe
Abbildung 3.27). Da die Pflanzen unter den verschiedenen Stressbedingungen alle
reduziertes Trockengewicht aufwiesen (Tabelle 3.2), konnte eine Hochregulation der
Photorespiration unter Stress erwartet werden, wie es Rivero et al. (2009) beschrieben
haben. Tats&chlich war die Expression einiger Gene der Photorespiration, u.a. die Gene der
GLYKOLATOXIDASE (bis zu 4-fache Hochregulation) und GLUTAMATGLYOXYLATE
AMINOTRANSFERASE (bis zu 1.7-fache Hochregulation) in den Stressbedingungen erhoht, die
Hitzeapplikationen mit einschlieRen (siehe Abbildung 3.27). Dies ist zu erwarten, da die CO,-
Loslichkeit unter Hitzestress sinken sollte und die RIBULOSE-1.5-BISPHOSPHATE
CARBOXYLASE/OXYGENASE (RubisCo) oxygenieren sollte. Auch wenn die RubisCo selbst nicht
differentiell unter den entsprechenden Stresssituationen mit Hitze reguliert ist (siehe Anhang
A12), geben die erhdhten Transkriptdaten der GLYKOLATOXIDASE und GLUTAMATGLYOXYLATE

AMINOTRANSFERASE dennoch Anlass flr eine gestiegene Photorespiration unter Hitze. Die
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Beobachtung, dass Trockenstress zu verstarkten Wachstumseinbuf3en in Abwesenheit von
signifikanten transkriptionellen Anderungen der Gene des respiratorischen Weges fiihrt, ist in
Einklang mit friheren Studien, die zeigen, dass milder und starker Trockenstress zu keiner
Veranderung der Dunkelreaktion, aber trotzdem zu einer Wachstumshemmung fuhrt
(Hummel et al., 2010). Dies deutet darauf hin, dass der Kohlenstofffluss nicht limitierend fir
das Blattwachstum unter Wasserdefizit ist, aber unter kombinierten Stressbedingungen sehr
wohl. Weiterfihrende Analysen zeigten zudem, dass die meisten Gene, die fur Proteine der
mitochondrialen Elektronentransportkette kodieren, mit Ausnahme von Trockenheit und Virus
sowie einer Kombination aus Virus und Trockenheit ebenfalls herunterreguliert sind,
einschliellich Komplex | bis VI (siehe Abbildung 3.29).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es unabhangig von den applizierten
Stressbedingungen zu einer weitgehend verminderten Genexpression des zentralen
Kohlenstoffwechsels kommt. Offensichtlich handelt es sich damit um keine spezifische,

sondern um eine generelle Stressantwort.

4.1.3 Pflanzliche Stressantworten auf multifaktorielle

Stresssituationen sind schwer prognostizierbar

Im Allgemeinen zeigen die Transkriptanalysen bezuglich des zentralen Kohlenstoffwechsels
eine verminderte Expression der meisten Gene, wobei fir einzelne singulare
Stressbedingungen, aber auch speziell fir die Kombinationen verschiedener
Stressbedingungen, Unterschiede existieren. Beispielsweise konnte eine Komponente des
alternativen respiratorischen Weges, die Alternative Oxidase (AOX), in verschiedenen
Stresssituationen leicht hochreguliert gefunden werden, wohingegen alle anderen Komplexe
der mitochondrialen Elektronentransportkette herunterreguliert waren (siehe Abbildung 3.29).
Erhohte Expressionslevel der AOX konnten ebenfalls bei einer simultanen Applikation von
Trockenheit und Hitze in Tabakpflanzen in einer friheren Studie festgestellt werden (Rizhsky
et al., 2002), so dass von einer generellen Bedeutung unter kombiniertem Stress
ausgegangen werden darf. Auch wenn die genaue Rolle der AOX unter Stress nicht Kklar ist
(siehe Van Aken et al. (2009)), wurde interessanterweise angenommen, dass AOX ein
negativer Regulator der induzierten Resistenz gegeniber Viren ist (Gilliland, 2003). Unter
Verwendung transgener Tabakpflanzen mit einer erhohten Kapazitat fur den alternativen
Weg konnten die Autoren demonstrieren, dass die Tobacco mosaic virus (TMV)-Resistenz
beeintrachtigt war. Die Interaktion von TuMV und Pflanzen, die multifaktoriellem Stress

ausgesetzt sind, werden im nachsten Abschnitt néaher diskutiert.
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Entgegen des allgemeinen Trends bezlglich der Transkriptregulation innerhalb des
zentralen Stoffwechsels stellen die Transkripte des TCA-Zyklus (tricarboxylic acid cycle,
TCA), u.a. die ACONITASE und die ISOCITRATDEHYDROGENASE, eine Ausnahme dar. Deren
Enzyme sind in der Lage a-Ketogluterat zu bilden, das Uber Glutamat in Prolin
verstoffwechselt werden kann. Die Aminosaure Prolin ist als Osmolyt bekannt, das mit
Wassermolekilen interagiert und Proteinstrukturen und Membranen stabilisiert, um einen
hohen Wassergehalt aufrechtzuhalten. Prolin akkumuliert beispielsweise unter Trockenheit
bzw. osmotischem Stress sehr schnell und sorgt fur die Aufrechterhaltung des zellularen
Wasserhaushalts, der Membranstabilitdt und mildert das zellulare Redoxpotential (Hayat et
al., 2012). Im Rahmen dieser Arbeit konnten nicht nur unter Trockenheit, sondern auch bei
einer Kombination aus Trockenheit und Virenstress erhdhte Transkriptmengen fir die Gene
ACONITASE und ISOCITRATDEHYDROGENASE gefunden werden, was vermuten lasst, dass
ausgehend vom Zitratzyklus erhdhte Prolinmengen gebildet werden und als Osmolyte
verstarkt wirken konnen (siehe Abbildung 3.28). Die Transkriptdaten werden durch erhdhte
Prolinmengen, sowohl unter Trockenheit als auch in der Kombination aus Trockenheit und
Virus durch die Metabolitanalysen bestatigt (siehe Abbildung 3.3). Die unmittelbar an der
Biosynthese von Prolin beteiligten Gene, DELTA1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE SYNTHETASE
(P5CS) und PYRROLINE-5-CARBOXYLATE REDUCTASE (P5CR) konnten in diesen Experimenten
jedoch nicht differentiell reguliert gefunden werden (siehe Anhang A13). Im Gegensatz zur
Trockenheit, konnten weder unter Hitzestress, noch in einer Kombination aus Trockenheit
und Hitze Prolinakkumulationen und Verénderungen in den Kkorrespondierenden
Transkriptmengen detektiert werden (siehe Abbildung 3.28). Allerdings konnte unter
kombinierten Trocken- und Hitzestresssituationen sowohl im Rahmen dieser Arbeit als auch
bei Rizhsky et al. (2004) erhéhte Saccharosemengen im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen gefunden werden. Dies lie? die Autoren spekulieren, dass in einer
Kombination aus Trockenheit und Hitze Saccharose anstelle von Prolin der wichtige Osmolyt
ist (Rizhsy et al., 2004).

Aus physiologischer Sicht war weiterhin spannend, dass individueller Stress kontrare
Reaktionen in Pflanzen auslost. So fiihrt Hitzestress normalerweise zum Offnen der
Stomata, um ein UbermaR an Hitze zu kompensieren, was bei gleichzeitigem Auftreten
anderer Stressfaktoren die Aufnahme von Salz oder Schwermetallen erleichtern und dadurch
einen grol3eren Schaden anrichten konnte (Mittler und Blumwald, 2010). Im Vergleich dazu,
werden die Stomata unter Trockenheit geschlossen, um weiteren Wasserverlust zu
vermeiden. Kombinierte Hitze und Trockenheit verursacht Stomataschluss (Tabelle 3.2;
Rizhsky et al., 2002), was auch bei viraler Infektion unter Trockenheit und Triplestress

zutrifft. Bei einer Kombination aus Virus und Hitze sind die Stomata bemerkenswerterweise
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ebenso geschlossen, obwohl sie bei den Einzelstressfaktoren Hitze und Virus gedffnet sind
(siehe Tabelle 3.2). Die Koexistenz von Viren und Hitze kann im Zytosol der Pflanzen
komplexe Interaktion verursachen, weshalb die Effekte von kombiniertem Stress schwer zu
prognostizieren sind. Untersuchungen zur Wechselwirkung von Bakterien unter Trockenheit
waren zunéchst auch unklar (Beattie, 2011). Es ist bekannt, dass geodffnete Stomata fir
Bakterien einen Vorteil beim Eindringen in Pflanzen darstellen (Melotto et al., 2006).
FortfUhrende Studien zeigten jedoch, dass dieser Effekt wahrscheinlich nur kurzfristig ist und
Bakterien langfristig von geschlossenen Stomata mit einem hohen pflanzlichen
Wassergehalt profitieren (Freeman und Beattie, 2009). Beispielsweise induziert der Effektor
HopAML1 aus Pseudomonas den Stomataschluss, was vermutlich der Grund ist, warum in
trockengestressten Pflanzen erhdhtes bakterielles Wachstum ermittelt werden konnte (Goel
et al., 2008). Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die physiologischen Ergebnisse
zur Biomasse und dem Verhalten der Stomata unter kombinierten Stressbedingungen die
Notwendigkeit zur Anderung des Fokus der pflanzlichen Stressforschung verdeutlichen,
weshalb im Rahmen dieser Arbeit erstmals die transkriptionellen und metabolischen
Auswirkungen auf Pflanzen unter dem Einfluss von drei verschiedenen

Einzelstresssituationen sowie deren Kombination analysiert wurden.

Die Mikroarray-Analysen in Kapitel 3.1 offenbarten, dass Arabidopsis unter dem
gleichzeitigen Einfluss von Hitze, Trockenheit und Virenstress ein komplett neues Programm
der Genexpression aktivieren, das nicht gefunden werden kann, wenn Einzelstress alleine
appliziert wird (siehe Abbildung 3.6). Bemerkenswert war, dass die Anzahl der differentiell
regulierten Gene sowohl mit der Starke als auch mit der Komplexitdt des Stresses
synergistisch stieg, was mdoglicherweise auf eine Feinregulation zwischen verschiedenen
abiotischen und Dbiotischen Stressfaktoren zurtickzufihren ist. Obwohl gleicher
Biomasseverlust wie bei Triplestress erzielt wurde, fiihrte die starke Hitzebehandlung zur
hdchsten Anzahl an differentiell regulierten Genen. Als Reaktion auf Hitze werden Uberhaupt
zahlreiche Anderungen auf Transkriptebene verursacht: Selbst moderate Hitze veranlasst in
einer PCA-Analyse die starkste Trennung reprasentiert durch Komponente PC1 in der PCA-
Analyse und bildete einen eigenen Zweig in der Cluster-Analyse der Transkripte (siehe
Abbildung 3.4 und 3.5). Auch wenn es bislang nur wenige Studien gibt, die die molekularen
Antworten auf multifaktoriellen Stress unter zu Hilfenahme von Mikroarrays erforscht haben,
wurden diese Untersuchungen mittlerweile auf weitere abiotische Stressfaktoren und andere
Pflanzen ausgeweitet. So lieferten Ergebnisse in Weizen ein molekulares und metabolisches
Muster, das in einer Kombination von Hitze und Trockenheit nicht vergleichbar mit den
Einzelstresssituationen war (Wang et al., 2010; Grigorova et al., 2011). Die Inhibition der

Photosynthese war unter kombinierten Stressbedingungen starker ausgepragt als unter
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Einzelstress (Wang et al., 2010) und die Expressionsmuster der Hitzeschockproteine (heat
shock proteins; HSPs) waren im Vergleich zum Einzelstress deutlich verandert (Grigorova et
al., 2011). Eine Kombination aus Licht und erhéhten Temperaturen zeigte jeweils spezifische
Genexpressionsprogramme in Sonnenblume (Hewezi et al., 2008), ebenso wie die
Antworten auf kombinierten Hitze- und Salzstress in Tomatenpflanzen (Solanum
lycopersicum) voéllig unerwartet waren (Rivero et al., 2013). Hitze verbesserte namlich die
Salztoleranz der Tomatenpflanzen, was mdglicherweise dadurch begrindet werden kann,
dass durch erhéhte Mengen an Glycin, Betain und Trehalose erhéhte Kaliumkonzentration
gewabhrleistet werden kdnnen und damit eine geringere Natriumaufnahme maglich ist (Rivero
et al., 2013). Darlber hinaus verglichen Rasmussen et al. (2013) die transkriptionellen
Anderungen aus jeweils zwei Stressfaktoren (Hitze, Kalte, Salzstress, Hochlicht und
Flagellin) und kamen zu der Erkenntnis, dass 61% der Gesamttranskripte nur wahrend einer
Kombination exprimiert wurden. In der neuesten Studie wurden die globalen
Transkriptionsdnderungen auf osmotischen Stress sowie Salz- und Hitzestress untersucht
und von den 2076 Genen, die zumindest unter einer Einzelbedingung gefunden wurden,
konnten nur 833, also 41%, in multiplen Stressexperimenten wieder erkannt werden
(Sewelam et al.,, 2014). Hitze zeigte in mehreren Studien den starksten Einfluss auf die
Genexpression, unabhéngig davon ob Trockenheit oder Salzstress in Kombination mit Hitze
appliziert wurde (Prasch und Sonnewald, 2013; Rasmussen et al., 2013; Sewelam et al.,
2014). Die quantitativen Transkriptauswertungen all dieser Studien belegen die seit langem
aufgestellte Hypothese, dass Pflanzen in ihren Stressantworten hoch spezialisiert sind und
einzigartige Programme fir entsprechende Umweltbedingungen nutzen (Mittler, 2006;
Yasuda et al., 2008; Ton et al., 2009).

4.1.4 Beeintrachtigung pflanzlicher Abwehrsysteme unter simultan

applizierten abiotischen Stressbedingungen

Ein Ziel dieser Studie war es die Interaktion des Viruses TuMV mit Arabidopsis zu
charakterisieren, wenn gleichzeitig Hitze und Trockenheit appliziert werden. In der Literatur
gibt es mittlerweile zahlreiche Beispiele, die zeigen, dass das Auftreten eines zweiten
Stressfaktors bei einer bereits existierenden Stressantwort synergistisch oder auch
antagonistisch sein kann, was in einer positiven oder negativen Wirkung fiir die Pflanze
resultieren kann (zusammengefasst in Suzuki et al. (2014). Die Arbeitsgruppe um Anna
Amtmann (2008) ist zu der Erkenntnis gekommen, dass es offensichtlich eine Korrelation

zwischen dem pflanzlichen Nahrstoffhaushalt, in dieser Verdffentlichung der Kaliumstatus

134



Diskussion

der Pflanze, und dem Krankheitsindex verschiedener Pathogene gibt. Ein Vergleich von
mehr als 2000 Studien gelistet in einer Veroffentlichung des International Potash Institute
(Basel) offenbarte, dass die Applikation von Kalium den Krankheitsindex, tiberwiegend von
Pilzen und Bakterien, senkte (Amtmann et al., 2008). Eine Ausnahme stellen virale
Infektionen dar, bei denen sogar ein Anstieg der Virusmenge bei Kaliumapplikation
festgestellt wurde. Der Kaliumgehalt beeinflusst eine Vielzahl an pflanzlichen Prozessen,
einschlieB3lich der Hormonwege und Abwehrmechanismen und kann somit abhangig vom
Pathogensystem zu einer positiven oder auch zu einer negativen Interaktion fiihren
(Amtmann et al., 2008). Auch andere abiotische Stressfaktoren kbnnen die Abwehrantworten
gegenuber biotischem Stress beeinflussen. Beispielsweise flihrte eine sechsstiindige
Ozonbehandlung bei Arabidopsis zu einer erhdhten Resistenz gegen einen
phytopathogenen Pseudomonas Stamm, die unter anderem auf erhéhte SA-Mengen und
gestiegene Transkriptmengen an Abwehrgenen, wie PR1, unter Ozonstress zuriickgefuhrt
wurden (Sharma et al., 1996). Auch eine TMV-Infektion in Tabakpflanzen, die zuvor einer
Ozon- bzw. UV-Lichtbehandlung unterzogen wurden, resultierte in erhéhter Resistenz
(Yalpani et al., 1994). Ein Vergleich der viralen RNA unter Wassermangel zeigte keine
Unterschiede zu singularem Virenstress im hier verwendeten Versuchsaufbau (siehe
Abbildung 3.32). Diese hatten aber durchaus erwartet werden kénnen, da unter Trockenheit
bei gleichzeitiger Applikation von Nematoden eine Herunterregulation der Abwehrsysteme
(Atkinson und Urwin, 2012) und erhohte Replikationsraten bei ABA-Applikation und einer
Infektion mit einem avirulenten Pseudomonas syringae pv. Tomato Stamm und Peronospora
parasitica in Arabidopsis beschrieben wurden (Mohr und Cabhill, 2003). Im Gegensatz dazu
konnten geringere Multiplikationsraten der Nematoden Heterodera sacchari unter
Trockenheit in Reis gefunden werden (Audebert et al.,, 2000). Diese Beobachtung einer
erhdhten Resistenz bei gleichzeitiger Applikation eines abiotischen Stressfaktors deckt sich
mit einer Studie von Ramegowda et al. (2013). Eine Phase der Trockenakklimatisierung
steigerte die Pathogenresistenz in Tabakpflanzen gegeniber Pilzen und Bakterien. In diesen
Versuchen wurden N. benthamiana Pflanzen zunéchst funftagigem Trockenstress
ausgesetzt und die Blatter anschlielend mit Dextroseagar, das den nekrotrophen Pilz
Sclerotinia sclerotiorum beherbergt, inokuliert. Vier Tage nach Inokulation zeigten die
trockengestressten Pflanzen verringerte Zelltodsymptome im Vergleich zu Kontrollpflanzen.
Ahnliche Effekte konnten bei der Inokulation des hemibiotrophen Bakteriums, P. syringae pv.
Tabaci, in trockengestressten Pflanzen nach finf Tagen festgestellt werden. Da Pflanzen
unter Trockenstress eine erhdhte Menge an ROS aufwiesen, postulierten Ramegowda et al.
(2013), dass es durch den ROS verursachten Stomataschluss nicht nur zu reduziertem

Wasserverlust unter Trockenheit, sondern auch zu einem erschwerten Eindringen der
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Pathogene kommt. Die Aufnahme des Pathogens spielt im Rahmen der hier vorgelegten
Arbeit eine untergeordnete Rolle, da die Virusverbreitung weit vor dem Trockenstress
erfolgte. Anderseits konnten er6hte ROS-Mengen wiederum einen Einfluss auf die spater
einsetzende Trockenheit mit sich bringen. Da eine Kombination aus Virus und Trockenheit
signifikant weniger Biomasse im Vergleich zu Pflanzen, die entweder mit Virus oder
Trockenheit alleine behandelt waren, zeigten (siehe Tabelle 3.2), gab es keine Hinweise auf
eine erhohte Trockentoleranz infizierter Pflanzen, wie sie in einer anderen Studie zu
Virusinfektionen mit vier verschiedenen RNA-Viren (Brome mosaic virus (BMV), Cucumber
mosaic virus (CMV), TMV und Tobacco rattle virus) in Tabakpflanzen beschrieben wurden
(Xu et al., 2008). Allerdings kénnten sich positive Effekt des Virus durch tberlappende und

entgegengesetzte Wirkungen der Trockenheit in dieser Arbeit neutralisieren.

Die durch Hitze und Trockenheit geforderte Virusvermehrung scheint darauf zu beruhen,
dass Hitze einen Einfluss auf die Regulation der Abwehrsysteme hat. Allerdings hangt die
Auswirkung des gleichzeitigen Auftretens von biotischem und abiotischem Stress wesentlich
vom Zeitpunkt, der Art sowie der Starke des Stresses ab (Atkinson und Urwin, 2012). So
konnte 1969 eine Arbeitsgruppe bereits feststellen, dass die pflanzliche Immunantwort, in
diesem Fall durch das Resistenzgen Mi-1.2 vermittelt, bei erhéhten Temperaturen (Uber
28°C) unterdriickt wird (Dropkin, 1969). Auch niedrige Temperaturen kdnnen dazu fiihren,
dass durch ein gestdrtes Gen-silencing, ein mdglicher Abwehrmechanismus gegen
Pathogene, die Abwehr der Pflanze vermindert ist (Szittya et al., 2003). Neuere Studien kam
zu der Erkenntnis, dass erhdhte Temperaturen oftmals die Pathogenausbreitung férdern
(Luck et al.,, 2011; Madgwick et al., 2011). Dabei scheinen pflanzliche Viren eher von
erhohten Temperaturen durch vermehrte Verfigbarkeit von Insektenvektoren und
moglicherweise durch eine geschwéachte Wirtsresistenz zu profitieren. Fir TMV und Tomato
spotted wilt virus (TSWV) existiert offenbar eine temperaturabhangige Unterdriickung der
Wirtsresistenz (Kiraly et al., 2008; Moury et al., 1998). In diesem Zusammenhang wurde
schon frih beobachtet, dass Tabakpflanzen nach Virusinfektion mit TMV HR-ahnliche
Nekrosen aufweisen, die bei Temperaturen dber 28°C nicht auftreten (Samuel, 1931).
Daruber hinaus konnten erhéhte TMV-Mengen in den urspringlich resistenten
Tabakpflanzen detektiert werden, so dass offenbar unter erhéhten Temperaturen die N-Gen
abhangige Resistenz in Tabak tberwunden werden kann (Samuel, 1931; Kiraly et al., 2008).
Kiraly et al. (2008) fanden heraus, dass es bei Temperaturen von 30°C zu einer
verminderten Ausbildung von Superoxiden, aber zu einer induzierten Aktivitat von
Antioxidanzgenen kommt, die die Unterdriickung der TMV-induzierten Nekrosenbildung und
Resistenz erklaren kénnten. Eine andere Studie kam zu dem Schluss, dass Paprikapflanzen

(Capsicum annuum), die das tomato spotted wilt Gen (TSW-Gen) besitzen, bei einer

136



Diskussion

Temperatur von 22°C gegenliber dem TSW-Virus resistent sind (Moury et al., 1998). Wurden
diese Paprikapflanzen jedoch Temperaturen von 32°C Uber einen Zeitraum von mindestens
neun Tagen ausgesetzt, erwies sich das TSW-Gen als instabil. Dadurch kam es zur
systemischen Virusverbreitung und der Ausbildung von nekrotischen Symptomen (Moury et
al.,, 1998). Wang et al. (2009) untersuchten die Pflanzen-Pathogen Interaktion Arabidopsis
und Pseudomonas syringae unter erhdhten Temperaturen und konstatierten beeintrachtigte
Abwehrsysteme, sowohl basaler als auch R-Gen vermittelter Abwehr: Arabidopsis-Pflanzen,
die einer Temperatur von 28°C ausgesetzt waren, zeigten sich suszeptibler gegeniiber dem
virulenten Bakterienstamm (Wang et al., 2009). Die Forscher um Wang et al. (2009) haben
zudem die Auswirkungen erhdhter Temperaturen auf die R-Gen vermittelte Abwehr von N.
benthamiana gegeniber Viren erforscht. Gegenstand der Untersuchungen war das N-Gen
aus Tabak, das die Resistenz gegeniuber TMV vermittelt sowie das Kartoffelresistenzgen Rx
gegen PVX. Bei einer moderaten Temperatur von 22°C kann sowohl eine Koexpression des
Rx-Gens mit dem Hullprotein (coat protein; CP) von PVX als auch eine Koexpression des N-
Gens mit dem Helikasefragement (p50) aus TMV zu einer HR in N. benthamiana fihren
(Bendahmane et al. 1995; Erickson et al. 1999). Wird jedoch einen Tag nach Infiltration von
Rx und seines Elicitors CP die Temperatur auf 28°C erhdht, kommt es zu einer verzgerten
HR. Bei Temperaturen von 30°C ist die Ausprdgung der HR-Symptome sogar komplett
unterbunden (Wang et al., 2009). Ein vergleichbarer Effekt wurde flr die N-Gen-vermittelte
HR ausfindig gemacht. Bei einem Temperaturanstieg von 22°C auf 28°C oder 30°C konnten
keine HR-Symptome in N. benthamiana ausgebildet werden (Wang et al., 2009). Auch wenn
die ersten Berichte zu Hitzeeinfluss von Virusinfektionen auf Pflanzen schon auf das Jahr
1931 zuriickgehen, ist nur wenig Uber die molekulare Basis der unterdriickten Wirtsantwort
bekannt. Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass die Temperatursensitivitat der N-Gen
vermittelten TMV  Resistenz in  Tabak durch eine  temperaturinduzierte

Konformationsénderung des R-Proteins zustande kommt (Zhu et al., 2010).

Eine Interaktion von Hitze mit der pflanzlichen Pathogenabwehr ist mdglicherweise zu
erwarten, da Hitzestress und Abwehrantworten gemeinsame Regulatoren, wie Calciumionen
und HSPs nutzen (Lee et al., 2012). In der Literatur wurden zahlreiche Beispiele
beschrieben, die Calcium als sekundarer Botenstoff in verschiedenen Stresssituationen eine
wichtige Rolle zuschrieben, zum Beispiel bei der Phosphorylierung von Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAP; Lecourieux, 2002; Boudsocq et al., 2010). Wé&hrend bei einer TuMV-
Applikation zahlreiche Calcium-assoziierte Gene erwartungsgeman differentiell hochreguliert
waren, zeigte eine virale Infektion in Kombination mit anderen Stressfaktoren eine auffallig
groBe Anzahl an herunterregulierten Ca?*-assoziierten Genen (sieche Anhang A14), was

dafur spricht, dass die Abwehrsysteme und die Signalleitung beeintrachtigt sein kénnten.
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HSPs binden und stabilisieren nicht nur denaturierte Proteine, sondern fungieren auch als
molekulare Chaperone, um Proteinaggregation zu verhindern (Kotak et al., 2007).
Ungefaltete Proteine konnen dabei nicht nur im Zytosol, sondern auch im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) akkumulieren. Detaillierte Transkriptomanalysen zeigten,
dass Hitze am ausschlaggebendsten fir erhdhte Cyt-UPR (cytosolic protein response; Cyt-
UPR) war, aber auch die Starke des Stresses den gleichen Trend aufwies (siehe Abbildung
3.38). Dies ist besonders relevant, da die TuMV-Replikation im Zytosol infizierter
Pflanzenzellen stattfindet und abhéngig von verschiedenen Wirtsfaktoren, einschlief3lich der
Wirtschaperone, ist (Ahlquist et al., 2003). In frilheren Studien konnte gezeigt werden, dass
TuMV und andere Potyviren fur die Replikation funktionale HSP40/HSP70 Komplexe fir die
Replikation brauchen (Hofius et al., 2007; Hafren et al., 2010; Jungkunz et al., 2011).
Interessanterweise veranlasst eine Virusinfektion die Induktion von HSPs in Abwesenheit
von Hitzestress (Aranda et al., 1996; Whitham et al., 2003). Es wurde spekuliert, dass diese
Induktion auf eine massive Produktion von Proteinen wahrend der spaten viralen Infektion
zurlckzufuihren ist. Diese neusynthetisierten Proteine kdmpfen um endogene Chaperone,
was wahrscheinlich zusatzlich zu einer erhéhten Akkumulation von ungefalteten Proteinen
fuhrt, die Cyt-UPR auslésen. Aparicio et al. (2005) unterstiitzen diese Hypothese, indem die
Autoren zeigen konnten, dass die Proteinuberexpression individueller, viraler Proteine die
Expression primar zytoplasmatischer HSPs induziert. Demnach wére in einer Kombination
aus Hitze und Virusinfektion eine erhohte Expression von HSPs erwartet worden, was einen
moglichen Vorteil fur die virale Replikation bietet. Neben der Replikation konnen
Wirtsfaktoren auch fiir die Fortbewegung mancher Viren nitzlich sein. Fur den tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) konnte kirzlich entdeckt werden, dass eine in vitro Interaktion
zwischen dem pflanzlichen HSP70 Protein und dem Hullprotein von TYLCV existiert und
HSP70 fir die intrazellularen Bewegungen des TYLCV niitzlich sein kdnnte (Gorovits et al.,
2013). Die Induktion dieser Proteine flhrt mdglicherweise auch in Potyviren nicht nur zu
einem erhohten Chaperon-vermittelten Proteinabbau, der fur die virale Replikation und
Translation dienlich ist, sondern unterstitzt in Anlehnung der Daten fir TYLCV eventuell die
viralen Verbreitungsprozesse bei gestiegenen Chaperonmengen unter gleichzeitigem
Hitzestress (siehe Abbildung 3.32). Im Vergleich zur Cyt-UPR konnten von den konservierten
Tunicamycin-induzierbaren Genen nur sehr wenige Gene unter multifaktoriellem oder
starkem Hitzestress gefunden werden (siehe Tabelle 3.4). Diese Daten liefern den Hinweis,
dass milder Stress primar in ER-UPR (unfolded protein response im ER; ER-UPR) mindet,
wahrend starker Stress zu Cyt-UPR fuhrt, was bisher noch nicht beschreiben wurde. Die
beobachtete Hochregulation von ER-UPR-Genen durch den Virus TuMV ist im Einklang mit

friheren Studien, die zeigen, dass PVX Infektion in N. benthamiana zu einem milden ER-
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Stress und zu einer erhbhten ER-UPR fihrt (Ye et al., 2011). Dies lasst vermuten, dass
pflanzliche Hitze- und Immunantworten teilweise gemeinsame Wege der UPR im ER nutzen.
Insgesamt kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass ER-UPR-bezogene Gene
durch kombinierte Stresssituationen negativ beeinflusst werden, wahrend die Expression von
Markergenen der Cyt-UPR stark induziert waren, was die virale Replikation unterstitzten und
die Suszeptibilitat der Wirtspflanzen erhdhen kénnte.

HSPs, wie HSP9O0, spielen auch als Chaperone bei der Stabilitat von R-Proteinen, die bei der
Erkennung von Effektoren im Zytosol akkumulieren, eine wichtige Rolle (Sangster und
Queitsch, 2005; Elmore et al., 2011). Erhdhte Temperaturen kénnen fir eine Destabilisierung
der R-Proteine und damit zu einer veranderten Immunitat gegeniber Pathogenen fiihren
(Lee et al., 2012). Expressionsanalysen der LRR-Proteine (leucine-rich repeats; LRR), die
als Rezeptoren in der Pathogenerkennung und Signalleitung involviert sind (Dangl und
Jones, 2001), hatten eine sehr unterschiedliche Regulation fiir die einzelnen
Stresssituationen (siehe Abbildung 3.33). Die hdchste Anzahl an Toll/Interleukin 1-Rezeptor-
ahnlichen NB-LRR Genen (TIR-NB-LRR) wurde unter Hitze und in Kombination aus Hitze
und Trockenheit induziert, was im Einklang mit anderen Studien steht, die vermuten, dass
die Funktion der NB-LRR Proteine durch HSPs reguliert wird (zusammengefasst in Belkhadir
et al. (2004)). Beispielsweise konnte eine in vivo Interaktion von HSP90 mit RPM1, einem
Resistenzprotein gezeigt werden (Hubert et al., 2003). Unter den kombinierten
Stressbedingungen sowie unter starker Hitze konnten deutlich weniger TIR-NB-LRR Proteine
gefunden werden, was auf eine aktive Suppression R-Gen-vermittelter Abwehrprozesse (als
Teil der ETI-Antworten) unter simultan applizierten abiotischen Stressfaktoren vermuten
lasst. Bemerkenswerterweise war der Uberlapp der TIR-NB-LRR Gene zwischen einzelnen
Stresssituationen sehr gering, so dass beispielsweise zwischen Virus und Triplestress kein
einziges TIR-NB-LRR-Gen (berlappte (siehe Abbildung 3.33). Dies verdeutlicht, dass
unterschiedliche Abwehrprogramme ablaufen, die nicht aus den Einzelstressreaktionen
vorhergesagt werden kdnnen. Leider ist nur wenig tUber die meisten TIR-NB-LRR-Gene
bekannt. Interessanterweise ist RPS6 unter den TIR-NB-LRR Genen nur unter Triplestress
reguliert, aber nicht unter milder Hitze und singularem Virusstress. Von RPS6 ist bekannt,
dass es im Zuge der ETI in der Lage ist, den Effektor HopAl aus P. syringae pv. Syringae zu
erkennen (Kim et al., 2009b). Daruiber hinaus ist die Aminosauresequenz von RPS6 durch
hohe Ahnlichkeit mit dem TNL Resistenzprotein RAC1 charakterisiert, das fur die Resistenz
gegenuber dem Oomyceten Albugo candida verantwortlich ist (Borhan et al., 2004; Kim et
al., 2009b). Aufgrund der systemischen Verbreitung von TuMV in Pflanzen (Whitham et al.,
2003), kann angenommen werden, dass die Resistenzgene moglicherweise eine geringe

Rolle bei der hier betrachteten kompatibel Virus-Pflanzen Interaktion unter multifaktoriellen
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Stress spielen. Trotzdem waren die Transkripte der TIR-NB-LRR Gene unter multifaktoriellen
Stresssituationen geandert, was einen Einfluss auf Pathogene haben koénnte, deren
Effektoren durch entsprechende, spezifische pflanzliche R-Gene erkannt werden.

Neben der spezifischen R-Gen vermittelten Abwehr kann die Verteidigung der Pflanzen
gegen verschiedene Umweltbedingungen auch auf basaler Ebene erfolgen. Wahrend der
basalen Abwehr kdnnen molekulare Strukturen der Pathogenen lber Rezeptoren erkannt
und eine Wirtsantwort ausgelést werden. Dabei kommt es zu einem Anstieg der
Calciumkonzentration und der Menge an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie einer
Atkivierung der MAPK Kaskade, die zur Genexpression von Abwehr-assoziierten Genen
fuhrt. Bekannt ist, dass viele Stressfaktoren die Synthese, die Konzentration, den
Metabolismus, den Transport und die Speicherung von Zuckern direkt oder indirekt
beeinflussen (Cramer et al., 2011). Saccharose und ihre Spaltprodukte regulieren nicht nur
die pflanzliche Entwicklung, sondern auch die Antworten auf Stress, indem sie als
Signalmolekile in der Abwehr fungieren kénnen (Herbers et al.,, 1996; Roitsch und
Gonzalez, 2004). Zuckermessungen verdeutlichten, dass es bei Virenstress, im Einklang mit
friheren Studien, zu einer Akkumulation der Hexosemengen kam, die bei einer Kombination
mit Hitze sowie Hitze und Trockenheit weiter gesteigert werden konnte (siehe Abbildung
3.35). Apoplastisch hydrolysierte Hexose ist bekannt dafiir mit der Induktion der Expression
und Aktivitat von zellwandgebundenen Invertasen (zw-Invertasen) zu korrelieren (Herbers et
al., 2000). Parallel zu den hochregulierten Transkripten der zw-Invertasen wurden PR-Gene
hochreguliert gefunden (siehe Abbildung 3.34), was im Einklang mit friheren Studien ist, die
zeigten, dass apoplastisch freigesetzte Hexosen zu einem Anstieg der PR-Gen Expression
fuhren (Kocal et al., 2008). Im Vergleich dazu, waren die Transkripte der zw-Invertase in
Kombination mit Hitze und Trockenheit nicht hochreguliert, was zwar im Widerspruch zu den
hohen Hexosemengen steht, aber durch eine veranderte Kompartimentierung erklarbar ist.
Unter erhdhten Temperaturen scheint die Zuckerhydrolyse durch Invertasen in den Vakuolen
und im Zytosol zu erfolgen (siehe Abbildung 3.34), was die Generierung von Signalen in den
Zellwandkompartimenten verhindern und maoglicherweise die erhohte Suszeptibilitat
infizierter Pflanzen erklaren kann. Offensichtlich verédndert die Hitzebehandlung den

Saccharoseabbau in Blattern, was zu einer intrazellularen Zuckerhydrolyse fiihrt.

Die Analysen zur basalen und R-Gen vermittelten Abwehr offenbarten bislang veranderte
Genexpressionsmuster und Metabolitgehalte bei der simultanen Existenz von abiotischen
Stressantworten. Offenbar werden verschiedene Signalwege aktiviert, um diese
Stressfaktoren zu bek&mpfen und letztendlich zu tolerieren. Pflanzen verfigen uber

verschiedenen Madoglichkeiten der Stressperzeption und Signaltransduktion (Tuteja und
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Sopory, 2008). Fiur eine adaquate Stressantwort wird die Umgebung kontinuierlich, u.a.
durch Rezeptoren wahrgenommen und entsprechende Signale tUber Signalkaskaden in die
Zelle weitergeleitet. Dort werden entsprechende zellulare Antworten zur Feinjustierung des
Metabolismus aktiviert. Einerseits werden Metabolite zum Schutz der Zellen produziert,
andererseits wird die Expression von Genen, die stressassoziierte Signalkaskaden steuern,
induziert. In den letzten Jahren lag der Fokus der Forschung auf der Wahrnehmung und der
Signaltransduktion in Einzelstressfaktoren, wie Hitze (Bita und Gerats, 2013; Qu et al.,
2013), so dass unser Verstandnis fir die Integration verschiedener Stresssignale von
biotischen und abiotischen Stressfaktoren lliickenhaft ist. Die Analysen im Rahmen dieser
Arbeit zeigten, dass verschiedene Ko-Regulationsnetzwerke, die als Indikator fur ahnliche
biologische Prozesse interpretiert werden kénnen, in den einzelnen Stressbedingungen aktiv
sind. Dabei konnten jeweils bis zu 63% Prozent der differentiell regulierten Gene innerhalb
einer Stressbedingung ko-reguliert gefunden werden. Allerdings war der Uberlapp der
einzelnen Stressbedingungen sehr klein, so dass eine erhebliche Menge der Gene, die als
Antwort auf Virusstress induziert gefunden wurden, nicht mehr unter kombinierten
Stessbedingungen detektierbar waren, was daflr spricht, dass die Antwort auf den
abiotischen Stress gegeniber biotischem Stress bevorzugt wird. Nur ein Gen befand sich
gemeinsam reguliert in der Virus und Triplestresssituation (siehe Abbildung 3.37). Dabei
handelt es sich um eine E1-E2-ATPase, die weitgehend uncharakterisiert ist. Des Weiteren
blieben nur zwolf Gene (brig, die im Uberlapp mit Hitze und Triplestress gefunden werden
konnten (siehe Abbildung 3.37). Unter diesen waren interessanterweise zwei
Transkriptionsfaktoren: LONG HYPOCOTYL IN FARRED1 (HFR1) und PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 3 (PIF3). Dabei ist fur PIF3 bekannt, dass es zumindest teilweise fur die
lichtinduzierte Induktion von CCA1l durch die direkte Bindung an den CCAZ1-Promotor
verantwortlich ist (Martinez-Garcia et al., 2000), und damit eine Verbindung zwischen
Signalleitung und dem Tagesrhythmus der Pflanze liefert. HFR1 ist ein HELIX-LOOP-HELIX
(HLH) Transkriptionsfaktor, der eine Lichtsignalkomponente ist. Interessanterweise zeigt
HFR1 sowohl eine lichtabh&ngige Akkumulation als auch eine temperaturabhangige Aktivitat
(Foreman et al., 2011). Die Autoren schlussfolgerten, dass HFR1 die potentiell schadlichen
Effekte erhdhter Temperatur auf den Metabolismus minimiert. Offensichtlich ist HFR1 in den
Analysen unter Einzel- und unter multifaktoriellen Stresssituationen zu finden, was HFR1
wahrscheinlich eine Rolle in der allgemeinen Stressantwort zuspricht. Dies wird auch durch
die Studie von Rasmussen et al. (2013) unterstiitzt, die transkriptionelle Anderungen
zwischen verschiedenen Doppelstresssituationen im gleichen Zeitraum untersucht haben. In
dieser Studie wurde HFR1 in einem WGCNA-Modul, das mit Kélte und Hochlicht assoziiert

wurde, gefunden. Interessanterweise kann kein Signalgen im Vergleich der
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Stressbehandlung Hitze, Virus und Triplestress gefunden werden. Allerdings befanden sich
Gene im Uberlapp mit Virus und verschiedenen abiotischen Stresskombinationen, was ihnen
eine gemeinsame Rolle, sowohl biotisch als auch abiotisch zuschreibt. Eine weitere
Verteilung der Signalgene unter starker Hitze flihrte vor Augen, dass ca. 50% der Gene mit
Triplestress geteilt werden, die anderen aber einzigartig fir die Triplestresssituation sind.
Unter allen Stressbedingungen befanden sich Proteinkinasen, die eine wichtige Rolle bei der
Interaktion verschiedener Stresssituationen und der Spezifitdt zwischen biotischen und
abiotischen Signalwegen einnehmen (Rizhsky et al., 2004; Zhang et al., 2006; Kilian et al.,
2007). Allerdings gibt es Uber die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Kinasen bis jetzt
nur wenige Informationen. Fir einige Kinasen konnte gezeigt werden, dass sie bei
Uberexpression zu einer erhohten Resistenz gegeniiber pilzlichen und bakteriellen
Pathogen, aber gleichzeitig zu einer verstarkten Suszeptibilitdt gegenlber abiotischen
Stress, wie Trockenheit, Salz- und Kaltestress fihren (Xiong, 2003; Xiong und Yang, 2003).
Im Gegensatz dazu, fiihrt die Uberexpression der MAPKS5 zur Expression von Genen, die im
Zusammenhang mit abiotischen Stress stehen, aber gleichzeitig zur Herunterregulation der

Expression von PR-Genen (Zhang et al., 2006).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Transkriptomdaten dieser Art eine hervorragende
Mdglichkeit bieten nicht-lineare Effekte unter multifaktoriellen Stressbedingungen zu
beschreiben und gute Einblicke in die Abwehrmechanismen der einzelnen Stresssituationen
zu erhalten. Da Virus-induzierte Signalgene nicht unter Triplestress angereichert waren und
erhohte Mengen viraler RNA detektiert werden konnten (siehe Abbildung 3.32), kann man
darauf schliel3en, dass TuMV-spezifische Netzwerke offensichtlich deaktiviert waren, was
moglicherweise eine Herunterregulation der Signalkomponenten, die relevant fur die Abwehr
sind, erklart. Fortfihrende Analysen erlauben nun die Identifikation vielversprechender
Kandidatengene, indem Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren und weitere Signalgene der
einzelnen Netzwerke kombiniert und Schaltstellen zwischen den jeweiligen Stresssituationen
identifiziert werden. Der Einfluss der abiotischen Stressfaktoren Hitze und Trockenheit auf

TuMV-induzierte Wirtsabwehrmechanismen ist in Abbildung 4.1 modellhaft dargestellt.
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Abbildung 4.1: Einfluss von Hitze (und Trockenheit) auf TuMV-induzierte Abwehrantworten in
Arabidopsis-Pflanzen. Im Rahmen dieser Arbeit zeigten TuMV-infizierte Pflanzen im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen erhdhte Genexpressionswerte der Zellwandinvertasen (zw-Inv). Die Produkte der
Invertaseaktivitét, Glukose und Fruktose, kbnnen als Signalmolekule zu einem Anstieg der Genexpression von
Abwehrgenen und anderen Abwehrgenen fuhren (Herbers et al., 1996). Bei virusgestresste Pflanzen konnte
demnach ein Anstieg an PR-Genen gefunden werden. Parallel kam es zur Induktion von ER-UPR Genen
(endoplasmatic reticulum- unfolded protein response). Bei gleichzeitiger Applikation von Hitze und Trockenheit
wurden ER-UPR-bezogene Gene negativ beeinflusst, wahrend die Expression von Hitzeschockfaktoren (HSFs)
und die Expression von Markergenen der Cyt-UPR (cytoplasmic- UPR) stark induziert war, was die virale
Replikation unterstutzten und die Suszeptibilitdt der Wirtspflanzen erhéhen kodnnte. Zusatzlich inhibierte Hitze
bzw. Trockenheit die Genexpression der Zellwandinvertasen und die Expression der PR-Gene. Stattdessen
waren vakuoléren Invertasen leicht hoch-reguliert, dessen Enzymprodukte keinen Einfluss auf TuMV-induzierte
Signalwege haben. Ebenfalls waren die Transkripte der TIR-NB-LRR Gene unter multifaktoriellen
Stresssituationen beeinflusst, was einen Einfluss auf die R-Gen-vermittelte Abwehr gegeniber anderen
Pathogenen liefern kénnte. Zudem resultierten Hitze und Stresskombinationen in einem veradnderten Verhaltnis
der Hauptregulatoren der zirkadianen Uhr. X = unbekannte Faktoren; rot dargestellte Linien zeigen reduzierte
Genexpression an, grine Pfeile induzierte Genexpression.
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4.1.5 Identifikation stressresponsiver Transkriptionsfaktoren

Ein Vergleich aller untersuchten Stressbedingungen fiihrte zu elf gemeinsam differentiell
regulierten Genen (siehe Abbildung 3.7), deren Relevanz durch Ausnutzung der nattrlichen
Pflanzenvariationen fur die Adaption der Pflanze an verschiedenen Stressbedingungen
gezeigt wurde (siehe Abbildung 3.11). Damit wurde ein neuer Ansatz gewahlt, da bislang nur
physiologische Charakterisierungen von Arabidopsis Okotypen unter erhthter Temperatur
(30°C) und Trockenheit bei Vile et al. (2012) bzw. mittlerweile auch Transkriptomsignaturen
als Antwort auf Kaltestress bzw. Hitzestress untersucht und unterschiedliche Muster in den
Transkripten ausfindig gemacht wurden (Barah et al., 2013a; Barah et al., 2013b).
Interessanterweise konnten in einer Publikation einige der elf Gene ebenfalls unter
verschiedenen Einzel- und Doppelstresssituationen (Salz, Hitze, osmotischer Stress) wieder
identifiziert werden (Sewelam et al., 2014). Dies macht die Gene umso bedeutungsvoller, da
diese Daten aus unabhéangigen Experimenten und damit unterschiedlichen Anzucht- und
Stressbedingungen resultieren. Mdglicherweise schalten Pflanzen beim Auftreten von zwei
verschiedenen Stressarten ihr Genexpressionsprogramm auf einen generellen Mechanismus
um, der Toleranz gegenuber einer grofReren Bandbreite von Umweltbedingungen bietet. Dies
ist im Einklang mit Studien die postulieren, dass die transkriptionelle Antwort initial aus einem
Basisset an stressresponsiven Genen besteht, das durch eine Vielzahl an verschiedenen
Stressfaktoren aktiviert wird, aber erst bei zunehmender Stressdauer stressspezifische
Unterschiede auftreten kdnnen (De Vos et al., 2005; Eulgem, 2005; Kilian et al., 2007).

Im Rahmen der Arbeit konnten zahlreiche Abwehr- und Signalprozesse in Abhangigkeit der
applizierten Stressbedingung auf transkriptioneller und metabolomischer Ebene verandert
gefunden werden. Pradestiniert fur eine Validierung der identifizierten Prozesse waren
Transkriptionsfaktoren. Diese ermdéglichen als Masterregulatoren durch direkte Bindung an
cis-regulatorische Elemente eine optimale Anderung der Expression zahlreicher Gene mit
dem Ziel regulatorische Signalwege zu aktivieren (Shinozaki und Yamaguchi-Shinozaki,
2007; Nakashima et al.,, 2009; Agarwal und Jha 2010; Pardo, 2010). Im Rahmen der
Mikroarray-Auswertungen zu multiparallelem Stress konnte ein triplespezifischer
Transkriptionsfaktor, HSFA7B, identifiziert werden (siehe Abbildung 3.21). HSFA7B aktiviert
ebenso wie HSFA2 hitzeschockinduzierbare Gene, um Thermotoleranz zu gewahrleisten
(Nishizawa et al. 2006; Larkindale und Vierling, 2008). Als Hitzeschockfaktor (heat shock
factor; HSF) scheint HSFA7B vor allem unter kurzfristigem Hitzeeinfluss gegeniiber den
Kontrollpflanzen differentiell reguliert zu sein. Die im eFP-Browser hinterlegten
Transkriptdaten liefern nur eine Stunde nach Hitzeapplikation gestiegene Transkriptmengen

im Vergleich zu Pflanzen unter Kontrollbedingungen. In einer Studie von Sewelam et al.
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(2014) konnten finffach gesteigerte HSFA7B-Transkriptmengen nach vierstiindigem
Hitzestress bei 35°C im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden. In den hier durchgefiihrten
Experimenten zur Stressadaption war HSFA7B nach dreitdgigem Hitzestress weniger als
zweifach differentiell reguliert. Hitzeschockfaktoren wird aber nicht nur eine Rolle bei Hitze
zugeordnet. Eine Uberexpression des HSFA1b in Arabidopsis erhéhte die Resistenz unter
Trockenheit und die Resistenz gegeniiber einer Infektion mit Pseudomonas, so dass HSFs
eine wichtige Rolle bei der Signalleitung zwischen abiotischen und biotischen
Stressbedingungen zugeteilt wurde (Bechtold et al., 2013). Betrachtet man das
Expressionsprofil von HSFA7B in den Stresskombinationen, sind deutlich gestiegene
HSFA7B-Transkriptmengen festzustellen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Hoch-
regulation bis zur 17-fachen Menge gegenlber Kontrollpflanzen, in den multifaktoriellen
Stressstudien zur gleichzeitigen Applikation von Hitzestress, Salzstress und osmotischen
Stress eine 45-fache Steigerung eruiert werden (Sewelam et al., 2014). Damit zahlt HSFA7B
vermutlich zu den HSFs, die abgesehen von Hitze, auch unter anderen Umweltbedingungen
eine Rolle spielen. HSFA2, beispielsweise, fuhrte in Arabidopsis Uberexprimiert zu Toleranz
gegenlber Salzstress, osmotischen und oxidativen Stress (Ogawa et al., 2007). Unterstiitzt
wird diese Vermutung durch Nishizawa et al. (2006), die fir HSF2A eine erhdhte Resistenz
gegeniiber der Stresskombination aus Hitze und Hochlicht (40°C; 800 pE m? sec™)
demonstrierten. Die Expressionsmuster andere HSFs und HSPs wurden ebenfalls spezifisch
fur die jeweilig existierende Kombination aus den abiotischen Stressfaktoren Hitze und
Trockenheit detektiert (Rizhsky et al., 2004; Miller und Mittler, 2006; Grigorova et al., 2011).
Fur eine detaillierte Charakterisierung wurde ein Uberexpressionskonstrukt von HSFA7B
unter dem konstitutiv exprimierenden Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) 35S Promoter, mit
dem haufig im Zusammenhang mit stressresponsiven Transkriptionsfaktoren, zum Beispiel
bei DREB1 und DREB2 (Jaglo-Ottosen et al., 1998; Kasuga et al., 1999), verbesserte
Trocken- und Kaltetoleranz erzielt werden konnte, stabil in Arabidopsis exprimiert. Im
Vergleich zu Col-0 Pflanzen konnten keine phanotypischen Unterschiede in den Rosetten
der HSFA7B-myc Pflanzen ausfindig gemacht werden und eine Mikroarray-Analyse der
transgenen Pflanzen HSFA7B-myc zeigte Uberraschenderweise lediglich einen Unterschied
von acht differentiell regulierten Genen (siehe Abbildung 3.24). Interessanterweise wurde
HSFA7 kurzlich in Reispflanzen tberexprimiert (Liu et al., 2013). Unter Kontrollbedingungen
(30°C bei 75% Luftfeuchtigkeit) konnten keine Unterschiede im Spross, aber ein deutlich
langeres und dickeres Wurzelsystem dokumentiert werden. Unter einem Hitzeschock bei
47°C far einen Zeitraum von 90 Minuten konnten bei den HSFA7 Uberexprimierenden
Reispflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen keine offensichtliche Unterschiede

bezlglich der Hitzetoleranz festgestellt werden (Liu et al., 2013). Auch andere
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Stressbedingungen, wie zehntégiger Salz- bzw. Trockenstress, fuihrten nur zu geringflgig
verbesserten transgenen Reispflanzen verglichen mit den Kontrollen. Nach einer
zehntagigen Regenerationsphase erholten sich die transgenen Pflanzen jedoch nach Salz-
und Trockenstress erheblich besser als die Kontrollpflanzen (Liu et al., 2013). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde HSFA7B einem Triplestressexperiment, wie in Material und Methoden
beschrieben, unterzogen, und es konnte keine verbesserte Stresstoleranz unter diesen
Stressbedingungen beobachtet werden. Allerdings erfolgte die Trockenheit in einem weniger
stringentem Regime als bei der Etablierung des Triplestressexperiments und in Anlehnung
an die Studie von Liu et al. (2013), kdnnte eine anschlieRende Regenerationsphase die

Biomasseunterschiede zu den Kontrollpflanzen verdeutlichen.

Interessanterweise, befanden sich unter den elf gemeinsam regulierten Genen zwei
Transkriptionsfaktoren, Rap2.9 und G-BOX BINDING FACTOR (GBF3). Fur beide Gene wurde
angenommen, dass sie eine Rolle in der pflanzlichen Stressantwort spielen. Fiur GBF3 ist
bekannt, dass es ABA-induzierbar ist (Lu et al., 1996) und durch seine ABRE-Element
(ABSCISIC ACID—RESPONSIVE ELEMENT) im Promotorbereich ein direktes Zielgen von AREB1
(ABSCISIC ACID-RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN1) ist (Fujita et al., 2005).
Moglicherweise ist GBF3 in multiple Stressantworten involviert. Dies wird durch 6ffentlich
verfigbare Mikroarray-Daten (www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) unterstitzt, die
zeigen, dass erhohte Transkriptmengen von GBF3 unter osmotischen Stress, Salzstress,
Kaltestress und nach einer Infiltration mit P. syringae DC3000 nach 24 Stunden detektiert
werden konnen. Bemerkenswerterweise wurde derselbe Transkriptionsfaktor auch in einer
anderen Studie differentiell reguliert gefunden, und zwar nicht nur in den Einzelbedingungen
Hitze, Salz und osmotischen Stress, sondern auch in den jeweiligen Kombinationen
(Sewelam et al., 2014).

Rap2.9, auch DEARS genannt (TAIR; www.arabidopsis.org), gehort zur Superfamilie mit der
Bezeichnung APTELA2/ethylenresponsive Transkriptionsfaktoren (AP2/ETHYLENE-RESPONSIVE
TRANSCRIPTIONFACTORS (ERF)) (Nakano et al., 2006). Die 147 Mitglieder sind durch eine
AP2/ERF Domane charakterisiert, die 60-70 Aminosduren umfassen und die DNA Bindung,
zum Beispiel an DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENTS (DREs), die fur Trockentoleranz
wichtig sind, ermdéglichen (Nakano et al., 2006). Die grof3te Gruppe stellen die ERF-
Transkriptionsfaktoren dar, die 122 Mitglieder, einschlieBlich der Related-AP2 (RAP2)
Proteine umfassen. Zahlreiche Mitglieder der AP2/ERF Familie wurden als Aktivatoren
beschrieben. Beispielsweise wird fir Rap2.6 eine Rolle bei abiotischen und biotischen
Stressantworten angenommen. Eine Uberexpression von Rap2.6 in Arabidopsis fuhrte zu

einem verbesserten Abschneiden der Pflanzen unter Salz- und Trockenstress
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(Krishnaswamy et al., 2011), so wie einer erhéhten Toleranz gegeniiber Heterodera schachtii
(Ali et al., 2013). Ein phylogenetischer Stammbaum der ERF-Proteine gemafd Nakano et al.
(2006) zeigt Rap2.9 in Klasse Il von sieben Familienmitgliedern zusammen mit Rap2.1 und
DEAR1 (auch als ATERF#011 bezeichnet). Rap2.9 verfigt C-Terminal der AP2/ERF-
Domane Uber ein CMII-1 und CMII-2 Motif (Nakano et al., 2006). Dieses CMII-2 Motif wurde
als ERF-ASSOCIATED AMPHIPHILIC REPRESSION (EAR) -Motiv bezeichnet (Ohta et al., 2001).
Proteine, die Uber ein EAR-Motiv verfiigen, unterdriicken unter Kontrollbedingungen die
Expression von stress- und abwehrassoziierten Genen. Unter Stressbedingungen werden
sie moglicherweise von den Signalen bzw. Signalwegen aktiviert, die sie selbst kontrollieren,
um die aktivierte Stressantwort wieder zu dampfen bzw. zumindest zu regulieren (Sakamoto
et al., 2004; Kazan, 2006). Fur Rap2.1 konnte herausgefunden werden, dass es durch
Trockenheit und Kalte induziert wird und ein negativer Regulator der DREB-Typ Aktivatoren
ist, um die Stressantworten unter Kontrolle zu halten. Rap2.1 Uberexprimierende Pflanzen
waren sensitiver gegeniber Kalte und Trockenstress, wahrend T-DNA Insertionslinien eine
reduzierte Sensibilitat aufwiesen (Dong und Liu, 2010). Ahnlich konnten Tsutsui et al. (2009)
DEAR1, unter Verwendung eines Uberexpressionskonstrukts in Arabidopsis, eine Rolle als
transkriptionellen Repressor in der Kaltetoleranz zuweisen. Die Autoren nahmen an, dass
unter normalen Bedingungen DEAR1 hochreguliert ist, um Stressantworten unter Kontrolle
zu halten, wohingegen unter Stress verminderte Expression von DEARL1 vorliegt, um eine
weitere Inhibierung der Expression stressrelevanter Gene und korrespondierender
Toleranzmechanismen zu vermeiden (Tsutsui et al., 2009). Durch die Beispiele von Rap2.1
und DEAR1 wird deutlich, dass Rap2.9 in dieser Klasse Il des phylogenetischen Baums
nach Nakano et al. (2006) eine Repressorfunktion gegeniiber Trockenstress haben kénnte.
Verstarkt wird diese Vermutung durch Klasse VIII, die ebenfalls eine Repressordoméne
aufweist. Innerhalb dieser Gruppe zeigte ERF4 in transienten Expressionsstudien eine
negative Regulation bei der Expression von Ethylen-, Jasomonat- und ABA-responsiven
Genen (Yang et al., 2005). Die Uberexpression von ERF7 in Arabidopsis fiihrte zu einer
gesteigerten Sensitivitdt gegeniiber ABA und einer erhfhten Wassertranspiration (Song et
al., 2005).

Eine stabile Uberexpression von Rap2.9 in Arabidopsis-Pflanzen lieferte in dieser Arbeit
Pflanzen, deren Rosetten verlangerte Petiolen und leicht verdrehte Blatter aufweisen (siehe
Abbildung 3.14). Mikroarray-Analysen lieferten Hinweise darauf, dass in den transgenen
Pflanzen, die Rap2.9 Uberexprimieren, etliche auxinresponsive Gene hochreguliert sind. Die
gestiegene Genexpression lasst verdnderte Auxinmengen vermuten, die verlangerten
Petiolen erklaren und Rap2.9 in Verbindung mit Entwicklungsprozessen bringen konnte. Aus

der Literatur ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4
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(PIF4) von Phytochrom B negativ reguliert wird und die Rap2.9 tiberexprimierenden Pflanzen
dieser Studie den Phytochrom B-Mutanten in Arabidopsis mit verlangerten Petiolen und
fragilen Blattern bereits unter Kontrollbedingungen sehr ahnlich sehen (siehe Abbildung 3.14,
Kim et al.,, 2014). Interessanterweise ist PIF4 auch in pflanzliche Hitzestressantworten
involviert (Casson et al., 2009; Koini et al., 2009). Wéahrend der Hitzephase ist bekannt, dass
Pflanzen ihre Blatter aufstellen (siehe Abbildung 3.1). Unter erhéhten Temperaturen sind
pif4-Mutanten jedoch unfahig temperatur-induzierte Hypocotyl- und Petiolenelongation
auszubilden. Neben der Induktion von flowering locus T (FT), einem Transkriptionsfaktor der
mafigeblich in den Prozess der Bluhinduktion involviert ist (Kumar et al., 2012), ist PIF4
aulBerdem unter Hitzestress in der Lage, die Biosynthesegene von Auxin sowie Gene der
SAUR-Familie, die an Elongationprozesse beteiligt sind, direkt zu induzieren (Proveniers und
van Zanten, 2013). Diese PIF4-induzierten Prozesse werden vermutlich durch DELLA-
Proteine in einem feedback-Mechanismus reguliert (de Lucas, 2008). Diese Beobachtungen
liefern einen ersten Hinweis darauf, dass sich Rap2.9 zusammen mit Phytochrom B und
PIF4 in einem regulatorischen Weg befinden kdnnte. Weiterhin ist bekannt, dass pif4-
Mutanten unter erhfhten Temperaturen nicht in der Lage sind Hyponastieeffekte zu zeigen
(Koini et al., 2009; Stavang et al., 2009).

In der Literatur ist fur Rap-Proteine unter Hitze bislang nichts beschrieben worden. Im
Rahmen dieser Arbeit wiesen Rap2.9-uberexprimierende Pflanzen unter kombinierter Hitze
und Trockenheit nach einer dreitagigen Regenerationsphase mehr Biomasse im Vergleich zu
den Col-0 Pflanzen auf, allerdings war die Biomasse in den Rap2.9 Pflanzen von Anfang an
vermindert (siehe Abbildung 3.20B). Da Rap2.9 unter abiotischem Stress einen
reprimierenden Effekt zugeschrieben werden konnte, kdnnte das verbesserte Abschneiden
der Rap2.9-GFP-Pflanzen, abgesehen des Vorteils durch die bereits reduzierte Biomasse
vor Beginn der Stressapplikation, durch einen positiven Effekt unter Hitzestress erklart
werden. Nach einer Stressapplikation mit Hitze und Trockenheit war in der anschliel3enden
Regenerationsphase zudem aufféllig, dass sich die Blatter der Rap2.9-tUiberexprimierenden
Pflanzen nach Hitzestress langsamer absenkten als die Bléatter der Col-0 Pflanzen (siehe
Abbildung 3.20). Dariiber hinaus wurde PIF4 als positiver Regulator des Stomataindexes
beschrieben (Casson et al., 2009) und in den Rap2.9 Uberexprimierenden Pflanzen konnte
tatsachlich eine erhdhte Anzahl an Stomata detektiert werden (siehe Abbildung 3.16). Eine
Korrelationsanalyse zwischen Biomasseverlust und Expression brachte zum Ausdruck, je
mehr Biomasseverlust verursacht wurde, desto starker war Rap2.9 herunterreguliert.
Offensichtlich hangt die Starke des Stresses mit der Expression von Rap2.9 in negativer
Weise zusammen. Bestatigt wurde diese Hypothese durch die erhéhten Biomassen nach

Stressapplikation in den tUberexprimierenden Rap2.9-GFP Pflanzen (siehe Abbildung 3.20).
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Allerdings konnte das verbesserte Abschneiden der Rap2.9-GFP Pflanzen unter
kombinierter Hitze und Trockenheit durch einen Vorteil der Hitzeapplikation erzielt werden.
Unter Trockenheit alleine zeigten Rap2.9-GFP Pflanzen deutliche Symptome der
Trockensensitivitat im Vergleich zu Col-0 Pflanzen (siehe Abbildung 3.19), so dass die
positiven Effekte auf Hitze bzw. Kombinationseffekte zurlickzufiihren sind. Die erhéhte
Stomataanzahl in Rap2.9-GPF Pflanzen konnte auch das verschlechtere Abschneiden unter
Trockentoleranz erklaren (siehe Abbildung 3.16). Zudem konnten in den Mikroarray-
Analysen zu den Rap2.9-GPF Pflanzen im Vergleich zu Col-0 ein Grof3teil der in der Literatur
mit Trockenheit in Verbindung gebrachten Gene herunterreguliert gefunden werden (siehe
Anhang 15). Durch Protein-Chip-Analysen konnte DEARS5 als ein Zielgen von ERF1
identifiziert werden (Godoy et al., 2011). ERF1 ist bekannt, die Expression von
Abwehrantworten durch die Bindung an GCC-Boxen zu regulieren. Interessanterweise
postulierte Llerena (2012) in ihrer Doktorarbeit, dass Uberexprimierende ERF1-Pflanzen im
Vergleich zu Wildtyppflanzen trockentoleranter sind und gleichzeitig ein Anstieg der DEARS
(Rap2.9) Genexpression festgestellt werden konnte. Dieser Anstieg der DEAR5S
Genexpression blockierte jedoch die Induktion transkriptioneller Trockenstressantworten.
Daraus wurde geschlussfolgert, das ERF1 die DEARS5-verursachte Repression
trockenresponsiver Gene aufheben kann (Llerena, 2012).

Alles in allem zeigen die erzielten Resultate, dass Rap2.9 moglicherweise Uber die
Regulation der Genexpression von auxinresponsiven Genen an den gleichen
Entwicklungsprozessen beteiligt ist, wie PIF4, fir das auch ein veranderter Stomataindex
sowie auxinvermittelte Anderungen der Hypocotyl- und Petiolenelongation festgehalten
wurde. Gleichzeitig konnen durch die reprimierende Rap2.9-Wirkung Abwehrprozesse der
Pflanze unterdriickt werden, wenn kein Stresseinfluss vorliegt. Unter Stressbedingungen,
zumindest unter Trockenheit, wird die Blockade stressresponsiver Gene durch die
Herunterregulation von Rap2.9 jedoch aufgehoben und gleichzeitig Rap2.9-assozierte
Entwicklungsprozesse unterdrickt. Eine mogliche Rolle von Rap2.9 unter
Kontrollbedingungen und unter Stresseinfluss ist modellhaft in Abbildung 4.2

zusammengefasst.
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Abbildung 4.2: Mdgliche Rolle von PIF4 und Rap2.9 unter dem Einfluss von Hitze und Trockenheit.
PhytochromB ist ein negativer Regulator von PIF4, dessen Genexpression in Abhéngigkeit der zirkadianen Uhr
reguliert wird (Koini et al., 2009). Unter Hitzestress ist PIF4 neben der Induktion von flowering locus T (FT), einem
Transkriptionsfaktor der maRgeblich in den Prozess der Bluhinduktion involviert ist (Kumar et al., 2012),
aulBerdem in der Lage, die Biosynthesegene von Auxin sowie Gene der SAUR-Familie, die an
Elongationprozesse beteiligt sind, direkt zu induzieren (Proveniers und van Zanten, 2013). Diese PIF4-induzierten
Prozesse werden vermutlich durch DELLA-Proteine in einem feedback-Mechanismus reguliert (de Lucas, 2008).
Darlber hinaus wurde PIF4 als positiver Regulator des Stomataindexes beschrieben (Casson et al., 2009). Eine
Uberexpression von Rap2.9, einem APTELA2/ethylenresponsiver Transkriptionsfaktor, fiihrte im Rahmen dieser
Arbeit ebenfalls zu erhdhter Stomatazahl und deutlich elongierten Petiolen. Aufgrund dessen und einer deutlich
gestiegenen Anzahl an auxinresponsiven Genen in Rap2.9-GFP Pflanzen kdnnte Rap2.9 dieselben
Wachstumsprozesse wie PIF4 ansteuern. Gleichzeitig ist eine Repression trockenstressassozierter Gene und
erhdhte Anfélligkeit gegenliber Trockenheit zu konstatieren. Durch Protein-Chip-Analysen konnte Rap2.9 als ein
Zielgen von ETHYLENE RESPONSE FACTORL1 (ERF1) identifiziert werden (Godoy et al., 2011). ERF1 reprimiert
einerseits die Genexpression von Rap2.9 (Llerena, 2012), kdnnte nach einer Spekulation von Lorrain und
Frankenhauser (2012) anderseits aber auch in einer Interaktion mit PIF3, einem hitzeinduzierter
Transkriptionsfaktor (Prasch und Sonnewald, 2013), stehen und so mdglicherweise die Verbindung der
pflanzlichen Abwehrprozesse zwischen Hitze- und Trockenheit herstellen.

Ebenso sind auch Gene der Salizylsdure-Antwort (SA) und die PR-Gene in den
tiberexprimierenden Pflanzen hochreguliert, was vermuten lasst, dass die Pflanzen toleranter

gegenuber Pathogenen sind. Einerseits wurde DEAR1 als Repressor in der abiotischen
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Stressantwort beschrieben. Andererseits resultierte eine Uberexpression von DEARL1 in
Pflanzen nicht nur in erhohten SA-Mengen, sondern auch in einer erhohten
Pathogenresistenz gegentber P. syringae DC3000 (Tsutsui et al., 2009). Dieser Befund
kann moglicherweise auch fir Rap2.9 ubertragen werden. Fortfuhrende Mikroarray-
Auswertungen zu den Uberexprimierenden Pflanzen offenbarten einerseits eine deutliche
Anreicherung der Kategorie sekundare Metabolite, die im Falle der Phenylpropanoide zur
Abwehr dienen koénnten. Andererseits war die Kategorie Zellwand, speziell die
Zellulosesynthese und die Zellwandmodifikationen in Rap2.9-GFP Pflanzen herunterreguliert
und Zellulosegehalte gegentber Col-0 verringert (siehe Abbildung 3.17 und 3.18). Eine
veranderte Membranzusammensetzung in den Rap2.9-GFP Pflanzen kénnte weitreichende
Folgen fur apoplastische Bakterien haben. Beispielsweise fuhrt eine erhdhte Permeabilitat zu
einem verbesserten Wachstum von P. syringae (Xiao et al.,, 2004), wohingegen
Veranderungen hin zu einer dickeren Kutikula die Vermehrung von Pseudomonas
erschweren (Tang et al., 2007). Auch fir Rap2.9 bestatigten Tsutsui et al. (2009) mittels RT-
PCR eine Pathogeninduzierbarkeit durch P. syringae. Offensichtlich fungieren die Rap-Gene
der Klasse IlI, gegenuber Trockenheit als Repressoren, gegeniuber Pathogenen jedoch,
durch eine veranderte Zellwandzusammensetzung und der Akkumulation von PR-Genen und
SA, als Aktivatoren. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Klasse Il an AP2/ERF-
Genen eine ambivalente Rolle gegentber biotischem und abiotischem Stress zukommen
konnte, was Tsutsui et al. (2009) spekulieren liel3, dass die Rap-Proteine stromaufwarts als
Regulatoren die Vernetzung von biotischem und abiotischem Stresses vermitteln. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte Rap2.9 somit als ein weiterer interessanter Kandidat fir die
Vermittlung der abiotischen Stressantworten Hitze und Trockenheit bzw. Virenstress

identifiziert werden.
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4.2 Erhohte Trockentoleranz in bam1 Pflanzen

Pflanzen sind in der Lage als Antwort auf diverse Umweltfaktoren, wie die CO,-
Konzentration, die relative Luftfeuchtigkeit und zahlreiche andere biotische und abiotische
Stresskomponenten ihrer Stomata adaquat zu justieren. Die bisherigen Analysen im Hinblick
auf multiple Stressbedingungen zeigen klar, dass die Stomata der Pflanzen in Abhangigkeit
der unterschiedlich applizierten Stressreaktionen verschieden reagieren (siehe Tabelle 3.2).
Lange bekannt ist, dass der Stomataschluss einer der ersten Antworten auf Wassermangel
ist und so Wasserverlust vermieden werden kann (Schroeder et al., 2001). Das Offnen und
SchlieRen der Stomata erfolgt durch Schwellen und Abschwellen der Stomata, das wiederum
durch zahlreiche Prozesse, einschlielRlich dem lonenaustausch und der Produktion von
osmotisch aktiven Molekillen sowie der Modulation der Genexpression und der post-
translationalen Modifikation von Proteinen erfolgt (Shinozaki und Yamaguchi-Shinozaki,
2007; Cramer et al., 2011; Blatt, 2014).

4.2.1 Die Rolle der Starke beim Stomataschluss unter Trockenheit

Um ein Offnen der Stomata zu erzielen, kommt es durch den Ausstrom von H* aus den
SchlieRzellen vermittelt durch H*-ATPasen zur Hypopolarisierung der Plasmamembran und
Uber die Aktivierung von K'-Kanalen zur Aufnahme von K'-lonen. Die gleichzeitige
Aufnahme von Wasser und Gegenionen, wie Chlorid und Malat halten den Turgordruck und
damit die Stomata offen (Daszkowska-Golec und Szarejko, 2013). Im Gegensatz dazu wurde
fir den Stomataschluss ein komplexes Netzwerk an Signalen beschrieben, bei dem ABA und
Jasmonat (JA) positive Regulatoren sind. Dabei aktiviert ABA den Ausstrom von Calcium
aus den Schliel3zellen, aktiviert verschiedene Anionenkandle des S-Typs (slow response; S)
und des R-Typs (rapid response; R), die zum Ausstrom von Chlorid, Malat und Nitrat fiihren
sowie die Aktivierung von GORK-Kanalen, was in einem Ausstrom von Kalium und
schlie3lich dem Schlie3en von Stomata mindet (Roelfsema und Hedrich, 2005). Mikroarray-
Analysen der Transkripte aus den Stomata trockengestresster Pflanzen im Rahmen dieser
Arbeit zeigten allerdings keine signifikante Transkriptanreicherungen der entsprechenden
lonen- und Wasserkanale (siehe Anhang A16). Offensichtlich spielen diese transkriptionellen
Prozesse bei der kurzfristigen Antwort auf ABA-Signale und dem Einsetzten der Trockenheit

eine groRe Rolle, aber nicht bei Anpassung an Trockenheit Gber einen langeren Zeitraum.

Inspiriert durch eine Anreicherung der Kategorie zentraler Stoffwechsel in der funktionellen
Kategorisierung der Stomata-spezifischen Transkripte von Col-0 unter Trockenheit konnte

bei der Analyse der Transkripte festgestellt werden, dass die Starkesynthese tendenziell
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hochreguliert war, der Abbau jedoch reduziert (siehe Abbildung 3.40). Schon fruh wurde
spekuliert, dass sich die Konzentration der Starke und osmolytisch aktiven Zuckern in den
Schliel3zellen mit der Offnungsweite der Stomata andert (Outlaw und Manchester, 1979). Ein
Starkeaufbau kann dabei u.a. durch die glukoneogenetische Umwandlung von Malat in
Starke erfolgen (Willmer und Fricker, 1996). Inwieweit Starke bei der Regulation der Stomata
eine Rolle spielt, ist jedoch noch nicht hinreichend erforscht. Interessanterweise war neben
B-Amylase5 (BAMS) speziell die B-Amylasel (BAM1), die als chloroplastische B-Amylase in
den Starkeabbauweg involviert ist und Maltose, ein wichtiges Zwischenprodukt des
Starkeabbauwegs, freisetzen kann, sehr stark herunterreguliert (siehe Abbildung 3.40;
Kaplan und Guy (2005), Sparla et al. (2006)). Es ist bekannt, dass das Enzym bei der
Regulierung des Redoxstatus der Pflanze eine Rolle spielt und nur unter reduzierenden
Bedingungen aktiv ist (Sparla et al., 2006). Eine Mutation des BAM1 kodierenden Gens
resultiert in einer Akkumulation von Starke in den Schliel3zellen (Valerio et al., 2011). Dies
fuhrt dazu, dass die Stomata in den Pflanzen der Linie baml geschlossener sind als die der
Col-0 Pflanzen (siehe Abbildung 3.45; Valerio et al., 2011). Bemerkenswerterweise sind
unter Kontrollbedingungen keine signifikanten Unterschiede in der Biomassebildung
zwischen Col-0 und baml Pflanzen festzustellen (siehe Abbildung 3.42), obwohl Uber die
stomataren Poren der Gasaustausch, der fiir die Photosynthese und damit auch fur die
Biomassebildung elementar wichtig ist, stattfindet. Offensichtlich kann der verstarkte
Porenschluss unter Kontrollbedingungen Uber andere Mechanismen kompensiert und

vergleichbare Biomasse gebildet werden.

Da Pflanzen unter verschiedenen Bedingungen mit dem SchlieRen der Stomata reagieren
(Rizhsky et al., 2004), wurde die Hypothese aufgestellt, dass baml Pflanzen unter
Trockenheit, bedingt durch die Modifikation in den Stomata, besser wachsen kénnen als Col-
0 Pflanzen. Unter einem flnftdgigen Trockenstress konnte tatséchlich signifikant mehr
Biomasse im Falle der Starkemutante baml im Vergleich zu Col-0 Pflanzen gefunden
werden (siehe Abbildung 3.42). Dies kann darauf zurickzufihren sein, dass die Pflanzen
eben nicht in der Lage sind Starke in den Schliel3zellen vollstdndig abzubauen. Aufgrund des
osmotischen Potenzials der Starke konnen die Stomata darauf hin nicht vollstandig
geschlossen werden, was zu einem verbesserten Gasaustausch fiihrt. Doch obwohl bei
bam1l Pflanzen die Stomata unter Trockenheit weiter getffnet sind als bei Col-0 Pflanzen,
kommt es nicht zu einer Dehydrierung. Das kdonnte an der Tatsache liegen, dass die
Offnungsweite der Stomata unter Trockenheit immer noch deutlich unter der Offnungsweite
von Col-0 Pflanzen unter Kontrollbedingungen liegt. Dadurch ist zwar ein erhohter
Gasaustausch maglich, jedoch geht nicht zu viel Wasser verloren, was die Biomassebildung

wahrend der Trockenheit erklaren konnte.
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Die Array-Analysen der Stomata-spezifischen Transkripte unter Trockenheit in baml
Pflanzen zeigen, dass 30 der insgesamt 542 hochregulierten Gene PPR-Gene
(PENTATRICOPEPTIDE REPEAT PROTEINS) darstellen. PPR-Gene bilden in Pflanzen mit mehr
als 450 Mitgliedern eine grof3e Familie, sind aber weitestgehend uncharakterisiert (Schmitz-
Linneweber und Small, 2008; Laluk et al., 2011). Von PPRs wurde angenommen, dass sie
eine Rolle bei der RNA Prozessierung und Translation einnehmen (Saha et al., 2007,
Schmitz-Linneweber und Small, 2008). Dartber hinaus ist bekannt, dass ppR40-Mutanten
eine veranderte Genexpression zeigen und ABA- und salzsensitiv sind (Zsigmond et al.,
2008). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Uberexpression als auch eine
Mutation des PPR-Gens PGN (PPR FOR GERMINATION ON NACL) zu erhdhter Suszeptibilitat
gegenuber nekrotrophen Pilzen und erhéhtem Salzstress fihrt. Die Autoren schlussfolgerten,
dass eine exakte Regulation von PGN unter verschiedenen Stresssituationen notig ist (Laluk
et al.,, 2011). Mdglicherweise spielt die Regulation dieser PPR-Gene auch in den baml-
Mutanten fur die Erreichung von Trockentoleranz eine wichtige Rolle. Dartber hinaus
sprechen zahlreiche weitere Transkriptprofile flr eine bereits erfolgte Anpassung der
Stomata an Wassermangel. Eine reduzierte Expression der auxinresponsiven Gene deutet
eine verringerte Zellwandstreckung an und zahlreiche Zellwandkomponenten, wie
Arabinogalaktanproteine, Expansine sowie Xyloglucan:xyloglucosyltransferasen kénnten fur
eine Anpassung der Zellwand sprechen. Fur Arabinogalaktane wurde beispielsweise
berichtet, dass sie als l6sliche Signale dienen (Seifert und Roberts, 2007), und Xyloglucane
die Dehnbarkeit und Starke der pflanzliche Zellwand beeinflussen (Goujon et al., 2003;
Vissenberg et al., 2005). Auch etliche Gene, die fir die Regulation des Wasserhaushalts
verantwortlich sind, sind herunterreguliert: Darunter befinden sich Gene, deren Genprodukte
die Wasserbalance entsprechend ihrer Umweltbedingungen regulieren, beispielsweise
Wasserkandle der Plasmamembran (PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEINS; PIPs) und des
Tonoplasten (TONOPLASTIC INTRINSIC PROTEINS; TIPs) (zusammengefasst in Kaldenhoff et al.
(2008)). Dabei sind Auquaporine als Membrankanéle in der Lage den Transport von Wasser
und kleinen ungeladenen Molekilen lber biologische Membranen zu erméglichen. Unter
abiotischen Stresssituationen scheinen die in der Literatur bislang verdéffentlichten Daten zur
transkriptionellen und posttranskriptionellen Antwort uneinheitlich. Eine Uberexpression
eines tonoplastischen Aquaporins aus der Pflanzengattung Panax ginseng resultierte zwar in
erhohter Salz- und Trockentoleranz in Arabidopsis (Peng et al., 2007). Gleichzeitig fuhrte
eine Uberexpression von AtPIP1;2 in Tabakpflanzen zu hoheren Wachstums- und
Transpirationsraten sowie einer erhfhten Stomatadichte im Vergleich zu Kontrollpflanzen,
aber auch zu trockensensitiven Pflanzen (Aharon et al., 2003). Dabei scheinen Aquaporine,

zumindest PIPs, in den GefalRbundelscheidenzellen reguliert und am Xylem-Mesophyll
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Wassertransport unter Trockenstress beteiligt zu sein (Shatil-Cohen et al., 2011).
Interessanterweise zeigten Martre et al. (2002), dass eine antisense-Konstrukt von PIP1 in
Arabidopsis keine Unterschiede im Wasserpotential aufwiesen, aber in der anschliel3enden
Regenerationsphase gegenuber den Kontrollen schlechter abschnitten. Daraus
schlussfolgerten Li et al. (2014), dass Aquaporine in Arabidopsispflanzen auch in der
Wassermobilisation dehydrierter Pflanzen involviert sind. Die Herunterregulation der
Aquaporine in baml Pflanzen spricht somit flr eine reduzierte Wasseraufnahme und weiter

geschlossene Stomata.

Diese Ergebnisse belegen, dass der Zucker- bzw. Starkehaushalt eine wichtige Rolle fur die
Regulation der stomataren Offnungsweite unter Trockenheit spielt, da bei der Mutante bam1
die Starke in den Schlie3zellen akkumuliert, Stomata somit weiter geschlossen sind und
schneller auf Trockenheit reagieren kdnnen. Unterstitzt wird dieser Prozess moglicherweise
durch entsprechende Genexpression der auxinresponsiven Hormone, Wasserkanale und

Zellwandbestandteile.

4.2.2 Stressspezifische Genexpression der f~Amylasen

Neben den Trockenstressperioden missen Pflanzen bedingt durch Klimaénderungen auf
zunehmende Hitzephasen reagieren kénnen. Im Hinblick auf die Physiologie der Pflanzen
werden die Stomata geoffnet (Rizhsky et al., 2004), um ihre Blatter durch die Transpiration
zu kihlen  (Mittler, 2006). Wahrend der Stomataéffnung wurden bereits
Zuckerakkumulationen in den Schliel3zellen beschrieben (Roelfsema und Hedrich, 2005;
Shimazaki et al., 2007), die auf einen Starkeabbau hinweisen. Da bam1 Pflanzen jedoch,
bedingt durch die Mutation des Gens der B-Amylase 1, keine Starke abbauen kénnen, sollten
sie nicht in der Lage sein ihre Stomata weiter zu 6ffnen, so dass es nicht verwunderlich
ware, wenn Einbuf3en in der Biomasse festzustellen waren. Erstaunlicherweise kénnen
Pflanzen der Linie bam1l unter Hitzestress genauso viel Biomasse bilden wie Col-0 Pflanzen
(siehe Abbildung 3.44). Des Weiteren kristallisierte ein Vergleich der stomataren
Offnungsweite vollig unerwartet heraus, dass die Stomata in den Pflanzen mit der Mutation
der B-Amylase 1 unter Hitze dennoch gedffnet werden konnen und verminderte
Starkemengen im Vergleich zur Kontrollsituation und unter Trockenheit detektiert werden
konnen (siehe Abbildung 3.45 und 3.46). Offenbar spielt die f-Amylase 1 bei Hitzestress
keine entscheidende Rolle und andere Gene sind fiir den Starkeabbau und das Offnen der
Stomata verantwortlich. Stomata-spezifische Transkriptanalysen hitzegestresster Col-0
Pflanzen zeigten tatséachlich keine differentielle Regulation des BAM1-Genes, wohingegen

die Transkripte der B-Amylasen 6,7 und 9 hochreguliert sind (siehe Anhang Al1). In einer
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Kombination aus Hitze und Trockenheit spielt BAM1 wieder eine Rolle, zusatzlich sind aber
noch weitere 3-Amylasen aktiv, die nicht unter alleinigem Trockenstress differentiell reguliert
waren. Die Tatsache impliziert, dass unterschiedliche Transkripte und Genprogramme in
unterschiedlichen Situationen angesteuert werden.

Interessanterweise wurde bereits 1969 spekuliert, dass bei Stressfaktoren mdglicherweise
die Hydrolyse der Starke und das Offnen der Stomata verhindert wird (Milborrow, 1969). In
der Vergangenheit konnte BAM1 zwar in Blattern der Arabidopsis-Pflanzen exprimiert
gefunden werden (Smith et al., 2004), allerdings konnten in der Mutante fir baml weder
Starkeanreicherung noch erhéhte Maltosegehalte detektiert werden (Kaplan und Guy, 2005).
Erst die detaillierte Betrachtung der Stomata unter dem Mikroskop (Valerio et al., 2011)
sowie die Analyse der Transkripte im Rahmen der Arbeit ermobglichten es, eine
gewebespezifische Aktivitat der p-Amylase mit Stresstoleranz  zu verknipfen.
Zusammengefasst kann in den Analysen dieser Arbeit erstmalig ein verbessertes
Abschneiden von Starkeabbaumutanten unter Trockenheit beobachtet werden, was der
Starke eine bedeutende Rolle beim Schliel3en der Stomata unter langfristiger Stressadaption
verleiht. Unterstitzt kbénnte der Prozess durch zahlreiche Transkripte, wie PPRs, Aquaporine
und Hormone sein. Da die B-Amylase 1 Uber orthologe Proteine in Reis und Pappel verfligt
(Fulton et al., 2008), kénnen die Befunde beziglich BAM1 vermutlich auf Nutzpflanzen
Ubertragen werden. Unter Hitze und kombinierten Stressbedingungen scheinen sich die
Abwehrprogramme der Pflanze gegenlber dem Trockenstress, zumindest durch
alternierende Expressionsmuster der B-Amylasen zu unterscheiden, so dass mit der
Charakterisierung der baml-Mutante unter verschiedenen Umweltfaktoren ein
eindrucksvolles Beispiel fir verdnderte Abwehrantworten der Pflanzen unter
unterschiedlichen Stressbedingungen, die nicht aus den Einzelstresssituationen

prognostizierbar sind, gegeben ist.
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4.3 T-DNA Insertionslinien in Reis offenbarten Stressinsensitivitat

Salzkonzentrationen in hohen Mengen stellen auf agrarwirtschaftlich genutzten Flachen ein
grolRes Problem dar, da bereits milder Salzstress lber einen kurzen Zeitraum die pflanzliche
Entwicklung negativ beeinflusst und somit jahrlich zu hohen Ernteausfallen fihrt (Munns,
2002). Bereits 200mM Salzstress Uber einen kurzen Zeitraum von acht Tagen fihrte bei der
Reislinie Nipponbare unter den im Rahmen der Arbeit etablierten Anzucht- und
Stressbedingungen zu einem signifikanten Ertragsrickgang im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen. Es zeigte sich sowohl ein Rickgang in der Frisch- wie auch der
Trockenmasse (siehe Tabelle 3.6). Unter diesen Bedingungen kann mehr von einer
Salzstressantwort als von einem osmotischen Schock gesprochen werden (Shavrukov,
2013). Als Resultat wird die Photosynthese negativ beeinflusst, was in Verlusten der
Energieproduktion und der Nahrstoffverteilung sowie der Beeintrachtigung der Aktivitat
verschiedener Enzyme resultiert. Als Konsequenz leiden Pflanzen nicht nur unter
hyperosmotischem Stress und lonentoxizitdt, sondern oftmals auch an sekundéarem
oxidativem Stress und einem Ungleichgewicht der Homdostase (Chinnusamy et al., 2005;
Chen und Polle, 2010). Transkriptdaten der Kontrolllinie 1 offenbarten unter Salzstress eine
massive Anzahl an differentiell regulierten Genen (>12000, siehe Abbildung 3.51), was im
Einklang mit anderen Studien steht, die von zahlreichen Genen in verschiedenen
Abwehrmechanismen und einer Komplexitdt an Mechanismen und Kombinationen berichten
(Tuteja, 2007; Roy et al.,, 2011). Eine Zuordnung der Transkriptdaten gemaR einer
funktionellen Kategorisierung nach MAPMAN offenbarte, dass jeweils Uber 20% aller
klassifizierten Gene der Kategorien Zellwand, sekundarer Metabolismus, Stress und
Transportprozesse unter erhdhten Salzstressbedingungen differentiell hochreguliert waren
(siehe Abbildung 3.52). Darunter fallen viele Gene, die bekannt dafir sind adaptiv gegeniber
Salzstress zu sein (Hasegawa et al., 2000). Beispielsweise mussen Pflanzen gegen den
osmotischen und ionischen Stress wahrend der Salzapplikation, speziell im Wurzelbereich,
die Zellstruktur durch Reorganisation und Verstarkung der Membranen und
Zellwandkomponenten gewdhrleisten (Ghosh und Xu, 2014). Im Gegensatz dazu war eine
betrachtliche  Anzahl an Genen der Photosynthese und des zentralen
Kohlenstoffmetabolismus stark herunterreguliert, wie auch in vorausgegangenen
Transkriptomanalysen in Arabidopsis festgestellt wurde (Seki et al., 2002a; Ma et al., 2006;
Matsui et al., 2008; Nishiyama et al., 2012).

Im Vordergrund der Arbeit stand die Erforschung pflanzlicher Reaktionen und
Toleranzmechanismen gegenlber Salzstress, die insbesondere fir den Reisanbau in

Indonesien ertragsbegrenzend sind. Als Grundlage fur die Erforschung molekularer
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Mechanismen unter Salzstress dienten Mutanten der Reispflanzen Nipponbare, die im
Rahmen einer Kooperation mit einer indonesischen Arbeitsgruppe durch Mutagenese
generiert und in vitro auf Salz- bzw. Trockenstresstoleranz vorselektiert wurden. Eine
physiologische  Charakterisierung  der Insertionsmutanten  unter  kontrollierten
Anzuchtbedingungen bestétigte besonders die salztoleranten Linien 5 und 6 in ihrer
verbesserten Trocken- bzw. Salztoleranz (siehe Tabelle 3.6). Eine deutlich verringerte
Anzahl an Transkripten (siehe Abbildung 3.51) und eine verringerte Regulation der
funktionellen Kategorien Signhalgebung und Stress weisen auf eine verringerte Sensitivitat
der salztoleranten Linien 5 und 6 gegentber den Kontrollpflanzen hin. In Gerste, Tomate und
Arabidopsis wurde Metabolitprofiling unter Salzstress durchgefuhrt (Johnson et al., 2003;
Kim et al., 2007; Widodo et al., 2009). Alle diese Studien verdeutlichen, dass es eine
Verbindung zwischen gestiegenen Osmolytmengen (Prolin, Gylcinbetaine und Zuckern), der
Induktion von metabolischen Stoffwechselwegen (Glykolyse, Zuckermetabolismus) und
Salztoleranz gibt. Moglicherweise tragen die erhdhten Glukose und Fruktose Werte indirekt
zu einer erhohten Salztoleranz bei.

Um Stressinsensitivitdt zu erzielen, stehen Pflanzen verschiedene Mechanismen zur
Verfligung. Unter Salzstress wurde publiziert, dass der Gehalt an lonen und Metaboliten in
einer vorhersagbaren und reproduzierbaren Weise in Abh&ngigkeit der Salzakkumulation in
Pflanzen erfolgt (Sanchez et al., 2008). Da die salztoleranten Linie 5 und 6 aber deutlich
weniger Biomasseverlust aufwiesen, konnte spekuliert werden, dass das verbesserte
Abschneiden durch einen erniedrigten lonengehalt in den Blattern erzielt wird. Die Messung
der lonenkonzentrationen in den Blattern der beiden Genotypen ergab betréachtliche
Akkumulationen an Natrium und Chloridionen in den Kontrollpflanzen und den Mutanten
unter erhohten Salzstressbedingungen (siehe Abbildung 3.49). Allerdings zeigten Pflanzen
der Linie 6 reduzierte Natriummengen in den Blattern unter Salzstress im Vergleich zur
Kontrolllinie. Offensichtlich verfigen Pflanzen der Linie 6 {ber einen Mechanismus,
reduzierte Mengen an Natrium Uber das Wurzelsystem aufzunehmen oder den Transport der
Natriumionen von den Wurzeln in den Spross zu reduzieren. In diesem Zusammenhang
wurde dem Transporter HKT1 eine wichtige Rolle zugesprochen, der in Reispflanzen in der
Epidermis und Endodermis der Wurzeln exprimiert wird (Golldack et al., 2002) und mutiert in
Arabidopsis zu einer verdnderten Natriumionenverteilung in Wurzeln und dem Spross fiihrte

(Méser et al., 2002). Diese Pflanzen waren zudem sensitiver gegeniber Salzstress.

Fur die salztolerante Linie 5 kann allerdings ausgeschlossen werden, dass es eine reduzierte
Aufnahme in den Wurzeln oder einen verminderten Transport in den Spross gibt, da gleiche

Mengen Na* und CI" gefunden werden konnten (siehe Abbildung 3.49). Gelangt Natrium dort
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in hohen Konzentrationen ins Zytosol kann es toxisch fir viele zytosolische Enzyme sein.
Obwohl das Wurzelsystem eines der ersten Gewebe in Pflanzen ist, die Salzstress
ausgesetzt sind, betrifft die primare Natriumtoxizitat in Pflanzen vorzugsweise die Blatter und
nicht die Wurzeln (Munns, 2002). Dies ist darauf zurtickzufuhren, dass Natrium, das einmal
Uber den Transpirationsstrom in den Spross gelangt ist, in den Blattern akkumuliert, da die
Zirkulation zurtick in die Wurzeln inhibiert wird (Munns und Tester, 2008). Zuséatzlich kommt
es zu einem kompetitiven Transport von Natrium durch Kaliumkanale (Blumwald, 2000).
Daher bendtigen Pflanzen effiziente Schutzmechanismen. Ein erfolgreicher Mechanismus
stellt die Sequestrierung von Natrium in den Vakuolen durch Na*/H*-Antiporter in den
Tonoplasten dar, um die toxischen Effekte in der Zelle zu minimieren und den zytosolischen
pH unter Salzstress aufrechtzuhalten (Apse et al., 1999; James et al.,, 2006; Munns und
Tester, 2008). Kompartimentierung erlaubt es den Pflanzen zum einen mehr Natriumionen
zu tolerieren und gleichzeitig die Natriumkonzentration im Zytoplasma zu reduzieren. Eine
weitere Mdoglichkeit ware Natrium aus den Blattern auszuscheiden, und so Toleranz zu
gewabhrleisten (Tester und Davenport, 2003; Moller und Tester, 2007; Munns und Tester,
2008; Smethurst et al., 2008). Allerdings wurde das in den hier durchgefiuihrten Ergebnissen
nicht beobachtet. Ebenso wie Na® ist auch CI fir die Zellen toxisch (Teakle et al., 2007).
Mittlerweile wird spekuliert, ob nicht das CI fir pflanzliche Zellen sogar schadlicher ist als
Na® (Tavakkoli et al., 2011). In den verschiedenen Linien war auch eine Reduktion von
Sulfat, Nitrat und Fluorid festzustellen (siehe Abbildung 3.50). Mdglicherweise liegt eine

veranderte Homoostase vor, da diese Anionen durch erhghte CI'-Mengen verdrangt wurden.

Die durch Sequestrierung erzielten hohen Na*-Konzentrationen in der Vakuole erfordern ein
Ausgleichen des zytosolischen osmotischen Potentials durch die Produktion von Osmolyten
(Parida und Das, 2005). Osmolyte akkumulieren als Antwort auf osmotischen Stress, dort
helfen sie den Turgordruck und damit den Gradienten fur Wasseraufnahme
aufrechtzuerhalten (Wang et al., 2003). Im Rahmen der vorliegenden Analysen konnten fir
die Kontrolllinien erhohte Werte fur die Aminosdure Prolin, aber auch fir andere
Aminosauren gefunden werden (siehe Abbildung 3.48). Die salztolerante Linien 5 und
insbesondere die salztolerante Linie 6 zeigten deutlich erniedrigte Werte, was flr die bereits
angesprochene Insensitivitdt gegenlber Salzstress sprechen kénnte oder gemaR einer
Studie von Jha et al. (2010) sich um andere Mechanismen der Toleranz handeln koénnte. Die
Autoren untersuchten einigen Okotypen von Arabidopsis, und fanden keine Salztoleranz in

Abhangigkeit der akkumulierenden Metabolite.

Insgesamt kdnnte Uber die verbesserte Toleranz der Linien 5 und 6 viel spekuliert werden,

da Antworten auf Salzstress ein Zusammenspiel von lonentransportkandlen und sekundaren

159



Diskussion

Signalmolekilen ist, um ausgeglichene lonenhomd@ostase, angepassten
Hormonmetabolismus, Signaltransduktionswege und adaquate Stressantworten zu
gewdhrleisten (Deinlein et al., 2014). Letztendlich werden aber die Orte der T-DNA

Insertionen bendtigt, um ein umfassendes Bild zu erhalten.
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Abklrzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

pMg Mikrogramm

ul Mikroliter

AOX Alternative Oxidase

A. thaliana Arabidopsis thaliana

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens
ABA Abscisinsaure

BHFDR BENJAMINI-HOCHBERG FALSE DISCOVERY RATE
BMV Brome mosaic virus

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise
ca. circa
CaMV Cauliflower Mosaic Virus

cDNA complementary DNA; komplementare DNA
cm Zentimeter

CMV Cucumber mosaic virus

Col-0 Columbia

CP coat protein; Hullprotein

cyt-UPR cytosolic unfolded protein response
d Tag (e)

d.h. das heifdt

dsRNA doppelstrangige RNA

E Einstein

E. coli Escherichia coli

ER endoplasmatisches Retikulum

ER-UPR ER unfolded protein response

et al. et alii

ETI Effektor-vermittelte Immunantwort

g Erdbeschleunigung g

g Gramm

GFP grun-fluoreszierendes Protein

h Stunden

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatografie
HR hypersensitive Reaktion

HSE Hitzeschockelemente

HSF Hitzeschockfaktoren

HSG Hitzestresskdrnchen

HSP Hitzeschockproteine

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

KLSM Konfokale Laserscanning Mikroskopie
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| Liter

IAA Indol-3-Essigsaure

IPCC Intergovernmental Panel on Climate Change
JA Jasmonat

LEA-Proteine late embryogenesis abudant
LRR Leucin-reiche Doméanen

M Molar

mA Milliampere

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase
mg Milligramm

min Minute(n)

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

MM Mikromolar

N. benthamiana Nicotiana benthamiana
nm Nanometer

oD600 optische Dichte bei 600 nm
PAMPs Pathogen associated molecular patterns
PCA principal component analysis

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PIPs plasma membrane intrinsic proteins
PPR pentatricopeptide repeat

PR pathogen-related genes

P. syringae Pseudomonas syringae

PTI PAMP-triggered immunity

pv. Pathovar

PVX potoato virus X

PVY potato virus Y

RdRp RNA-abhangige RNA Polymerase
RDV Rice dwarf virus

ROS reactive oxygen species

RT Raumtemperatur oder Reverse Transkription
R-Gen Resistenz-Gen

R-Type rapid channels

s Sekunden

SA Salizylsédure

SAUR SMALL AUXIN UP RNA

SiRNAs small interfering RNA

s0g. sogenannt

ssDNA single stranded DNA

S-Type slow channels

TBSV Tomatenzwergbuschvirus

TCA tricarboxylic acid

TIPs tonoplast intrinsic proteins
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TIR-NB-LRR Toll/Interleukin 1-Rezeptor-ahnliche NB-LRR
TMV Tobacco mosaic virus

TSWYV Tomato spotted wilt virus

TuMV Turnip Mosaic Virus

u.a. unter anderem

Upm Umdrehungen pro Minute

UPR Unfolded protein response

VAMPS Virus associated molecular patterns

z.B. zum Beispiel

zw-Invertase Zellwandinvertase
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Al PCA-Analyse der Metabolite multifaktoriell gestresster Pflanzen
im Vergleich zur Kontrolle (PC2 und PC3)

Scores for PC2 (215 %) versus PC3 (11.6 %), Pasta
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Al: PCA-Analyse der Metabolite multifaktoriell gestresster Pflanzen im Vergleich zur Kontrolle. A) Die
PCA-Separation basierend auf Metabolitdaten der verschieden behandelten Pflanzen nach Komponente zwei
(21.5%) und zwei (11.6%). B) Fur die PCA-Separation verantwortliche Metabolite. Hitze (h), Virus (v), Trockenheit
(d), Trockenheit-Hitze (dh), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh) und Virus-Trockenheit-Hitze (vdh).
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A2 Cluster-Analyse der Col-0 Pflanzen und Rap2.9-GFP Pflanzen
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A2: Hierarchische Cluster-Analyse der Transkripte aus Col-0 Pflanzen und Rap2.9-GFP-Pflanzen. Fur diese
Analyse wurden jeweils vier biologische Replikate der Col-0 Pflanzen sowie Rap2.9-GFP-Pflanzen unter
Kontrollbedingungen hybridisiert. Die Cluster-Analyse wurde nach PEARSON UNCENTRED durchgefuhrt. Blau
markierte Felder stellen die Replikate der Rap2.9-GFP Pflanzen dar, wohingegen rot-markierte Felder die
Replikate der Col-0 reprasentieren.

A3 Detailauswertung der Transkriptdaten in Rap2.9-GFP Pflanzen

Herunterregulierte features Hochregulierte features

2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
| ABA .

I Auxin |

BN Brassinosteroide |
I Cytokinin .
[ Ethylen ]
| Gibberelin .
L Jasmonat |
Salizylsaure I
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Herunterregulierte features

2.0 1.0 0.0
Vorproduktsynthese
Zellulosesynthese
Hemizellulosesynthese
Pektinsynthese
Zellwandproteine
Abbau
Modifikation

Pektinesterasen

A4 Triplespezifische Transkriptionsfaktoren

AGI-No. Identifier regulation | gene name
(log2)
AT3G63350 | A 84 P22274 4.13 AT-HSFA7B
AT5G05410 | A_84 P822865 | 3.65 DREB2A
AT5G05410 | A _84 P786287 | 3.54 DREB2A
AT5G05410 | A_84 P21501 3.46 DREB2A
AT3G02990 | A_84 P10767 2.52 HSFAl1E
AT1G54160 | A_84 P854478 | 2.37 NF-YAS
AT1G01520 | A_84 P838948 | 2.18 AT1G01520
AT5G16600 | A_84 P784713 | 1.83 MYB43
ATA4GO00870 | A_84_P16605 | 1.79 AT4G00870
AT5G04410 | A_84 P853155 | 1.75 NAC2
AT1G20640 | A_84 P23615 1.72 AT1G20640
AT4G00940 | A_84 P834435 | 1.72 AT4G00940
AT2G21320 | A_84 P191914 | 1.68 AT2G21320
AT3G22560 | A_84_P838159 | 1.67 AT3G22560
AT3G61630 | A_84 P15645 1.54 CRF6
AT5G59780 | A_84_P14086 | 1.54 MYB59
AT4G36900 | A 84 _P819283 | 1.52 RAP2.10
AT5G04410 | A_84 P815320 | 1.51 NAC2
AT2G45050 | A_84 P10681 1.44 GATA2
AT3G61890 | A 84 P15646 1.39 0
AT3G61890 | A_84_P834156 | 1.36 0
AT2G04038 | A_84 P16999 1.35 bzIP48
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AT5G24120 | A_84 P13983 | 1.31 SIGE
AT2G20400 | A_84_P823329 | 1.30 AT2G20400
AT4G22950 | A_84 P17613 | 1.29 AGL19
AT3G25890 | A_84 _P72004 | 1.26 AT3G25890
AT3G16940 | A_84 P830631 | 1.25 AT3G16940
AT1G45249 | A_84 P751371 | 1.25 ABF2
AT3G62090 | A_84_P826999 | 1.23 PIL2
AT1G78080 | A_84_P801809 | 1.22 RAP2.4
AT1G72650 | A_84 _P825518 | 1.21 TRFL6
AT1G46264 | A_84 P118932 | 1.21 HSFB4
AT1G29560 | A_84 P10264 | 1.20 AT1G29560
AT3G10800 | A_84 P17376 | 1.20 BZIP28
AT1G79840 | A_84 P19054 | 1.20 GL2
AT3G10030 | A_84_P279840 | 1.19 AT3G10030
AT1G78080 | A_84 _P847047 | 1.19 RAP2.4
AT5G12840 | A_84_P21526 | 1.18 NF-YAL
AT1G78080 | A_84_P800982 | 1.17 RAP2.4
AT5G22290 | A_84 P23435 | 1.16 NAC089
AT1G64620 | A_84_P834721 | 1.15 AT1G64620
AT1G78080 | A_84 P13328 | 1.15 RAP2.4
AT3G61420 | A_84_P15644 | 1.15 AT3G61420
AT3G52910 | A_84_P760097 | 1.13 GRF4
AT3G60530 | A_84 P818306 | 1.13 GATA4
AT2GA47460 | A_84_P19141 | 1.13 MYB12
AT5G02840 | A_84 P767209 | 1.12 LCL1
AT3G10030 | A_84_P824320 | 1.11 AT3G10030
AT5G42820 | A_84 P18752 | 1.11 U2AF35B
AT3G20010 | A_84_P16505 | 1.11 AT3G20010
AT3G01470 | A_84_P815174 | 1.11 HB-1
ATAG17880 | A_84 P19485 | 1.10 AT4G17880
AT5G37260 | A_84_P14948 | 1.10 RVE2
AT1G35560 | A_84 P15092 | 1.10 AT1G35560
AT5G02840 | A_84_P23386 | 1.10 LCL1
AT2G46830 | A_84_P847991 | 1.09 CCA1
AT1G44810 | A_84 P845254 | 1.09 AT1G44810
ATAG17880 | A_84_P825552 | 1.09 AT4G17880
AT3G01140 | A_84_P824668 | 1.09 MYB106
AT1G44810 | A_84_P858451 | 1.08 AT1G44810
AT1G32870 | A_84 P11450 | 1.07 NAC13
AT2G41710 | A_84_P56200 | 1.07 AT2G41710
AT5G25830 | A_84_P18718 | 1.06 GATA12
AT1G45249 | A_84 P576436 | 1.05 ABF2
AT1G05690 | A_84_P832776 | 1.05 BT3
AT5G13960 | A_84 P14908 | 1.05 SUVH4
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AT1G01250 | A_84 P17366 | 1.03 AT1G01250
AT1G05690 | A_84 P521345 | 1.03 BT3
ATAG18830 | A_84 _P15705 | 1.02 OFP5
AT3G01890 | A_84_P828803 | 1.02 AT3G01890
AT3G56570 | A_84 P17518 | 1.02 AT3G56570
AT2G31180 | A_84 _P22012 | 1.01 MYB14
AT5G04410 | A_84 _P15822 | 1.01 NAC2
AT5G03740 | A_84_P10149 | 1.01 HD2C
AT1G62700 | A_84 P22438 | 1.01 ANACO026
AT2G44745 | A_84_P175924 | 1.00 AT2G44745
AT5G14280 | A_84 P112852 | -1.00 AT5G14280
AT3G17860 | A_84_P107602 | -1.01 JAZ3
AT2G45190 | A_84_P825864 | -1.01 AFO
AT2G40260 | A_84_P579880 | -1.01 AT2G40260
AT2G23760 | A_84 P14514 | -1.03 BLH4
AT3G54220 | A_84_P852904 | -1.05 SCR
AT2G17150 | A_84 P757492 | -1.05 AT2G17150
AT1G18400 | A_84 P21523 | -1.06 BEE1
AT1G66230 | A_84 P12141 | -1.06 MYB20
AT2G42300 | A_84_P222236 | -1.06 AT2G42300
AT2G18380 | A_84_P18203 | -1.08 GATA20
AT5G58900 | A_84 P21648 | -1.08 AT5G58900
AT1G51700 | A_84 P849473 | -1.08 DOF1
AT2G40260 | A_84_P838751 | -1.10 AT2G40260
AT5G54180 | A_84 P183904 | -1.10 PTAC15
AT1G79700 | A_84_P816501 | -1.11 AT1G79700
AT5G45050 | A_84 P853174 | -1.12 TTR1
AT1G79700 | A_84 P21850 | -1.12 AT1G79700
ATAG27230 | A_84_P191564 | -1.13 HTA2
AT2G02070 | A_84 P18243 | -1.13 IDD5
AT5G60470 | A_84_P13144 | -1.13 AT5G60470
AT5G46710 | A_84 P68194 | -1.14 AT5G46710
AT3G28910 | A_84 P11762 | -1.15 MYB30
AT1G22590 | A_84 P750837 | -1.17 AGL87
AT2G06025 | A_84 P516250 | -1.17 AT2G06025
AT5G45050 | A_84_P827063 | -1.19 TTR1
AT3G51060 | A_84 P870394 | -1.20 STY1
AT5G43250 | A_84_P592388 | -1.22 NF-YC13
AT1G53230 | A_84 P17124 | -1.29 TCP3
AT5G07580 | A_84_P821249 | -1.31 AT5G07580
AT5G07580 | A_84_P12054 | -1.32 AT5G07580
AT1G16530 | A_84 P506289 | -1.34 ASL9
AT3G02550 | A_84_P168853 | -1.38 LBDA41
AT1G02230 | A_84 P751150 | -1.47 NAC004

192



Anhang

AT3G28910

A_84_P857824

-1.52

MYB30

AT4G23550

A_84_P23291

-1.53

WRKY29

AT1G16530

A_84_P837201

-1.57

ASL9

AT3G56400

A _84_P16571

-1.85

WRKY70

AT1G16530 | A_84_P837979 | -2.04 ASL9
AT2G37430 | A_84_P22991 | -2.49 AT2G37430
AT1G19050 | A_84_P10395 | -2.95 ARR7

A5 Kodon-optimierte Sequenz von HSFA7B

GGATCCAACAATGGACCCTTCCTCTTCCTCTCGTGCTCGCTCCATGCCTCCACCTGTTC
CCATGGAAGGACTTCAGGAGGCTGGACCTTCCCCTTTCCTTACCAAGACCTTCGAAATG
GTTGGAGACCCTAACACCAACCACATTGTTTCCTGGAACCGCGGAGGAATTTCCTTCGT
GGTTTGGGACCCTCACTCCTTCTCCGCTACCATTCTTCCTCTTTACTTTAAGCACAATAA
CTTCTCCTCCTTCGTTCGCCAACTTAACACCTACGGATTCCGCAAGATTGAGGCTGAGC
GCTGGGAATTTATGAATGAGGGATTCCTTATGGGACAGAGGGACCTTCTTAAGTCCATT
AAGCGCCGCACCTCCTCATCCTCTCCCCCATCTCTCAACTACTCCCAGTCCCAGCCTGA
GGCTCACGACCCTGGAGTTGAGCTTCCTCAGCTTCGCGAGGAACGCCACGTTCTTATG
ATGGAAATTTCCACCCTTCGCCAGGAGGAGCAGCGCGCTCGCGGATACGTTCAGGCTA
TGGAGCAGCGCATTAATGGAGCTGAGAAGAAGCAGCGCCACATGATGTCCTTCCTTCG
CCGCGCTGTTGAGAATCCCTCCCTTCTTCAGCAAATCTTCGAACAGAAGCGCGACCGC
GAGGAAGCTGCTATGATTGACCAGGCTGGACTTATTAAGATGGAGGAAGTTGAGCACCT
TTCCGAGCTTGAGGCTCTTGCTCTTGAAATGCAGGGATACGGACGCCAGCGCACCGAC
GGAGTTGAGCGCGAGCTTGATGACGGATTCTGGGAGGAGCTTCTTATGAACAATGAGA
ACTCTGACGAGGAGGAAGCTAATGTTAAGCAAGACGTCGAC
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A6 Cluster-Analyse der Col-0 Pflanzen und HSFA7B-myc Pflanzen

B

N |
HSFA7B-MYC

L

WT

L

HSFA7B-MYC

N |
WT

A6: Hierarchische Cluster-Analyse der Transkripte aus Col-0 Pflanzen und HSFA7B-myc Pflanzen. Fur
diese Analyse wurden jeweils drei biologische Replikate der Col-0 Pflanzen sowie vier Replikate der HSFA7B-
myc Pflanzen unter Kontrollbedingungen hybridisiert. Die Cluster-Analyse wurde nach PEARSON UNCENTRED
durchgefiihrt. Blau markierte Felder stellen die Replikate der Col-0 Pflanzen dar, wohingegen rot-markierte Felder
die Replikate der HSFA7B-myc reprasentieren.

A7 Tunicamycin-induzierte Gene verschiedener Studien

Verglichene Studien

BIP3

UTR1

unkown

Calreticulin family protein
BIP1

ATCNX1

CRT1B

HSP90.7

Martinez und

Chrispals (a),

2003 Noh et

al., 2003 (b) ;

Kamauchi et Anzahl der

Iwata 2010 | al., 2005 (c) Iwata 2008 [ Studien

AT1G09080 abc 2008 5
AT2G02810 abc 2008 5
AT1G27350 abc 2008 5
AT5G07340 abc 2008 5
AT5G28540 abc 2008 5
AT5G61790 abc 2008 5
AT1G09210 abc 2008 5
AT4G24190 abc 2008 5
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A8 Seneszenz-regulierte Gene unter verschiedenen

Stressbedingungen

Seneszenz-regulierte Gene

d vdh sh AGI-No Gene
0.41 At2g29350 SAG13

At1g61800 GPT2
At4g31800 WRKY18
Atlg17020 SRG1
At1g05340 Gepstain3
At4g32940 gVPE
At5g61900 | BONI1/CPN
At1g18210 Gepstain4
At1g69490 NAP
At3g52800 Gepstainl
At49g35770 SEN
Atlg79850 ORE4
At4930270 SEN4
At5g64930 | HYS1/CPR5
At5g48380 SIRKb
Atlg71190 SAG18
At4921610 LOL2
At2g19190 SIRKa
At5g47120 Bl-1
At5g10650 Gepstain2
At5g26340 STP13
At3g60140 SRG2
At2g34690 ACD11
At3g44880 ACD1/PAO
At5g16570 GLN1;4
At4914400 ACD6
At5g15410 DND1
At1g32540 LOL1
At4g09010 Apx4
Atlg77490 tApX
Atlg56650 | PAP1/MYB75
At4923810 WRKY53

A8: Seneszenz-assoziierte Transkripte in Pflanzen unter multiparallelen Stressbedingungen. Dargestellt
sind die Expressionslevel von Seneszenzgenen nach Ascencio-lbanez et al., 2008 in Pflanzen unter

verschiedenen Stressbedingungen im Vergleich zu Kontrollpflanzen.
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A9 Cluster-Analyse von bam1 und Col-0 Transkripten

Blatt
Col-0d

Blatt
bam1l
dr

Blatt
Col
con

I

]
Blatt Stomata Stomata Stomata Stomata
bam1l Col bam1l bam1l Col-0
con dr dr con con

A9: Hierarchische Cluster-Analyse der Transkripte aus Col-0 Pflanzen und baml Pflanzen unter
Kontrollbedingungen und Trockenheit. Fir diese Analyse wurden baml1 und Col-0 Pflanzen im Alter von 29
Tagen einem fiinf-tdgigem Trockenstress ausgesetzt. AnschlieBend wurde RNA aus gesamten Blattern sowie aus
Stomata extrahiert. Jeweils zwei bis drei biologische Replikate der Col-0 Pflanzen sowie bam1 Pflanzen wurden
hybridisiert. Nach einem aAnova-Test verblieben 23017 Gene, die hier nach PEARSON UNCENTRED geclustert
wurden. Die jeweiligen Proben sind beschriftet.

A10 Differentiell regulierte Stomatagene von bam1 Pflanzen unter

Trockenheit

Regulation
[St bam1
ProbeName drought] Vs AGI-No Gensymbol Genname GenbankAccession
[St bam1
con]
A_84_P14137 4.56 AT5G13170 SAG29 senescence-associated protein 29 NM_121320
A_84_P842527 4.44 AT5G42800
late embryogenesis abundant domain-containing

A_84_P187174 3.83 AT3G17520 AT3G17520 protein NM_112632
A_84_P11524 3.69 AT1G62160 AT1G62160  serine protease inhibitor (SERPIN)-like protein NM_104897
A_84_P19111 3.39 AT2G42090 ACT9 actin 9 NM_129772
A_84_P798739 3.30 AT4G39360 AT4G39360  hypothetical protein NM_120096
A_84_P13256 3.23 AT1G60470 GolS4 galactinol synthase 4 NM_104734
A_84_P17045 3.13 AT1G08630 THAl threonine aldolase NM_100736
A_84_P21090 2.76 AT1G75430 BLH11 BEL1-like homeodomain 11 NM_106197
A_84_P767274 2.69 AT5G32522
A_84_P10510 2.61 AT1G69720 HO3 heme oxygenase 3 NM_001124102
A_84_P233709 2.56 AT5G15190 AT5G15190  hypothetical protein NM_180492
A_84_P764177 2.47 AT4G32215
A_84_P11752 2.40 AT3G30210 MYB121 myb proto-oncogene protein NM_113920
A_84_P20824 2.38 AT1G23070 AT1G23070 hypothetical protein NM_102155
A_84_P16597 2.38 AT3G63040 AT3G63040  hypothetical protein NM_116169
A_84_P154335 2.37 AT5G23220 NIC3 nicotinamidase 3 NM_122228
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A_84_P547572
A_84_P18401

A_84_P602046
A_84_P555258

A_84_P115562
A_84_P762787

A_84_P298044
A_84_P17224
A_84_P108742
A_84_P700840
A_84_P505192
A_84_P831942
A_84_P22000
A_84_P549811
A_84_P715622
A_84_P18726
A_84_P11248
A_84_P11000
A_84_P609145
A_84_P12520

A_84_P534217
A_84_P813957
A_84_P604726
A_84_P21787
A_84_P802507
A_84_P842635
A_84_P790292
A_84_P10267
A_84_P572184
A_84_P12431
A_84_P847749
A_84_P242043
A_84_P831322
A_84_P188894
A_84_P19458
A_84_P836418
A_84_P22740
A_84_P839208
A_84_P847162
A_84_P514803
A_84_P543604
A_84_P90179
A_84_P21605
A_84_P275980
A_84_P10354
A_84_P790048

A 84 P11122
A_84_P14044
A_84_P18271
A_84_P132025
A_84_P761377

A_84_P128501
A_84_P586198
A_84_P585163
A_84_P839412

2.28
2.23
2.22
2.20

2.16
2.14

211
211
2.07
2.07
2.05
1.97
1.95
1.95
1.94
1.93
1.90
1.89
1.88
1.87

1.85
1.84
1.83
1.83
1.82
181
1.79
1.79
1.78
1.78
1.78
1.75
1.75
1.74
1.72
1.71
1.71
1.71
1.70
1.70
1.67
1.66
1.66
1.65
1.65
1.64

1.63
1.62
1.60
1.59
1.59

1.57
1.57
1.57
1.57

AT4G02360
AT3G12580
AT5G40790
AT2G20150

AT1G73325
AT3G15534

AT2G28270
AT2G19810
AT1G46768
AT4G19191
AT5G21970
AT4G20320
AT1G04840
AT1G47395
AT5G35670
AT5G28080
AT5G59220
AT4G24010
AT5G40855
AT2G33100

AT3G48240
#NV
AT5G42290
AT1G04570
#NV
#NV
AT1G52390
AT5G49190
AT2G35200
AT1G74420
AT5G60830
AT3G19500
AT3G18770
AT2G27610
AT4G04940
AT5G47480
AT1G77200
AT1G70260
AT4G16740
AT4G18840
AT1G47400
AT5G50720
AT5G46830
AT4G18980
AT1G27940
AT3G28956

AT5G11590
AT1G29540
AT1G07500
AT1G69260
AT3G02493

AT5G23480

AT1G15510

AT5G49120
#NV

AT4G02360
HSP70

AT5G40790
AT2G20150

AT1G73325
AT3G15534

AT2G28270
AT2G19810
RAP2.1

AT4G19191
AT5G21970
AT4G20320
AT1G04840
AT1GA47395

WNK9

HAI1
CsLG1
AT5G40855
CsLD1

AT3G48240

AT5G42290
AT1G04570

AT1G52390
SuUS2
AT2G35200
FUT3

AT3G19500
AT3G18770
AT2G27610
AT4G04940
AT5G47480
AT1G77200
AT1G70260
TPS03
AT4G18840
AT1G47400
HVA22E
NIG1
AtS40-3
PGP13
AT3G28956

TINY2
AT1G29540
AT1G07500
AFP1
RTFL19

AT5G23480
ECB2
AT5G49120

hypothetical protein
heat shock protein 70-4
hypothetical protein

hypothetical protein
Kunitz family trypsin and protease inhibitor
protein

hypothetical protein
cysteine/histidine-rich C1 domain-containing
protein

zinc finger CCCH domain-containing protein 20
ethylene-responsive transcription factor RAP2-1
pentatricopeptide repeat-containing protein
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase-like protein
putative CTP synthase

pentatricopeptide repeat-containing protein

hypothetical protein

putative serine/threonine-protein kinase WNK9
protein phosphatase

cellulose synthase-like protein G1

hypothetical protein

cellulose synthase-like protein D1
octicosapeptide/Phox/Bem1p domain-containing
protein

transcription activator-related protein

integral membrane transporter family protein

hypothetical protein
sucrose synthase 2
hypothetical protein
fucosyltransferase 3

transcription factor bHLH113
Autophagy-related protein 13
pentatricopeptide repeat-containing protein
transducin/WD40 domain-containing protein
RGPR-related protein

ethylene-responsive transcription factor ERF037
nodulin MtN21 /EamA-like transporter protein
(E)-beta-ocimene synthase

pentatricopeptide repeat-containing protein
hypothetical protein

HVA22-like protein e

transcription factor bHLH28

protein AtS40-3

ABC transporter B family member 13

RNA polymerase I, Rpb4, core protein
dehydration-responsive element-binding protein
3

hypothetical protein
hypothetical protein
Ninja-family protein AFP1

protein rotundifolia like 19
SWIB/MDM2, Plus-3 and GYF domain-
containing protein

pentatricopeptide repeat-containing protein
hypothetical protein

NM_116469
NM_112093
NM_123444
NM_127574

NM_105992
NM_001125164

NM_128387
NM_127539
NM_103607
NM_001125541
NM_147880
NM_001084942
NM_100362
NM_179449

NM_001036883
NM_125312
NM_118533
NM_148065
NM_128870

NM_114694

NM_123594
NM_100336
DQ108776

BT011876

NM_124296
NM_129073
NM_202413

NM_112837
NM_112763
NM_128320
NM_116732
NM_124121
NM_106369
NM_105694
NM_001036574
NM_118000
NM_103634
NM_124450
NM_124054
NM_118016
NM_102559
NM_148760

NM_121197
NM_102694
NM_100624
NM_105593
NM_001084625

NM_122255
NM_101420
NM_124289
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A_84_P92419
A_84_P13093

A_84_P822795
A_84_P562243
A_84_P21349

A_84_P755415
A_84_P753234
A_84_P537769

A_84_P20644
A_84_P18827
A_84_P793132

A_84_P19272

A_84_P17175
A_84_P16638
A_84_P23408
A_84_P785044

A_84_P149598
A_84_P54840
A_84_P23399

A_84_P603285

A_84_P845921
A_84_P799589
A_84_P515691

A_84_P108352
A_84_P788334
A_84_P17733
A_84_P22601
A_84_P850662

A_84_P18256
A_84_P100746
A_84_P16850
A_84_P602189
A_84_P795300
A_84_P22475
A_84_P750050
A_84_P723830
A_84_P827487
A_84_P788262
A_84_P147148
A_84_P12493
A_84_P17941
A_84_P505985
A_84_P832518

A_84_P146119
A_84_P307070
A_84_P14226

A_84_P525543
A_84_P19357

A_84_P855667
A_84_P505850
A_84_P796069
A_84_P815208
A_84_P15165

A_84_P769609

1.57
1.56
1.56
1.55
1.54
1.54
1.53
1.52

1.52
151
151

1.50

1.48
1.47
1.47
1.47

1.47
1.44
1.43

1.42

1.42
141
141

141
1.40
1.40
1.40
1.40

1.39
1.38
1.38
1.38
1.38
1.38
1.38
1.37
1.37
1.37
1.37
1.36
1.36
1.36
1.35

1.35
1.35
1.35
1.33
1.33
1.33
1.33
1.32
1.32
131
1.30

AT4G09745
AT5G46670
AT2G12400
AT1G62350
AT4G04760
AT2G21420
AT1G12672
AT3G50420

AT5G42840
AT5G62370
AT1G62660

AT1G53100

AT1G32560
AT4G11690
AT5G09950
AT2G27840

AT2G02290
AT3G19270
AT5G07080

AT2G01730

AT3G20100
AT2G43500
AT4G14590

AT2G07750
At2g26355

AT5G10080
AT5G60335
AT5G13660

AT2G30840
AT3G28220
AT5G40020
AT1G06710
AT2G40080
AT5G13830
AT1G12670
AT1G25422
AT2G04650
AT2G30480
AT1G71960
AT2G30540
AT2G07718
AT4G35130
AT5G51340

AT1G78930
AT1G55030
AT1G10070
AT5G09270
AT3G44990
AT2G25760
AT3G56250
AT4G01670
AT4G15530
AT1G09040
AT5G53048

AT5G46670
AT2G12400
AT1G62350
AT4G04760
AT2G21420

AT3G50420

AT5G42840
AT5G62370
AT1G62660

AT1G53100

AT1G32560
AT4G11690
AT5G09950
HDT4

AT2G02290
CYP707A4
AT5G07080

CPSF73-Il

CYP705A19
AT2G43500
emb2739

AT2G07750
AT4G07408
AT5G10080
AT5G60335
AT5G13660

AT2G30840
AT3G28220
AT5G40020
AT1G06710
ELF4

AT5G13830

AT1G25422
AT2G04650
AT2G30480
ABCG25

AT2G30540
AT2G07718
AT4G35130
AT5G51340

AT1G78930
AT1G55030
BCAT-2
AT5G09270
XTR8
AT2G25760
AT3G56250
AT4G01670
PPDK
AT1G09040

Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein
hypothetical protein

pentatricopeptide repeat-containing protein
sugar transporter ERD6-like 15

IBR domain containing protein

pentatricopeptide repeat-containing protein
cysteine/histidine-rich C1 domain-containing
protein

pentatricopeptide repeat-containing protein

beta-fructofuranosidase

Core-2/I-branching beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase-like protein
Late embryogenesis abundant protein, group 1
protein

pentatricopeptide repeat-containing protein
pentatricopeptide repeat-containing protein

histone deacetylase HDT4
Haloacid dehalogenase-like hydrolase-like
protein

abscisic acid 8'-hydroxylase 4

HXXXD-type acyl-transferase-like protein
cleavage and polyadenylation specificity factor
subunit 3-11

cytochrome P450, family 705, subfamily A,
polypeptide 19

RWP-RK domain-containing protein

integrator complex subunit 3
putative DEAD-box ATP-dependent RNA
helicase 33

hypothetical protein
aspartic proteinase-like protein 1
Thioesterase-like protein

hypothetical protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent
oxygenase-like protein

TRAF-like family protein
pathogenesis-related thaumatin-like protein
pentatricopeptide repeat-containing protein
hypothetical protein

FtsJ-like methyltransferase family protein

hypothetical protein

ADP-glucose pyrophosphorylase-like protein
hypothetical protein

ABC transporter G family member 25
monothiol glutaredoxin-S9

Cytochrome b/b6 protein

pentatricopeptide repeat-containing protein

cohesin-load domain-containing protein
Mitochondrial transcription termination factor
family protein

putative FBD-associated F-box protein
branched-chain-amino-acid aminotransferase 2
hypothetical protein

xyloglucan:xyloglucosyl transferase

casein kinase I-like protein

hypothetical protein

hypothetical protein

pyruvate, phosphate dikinase 1

hypothetical protein

NM_124037
NM_126891
NM_104915
NM_116714
NM_127714

NM_114902

NM_123649
NM_125631
BP601430

NM_104189

NM_102991
NM_117238
NM_121032
NM_128344

NM_126287
NM_112814
NM_120790

NM_126234

NM_112901
NM_001161101
NM_117539

NM_126777
NM_001125470
NM_121046
NM_001203651
NM_001125746

NM_128637
NM_113741
NM_123365
NM_100548
BP652706
NM_121386
EF182835
NM_001160894
NM_126494
NM_201836
NM_105854
NM_128606
NM_126756
NM_119679
NM_124513

NM_106542
NM_104377
NM_001035939
NM_180468
NM_114368
NM_128136
NM_115483
NM_116397
NM_001036570
NM_100775
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A_84_P787462

A_84_P21614
A_84_P841152
A_84_P868030

A_84_P10970
A_84_P268810
A_84_P19081

A_84_P282890
A_84_P827972
A_84_P221148
A_84_P17530

A_84_P231269
A_84_P23218

A_84_P514938
A_84_P160413
A_84_P539632
A_84_P818318
A_84_P198134
A_84_P555238
A_84_P222889
A_84_P13659

A_84_P766479
A_84_P840627
A_84_P15990

A_84_P524541
A_84_P10807

A_84_P23898
A_84_P789813

A_84_P305730
A_84_P24136

A_84_P803419
A_84_P766447
A_84_P823170
A_84_P21914

A_84_P858356
A_84_P178234
A_84_P589800
A_84_P603445
A_84_P509259
A_84_P14401

A_84_P502174
A_84_P806047

A_84_P859775
A_84_P758681
A_84_P519046
A_84_P266280
A_84_P717727
A_84_P12361

A_84_P813153
A_84_P286230

A_84_P305520
A_84_P515827
A_84_P12103

A_84_P859582

1.29

1.29
1.28
1.28

1.28
1.28
1.28
1.27
1.26
1.26
1.25
1.25
1.25
1.25
1.25
1.24
1.24
1.24
1.24
1.23
1.23
1.23
1.23
1.23
1.22
1.21

1.21
1.21

1.20
1.20
1.20
1.20
1.20
1.20
1.20
1.19
1.19
1.19
1.19
1.19
1.19
1.19

1.18
1.18
1.18
1.18
1.18
1.17
1.17
1.17

1.17
1.16
1.16
1.16

AT4G25860

AT1G29600
#NV
AT3G27415

AT4G12600
AT4G27560
AT1G25530
AT5G47610
#NV
AT5G57810
AT3G59820
AT1G24600
AT3G62930
AT5G19875
AT3G44750
AT4G13990
AT4G27560
AT3G53630
AT2G12400
AT1G69210
AT3G24000
AT5G34852
#NV
AT5G62540
AT4G11350
AT3G15590

AT2G46660
AT4G04850

AT5G24155
AT3G55940
AT1G71530
AT5G02500
AT4G35160
AT1G20710
AT3G15000
AT4G13800
AT1G34160
AT3G09060
AT3G02010
AT2G15630
AT3G09040
AT5G02500

AT3G12120
AT2G20585
AT3G09450
AT4G01610
AT5G57150
AT1G03100
AT5G62440
AT3G25905

AT1G63250
AT5G15340
AT5G27120
AT5G62190

ORP4A

AT1G29600

AT3G27415

AT4G12600
AT4G27560
AT1G25530
AT5G47610

TET15
AT3G59820
AT1G24600
AT3G62930
AT5G19875
HDA3
AT4G13990
AT4G27560
AT3G53630
AT2G12400
AT1G69210
AT3G24000

UBC3
AT4G11350
AT3G15590

CYP78A6
KEA3

AT5G24155
AT3G55940
AT1G71530
HSC70-1
AT4G35160
WOX10
AT3G15000
AT4G13800
AT1G34160
AT3G09060
AT3G02010
AT2G15630
AT3G09040
HSC70-1

FAD2
NFD6
AT3G09450
AT4G01610

AT1G03100
AT5G62440
CLE27

AT1G63250
AT5G15340
AT5G27120
PRH75

OSBP(oxysterol binding protein)-related protein
4A

putative zinc finger CCCH domain-containing
protein 10

hypothetical protein
Ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45
family protein

UDP-glycosyltransferase-like protein
lysine histidine transporter-like 6
RING-H2 finger protein ATL79

tetraspaninl5

LETM1-like protein

hypothetical protein

monothiol glutaredoxin-S6
hypothetical protein

histone deacetylase HDT1
Exostosin family protein
UDP-glycosyltransferase-like protein
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein
pentatricopeptide repeat-containing protein

ubiquitin-conjugating enzyme E2 3
hypothetical protein

pentatricopeptide repeat-containing protein
cytochrome P450, family 78, subfamily A,
polypeptide 6

K+ efflux antiporter 3
FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family
protein

phosphoinositide phospholipase C 7
protein kinase domain-containing protein
heat shock 70kDa protein 1/8
O-methyltransferase family 2 protein
putative WUSCHEL-related homeobox 10
cobalt ion binding protein

hypothetical protein

pentatricopeptide repeat-containing protein
pentatricopeptide repeat-containing protein
pentatricopeptide repeat-containing protein
pentatricopeptide repeat-containing protein
pentatricopeptide repeat-containing protein

heat shock 70kDa protein 1/8
omega-6 fatty acid desaturase, endoplasmic
reticulum

nuclear fusion defective 6
hypothetical protein
cathepsin B

pentatricopeptide repeat-containing protein
hypothetical protein

protein CLAVATAS3/ESR-related 27
putative DEAD-box ATP-dependent RNA
helicase 48

pentatricopeptide repeat-containing protein
putative nucleolar protein 5-1
DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 7

NM_118719

NM_102700

NM_001125247

NM_117330
NM_118891
NM_102364
NM_124134

NM_125165
NM_115844
NM_102302
NM_116158
NM_121994
NM_114344
NM_117474
NM_118891
NM_115223
NM_126891
NM_001124100
NM_113305

NM_125648
NM_001036540
NM_112427

NM_130231
NM_001203746

NM_147909
NM_115452
AK229644
NM_120328
NM_119682
NM_101923
NM_112362
NM_117454
NM_103139
NM_111740
NM_111067
NM_127124
NM_111738
NM_001125684

NM_112047
NM_001124880
NM_111779
NM_116392

NM_100192
NM_125638
NM_113494

NM_105004
NM_121538
NM_122594
NM_125613
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Anhang

A_84_P20208
A_84_P565995
A_84_P819429
A_84_P739644
A_84_P18072

A_84_P110872
A_84_P18328
A_84_P21121
A_84_P766772
A_84_P20799
A_84_P12385
A_84_P830077

A_84_P835703
A_84_P857309
A_84_P312043
A_84_P767046
A_84_P22084

A_84_P860899
A_84_P511022

A_84_P536544
A_84_P809900
A_84_P19407
A_84_P213368
A_84_P831599
A_84_P271470
A_84_P10109
A_84_P557335
A_84_P16304
A_84_P20755
A_84_P830933
A_84_P23070

A_84_P248695

A_84_P12416
A_84_P14059
A_84_P832870
A_84_P823421
A_84_P606597
A_84_P10363
A_84_P20359
A_84_P824981
A_84_P796124
A_84_P20831
A_84_P200164
A_84_P757759
A_84_P824327
A_84_P18101
A_84_P12022
A_84_P10138

A_84_P254510
A_84_P16662
A_84_P787058

A_84_P853304
A_84_P187774
A_84_P813812

1.16
1.16
1.16
1.16
1.15

1.15
1.14
1.14
1.14
1.14
1.13
1.13

1.13
1.13
1.12
1.12
1.12
1.12
111

111
111
111
1.10
1.10
1.10
1.10
1.10
1.10
1.10
1.10
1.10

1.10
1.10
1.09
1.09
1.09
1.09
1.09
1.09
1.09
1.08
1.08
1.08
1.08
1.08
1.07
1.07

1.07
1.07
1.07

1.07
1.07
1.06

AT3G05690
AT3G03776
AT1G59640
AT1G70260
AT1G72520

AT2G37400
AT3G07750
AT2G01200
AT5G38565
AT1G02390
AT1G80110
AT3G27997

AT1G30460
AT5G14550
AT2G31220
AT5G45850
AT3G11580
#NV
AT2G43800

AT1G52450
AT3G12120
AT3G56070
AT4G15770
AT5G26180
AT3G58590
AT4G36240
AT4G12750
AT2G16720
AT5G08305
AT4G17440
AT3G22740

AT5G12270

AT1G72040
AT1G50400
AT4G08480
AT2G27110
AT1G03760
AT1G28230
AT3G57540
AT1G65560
AT1G79610
AT1G61340
AT5G27940
AT2G33847
AT2G19860
AT1G73910
AT4G16700
AT4G37190

AT1G65370
AT4G21570
AT5G64550

AT5G01300
AT5G44930
AT3G08770

NF-YA2
AT3G03776
BPEp

AT1G70260
AT1G72520

AT2G37400
AT3G07750

AT5G38565
GPAT2
PP2-B11

CPSF30

AT2G31220
AT5G45850
AT3G11580

AT2G43800

AT1G52450

ROC2
AT4G15770
AT5G26180
AT3G58590
GATA7
AT4G12750
MYB7
AT5G08305
AT4G17440
HMT3

AT5G12270

AT1G72040
AT1G50400
MAPKKK9
FRS3
AT1G03760
PUP1
AT3G57540
AT1G65560

AT1G61340
WPP3
AT2G33847
HXK2
ARP4A
PSD1
AT4G37190

AT1G65370
AT4G21570
AT5G64550

AT5G01300
ARAD2
LTP6

nuclear transcription factor Y subunit A-2
hydroxyproline-rich glycoprotein family protein
transcription factor BPE

nodulin MtN21/EamA-like transporter protein

lipoxygenase 4
tetratricopeptide repeat domain-containing
protein

3'-5"-exoribonuclease family protein

putative FBD-associated F-box protein
glycerol-3-phosphate acyltransferase
F-box protein PP2-B11

cleavage and polyadenylation specificity factor
CPSF30

transcription factor bHLH10
hypothetical protein
AP2/B3 domain-containing protein

formin-like protein 2
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase-related
protein

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP19-3
RNA binding protein

NOL1/NOP2/sun family protein
pentatricopeptide repeat-containing protein
GATA transcription factor 7
Homeodomain-like transcriptional regulator
myb domain protein 7

pentatricopeptide repeat (PPR) family protein
hypothetical protein

homocysteine S-methyltransferase 3
oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family
protein

P-loop containing nucleoside triphosphate
hydrolase-like protein

mitochondrial import receptor subunit TOM40
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 9
FAR1-related protein

Prefoldin chaperone subunit family protein
purine permease 1

Remorin family protein

2-alkenal reductase

F-box protein

WPP domain-containing protein 3
hypothetical protein

hexokinase 2

actin-related proteins 4A
phosphatidylserine decarboxylase

hypothetical protein
meprin and TRAF homology domain-containing
protein

hypothetical protein

loricrin-related protein
putative phosphatidylethanolamine-binding
protein

Exostosin family protein
non-specific lipid-transfer protein 6

NM_111443
NM_148684
NM_104657
NM_105694
NM_105911

NM_129295
NM_111654

NM_148060
NM_100120
NM_106660

NM_102782

NM_128678
NM_123953
NM_111991

NM_129942

NM_104123

NM_001084832
NM_117668
NM_122519
NM_115721
NM_119792
NM_117344
NM_127224
NM_001203333
NM_001125528
NM_113173

NM_121265

NM_105862
NM_103923
NM_116917
NM_179767
NM_100255
NM_102588
NM_115614
NM_105230
DR380614
NM_001198350
NM_122676
NM_001084533
NM_001084452
NM_106050
NM_117771
NM_119882

NM_105211
NM_118277
NM_125851

NM_120208
NM_180801
NM_111711

200



Anhang

A_84_P603545
A_84_P861772
A_84_P221168
A_84_P20953

A_84_P255220
A_84_P836403
A_84_P821615
A_84_P14086

A_84_P786287
A_84_P525616
A_84_P16521

A_84_P834011

A_84_P843714
A_84_P59930
A_84_P19155
A_84_P199044
A_84_P822182
A_84_P23711
A_84_P125071
A_84_P111662
A_84_P529057
A_84_P600219
A_84_P803382
A_84_P830141
A_84_P555759
A_84_P178604
A_84_P21714
A_84_P18362
A_84_P11970

A_84_P584912
A_84_P130326
A_84_P15308
A_84_P14899
A_84_P13380
A_84_P311333
A_84_P195914
A_84_P570578
A_84_P753614
A_84_P862082
A_84_P17990

A_84_P277520

A_84_P20555
A_84_P198764
A_84_P290444
A_84_P831196
A_84_P12301
A_84_P18637
A_84_P568630
A_84_P832213
A_84_P23695
A_84_P22122
A_84_P23060
A_84_P15531

A_84_P23278
A_84_P23559

1.06
1.06
1.05
1.05
1.05
1.05
1.05
1.05

1.05
1.04
1.04
1.04

1.04
1.04
1.04
1.03
1.03
1.03
1.02
1.02
1.02
1.02
1.02
1.02
1.02
1.01
1.01
1.01
1.01

1.01
1.01
1.01
1.01
1.01
1.01
1.01
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
-1.01
-1.01
-1.02
-1.02
-1.02
-1.03
-1.03
-1.03
-1.03
-1.04
-1.04

-1.04
-1.04

AT3G50040
AT3G57150
AT5G64680
AT1G80530
AT5G17460
AT1G49600
AT3G24927
AT5G59780

AT5G05410

AT5G38730

AT3G45410
#NV

AT2G41670
AT1G15150
AT2G38540
AT1G63150
AT2G44510
AT1G79470
AT4G01990
AT3G56030
AT4G37170
AT5G17270
AT3G10410
AT5G08400
AT5G39350
AT1G18800
AT2G17280
AT3G23020
AT1G08110

AT4G06536
AT1G71260
AT1G16090
AT5G10930
AT1G79890
AT2G38110
AT3G47030
AT3G51350
AT1G74458
#NV
AT1G03510

AT2G37990

AT5G05400
AT3G49790
AT2G45830
AT5G60930
AT1G30900
AT4G15550
AT2G42170
AT3G28345
AT1G09250
AT3G16620
AT1G53660
AT3G26500

AT4G20260
#NV

AT3G50040
NAP57
AT5G64680
AT1G80530
AT5G17460
RBP47A

MYB59

DREB2A
AT5G38730
AT3G45410

AT2G41670
AT1G15150
LP1
AT1G63150
AT2G44510
AT1G79470
AT4G01990
AT3G56030
AT4G37170
AT5G17270
SCPL49
AT5G08400
AT5G39350
NRP2
AT2G17280
AT3G23020
AT1G08110

AT4G06536
ATWHY2
WAKL7
CIPK5
AT1G79890
GPATG6
AT3G47030
AT3G51350
AT1G74458

AT1G03510

AT2G37990

AT5G05400
AT3G49790
DTA2

VSR6
IAGLU
AT2G42170
AT3G28345
AT1G09250
TOC120
AT1G53660
PIRL2

PCAP1

hypothetical protein

H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4
hypothetical protein

nodulin family protein

hypothetical protein

RNA-binding protein 47A

transcription factor MYB59
dehydration-responsive element-binding protein
2A

pentatricopeptide repeat-containing protein
concanavalin A-like lectin kinase-like protein

P-loop containing nucleoside triphosphate
hydrolase-like protein

MATE efflux family protein

non-specific lipid-transfer protein 1
pentatricopeptide repeat-containing protein
protein BCCIP-like protein
inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
pentatricopeptide repeat-containing protein
pentatricopeptide repeat-containing protein
pentatricopeptide repeat-containing protein
tetratricopeptide repeat-containing protein
carboxypeptidase

hypothetical protein

pentatricopeptide repeat-containing protein
template-activating factor |
phosphoglycerate mutase-like protein
pentatricopeptide repeat-containing protein

lactoylglutathione lyase
SPla/RYanodine receptor (SPRY) domain-
containing protein

protein WHIRLY 2

wall associated kinase-like 7

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 5
chromosome transmission fidelity protein 1
glycerol-3-phosphate acyltransferase 6

F-box protein

aspartyl protease family protein

hypothetical protein

pentatricopeptide repeat-containing protein
ribosome biogenesis regulatory protein-like
protein

LRR and NB-ARC domain-containing disease
resistance protein

Carbohydrate-binding protein
downstream target of AGL15 2

vacuolar sorting receptor 6

indole-3-acetate beta-D-glucosyltransferase
putative actin

ABC transporter B family member 15
transcription factor bHLH149

translocase of chloroplast 120

nodulin MtN21 /EamA-like transporter protein

plant intracellular ras group-related LRR 2
plasma-membrane associated cation-binding
protein 1

NM_114864
NM_115574
NM_125864
NM_106701
NM_121752
NM_103848
BX825906

NM_180894

NM_001036760
NM_123234
NM_114410

NM_180022
NM_101383
NM_129411
NM_104993
NM_130014
NM_106595
NM_116430
NM_115461
NM_119880
NM_121733
BP791043
NM_120924
NM_123297
NM_101738
NM_001084437
NM_113202
NM_179278

NM_178981
NM_105795
NM_101477
NM_121131
NM_106638
NM_129367
NM_114570
NM_114994
NM_001084352

NM_100233
NM_129356

NM_120622
NM_114839
NM_201965

NM_102827
NM_117646
NM_180032
NM_113754
NM_100795
NM_112535
NM_104244
NM_113557

NM_118145

201



Anhang

A_84_P806863
A_84_P15231
A_84_P829940
A_84_P811611
A_84_P23294
A_84_P20707
A_84_P14706

A_84_P21229
A_84_P820107
A_84_P14468
A_84_P21764
A_84_P13035
A_84_P69324
A_84_P23938
A_84_P17352
A_84_P805272
A_84_P818252
A_84_P23531
A_84_P15720
A_84_P22011

A_84_P22389

A_84_P806219
A_84_P11292
A_84_P543298
A_84_P251375
A_84_P22480

A_84_P20454
A_84_P24152
A_84_P18933
A_84_P813553
A_84_P17874
A_84_P17525
A_84_P21807
A_84_P18500
A_84_P760310

A_84_P10765
A_84_P17609
A_84_P820040
A_84_P16834
A_84_P230289
A_84_P16923
A_84_P159915
A_84_P18568

A_84_P18616
A_84_P805073
A_84_P760106
A_84_P18569
A_84_P786694
A_84_P815800
A_84_P13726
A_84_P609887
A_84_P767356
A_84_P15429
A_84_P298514
A_84_P16577

-1.04
-1.04
-1.05
-1.05
-1.05
-1.05
-1.05

-1.05
-1.06
-1.06
-1.06
-1.06
-1.07
-1.07
-1.07
-1.07
-1.07
-1.07
-1.07
-1.07

-1.08

-1.08
-1.08
-1.09
-1.09
-1.09

-1.09
-1.09
-1.10
-1.10
-1.10
-1.10
-1.10
-1.10
-1.11

-1.11
-1.11
-1.11
-1.12
-1.12
-1.12
-1.12
-1.13

-1.13
-1.13
-1.13
-1.13
-1.14
-1.15
-1.15
-1.15
-1.15
-1.15
-1.15
-1.16

AT5G28050
AT1G78230
AT1G58602
AT3G11630
AT4G24230
AT5G59870
AT3G62980

AT3G21420
AT5G45490
AT1G75450
AT1G24360
AT5G23210
AT3G05320
AT2G37280
AT3G05140
AT1G01620
AT2G16060
AT1G33240
AT4G22620
AT2G36080

AT4G33360

AT1G67090
AT5G17160
AT5G14345
AT2G19360
AT1G49730

AT4G23690
AT3G59980
AT1G24170
AT5G21940
AT5G60930
AT3G58650
AT1G22740
AT4G01700
AT3G28157

AT3G09780
AT4G21870
AT2G26560
AT5G28050
AT2G44080
AT5G59820
AT4G27970
AT4G25050

AT4G35730
AT3G15450
AT3G08885
AT4G25240
AT1G23390
#NV
AT3G54420
AT4G26960
AT5G23955
AT2G19620
AT5G40690
AT1G21520

AT1G78230

AT3G11630
ACBP3
HTAG6

TIR1

AT3G21420

CKX5
AT1G24360
SCPL34
AT3G05320
PDR5
RBK2
PIP1C

HB1

GTL1
AT4G22620
AT2G36080

FLDH

RBCS1A
AT5G17160
ENODL21
AT2G19360
AT1G49730

AT4G23690
AT3G59980
LGT9
AT5G21940
AT5G60930
AT3G58650
RABG3B
AT4G01700

CCR1
AT4G21870
PLA2A
AT5G28050
ARL

RHL41
SLAH2
ACP4

AT4G35730

SKS1
AT1G23390

EP3
AT4G26960

NDL3
AT5G40690
AT1G21520

Outer arm dynein light chain 1 protein

2-Cys peroxiredoxin BAS1
acyl-CoA-binding domain 3
histone H2A 6

protein TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1
oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family
protein

cytokinin dehydrogenase 5
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase
carboxypeptidase D
O-fucosyltransferase family protein

ABC transporter G family member 33
ROP binding protein kinase 2

aquaporin PIP1-3

non-symbiotic hemoglobin 1

protein GT-2-like 1

SAUR-like auxin-responsive protein

B3 domain-containing protein

Rossmann-fold NAD(P)-binding domain-
containing protein

ribulose bisphosphate carboxylase small chain
1A

hypothetical protein
early nodulin-like protein 21
hypothetical protein

protein kinase domain-containing protein
disease resistance-responsive, dirigent domain-
containing protein

Nucleic acid-binding, OB-fold-like protein
putative galacturonosyltransferase-like 8
hypothetical protein

kinesin family member 4/7/21/27
hypothetical protein

Ras-related protein Rab7

class Il chitinase-like protein

serine/threonine-protein kinase-like protein
CCR1

heat shock protein class V 15.4

phospholipase A 2A

cytidine/deoxycytidylate deaminase-like protein
ARGOS-like protein

C2H2-type zinc finger protein

SLAC1 homologue 2

acyl carrier protein 4
Regulator of Vps4 activity in the MVB pathway
protein

Monocopper oxidase-like protein SKS1
Kelch repeat-containing F-box protein

chitinase
hypothetical protein

N-MYC downregulated-like 3 protein
hypothetical protein
hypothetical protein

NM_106473

NM_111995
NM_001084972
NM_125380
NM_116163

NM_113037

NM_001198473
NM_102282
NM_001085147
NM_111405
NM_129284
NM_111386
NM_100044
NM_127165
NM_103052
NM_118388
NM_129167

NM_001203973

NM_202369
NM_121722
NM_001085113
NM_127493
NM_202268

NM_118500
NM_115861
NM_102263
NM_147877
NM_125486
NM_115727
NM_102121
NM_116400

NM_111813
NM_118308
NM_128213
NM_122688
NM_180078
NM_125374
NM_118935
NM_118637

NM_119739

NM_118656
NM_102188

NM_115302
NM_118830

NM_127520
NM_123434
NM_102001

202



Anhang

A_84_P822023
A_84_P21943

A_84_P855789
A_84_P821925
A_84_P767799
A_84_P18377

A_84_P759481
A_84_P815791
A_84_P809155
A_84_P809159
A_84_P122462
A_84_P816700
A_84_P582150
A_84_P18782

A_84_P786635
A_84_P834324
A_84_P15933

A_84_P819992
A_84_P12091
A_84_P17522
A_84_P19260
A_84_P18414

A_84_P18784
A_84_P23387
A_84_P820887
A_84_P825802
A_84_P15853
A_84_P824078
A_84_P23844
A_84_P841983
A_84_P768863
A_84_P848350
A_84_P832877
A_84_P15068
A_84_P299600
A_84_P64944
A_84_P76674
A_84_P826185
A_84_P804614
A_84_P16841

A_84_P12085

A_84_P296824
A_84_P754202
A_84_P14286
A_84_P859794
A_84_P535502
A_84_P21799
A_84_P21864
A_84_P759953
A_84_P23124
A_84_P14963
A_84_P814500
A_84_P811808
A_84_P81479
A_84_P16443

-1.16
-1.17
-1.17
-1.17
-1.17
-1.17
-1.17
-1.17
-1.18
-1.18
-1.18
-1.18
-1.18
-1.19
-1.19
-1.19
-1.19

-1.19
-1.19
-1.19
-1.19
-1.20

-1.20
-1.20
-1.21
-1.21
-1.21
-1.21
-1.21
-1.21
-1.21
-1.22
-1.22
-1.22
-1.23
-1.24
-1.24
-1.24
-1.24
-1.24

-1.25

-1.25
-1.26
-1.26
-1.26
-1.27
-1.27
-1.27
-1.27
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28

AT1G23090
AT1G32170
AT2G47730
AT2G37640
AT5G23910
AT3G24420
AT3G12145
AT2G01850
#NV
AT3G53420
AT5G53980
AT1G17745
AT3G48540
AT1G64380
AT4G14100
AT2G25480
AT5G47770

AT4G32340
AT5G23400
AT3G57700
AT1G01340
AT1G02610

AT5G51460
AT5G03260
AT3G53190
AT5G25250
AT5G13710
AT5G16505
AT2G43870
AT5G56120
AT5G44578
#NV
AT1G75590
AT5G15830
AT2G33560
AT4G00960
AT3G55990
AT1G58190
AT2G43150
AT5G37660

AT5G18880

AT3G15450
AT1G76878
AT1G78260
AT2G45170
AT2G22030
AT1G03230
AT1G73805
AT3G53010
AT3G27160
AT1G72230
AT4G37520
AT3G12145
AT3G19380
AT3G06770

ASTI1
XTH30
GSTF8
EXP3
AT5G23910
AT3G24420
FLR1
EXGT-A3

PIP2A
HB52
AT1G17745
AT3G48540
AT1G64380
AT4G14100

FPS1

AT4G32340
AT5G23400
AT3G57700
CNGC10

AT1G02610

ATTPPA
LAC11
AT3G53190
AT5G25250
SMT1

AT2G43870

AT5G44578

AT1G75590
bZIP3
BUBR1
AT4G00960
ESK1

RLP9
AT2G43150
PDLP7

AT5G18880

AT3G15450

AT1G78260
ATGSE
AT2G22030
AT1G03230
AT1G73805
AT3G53010
GHS1
AT1G72230
AT4G37520
FLR1
PUB25
AT3G06770

putative sulfate transporter 3.3
xyloglucan:xyloglucosyl transferase
glutathione S-transferase 6

expansin-A3

ATP binding microtubule motor family protein
hydrolase, alpha/beta fold family protein
polygalacturonase inhibitory protein-like protein

xyloglucan:xyloglucosyl transferase

aquaporin PIP2-1

homeobox-leucine zipper protein ATHB-52
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase

dCMP deaminase

ethylene-responsive transcription factor ERF061

transferase-like protein

farnesyl diphosphate synthase 1
tetratricopeptide repeat domain-containing
protein-like protein

leucine-rich repeat-containing protein
putative protein kinase
cyclic nucleotide gated channel

RING/FYVE/PHD zinc finger-containing protein
haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-
containing protein

laccase 11

putative pectate lyase 12
Flotillin-like protein 1
cycloartenol-c-24-methyltransferase

putative polygalacturonase/pectinase

hypothetical protein

SAUR-like auxin-responsive protein

basic leucine-zipper 3

checkpoint serine/threonine-protein kinase
protein kinase family protein

hypothetical protein

receptor like protein 9

Proline-rich extensin-like family protein

cysteine-rich repeat secretory protein 60
RNA-directed DNA polymerase (reverse
transcriptase)-related family protein

aluminum induced protein with YGL and LRDR
motif

RNA recognition motif-containing protein
autophagy-related protein 8e
F-box/kelch-repeat protein

aspartyl protease-like protein

calmodulin binding protein-like protein
hypothetical protein

ribosomal protein S21 family protein
plastocyanin-like domain-containing protein
peroxidase 50

polygalacturonase inhibitory protein-like protein
U-box domain-containing protein 25

polygalacturonase-like protein

NM_102157
NM_102950
NM_180148
NM_129320
NM_122296
NM_113349
NM_202562
NM_126246

NM_001035774
NM_124777
NM_101636
NM_114712
NM_105113
BX826725

NM_124151

NM_119386
NM_122246
NM_115630
NM_001197956
NM_100141

NM_124525
NM_120404
NM_115179
NM_122434
NM_001085110
AY059842
NM_129949

NM_001085244

NM_106211
NM_121588
NM_001202739
NM_116324
NM_115457
NM_104600
NM_129877
NM_123125

NM_121893

NM_001035625
DQ108861
NM_202440
NM_180100
NM_127772
NM_100205
NM_106040
NM_115161
NM_113630
NM_105882
NM_001204015
NM_202562
NM_112825
NM_180194
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Anhang

A_84_P10849
A_84_P806214
A_84_P18369
A_84_P17332
A_84_P141359
A_84_P851410
A_84_P197124
A_84_P805673
A_84_P189284
A_84_P13489
A_84_P750079
A_84_P845009
A_84_P17772
A_84_P199304
A_84_P827648
A_84_P20154
A_84_P813646
A_84_P24036
A_84_P16729
A_84_P17328
A_84_P21160

A_84_P805118
A_84_P13891

A_84_P128706
A_84_P836321
A_84_P23613
A_84_P22303
A_84_P17955

A_84_P735670
A_84_P18932
A_84_P23273
A_84_P786204
A_84_P862999
A_84_P17455
A_84_P813341
A_84_P17940
A_84_P844879
A_84_P19668
A_84_P141269
A_84_P15194
A_84_P10445
A_84_P78019
A_84_P765905
A_84_P23661

A_84_P786663
A_84_P520804
A_84_P793477
A_84_P291894

A_84_P22344

A_84_P13276
A_84_P69204
A_84_P76184
A_84_P21685
A_84_P815273
A_84_P17994

-1.28
-1.29
-1.29
-1.29
-1.29
-1.30
-1.30
-1.30
-1.30
-1.30
-1.31
-1.32
-1.33
-1.33
-1.34
-1.35
-1.36
-1.36
-1.37
-1.37
-1.38

-1.38
-1.38

-1.39
-1.41
-1.42
-1.43
-1.45

-1.45
-1.45
-1.45
-1.46
-1.48
-1.48
-1.49
-1.50
-1.51
-1.51
-1.51
-1.51
-1.51
-1.51
-1.52
-1.52

-1.53
-1.53
-1.53
-1.54

-1.54

-1.54
-1.54
-1.55
-1.55
-1.56
-1.56

AT3G45280
#NV
AT3G26520
AT2G01850
AT2G24550
#NV
AT3G23530
AT4G16980
AT2G30930
AT2G26760
AT1G75150
AT4G00500
AT5G25810
AT1G19610
AT1G52565
AT2G40300
AT2G26530
AT3G27070
ATA4G37770
AT2G39350
AT3G10720

AT3G15450
AT4G37520

AT3G48080
AT1G27045
AT5G59070
AT4G09030
AT1G22380

At5g25980
AT1G23090
AT4G18970
AT1G21310
AT5G25460
AT3G12610
AT4G12730
AT2G20825
AT3G06080
AT5G27220
AT5G18050
AT1G54020
AT1G10020
AT1G72430
AT4G25719
AT1G61100

AT4G14330
AT3G06020
AT5G52882
AT1G78830

AT4G23280

AT1G04530
AT1G21110
AT5G24110
AT5G67450
AT4G23810
AT1G23030

SYP72

TIP2
EXGT-A3
AT2G24550

AT3G23530

AT2G30930
CYCB1;4
AT1G75150

tny

PDF1.4
AT1G52565
FER4
AR781
TOM20-1
ACS8
AT2G39350
AT3G10720

AT3G15450
AT4G37520

AT3G48080
AT1G27045
AT5G59070
AGP10
UGTB85A3

AT1G53030
ASTI1
AT4G18970
EXT3
AT5G25460
DRT100
FLA2

ULT2
AT3G06080
AT5G27220
AT5G18050
AT1G54020
AT1G10020
AT1G72430

AT1G61100

AT4G14330
AT3G06020
AT5G52882
AT1G78830

CRK20

AT1G04530
AT1G21110
WRKY30
ZF1
WRKY53
AT1G23030

syntaxin-72

aquaporin TIP1-2
xyloglucan:xyloglucosyl transferase
hypothetical protein

Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase

hypothetical protein
cyclin-B1-4
hypothetical protein

ethylene-responsive transcription factor TINY
defensin-like protein 19

hypothetical protein

ferritin 4

hypothetical protein

mitochondrial import receptor subunit TOM20-1
1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 8
ABC transporter G family member 1

pectinesterase 25
aluminum induced protein with YGL and LRDR
motif

peroxidase 50
lipase class 3 family protein/disease resistance
protein-related protein

homeobox-leucine zipper family protein
glycosyl transferase family 1 protein
arabinogalactan protein 10

UDP-glucosyl transferase 85A3
Cytochrome C oxidase copper chaperone
(COX17)

putative sulfate transporter 3.3

GDSL esterasel/lipase

extensin 3

hypothetical protein
DNA-damage-repair/toleration protein DRT100
fasciclin-like arabinogalactan protein 2
protein ULTRAPETALA 2

hypothetical protein

Frigida-like protein

SAUR-like auxin-responsive protein
GDSL esterasel/lipase

hypothetical protein

SAUR-like auxin-responsive protein family

TIR class disease resistance protein
phragmoplast-associated kinesin-related protein
2

hypothetical protein
putative ATP binding protein

curculin-like (mannose-binding) lectin-like protein
putative cysteine-rich receptor-like protein kinase
20

tetratricopeptide repeat domain-containing
protein

O-methyltransferase family protein
WRKY DNA-binding protein 30
zinc-finger protein 1

putative WRKY transcription factor 53
U-box domain-containing protein 11

NM_114397

NM_113559
NM_126246
NM_128016

NM_113256

NM_128646
NM_128233
NM_106171

NM_122482
NM_101817
NM_148583
NM_129588
NM_128210
NM_113621
NM_119939
NM_129492
NM_111908

NM_001035625
NM_001204015

NM_114677
NM_001198174
NM_125297
NM_116972
NM_102088

EG443075
NM_102157
NM_118014
NM_101983
NM_122456
NM_112096
NM_117342
NM_127650
NM_111483
NM_122604
NM_121810
NM_179474
NM_100876
NM_105902
EG502546
NM_001198347

NM_117510
NM_111476
NM_001085278
NM_106531

NM_118457

NM_100332
NM_101965
NM_122316
NM_126145
NM_118512
NM_102151
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Anhang

A_84_P14822
A_84_P762034
A_84_P310633
A_84_P810020
A_84_P797675
A_84_P789543

A_84_P788949
A_84_P859091

A_84_P851116

A_84_P14903
A_84_P807831
A_84_P11056

A_84_P509353
A_84_P546454
A_84_P869688

A_84_P24128
A_84_P79759
A_84_P15139
A_84_P305660
A_84_P190014
A_84_P243195
A_84_P824302
A_84_P14657
A_84_P18553
A_84_P753457
A_84_P18851
A_84_P805233
A_84_P17588
A_84_P86239
A_84_P535920
A_84_P23032
A_84_P19301
A_84_P579600
A_84_P21744
A_84_P858556
A_84_P18091
A_84_P19135
A_84_P255030
A_84_P861179
A_84_P115302
A_84_P113022
A_84_P805324
A_84_P860885
A_84_P595614
A_84_P22397
A_84_P291354
A_84_P860087
A_84_P530732
A_84_P810551
A_84_P806966
A_84_P20068
A_84_P575150

A_84_P14945
A_84_P20631
A_84_P809237

-1.56
-1.56
-1.56
-1.57
-1.58
-1.58

-1.58
-1.61

-1.61

-1.61
-1.62
-1.63

-1.64
-1.64
-1.65

-1.65
-1.65
-1.65
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.67
-1.67
-1.69
-1.70
-1.71
-1.71
-1.72
-1.72
-1.74
-1.75
-1.75
-1.76
-1.76
-1.78
-1.78
-1.78
-1.78
-1.79
-1.80
-1.80
-1.81
-1.81
-1.81
-1.81
-1.81
-1.83
-1.84
-1.84
-1.85
-1.85

-1.86
-1.86
-1.87

AT4G33450
AT3G04721
AT2G44210
AT5G14740
#NV
AT5G57760

AT3G28100
AT2G20520

AT2G46780

AT5G11920
AT2G30010
AT4G37490

AT3G28857
AT2G31730
AT2G33790

AT3G54150
AT5G62280
AT1G03870
AT4G03110
AT4G36030
AT4G29310
AT4G29310
AT3G51470
AT4G21390
AT1G30282
AT5G15720
AT1G78830
AT4G12730
AT1G49210
AT3G15550
AT3G01620
AT3G21770
AT4G24265
AT1G01620
AT3G26520
AT1G63040
AT2G28630
AT4G13340
AT4G30270
AT2G11590
AT3G05980
AT1G01620
AT2G05540
AT4G14390
AT4G35100
AT1G10990
AT1G27020
AT4G06746
AT4G30270
AT2G40610
AT2G05540
AT4G27810

AT5G35740
AT1G73580
AT4G35100

MYB69
AT3G04721
AT2G44210
CA2

AT5G57760

AT3G28100
FLAG

AT2G46780

cwINV6
TBL45
CyCB1;1

AT3G28857
AT2G31730
AGP30

AT3G54150
AT5G62280
FLA9
RBP-DR1
ARO3
AT4G29310
AT4G29310
AT3G51470
B120

GLIP7
AT1G78830
FLA2
AT1G49210
AT3G15550
AT3G01620
AT3G21770
AT4G24265
PIP1C

TIP2

KCs12
AT4G13340
XTH24

AT3G05980
PIP1C
AT2G05540
AT4G14390
PIP3
AT1G10990
AT1G27020
RAP2.9
XTH24
EXPA8
AT2G05540
AT4G27810

AT5G35740
AT1G73580
PIP3

myb domain protein 69
hypothetical protein
hypothetical protein
carbonic anhydrase 2

hypothetical protein
nodulin MtN21/EamA-like transporter family
protein

fasciclin-like arabinogalactan protein 6
RNA-binding (RRM/RBD/RNP maotifs) family
protein

beta-fructofuranosidase, insoluble isoenzyme
CWINV6

trichome birefringence-like 45 protein

cyclin-B1-1
basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding family
protein

basic helix-loop-helix domain-containing protein

arabinogalactan protein 30
S-adenosyl-L-methionine-dependent
methyltransferase-like protein

hypothetical protein

fasciclin-like arabinogalactan protein 9
RNA-binding protein-defense related 1
armadillo repeat-containing protein
hypothetical protein

hypothetical protein

putative protein phosphatase 2C 47
S-locus lectin protein kinase-like protein

GDSL esterasellipase 7

curculin-like (mannose-binding) lectin-like protein
fasciclin-like arabinogalactan protein 2

E3 ubiquitin-protein ligase ATL76

hypothetical protein
beta-1,4-mannosyl-glycoprotein

peroxidase 30

hypothetical protein

aquaporin PIP1-3

aquaporin TIP1-2

3-ketoacyl-CoA synthase 12
leucine-rich repeat extensin-like protein 3
xyloglucan:xyloglucosyl transferase

hypothetical protein

aquaporin PIP1-3

glycine-rich protein

ankyrin repeat-containing protein
aquaporin PIP2-7

hypothetical protein

hypothetical protein
ethylene-responsive transcription factor RAP2-9
xyloglucan:xyloglucosyl transferase
expansin A8

glycine-rich protein

hypothetical protein
carbohydrate-binding X8 domain-containing
protein

C2 domain-containing protein
aquaporin PIP2-7

NM_119499
NM_001125099
NM_001036461
NM_203053
EG463135
NM_125159

BX822551
NM_127612

NM_130244

NM_121230
NM_128556
NM_119913

NM_202643
NM_128731
NM_128938

NM_115275
NM_125622
NM_100267
NM_178963
NM_119770
NM_119076
NM_119076
NM_115006
NM_118259

NM_121576
NM_106531
NM_117342
NM_103811
NM_112423
NM_111028
NM_113072
NM_148370
NM_100044
NM_113559
DR750066

NM_128424
NM_117407
NM_119173

NM_111472
NM_100044
NM_126577
NM_117518
NM_001203991
NM_179304
NM_102464
NM_179009
NM_119173
NM_129623
NM_126577
EG420969

NM_122965
NM_106016
NM_001203991
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Anhang

A_84_P789861
A_84_P827393
A_84_P11721

A_84_P789539
A_84_P10039

A_84_P832832
A_84_P788789
A_84_P811586
A_84_P503428
A_84_P21530

A_84_P20140
A_84_P217598
A_84_P87269

A_84_P854040

A_84_P12398

A_84_P823733
A_84_P266230
A_84_P808620
A_84_P127531
A_84_P858602
A_84_P840181

A_84_P502464
A_84_P816662

A_84_P214338
A_84_P602364
A_84_P578088
A_84_P811255
A_84_P726042
A_84_P751543
A_84_P844790

A_84_P854498
A_84_P15616

A_84_P799571
A_84_P537048
A_84_P844440
A_84_P725477

A_84_P807528
A_84_P13987
A_84_P14441

A_84_P833321
A_84_P843181
A_84_P760073
A_84_P12564
A_84_P130356
A_84_P22015
A_84_P709131
A_84_P831588
A_84_P21917
A_84_P23341
A_84_P829954

A_84_P21069
A_84_P586644
A_84_P832980
A_84_P560912

-1.89
-1.90
-1.92
-1.93
-1.93
-1.94
-1.94
-1.94
-1.95
-1.95

-1.95
-1.95
-1.96

-1.96

-1.96
-1.97
-1.97
-1.97
-1.99
-2.01
-2.01

-2.02
-2.03

-2.03
-2.05
-2.06
-2.07
-2.14
-2.16
-2.17

-2.20
-2.20
-2.24
-2.25
-2.25
-2.26

-2.28
-2.30
-2.32

-2.34
-2.34
-2.36
-2.37
-2.37
-2.42
-2.52
-2.58
-2.65
-2.67
-2.68

-2.70
-2.87
-3.08
-3.09

AT4G36570
AT3G48650
AT3G15500
AT4G06746
AT1G27020
AT2G40160
AT1G07490
AT5G45670
AT5G24105
AT5G14120

AT2G18180
AT4G36570
AT5G02220

AT5G44020

AT1G53340
AT3G28340
AT4G28085
AT3G26520
AT1G21310
AT3G12710
AT3G48450

AT5G05020
AT2G47930

AT2G17845
AT1G71015
AT1G71320
AT3G13520
AT3G15610
AT1G47435
AT5G19500

AT5G44020
AT3G54490
AT1G35710
AT4G36105
AT1G05020
AT1G22530

AT2G36830
AT5G25190
AT2G29460

AT2G41380
AT1G58190
AT3G32021
AT2G44500
AT5G20790
AT1G30040
AT5G52882
AT5G03360
AT1G22330
AT4G34790
AT1G22330

AT2G06850
AT3G53232
AT4G36105
AT4G24275

RL3

NAC3
RAP2.9
AT1G27020
TBL30
RTFL3
AT5G45670
AGP41
AT5G14120

AT2G18180

AT5G02220

AT5G44020

AT1G53340
GATL10
AT4G28085
TIP2

EXT3
AT3G12710
AT3G48450

AT5G05020
AGP26

AT2G17845
AT1G71015
AT1G71320
AGP12

AT5G44020
RPB5E

AT1G35710
AT4G36105

GAMMA-
TIP

AT5G25190
GSTU4

AT2G41380
RLP9

AT2G44500
AT5G20790
GA20X2

AT5G52882
AT5G03360
AT1G22330
AT4G34790
AT1G22330

XTH4
RTFL1
AT4G36105
AT4G24275

protein RAD-like 3

NAC domain-containing protein 55
ethylene-responsive transcription factor RAP2-9
hypothetical protein

hypothetical protein

protein rotundifolia like 3

GDSL esterasel/lipase

arabinogalactan protein 41

major facilitator protein
sec.4-like phosphatidylinositol transfer-like
protein

hypothetical protein

HAD superfamily, subfamily I1IB acid
phosphatase

cysteine/histidine-rich c1 domain-containing
protein

putative galacturonosyltransferase-like 10
hypothetical protein

aquaporin TIP1-2

extensin 3

DNA-3-methyladenine glycosylase |

RPM1-interacting protein 4 (RIN4)
Pollen Ole e 1 allergen and extensin family
protein

arabinogalactan protein 26
Rossmann-fold NAD(P)-binding domain-
containing protein

hypothetical protein
F-box protein
arabinogalactan protein 12

HAD superfamily, subfamily 111B acid
phosphatase

RNA polymerase Il fifth largest subunit, E
putative leucine-rich repeat receptor-like protein
hypothetical protein

aquaporin TIP1-1
ethylene-responsive transcription factor ERFO03

glutathione S-transferase
S-adenosyl-L-methionine-dependent
methyltransferase-like protein

receptor like protein 9

axi 1 protein-like protein

hypothetical protein

gibberellin 2-beta-dioxygenase 2
putative ATP binding protein

DC1 domain-containing protein

RNA recognition motif-containing protein
SAUR-like auxin-responsive protein

RNA recognition motif-containing protein
xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
protein 4

protein rotundifolia like 1
hypothetical protein
hypothetical protein

NM_119820
AK118176
NM_112418
NM_179009
NM_102464
NM_001202791
NM_100623
NM_123934
NM_203099
NM_121416

NM_127375

NM_120300
NM_123769

NM_104213
NM_113753
NM_118948
NM_113559
NM_101983
NM_112107
NM_114704

NM_120584
NM_130360

NM_127338
NM_148647
NM_105801
NM_112198

NM_123769
NM_115306
NM_103273
NM_001204006

NM_129238
NM_122428
NM_128500

NM_129701
NM_104600

NM_201959
NM_122086
NM_102743
NM_001085278
NM_001203284
NM_102083
NM_119645
NM_102083

NM_126666
NM_202692
NM_001204006
NM_148371
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Anhang

A_84_P16372 -3.41 AT2G11150 AY461641

A_84_P809677 -3.46 AT3G16240 DELTA-TIP aquaporin TIP2-1 NM_112495
A_84 _P764334 -3.77 AT4G16030 AT4G16030 Ribosomal protein L19e family protein NM_117696
A_84_P600928 -4.06 AT4G01535 AT4G01535 hypothetical protein NM_148188
A 84 P18029 -4.49 AT1G10550 XTH33 xyloglucan:xyloglucosyl transferase NM 100930

All Stomatare Genexpression der B-Amylasen in den

Stressbedingungen Trockenheit und Hitze

d h dh
BAM1 ns. 086
BAM2 n.s. n.s. n.s.
BAM3 n.s. -0.51 -0.40
BAM4
BAMS5
BAM6
BAM7 n.s. 0.44 0.71
BAMS n.s. n.s. n.s.

BAMO _ 0.69

All: Genexpression der B-Amylasegene in Stomata von Col-0 Pflanzen unter verschiedenen
Stressbedingungen. RNA von Col-0 Pflanzen unter kontrollierter Trockenheit, Hitze und der Kombination aus
Trockenheit und Hitze wurde aus Stomata gewonnen und Mikroarray-Analysen durchgefiihrt. Dargestellt sind die
differentiell regulierten Gene aus einem Vergleich trockengestresster Pflanzen zu Pflanzen unter
Kontrollbedingungen. Die Werte sind log, transformiert und stellen die Anderung zu Kontrollpflanzen dar. Die
Farbséttigung ist bei einer 1.3-fachen Anderung erreicht. Rot eingefarbte Expressionswerte deuten steigende,
blau eingeférbte Felder herunterregulierte Transkriptwerte an. Trockenheit (d), Hitze (h), Hitze und Trockenheit
(dh), nicht detektiert (n.d.).
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Anhang

A12 Transkriptprofile der features, die RubisCO auf dem Mikroarray

multifaktoriell gestresster Pflanzen reprasentieren

h d
0.05 -0.37
-0.18 -0.38
-0.22  -0.02
-0.06 -0.51
0.03 -0.21
-0.14 -0.50

v
-0.15
-0.20
-0.08
-0.02

0.02
-0.09

vd
-0.39
-0.39
-0.29
-0.36
-0.38
-0.37

dh
-0.38
-0.43
-0.35
-0.41
-0.25
-0.44

vh
-0.10
-0.28
-0.29
-0.17
0.10
-0.18

vdh
0.02
-0.24
-0.28
0.04
0.07
-0.12

AGI-No
AT2G39730
AT2G39730
AT2G39730
AT2G39730
AT2G39730
AT2G39730

Identifier gene name

A_84 P807303 RCA
A_84 P807280 RCA
A_84 P270930 RCA
A_84 P807331 RCA
A_84 P807334 RCA
A_84 P847363 RCA

A13 Transkriptprofile der Prolinbiosynthese bzw. des Prolinabbaus

h
1.63
-0.31
-0.23
0.86

in multifaktoriell gestressten Pflanzen

d
-0.19
-0.30
0.02
-0.37

v
0.11
-1.06
-0.28
1.05

vd
0.04
-0.92
-0.42
0.47

dh
1.82
0.44
-0.06
-0.97

vh
1.81

-0.59
-0.17

1.20

vdh
2.06
1.09
0.10
-1.43

AGI-No.
AT5G14800
AT2G39800
AT3G55610
AT3G30775

Identifier
A 84 P22632
A 84 P11587
A 84 P19405
A 84 P22153

Genname
P5CR
P5CS1
P5CS2
Pro-DH

208



Anhang

Al4 Calcium-assozierte features unterschiedlich reguliert in

verschiedenen Stressbedingungen

EE B =y ) () (=) (=) N
l;- r I - e l,‘l I ' W pe pum
[ B
() (=) (] (=)
- - - [ . — — -
o
o
S (Heme / w (Heme /
o . > ?nog::u. M
w (Thioredoxin 'U "‘.Vl”ﬂ (Thioredoxin
> -
> -;mw = (o] -wm
i - E
(Ghtaredoxin
045mulullClullsj Ommulasllcaa!asj
T[MJ (avintin ) (st o \ '[“'m*::*"] [ ] & \\
L i &
() (=) c
- - | - o
S o
© >
> e
E E
foy (o : = |

A14: mapman-Uberblick Gber die Genregulation in Col-0 in verschiedenen Stresssituationen. Die Werte sind
log transformiert und stellen die Anderung zu Kontrollpflanzen dar. Die Farbsattigung ist bei einer 1.3-fachen
Anderung erreicht. Rot eingefarbte Expressionswerte deuten steigende, blau eingefarbte Felder
herunterregulierte Transkriptwerte an. Hitze (h), Virus (v), Virus-Trockenheit (vd), Virus-Hitze (vh), Virus-
Trockenheit-Hitze (vdh).
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Anhang

A15 Genexpression regulierter trockenresponsiver Gene in Rap2.9-
GFP Pflanzen

regulation
Identifier AGI-NO (logy) gene name
A_84 P22571 AT5G52310 COR78
A 84 P18269 | AT2G21490 LEA (DEHYDRIN LEA)
A_84 P21625 AT5G52300 LTI65/RD29B (RESPONSIVE TO DESSICATION 29B
A 84 P23852 | AT2G42540 COR15A (COLD-REGULATED 15A)
A_84 P10613 AT2G42530 CORI15B
A 84 P18269 | AT2G21490 LEA (DEHYDRIN LEA)
A_84 P11342 AT1G01470 LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 14
A_84 P817892 | AT5G05440 unknown protein

ABF2 (ABSCISIC ACID RESPONSIVE ELEMENTS-BINDING FACTOR

A_84_P751371 | AT1G45249 2)
A_84 P15945 AT5G51070 ERD1 (EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 1)
A_84 P857480 | AT1G20450 ERD10/LTI45 (EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 10
A_84 P809413 | AT1G76180 ERD14 (EARLY RESPONSE TO DEHYDRATION 14)
A_84 P10253 AT1G29330 ERD2 (ER lumen protein retaining receptor 2)
A_84_P813521 | AT1G30360 ERD4 (EARLY-RESPONSIVE TO DEHYDRATION 4)
A_84 P812380 | AT3G30775 ERD5 (EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 5)
A_84 P16110 AT1G08930 ERD6 (EARLY RESPONSE TO DEHYDRATION 6
A_84 P859107 | AT2G17840 ERD7 (EARLY-RESPONSIVE TO DEHYDRATION 7
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Anhang

A16 Genexpression verschiedener lonen-/Wasserkanale in Stomata

Gene
AHAL

AHA2
AHA3
AHA4
AHAS

AHAG

AHA7

AHAS8
AHA9

AHA10

AHAl1l

AHA12

KAT1
KAT2
AKT1

d (Col-0)
-0.38

-0.4
0.17

-0.01

-1.08

n.d.

-0.36

n.d.

0.47

Gene d (Col-0)
Ca-channel ATTPC1 n.d.
ATCLC-A -0.42
CLC-B -0.43
CLC-E -0.48
CLC-D 0.42
AT5G33280 n.d.
CLC-C -0.2
S-type anion
channel CLC-F 0.1
K-channel GORK -0.03

A16: Genexpression der lonen- und Wasserkanale in Stomata von Col-0 Pflanzen unter Trockenheit. RNA
von Col-0 Pflanzen unter kontrollierter Trockenheit wurde aus Stomata gewonnen und Mikroarray-Analysen
durchgefiihrt. Dargestellt sind die differentiell regulierten Gene aus einem Vergleich trockengestresster Pflanzen
zu Pflanzen unter Kontrollbedingungen. Die Werte sind log, transformiert und stellen die Anderung zu

Kontrollpflanzen dar.

Die Farbsattigung ist bei einer 1.3-fachen Anderung erreicht.

Rot eingefarbte

Expressionswerte deuten steigende, blau eingefarbte Felder herunterregulierte Transkriptwerte an. Trockenheit

(d), nicht detektiert (n.d.).
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