Charakterisierung der Matrixmetalloproteinasen (SIMMP1 & SIMMP?2)
aus Tomate (Solanum lycopersicum) und ihre Rolle in der pflanzlichen

Entwicklung und Pathogeninteraktionen

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors

der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der Fakultat Naturwissenschaften

Universitat Hohenheim

aus dem Institut fur Physiologie und Biotechnologie der Pflanzen
der Universitdt Hohenheim
Prof. Dr. A. Schaller

von
Christian Pasule
aus Biled/Ruménien
2010



Die vorliegende Arbeit wurde am 30.8.2010 von der
Fakultat Naturwissenschaften der Universitat Hohenheim

als ,,Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Naturwissenschaften

angenommen.

Tag der mindlichen Prifung: 18.10.2010

1. Dekan: Prof. Dr. H. Breer

1. Prifer und Berichterstatter: Prof. Dr. A. Schaller

2. Prufer und Mitberichterstatter: Prof. Dr. A. Pfitzner
3. Prufer: Prof. Dr. O. Spring



fur meine Familie



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
ZUSAMMENFASSUNG
SUMMARY
ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1.1

2.1

2.2

221
2.2.2
2.2.3
224

2.3

23.1
2.3.2
2.3.3
234
2.3.5
2.3.6

24

24.1
24.2
24.3
244
245

EINLEITUNG

Zielsetzung

MATERIAL UND METHODEN
Chemikalien, Enzyme, Oligonukleotide, Antikorper und Kit

Organismen

Bakterienstdmme E. coli

Bakterienstdmme Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv)
Pilz Sclerotinia sclerotiorum

Tomatenpflanzen

Anzucht des biologischen Materials
Tomatenpflanzen

Desinfektion der Samen

Samenernte und Stratifikation
Wachstumsbedingungen fur Tomatenpflanzen
Sclerotinia sclerotiorum

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 85-10

Identifizierung von SIMMP2 in Tomate mittels Datenbankanalysen
und Ermittlung der cONA-Sequenz

Verwendete Datenbanken und identifizierte Klone

Amplifikation des SIMMP2 Gens mittels PCR

Aufreinigung und Ligation von SIMMP2-DNA in pCR®2.1-Topo®
Elektrotransformation von E. coli DH10b

Sequenzanalyse

VilI

Xl

11
11
11
11
12

12
12
13
13
13
15
15

16
16
17

18
18



INHALTSVERZEICHNIS

2.5
251

2.6
2.6.1
2.6.2

2.7

2.7.1
2.7.2
2.7.3
2.7.4
2.7.5
2.7.6
2.7.7

2.8

2.9
29.1
2911
29.1.2
29.13
29.1.4
29.15
29.1.6

2.10
2.10.1
2.10.2

2.10.3

2.10.4

2.11
2111

Erstellung eines SIMMP2(kat)-(His)s Expressionskonstrukts
Klonierung der katalytischen Domane von SIMMP2 (SIMMP2kat)
in den Expressionsvektor pET-21d(+)

Expression und Aufreinigung von SIMMP2(kat)-(His)s
Expression von SIMMP2(kat)-(His)e in E. coli BL-21-RIL

Aufreinigung des Expressionsproduktes

Proteinanalytische Methoden

Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford
Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Western Blot

Immunodetektion

Reinigung der 1gG-Fraktion aus anti-SIMMP1-Serum

Reinigung von anti-SIMMP1-1gGs aus der 1gG-Fraktion

Immunohistochemische Detektion von SIMMP1/2
Enzymaktivitatstest

Molekularbiologische Methoden

Isolierung von Nukleinséuren

Isolierung von Plasmid-DNA (Plasmid-Mini-Préparation)
Isolierung genomischer Tomaten-DNA (CTAB-Methode)
Isolierung von RNA (Mini-Préparation)

Isolierung von RNA (Midi-Praparation)

Auftrennung und Visualisierung von Nukleinsauren

PCR und RT-PCR

Southern Blot Analyse

Enzymatische Spaltung von genomischer Tomaten-DNA
Auftrennung der DNA-Fragmente und Transfer auf eine
Nitrozellulose-Membran

Sondenherstellung und Hybridisierung

Strippen von Blots

Mikroarray Analysen
cDNA Mikroarray

19

19

20
20
20

21
21
21
22
22
23
24
24

25

26
26
26
26
27
27
28
28

30
30

30
31
32

32
32



INHALTSVERZEICHNIS

2.11.2
2.11.3
2114
2.11.5

212

2121
2.12.2
2.12.3
2124
2.12.5
2.12.6

2.13

2.13.1

2.14

2.14.1
2.14.2
2.14.3
2.14.4

2.15

2.15.1

2.15.2
2.15.3

2.16

3.1

RNA-Isolierung
Fluoreszenz-Markierung der Proben
Hybridisierung und Waschen der Mikroarrays

Scannen und Auswerten der Mikroarrays

Histologische Untersuchungsmethoden

Einbettung von pflanzlichem Gewebe in Technovit 7100®
Schneiden von Querschnitte am Mikrotom

Farben mit Toluidin Blau

Féarben mit Sudan Black

Féarben mit Anilin Blau

Farben mit Trypanblau

Extraktion phenolischer Verbindungen

(nach Goldwasser et al. 1999)

Bestimmung des Gehalts an I6slichen und gebundenen Phenolen
(Folin-Ciocalteu) (nach Goldwasser et al. 1999)

Behandlung von Tomatenpflanzen

Fusicoccin Behandlung

Infiltration von Xanthomonas campestris pv vesicatoria in Tomatenbléatter
Reisolierung von Xanthomonas campestris pv vesicatoria aus Blattern

Inokulation von Tomatenblattern mit S. sclerotiorum

Kultivierung von Tomatenpflanzen, zur Untersuchung
der Wurzelentwicklung

Kultivierung von Tomatenpflanzen auf Filterpapier
Kultivierung von Tomatenpflanzen in Rhizoboxen

Erfassung der Wurzelentwicklung

Quantifizierung der Ethylenemission in Blattern und
Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyppflanzen

ERGEBNISSE

Identifizierung einer zweiten MMP in Tomate

33
33
33
34

35
35
36
36
36
37
37

37

38

38
38
38
39
40

40
40
41
41

42

43

43



INHALTSVERZEICHNIS

3.2
3.2.1

3.3
331

3.4

3.5

3.6
3.6.1

3.6.2
3.6.3

3.6.4
3.6.5

3.6.6

3.6.7

3.6.8

3.6.9

3.7

3.8

Herstellung eines SIMMP2-Hisg-Expressionskonstruktes
Klonierung von SIMMP2-kat in pET-21d (+)

Expression und Reinigung von SIMMP2-kat
Enzymkinetik

Reverse Transkriptase (RT)-PCR Analyse der Expression von
SIMMP1 und SIMMP?2 in verschiedenen Organen von

Solanum lycopersicum

Histochemische Lokalisation von SIMMP1 und SIMMP2 in
Hypokotyl und Wurzel von Solanum lycopersicon (UC82b)

Charakterisierung von SIMMP1-RNA-Interferenz- (RNAI) Pflanzen

Identifizierung unabhéngiger Transformanten mittels

Southern Blot Analyse

RT-PCR-Analyse von SIMMP1-RNAi-Pflanzen
cDNA-Mikroarray Expressionsanalyse in Hypokotylen

von SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp
Phanotypische Charakterisierung von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
Histologische Analyse von Hypokotylen zwei Wochen alter
SIMMP1/2-RNAi-und Wildtyp-Pflanzen

Histochemische Lokalisation von SIMMP1 und SIMMP2 in
Hypokotylen von zwei Wochen alten UC82b-Pflanzen
Histologische Analyse von Hypokotylen und Stangeln

vier Wochen alter SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyp- Pflanzen
Quantifizierung des Gehalts I6slicher und gebundener
phenolischer Substanzen in SIMMP1/2-RNAi- und Wildtyp-Pflanzen
Charakterisierung des Phénotyps in Blattern von
SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen

Untersuchungen zur Wurzelentwicklung in SIMMP1/2-RNAI-
und Wildtyp- Pflanzen

Quantifizierung des Gehalts an Ethylen in Hypokotylen und
Blattern von SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyp-Pflanzen

47
47

48
49

53

54

57
58

60
73

75

76

77

81

83

84

88



INHALTSVERZEICHNIS

3.9

3.9.1
3.9.2

3.9.3

3.93.1

3.9.3.2

3.9.3.3
3.9.4

3.9.5

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10
411

Expression von SIMMP1 und SIMMP?2 in Reaktion auf
verschiedene Stimuli

Expression von SIMMP1 und SIMMP2 nach Fusicoccin Behandlung
Expression von SIMMP1 und SIMMP2 in Tomatenblattern

nach Infektion mit Sclerotinia sclerotiorum

Wachstumsverhalten von Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv)
in SIMMP1/2-RNAI, SIMMP1-Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen
Wachstum des virulenten Stamms Xcv 85-10

Wachstum des avirulenten Stamms Xcv 85-10 pDsK 200

Wachstum des hrp-defizienten Stamms Xcv 85-10 hrpA-G
Untersuchung der Symptome in Blattern von SIMMP1/2-RNAI,
SIMMP1-Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen nach Infiltration

von Xanthomonas campestris pv. campestris und E. coli DH10b
Expression von SIMMP1 und SIMMP2 in Tomatenblatter nach

Infiltration von Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

DISKUSSION

Identifizierung einer zweiten Tomaten-MMP (SIMMP2) und
Ermittlung der cONA Sequenz von SIMMP2

Strukturanalyse und Aufreinigung von SIMMP2

Biochemische Charakterisierung

Enzymkinetik

RT-PCR Analyse der Expression von SIMMP1 und SIMMP2 in
verschiedenen Organen von Solanum lycopersicum
Histochemische Lokalisation von SIMMP1 und SIMMP2 in
Hypokotyl und Wurzel von Solanum lycopersicum (UC82b)
Phanotypische Charakterisierung von SIMMP1/2-RNA-
Interferenz-Pflanzen (RNAI)

Untersuchungen zur Wurzelentwicklung in SIMMP1/2-RNAI-
und Wildtyp-Pflanzen

cDNA-Mikroarray Expressionsanalyse in Hypokotylen von
SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp
Expression von SIMMP1/2 in Reaktion auf verschiedene Stimuli
Fazit und Ausblick

90
90

91

94

95

96

97

99

106

108

109

109

110

112

112

114

115

119

121

123
128



INHALTSVERZEICHNIS

S. LITERATURVERZEICHNIS 130

6. ANHANG 150

Vi



ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Matrixmetalloproteinasen gehoren zu der Familie der Metzinkine und sind sowohl in
prokaryotischen als auch in eukaryotischen Organismen weit verbreitet. Im Tierreich steuern
sie wichtige physiologische Prozesse wie z.B. die Reifung von Peptidhormonen,
Wachstumsfaktoren und Rezeptorproteinen. Die Rolle von Matrixmetalloproteinasen in
Pflanzen ist erst in wenigen Fallen fir einzelne Enzyme beschrieben. lhre Funktion in
Tomatenpflanzen ist noch génzlich ungeklart. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Matrixmetalloproteinasen ~ in ~ Tomatenpflanzen  eine  wesentliche  Rolle  bei
Entwicklungsprozessen und bei der Regulation der Pathogenabwehr spielen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die funktionelle Charakterisierung der
Matrixmetalloproteinasen SIMMP1 und SIMMP2 aus Tomatenpflanzen mittels Aufreinigung
und biochemischer  Charakterisierung der rekombinanten Proteine, detaillierter
Expressionsstudien in Tomatenpflanzen, sowie phanotypischer und molekularer Analyse
transgener Pflanzen mit veranderter Expression von SIMMP1/2 (SIMMP1/2-RNA.).

Die Enzyme SIMMP1/2 wurden in E. coli exprimiert und mittels Affinitatschromatographie
gereinigt. Die Aktivitat der rekombinanten MMPs wurde durch Ca?*-lonen stimuliert. Fir
SIMMP1 konnte ein Aktivitatsoptimum bei pH 6,5 und fur SIMMP2 bei pH 7 gemessen
werden. Der apparente Km-Wert fir ein fluorogenes Peptidsubstrat wurde fiir SIMMPL bei
19,5 uM und fir SIMMP?2 bei 19,9 uM ermittelt, bei einer katalytischen Effizienz (Kcat/Km)
von 0,010 bzw. 0,024 s**uM™. Diese Daten lassen vermuten, dass es sich bei der SIMMP1
und SIMMP2 um Enzyme mit redundanten Eigenschaften handelt.

Die Expressionsanalyse ergab, dass SIMMP1 in allen untersuchten Organen und
Entwicklungsstadien exprimiert wird, wobei die stdrkste Expression in acht Tage alten
Keimlingen und in Stdngeln von sechs Wochen alten Pflanzen zu beobachten war.

SIMMP2 zeigte dagegen keine konstitutive Expression in Blattern sechs Wochen alter
Pflanzen. In acht Tage alten Keimlingen ist die Expression von SIMMP2 in Wurzel und
Hypokotyl deutlich starker als in Kotyledonen. Die gewebsspezifische Expression von
SIMMP1 und SIMMP2 weist darauf hin, dass die Enzyme trotz ahnlicher biochemischer
Eigenschaften spezifische Substrate und Funktionen in den jeweiligen Geweben haben
konnten.

Mit Hilfe immunohistochemischer Methoden wurde gezeigt, dass SIMMP1/2 in Zellwanden
von Hypokotyl und Wurzel lokalisiert ist. Dies bestdtigte die Annahme, dass es sich bei
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ZUSAMMENFASSUNG

SIMMP1/2 um extrazellulare Enzyme handelt. In transgenen Pflanzen mit verminderter
SIMMP1/2 Expression zeigten sich zwei Wochen nach der Keimung Veranderungen in der
Oberflachenstruktur der Hypokotyle, die zu nekrotischen Lé&sionen flhrten. Mit
fortschreitendem Alter der Pflanzen wird das gesamte Hypokotyl von den Nekrosen erfasst.
Ebenso zeigen sich verdnderte Zellmuster im Kortex und Zelltodereignisse in der Epidermis
und in der subepidermalen Zellschicht. Wahrend spaterer Entwicklungsstadien werden diese
Effekte auch auf Blattern von SIMMP1/2-RNAIi-Pflanzen sichtbar. Des Weiteren kommt es
zur massiven  Akkumulation phenolischer Sekund&rmetabolite, sowie zu einer
Beeintrachtigung der Wurzelentwicklung in SIMMP1/2-RNAIi-Pflanzen, was sich in einer
Reduktion der Gesamtwurzellainge und in der Ausbildung primérer und sekundéarer
Seitenwurzeln dufert.

Viele der beobachteten Effekte in SIMMP1/2-RNAIi-Pflanzen lassen eine Beteiligung von
Ethylen vermuten. Eine gesteigerte Ethylenproduktion konnte in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
experimentell bestatigt werden.

Mittels Mikroarray Analysen wurde untersucht, in welcher Weise sich der Verlust von
SIMMP1/2 auf die Genexpression in Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen auswirkt.
Es wurden 522 Gene identifiziert, welche in Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
differentiell reguliert sind. Davon waren 332 Gene starker, und 190 Gene schwécher
exprimiert als in Wildtyp-Pflanzen. Erhéht, aber nicht signifikant Gberreprasentiert war in den
RNAI-Pflanzen der Anteil an Genen, die eine Rolle bei Entwicklungsprozessen, bei
Stressreaktionen, bei Reaktionen auf abiotische und biotische Reize spielen, und Gene die bei
noch unbekannten biologischen Prozessen beteiligt sind. Der Anteil an Genen mit einer
Funktion bei Transportvorgangen ist in RNAi-Pflanzen deutlich erniedrigt.

Nachdem beobachtet wurde, dass die Expression von SIMMP1/2 nach Infektion mit
Sclerotinia sclerotiorum induziert wird, wurde eine mdgliche Beteiligung in der
Pathogenabwehr untersucht. Eine direkte Beteiligung in der Abwehr von Sclerotinia
sclerotiorum ist aber auszuschlielen, da keine Unterschiede in der Wachstumskinetik des
Pilzes auf Wildtyp- oder SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen zu erkennen waren.

Des Weiteren wurde Uberpruft, ob es zwischen SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyp-Pflanzen
Unterschiede in der Resistenz gegeniiber dem biotrophen Pathogen Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (Xcv) gibt. Auf SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen zeigte sich ein vermindertes
bakterielles Wachstum fir virulente, avirulente, als auch fur nicht pathogene

Bakterienstaimme, was mit starken Nekrosen in Blattern der SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
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einherging. Das deutet auf eine regulatorische Funktion von SIMMP1/2 in der unspezifischen
Reaktion auf biotische Stressfaktoren.

Die erzielten Ergebnisse bilden die Grundlage zur noch ausstehenden vollstandigen
Aufklarung der Funktion von SIMMP1/2 in der pflanzlichen Entwicklung und in

Abwehrreaktionen von Tomatenpflanzen gegentiber Pathogenen.



SUMMARY

Summary

Matrixmetalloproteinases belong to the family of metzincins and are widely distributed in
prokaryotic as well as eukaryotic organisms. Mammalian matrixmetalloproteinases function
in the formation of peptide hormones, growth factors and receptor proteins and regulate
important physiological processes. Little is known about the function of the related plant
matrixmetalloproteinases, except for a few enzymes in plants. Their function in tomato plants
is still unresolved. However, preliminary data suggest that matrixmetalloproteinases may play
essential roles in the regulation of development and pathogen defense in tomato plants.

The present study aimed at the elucidation of the function of the tomato
matrixmetalloproteinases SIMMP1 and SIMMP2 Dby purification and biochemical
characterization of the recombinant proteins, detailed expression analysis in tomato plants, as
well as the phenotypical and molecular analysis of transgenic plants with reduced expression
levels for SIMMP1/2 (SIMMP1/2-RNAI).

SIMMP1/2 were expressed in E. coli and purified by affinity chromatography. Activity of
recombinant MMPs was stimulated by Ca®*-ions. The highest activity was measured for
SIMMP1 at pH 6,5 and for SIMMP2 at pH 7. The apparent Km-values for a fluorigenic
peptide substrate were 19,5 uM for SIMMP1 and 19,9 uM for SIMMP2, with a catalytic
efficiency (Kea/Kn) of 0,010 and 0,024 s™puM™ respectively. These data suggest redundant
functions for SIMMP1 and SIMMP2.

SIMMP1 was found to be expressed in all tested organs and developmental stages with
highest expression levels in eight days old seedlings and stems from six weeks old plants. A
constitutive expression in leaves from six weeks old plants was not observed for SIMMP2. In
eight days old seedlings, SIMMP2 showed higher expression in roots and hypocotyls than in
cotyledons. The tissue-specific expression of SIMMP1 and SIMMP2 suggests specific
functions and substrates for the two enzymes in different tissues, inspite of their similar
biochemical properties.

SIMMP1/2  were localised to cell walls from hypocotyls and roots using
immunohistochemistry. This confirms the assumed extracellular localisation of the enzymes.
Transgenic plants with reduced SIMMPL1/2 expression levels exhibit alterations in surface
structure leading to necrotic lesions two weeks after germination.

The lesions spread over the entire hypocotyl during later stages of development. Cellular
organisation was altered in cortical tissues accompanied by cell death events in the epidermis
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SUMMARY

and subepidermal cell layer. These effects spread over leaves during later stages of
development. SIMMP1/2-RNAi-plants accumulate massive amounts of phenolic compounds,
and exhibit impaired root development with a reduction in overall root length and reduced
numbers of primary and secondary lateral roots. Many of the observed effects suggest an
involvment of ethylene and a higher ethylene production was in fact confirmed in SIMMP1/2-
RNAI-plants.

The effects of the loss of SIMMP1/2 on gene expression were analyzd with microarrays in
hypocotyls from SIMMP1/2-RNAi-plants. 522 genes were found to be differentially regulated
in SIMMP1/2-RNAi-hypocotyls, with 332 up- and 190 downregulated as compared with
widtype plants. Genes with roles in plant development, stress, reaction during abiotic and
biotic stimuli, and genes with unknown roles in biological processes appeared to be
overrepresented among the differentially regulated genes, however, statistically not
significantly. Genes with functions in transport were found to be underrepresented in RNAI-
plants.

Based on the observation that infection with Sclerotinia sclerotiorum led to induction of
SIMMP1/2 gene expression, a possible function for the enzymes in pathogen defense was
analyzed. A direct involvment of the enzymes in plant defense against the fungus can be
excluded, however, because no differences in fungal growth were detected between wildtype
and SIMMP1/2-RNAi-plants. Furthermore, it was analyzed if there are differences in
resistance against the biotrophic pathogen Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv)
between wildtype and SIMMP1/2-RNAi-plants. Bacterial growth was found to be reduced for
virulent, avirulent and non-pathogenic bacteria, accompanied by strong necrosis in
SIMMP1/2-RNAi-plants. These data suggest a function for SIMMP1/2 in the regulation of
non-specific rections against biotic stresses.

The results of the present study provide a basis for a more complete understanding of the
function of SIMMP1/2 in development and pathogene defense of tomato plants.
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Abkurzungsverzeichnis
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ACS 1-Aminocyclopropan 1-Carboxylatsynthase
BMP Biomalz-Peptonagar

bp Basenpaar

BSA Rinderserum-Albumin

CaMV Blimenkohl Mosaik Virus

cDNA komplementare DNA

Cfu Kolonie bildende Einheiten

CSP cold-shock-Protein

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

ECL Enhanced Chemo Luminescence
ECM Extrazellulare Matrix

EST expressed sequence tag

FC Fusicoccin

gDNA genomische DNA

GPI Glycosylphosphatidylinositol
GWH Gewadchshaus

Hinl Harpin inducible-like protein

HP hairpin

HR Hypersensitive Reaktion

hrp hypersensitive reaction and pathogenicity
19G Immunglobulin G

IPTG Isopropyl-B-D thiogalactopyranosid
Kb Kilobase

LB lysogeny broth

LPS Lipopolylsacharid

MMPs Matrixmetalloproteinasen

MRNA Messenger RNA

MS Murashige & Skoog Medium

Nat Uberexpressionspflanzen

NOS Nopalin-Synthase
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EINLEITUNG

1. Einleitung

Die Ausbildung einer Zellwand ist ein charakteristisches Merkmal, das pflanzliche Zellen von
tierischen Zellen unterscheidet. Der Apoplast ist ein essentieller Bestandteil des pflanzlichen
Organismus, welcher wichtige Funktionen wahrend Wachstums- und Entwicklungsprozessen
in der Pflanze Ubernimmt. Der Zellwand werden vier Hauptfunktionen zugesprochen. Sie ist
beteiligt an der Regulation des pflanzlichen Wachstums, sie verleiht dem pflanzlichen Korper
Stabilitat, sie ist an Prozessen beteiligt, welche zum Erweichen von Friichten fiihrt, und
verleiht Pflanzen Schutz vor mikrobiellen Pathogenen (Sakurai, 1991).

Die pflanzliche Zellwand besteht aus einer amorphen Matrix aus Hemicellulosen und
Pektinen, sowie einem geringen Anteil an Strukturproteinen, in welche die
Cellulosemikrofibrillen eingebettet sind. Hemicellulosen bilden eine heterogene Gruppe von
Polysacchariden. Die am besten untersuchte Hemicellulose bei Dikotyledonen ist das
Xyloglucan. Xyloglucan ist ein Polysaccharid aus p-1-4-verknipften B-D-Glucosebausteinen,
mit 1-6-verknlpften Seitenketten aus Xylose, Galaktose und oftmals, aber nicht immer, mit
endstandiger Fucose. Molekulare Modelle besagen, dass sich die terminale Fucose der
Seitenkette zuriickfaltet, und dabei mit der Glucankette in Wechselwirkung tritt. Die
néchstgelegenen Glucosereste werden dabei in einer linearen Konfiguration fixiert. Die nun
entstandene flache  Struktur erleichtert die Anlagerung kurzer Bereiche des
Xyloglucanruckgrats an die Oberflache der Cellulosemikrofibrille (Levy et al, 1997).

Pektine bilden wie Hemicellulosen eine heterogene Gruppe von Polysacchariden.
Charakteristischerweise enthalten Pektine saure Zucker wie Galacturonséure und neutrale
Zucker wie Rhamnose, Galactose und Arabinose. Sie sind losliche Zellwandpolysaccharide
und konnen sehr einfach aufgebaut sein, wie Homogalacturonan (lineares Polymer aus 1-4
verknupfter a-D-Galakturonséure). Pektine kénnen aber auch sehr komplex aufgebaut sein
wie das Rhamnogalacturonan |1, das aus mindestens zehn verschiedenen Zuckern besteht, mit
einem komplizierten VerknlUpfungsmuster. Pektine bilden molekulare Netzwerke, indem sich
die Carboxylgruppen benachbarter Pektinmolekile Gber Calcium-lonen miteinander
verbinden. Die Komplexitdt mancher Pektine deutet darauf hin, dass es sich hierbei nicht
ausschlieBlich um Strukturkomponenten handelt. Eine mdgliche Rolle als Elicitoren bei der
Pathogenantwort wurde vorgeschlagen (Van Cutsem und Messiaen, 1993).

Im Zuge der Differenzierung, kann der Primarwand eine Sekundérwand aufgelagert werden.

Sekundarwéande sind durch den Verlust der Verformbarkeit gekennzeichnet. Sie bestehen aus
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Cellulosemikrofibrillen,  Hemicellulose und  Lignin.  Cellulosemikrofibrillen  und
Hemicellulose scheinen in der Sekundédrwand strukturell besser organisiert zu sein als in der
Primarwand. Die Sekundérwand lasst sich in drei Schichten (S; bis S3) unterteilen. S; besteht
aus links- und rechts-gedrehten Mikrofibrillenhelices. S; und S;, bestehen jeweils aus nur
einer Art Mikrofibrillenhelices (entweder links- oder rechtsgedrehten). Die Orientierung der
Helices in S, und S; unterscheidet sich jedoch. Wéhrend der Sekundérwandbildung, kommt es
in der S;, Sy, in der Primarwand und in der Mittellamelle, seltener aber in S;, zur
Lignifizierung (Goodwin et al, 1983). Sekundarwande sind hdufig in Festigungsgewebe und
Leitgewebe (Xylem) zu finden.

Nach neueren Erkenntnissen geht man davon aus, dass in Zellwénden von Arabidopsis
thaliana  hunderte verschiedener Proteine lokalisiert sind, welche etwa 10 % des
Trockengewichtes von Zellwanden ausmacht (Boudart et al, 2005).

Diese Zellwandproteine konnen in drei funktionelle Gruppen eingeteilt werden. Diese
Einteilung fasst Proteine zusammen, welchen eine Funktion als Strukturproteine (Showalter,
1993), bei der Zell-Zell-Kommunikation, und bei der Pathogenantwort zugesprochen wird
(Cassab, 1998).

Die Isolierung und Untersuchung von apoplastischen Proteinen aus Arabidopsis thaliana
Blattern flhrte zur Identifizierung von pflanzlichen Proteinen mit proteolytischen
Eigenschaften (Proteasen) die an jeder der drei zuvor genannten Funktionen beteiligt sind
(Boudart et al, 2005).

Der kontrollierte Abbau (Proteolyse) von beschéadigten, missgefalteten oder schadlichen
Proteinen ist essentiell fur die zelluldre Regulation aller Organismen. Dieser Prozess dient
neben einer hocheffektiven Protein-Qualitatskontrolle zur Bereitstellung frei werdender
Aminosduren fur die Proteinbiosynthese oder zur Energiegewinnung. Die Aktivitdt von
Proteasen beschrankt sich nicht nur auf die proteolytische Zerlegung von Proteinen, sie ist
vielmehr an nahezu allen Lebensprozessen beteiligt. Proteasen sind an der posttranslationalen
Modifikation von Proteinen beteiligt, was durch spezifische Proteolyse zur Maturation und
Aktivierung oder Inaktivierung von Proteinen flihrt. Dadurch tiben Proteasen auf nahezu alle
zellul&ren Prozesse einen direkten oder indirekten Einfluss aus.

Die bedeutendsten Proteasen werden in sechs katalytische Klassen zusammengefasst, ndmlich
Serin-,  Cystein-,  Aspartat-,  Glutamin-,  Threonin-, und  Metalloproteasen.
Matrixmetalloproteinasen (MMPs), welche zur katalytischen Klasse der Metalloproteinasen

gehdren, wurde in den letzten Jahren ein zunehmendes Interesse gewidmet (Schaller, 2004).
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MMPs sind Zink abh&ngige Proteasen, welche der Proteinfamilie der Metzinkine zugeordnet
werden (Bode et al, 1993). MMPs werden in Saugern wichtige Funktionen in Ab- und Umbau
der Extrazelluldaren Matrix (ECM) zugesprochen. Zusatzlich zu ihrer Fahigkeit Bestandteile
der ECM zu spalten und zu modifizieren, nehmen MMPs Funktionen bei biologischen
Prozessen wie Embryogenese, Organogenese und Wundheilung ein (Nagase und Woessner,
1999; McCawley und Matrisian, 2001). Die Regulierung von MMPs erfolgt auf Ebene der
Transkription, posttranslationalen Modifikation, durch Komponenten der ECM, oder durch
TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) welche MMPs spezifisch inhibieren kénnen
(Gomez et al, 1997). Es konnte beobachtet werden, dass Wachstumsfaktoren wie Cytokine
oder biotische und abiotische Stressfaktoren zur Induktion von MMP-Genen flihren (Nagase
und Woessner, 1999). Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass Stérungen in den
genannten Regulierungsmechanismen oder Induzierbarkeit von MMPs zu Krankheiten wie
Arthritis, Nephritis, Fibrosis, Arteriosklerose oder Krebs in Vertebraten fuhrt (Visse und
Nagase, 2003).

Die Familie der Metzinkine zeichnet sich durch charakteristische strukturelle
Gemeinsamkeiten aus. Diese beinhalten ein N-terminales Signalpeptid fur den Eintritt in den
sekretorischen Weg, eine N-terminale Propeptiddomane, bestehend aus ca. 80-90
Aminosauren mit der Thiol- (SH-) Gruppe im Motiv PRCGXPD (“cystein switch”), sowie
das konservierte katalytische Sequenzmotiv. HEXXHXXGXXH, und ein den ,Met-
turn* bildendes Methionin (Bode et al, 1998). MMPs aus Vertebraten lassen sich aufgrund
ihrer Substratspezifitat, Sequenzahnlichkeit und der Organisation ihrer Doménen in sechs
Gruppen, die Collagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine, Membran-Typ MMPs
und keine der genannten Gruppen zugehdrige MMPs eingeteilt werden (Nagase und
Woessner, 1999; Visse und Nagase, 2003).

Aktiviert werden MMPs durch die Proteolyse der Pra- und Prodoméne (Nagase, 1997, Visse
und Nagase 2003). Die Aktivierung von MMPs kann sowohl intrazelluldr als auch
extrazellular erfolgen (Nagase, 1997). MMPs konnen in vitro auch durch Applikation von
Thiol-modifizierenden Substanzen wie z.B. 4-Aminophenyl-Quecksilberacetat oder HgCl,
aktiviert werden, ebenso aber auch durch SDS, reaktive Sauerstoffspezies (ROS), einen
niedrigen pH Wert und Hitze (Visse und Nagase, 2003).

Bei MMPs erfolgt die Bindung zum  Substrat durch  Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Enzym und Substrat, was zur Bildung einer
gegenlaufigen R-Faltblattstruktur fihrt. Essentiell fiir die katalytische Aktivitat von MMPs ist
ein mit dem Zn*-lon interagierendes Wassermolekiil in der katalytischen Doméne.
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Entscheidend flr die Substratspezifitdit von MMPs scheint die Aminosédure in der Position
P1’ des Substrats zu sein und die Zusammensetzung und chemischen Eigenschaften der S1’
Substratbindestelle von MMPs. Zusatzlich zu den eben beschriebenen Eigenschaften des
aktiven Zentrums wird die Substratspezifitat bei MMPs auch durch spezialisierte sekundare
Substratbindestellen bestimmt, so genannte “Exosites”. So wird mit Ausnahme von MMP7
(Matrilysin) bei allen MMPs aus Vertebraten die Interaktion mit ihren Substraten durch die
Hemopexin-Domane bestimmt.

In Vertebraten wurden bisher 24 MMPs identifiziert, davon 23 beim Menschen (Overall,
2002). Metzinkine wurden ebenfalls in weitere Organismen wie Hydra (Hydra vulgaris),
Seeigel, Nematoden (C.elegans) und Arabidopsis thaliana identifiziert (Leontovich et al,
2000, Lepage et al, 1990, Wilson et al, 1994, Maidment et al, 1999).

Die ersten pflanzlichen Metalloproteinasen wurden in  Kirbis-, Soja-, und
Schwertbohnensamen gefunden (Hara und Matsubara, 1980, Bond und Bowles, 1983, Dalkin
et al, 1983). Die erste Aufreinigung und Charakterisierung einer pflanzlichen
Metalloproteinase gelang 1990 aus Buchweizensamen (Belozersky et al, 1990). 1991 konnte
eine Matrixmetalloproteinase (SMEP1) in Blattern der Sojabohne identifiziert und
charakterisiert werden. SMEP1 zeigt eine hohe Ubereinstimmung auf der Ebene der
Primérstruktur und &hnliche katalytische Eigenschaften wie die bekannten tierischen MMPs,
und konnte durch Applikation von TIMP-1 aus Sdugetieren in ihrer Funktion inhibiert werden
(McGeehan et al, 1992). Die vollstdndige Ermittlung der cDNA-Sequenz von SMEP1
(GmMMP1) und deren Charakterisierung durch Pak et al, (1996), fihrte zur ersten
Beschreibung einer MMP mit Pra-Pro-Domane in héheren Pflanzen.

In Arabidopsis thaliana konnten Uber Datenbankanalysen fiinf verschiedene MMP-Gene
identifiziert werden (At1-MMP - At5-MMP). Die Sequenzen aller finf AtMMPs kodieren fiir
ein N-terminales Signalpeptid, eine Propeptiddoméne und eine katalytische Domdane. Damit
ahneln sie strukturell am ehesten der MMP-7 (Matrilysin) aus Vertebraten, welche ebenfalls
nicht Gber eine Hemopexin-Domane verfugt. Des Weiteren enthalten alle AtMMPs das fr
den ,,cystein switch“ charakteristische PRCGXXD-Motiv sowie die Zink-bindende Region
HEXGHXXGXXH, gefolgt von einem konservierten Methionin (,,Met-turn®). Fir At1-MMP,
At2-MMP, At3-MMP und At5-MMP wurden N-terminale Signalpeptide, C-terminale
Transmembrandomanen und eine Verankerung der Enzyme in der Plasmamembran via einen
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker prognostiziert. At4-MMP besitzt ebenfalls ein N-
terminales Signalpeptid, welches jedoch nicht abgespalten werden kann, was fur eine

Lokalisation des Enzyms in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums spricht. RT-
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PCR-Analysen zur Ermittlung der Expression von AtMMPs in Bluten, Blattern, Wurzeln und
Stangeln von Arabidopsis thaliana zeigten, dass alle AtMMPs in allen untersuchten Organen
exprimiert wurden, jedoch mit deutlich unterschiedlichen Expressionsmustern fiir jede
einzelne MMP, was fir eine jeweils spezifische Funktion der MMPs spricht. Fur Atl-MMP
konnte nach Expression in Escherichia coli die autokatalytische Aktivierung von Pro-Atl-
MMP (Abspaltung des Propeptids) gezeigt werden. Das Enzym zeigte Kkeinerlei
gelatinolytische oder caseinolytische Aktivitét, spaltete aber Myelin und drei weitere MMP-
Peptidsubstrate. Ebenso konnte gezeigt werden, dass humane TIMPs eine inhibierende
Wirkung auf Atl-MMP ausuben (Maidment et al, 1999).

Intensiver erforscht wurde At2-MMP. Durch Transkriptanalysen in vier Wochen alten
Arabidopsis thaliana Pflanzen konnte At2-MMP in Blattern und Wurzel detektiert werden,
mit den hochsten Expressionsraten in den Blattern. Bei 10 Wochen alten Pflanzen konnten
Transkripte von At2-MMP in Blattern, Wurzeln und Blitenstdnden detektiert werden, mit den
hdchsten Expressionsraten in der Wurzel. Ebenso konnte in vier Wochen alten Pflanzen die
Induzierbarkeit von At2-MMP durch Methyl-Jasmonat, Cadmium und NaCl gezeigt werden
(Golldack, et al 2002). Eine tDNA-Insertionsmutante (at2-mmp-1) entwickelte sich zundchst
normal, um mit dem Beginn der regenerativen Phase ein deutlich reduziertes Wachstum von
Wurzeln, Blattern und Sprossen zu zeigen, welches sich in verspatetem Blihen auferte.
Weiterhin zeigten die Mutanten verfrihte Seneszenz und schnellen Chlorophyll-Abbau
(Golldack et al, 2002).

Untersuchungen zur Entwicklung von Kotyledonen in Gurke (Cucumis sativus L. cv
Marketmore) fihrten zur Identifizierung einer MMP (Cs1-MMP) deren Transkripte erst in der
Ubergangsphase zwischen Seneszenz und Zelltod detektierbar waren, was fiir eine Rolle des
Enzyms wéhrend der Apoptose spricht (Delorme et al, 2000).

2001 konnte in Soja (Glycine max) die Akkumulation von Transkripten einer zweiten MMP
(GmMMP2) nach Pathogenbefall (Phytophthora sojae und Pseudomonas syringae pv.
glycinea) und Verwundung gezeigt werden (Liu et al, 2001). In Suspensionskultur konnte
nach Infektion mit Bakterien tiber Azocoll-Verdau (Graham et al, 1991) eine erhdhte Aktivitét
festgestellt werden. Nach Expression in E.coli konnte die Spaltung von Myelin nachgewiesen
werden. Das rekombinante Enzym inhibierte gemeinsam mit Protein-Extrakten aus Soja das
Wachstum von Pathogenen stark. Daher vermuten Liu et al. eine Abspaltung antimikrobieller
Substanzen oder die Freisetzung extrazellulérer Elicitoren durch GmMMP2.

Die erste MMP aus Tabak (NtMMP1) wurde 2009 von Schiermeyer et al beschrieben,
nachdem beobachtet wurde, dass diese in Tabak-Zellsuspensionskulturen (BY-2) nach
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Pathogenbefall induziert wurde. Sie beinhaltet alle strukturellen Eigenschaften die fiir MMPs
charakteristisch sind. Ebenso konnte gezeigt werden, dass NN(MMPL in der Plasmamembran
lokalisiert ist. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde fur NtMMP1 eine Rolle in der
Pathogenerkennung und Pathogenabwehr an der Zellperipherie postuliert (Schiermeyer et al,
2009).

Von der Matrixmetalloproteinase SIMMP1 aus Tomate (Solanum lycopersicum) ist die
cDNA-Sequenz bekannt und auf beiden Strdngen vollstandig bestimmt (EST Klon
cLEC15M21, Clemson University). Interesse weckte das Enzym nachdem lber Mikroarray-
Analyse eine Induktion durch das Pilztoxin Fusicoccin beobachtet wurde (Frick und Schaller,
2002). Die cDNA Sequenz von SIMMP1 umfasst 1181 Basenpaare mit einem offenen
Leserahmen (ORF) von 1104 Basenpaare und sie codiert fur ein Pr&-Pro-Protein von 367
Aminosauren, bei einem errechneten Molekulargewicht von 40,2 kDa. Von zwei potentiellen
Transmembrandomanen ist eine Teil des N-terminalen Signalpeptides, die andere bildet einen
Membrananker am C-Terminus, in dessen Nahe eine w-site zur Verkntpfung mit einem GPI-
Anker prognostiziert wird (Zimmermann, 2004). Es findet sich ebenso das Zink-Binde-Motiv
HEXGHXXGXXH wie auch der konservierte ,,Met-turn“ im Motiv AIMYP. Im Propeptid
befindet sich ein PRCG(V/N)(P/A)D-Motiv mit dem charakteristischen ,,cystein-switch“. Die
in E.coli exprimierte katalytische Doméne von SIMMP1 (K2MMP) wurde mittels
Zymographie, mit einem fluorigenen Peptidsubstrat und durch massenspektrometrische
Bestimmung der Spaltprodukte synthetischer Peptide auf ihre Aktivitat hin untersucht. Es
konnten caseinolytische und gelatinolytische Aktivitat beobachtet werden. Chelatoren
zweiwertiger Metallionen (EDTA, EGTA und 1,10-Phenanthrolin) sowie in geringerem
Masse Thiol-modifizierende Reagenzien hemmten die Aktivitdt. Maximale Aktivitat konnte
bei pH 6.3 in Gegenwart von 500 uM CaCl2 beobachtet werden. SIMMPL1 zeigte eine
Préferenz fiir hydrophobe Aminosauren beiderseits hydrolysierter Bindungen bei der Spaltung
von Insulin, Melittin, Glucagon und Substanz P. Systemin und Neurotensin wurden nicht
geschnitten (Frick, 2002). Aufgrund der Charakteristika von pflanzlichen MMPs und der flr
die SIMMP1 beobachteten Induzierbarkeit durch das Pilztoxin Fusicoccin wurde fir die
SIMMP1 eine Funktion im Umbau der Zellwand in Verbindung mit der Abwehr von
mikrobiellen Pathogenen vorgeschlagen (Frick und Schaller, 2002). Weiterhin wére, wie flr
GmMMP2 vermutet (Liu et al., 2001), die Freisetzung von Elicitoren und die Produktion
antimikrobieller Substanzen auch fur SIMMP1 denkbar (Frick, 2002).
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1.1 Zielsetzung

Da Erkenntnisse vorliegen welche vermuten lassen, dass MMPs an der Regulation der
Zellwand und bei der Pathogenabwehr in Tomatenpflanzen beteiligt sind und aufgrund der
wichtigen Stellung der tierischen MMPs fiir eine Vielzahl physiologischer Prozesse, ist die
Aufklarung der Funktion der Tomaten MMPs von groRem wissenschaftlichen Interesse. Vor
diesem Hintergrund war es das Ziel dieser Arbeit, exemplarisch Tomaten-MMPs zu
charakterisieren und zur Aufklarung der Funktion dieser MMPs im lebenden System
beizutragen.

In Tomate (Solanum lycopersicum) wurden zwei MMPs (SIMMP1 & SIMMP2) identifiziert,
deren genaue Funktion und physiologischen Substrate noch unbekannt sind. SIMMP1 wurde
bereits zuvor biochemisch charakterisiert und die hier durchzufiihrende biochemische
Charakterisierung von SIMMP2 in Tomate ist essentiell, um zu kléren, inwieweit die
Eigenschaften der beiden Tomaten MMPs redundant sind. Die groRe Sequenzéhnlichkeit
zwischen SIMMP1 und SIMMP2 auf Nukleotid- und Aminosdurenebene deutet darauf hin. In
diesem Zusammenhang sollen insbesondere die pH-Abhéngigkeit, die Abhéangigkeit von
zweiwertigen Metallionen und die Substratspezifitat des Enzyms untersucht werden.
Strukturanalysen prognostizieren fir SIMMP1 und SIMMP?2 eine Lokalisation im Apoplasten
der pflanzlichen Zelle. Die Anwendung immunohistochemischer Methoden unter Applikation
eines spezifischen Antikorpers, welcher gegen die katalytische Domane von SIMMP1
gerichtet ist, sollte zur Klarung der Frage beitragen, ob es sich bei den erwdhnten Enzymen
um extrazellulére Proteine handelt.

Zur Aufklarung der in vivo Funktion der MMPs soll der Phanotyp von ,,Loss-of-function”-
SIMMP1-RNAI-Linien zundchst auf zellular-morphologischer Ebene unter Einsatz
histologischer Methoden (Dunnschnitte, Farbungen) mit anschlieBender mikroskopischer
Analyse untersucht werden.

Weiterhin soll der Phénotyp von MMP-RNAI-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp auch auf
molekularer Ebene, ndmlich im Hinblick auf Veranderungen in der Genexpression untersucht
werden. Dabei werden Tom1 cDNA Mikroarrays zum Einsatz kommen, die einen groRen Teil
des Tomate-Genoms abdecken. Die Arrays sollen mit differentiell (Cy3/Cy5) markierten
cDNAs hybridisiert werden, um die Anderungen des Transkriptoms infolge des MMP ,,Loss-
of-function” mit dem Wildtyp zu vergleichen.

Um eine mogliche Rolle der MMPs bei der Pathogen-Abwehr zu untersuchen, sollen MMP-
RNAi-Pflanzen, Wildtyp und MMP-tberexprimierende Tomatenpflanzen mit verschiedenen



EINLEITUNG

Pflanzenpathogenen (Xanthomonas campestris pv vesicatoria, Sclerotionia sclerotiorum
(Dachbrand) infiziert werden, um das Wachstumsverhalten der Pathogene und die
Abwehrreaktion der verschiedenen Tomaten-Genotypen zu erfassen. Weiterhin soll mittels
semiquantitativer PCR untersucht werden, ob eine Induktion der MMPs infolge der
Applikation des Pflanzen-Pathogens nachweisbar ist.

Diese Experimente werden es erlauben, Einblicke in die jeweils spezifischen Funktionen der
MMPs zu erhalten. Dartiber hinaus werden die hier erzielten Ergebnisse zu einem besseren
Verstandnis der pflanzlichen Entwicklung (Umbauprozesse der Zellwand) beitragen, und
maoglicherweise Strategien zur Erhdhung der Toleranz gegeniber pflanzlichen Pathogenen

aufzeigen koénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme, Oligonukleotide, Antikorper und Kit

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von den Firmen Roth
(Karlsruhe), Fluka und Sigma (Taufkirchen), Serva (Heidelberg), und Merck (Darmstadt)
bezogen. Die eingesetzten Enzyme und dazugehorigen Puffer stammten von Fermentas und
hatten eine Aktivitat von 10 U/pl.

Alpha [**P]-dCTP, 10 uCi/ul wurde von der Firma Hartmann Analytik (Braunschweig)
bezogen. Das Sondenmarkierungskit, RadPrime Labelling System, stammte von der Firma
Invitrogen (Karlsruhe). Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Operon
Biotechnologies (KolIn) hergestellt (vgl. Tabelle 2.1).

5a SIMMP2 GGAATGAGGAGGATTCATCTATA
51 SIMMP2 GTGGCTCACTACTCCTTCTT

52 SIMMP2 TATTGGGTTTGGGTCATTCA

3 SIMMP2 ACAAAAAGTACAGCTGTTATTTA
31 SIMMP2 GTCCCAGTATAATTCGGGTT

32 SIMMP2 AAGGCATAAGTCAAATCA

M13for TGTAAAACGACGGCCAGT

M13rev CAGGAAACAGCTATGACC

Aktin F TGTGGGAGATGAAGCTCAATCG
Aktin R TCAAACTATCAGTGAGGTCACG
MMP 15 CCTTTATTCATCGCCATACT
MMP13 TCTTGTTCGCCGGCCACCGT
MMP25b TGCCATTGCTTATGTTGTAATA
MMP23 GTCTTACCCTCGGGCCACTT
150-LeEFla F ACACCTCCCACATTGCTGTCAAGT
428-LeEFla R TTTGGGCAGCCTTGGTGACTTTAG
AccS F TTTGTTTGGCTGATCCTGGCGATG
AccS R TGTCAAAGACAGTGGCTGCGTAGA
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PR10F ATGAGTCCACAACCACAATTGCCC

PR10R ACCTCCATCTCCAGCAGCTTCAAA

Acidic 26 kDa F GAACAATGACGCATGTCCTGCCAA

Acidic 26 kDa R ACACCAATACCTTGTCCAGCTCGT

Cyclophilin F ATCCCAGGGTTCATGTGTCAAGGA

Cyclophilin R AGATCCAACAGCCTCTGCCTTCTT

SISBT3 forward ACTCCTCAAGATTACGTAAATCTCC

SISBT3 reverse CAATAATAGGAGATGTTACTATCGGAC

Hin1F AATTATGGCCCGTCCATTCCGC

Hin1lR ACCAATCAAAATGGCACCTAG

topxC1 F TGGAAGTTCATCAGCACAGCT

topxC1 R CTACAGCAGATTTGATGTTGTC

hsr203J F CCTGTTCCACCGCATGACGACTTC

hsr203J R TGGCGGCAACTTGATTGGACGAC
Tabelle. 2.1: Ubersicht iber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Alle

Sequenzen sind in 5> 3" Richtung angegeben.

Der verwendete polyklonale Antikorper, gerichtet gegen die katalytische Doméne von
SIMMP1, welche in E. coli heterolog exprimiert und tber eine Ni-NTA-Agaroseséule
aufgereinigt wurde, wurde von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) erstellt. Das anti-
Kaninchen 1gG  Peroxidase-Konjugat stammte von der Firma Calbiochem
(Darmstadt/Schwalbach). Der fiir die immunohistochemische Analyse verwendete sekundare
Antikorper (Goat-anti rabbit 1gG, markiert mit Alexa Fluor® 568) stammte von der Firma

Invitrogen.
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2.2 Organismen
2.2.1 Bakterienstamme E. coli

o ] F* endAl recAl galEl5 galkKl6 nupG rpsL AlacX74
Escherichia coli DHI0B  qgplaczAM15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) A

Escherichia coli BL2IRIL g coli B F- dem ompT hsdS(rs- me-) gal [malB*Jk.12(A%)

2.2.2 Baterienstamme Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv)

Die drei in dieser Arbeit verwendeten isogenen Stdammen von Xanthomonas campestris pv
vesicatoria wurden von dem Institut fir Pflanzengenetik der Universitat Halle (Prof. Dr. U.

Bonas) zur Verfugung gestellt.

Stamm Pathogenitat
Xvc 85-10 virulent

Xcv 85-10 pDSk200 avirulent

Xcv 85-10 AhrpA-G nicht virulent
2.2.3 Pilz Sclerotinia sclerotiorum

Das in dieser Arbeit verwendete Isolat wurde vom Institut fur Phytomedizin (Dr. A. Walz) der

Universitdt Hohenheim zur Verfligung gestellt.

Name Isolat Herkunft

Sclerotinia sclerotiorum Dachbrand Nicotiana benthaminiana

11
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2.2.4 Tomatenpflanzen

Alle verwendeten Tomatenpflanzen (Solanum lycopersicum — friher Lycopersicon
esculentum Mill) waren vom Kultivar UC82B. Die Wildtyp-Samen wurden von Royal Sluis

(Enkhuizen, Niederlande) bezogen.

SIMMP-RNAI-Pflanzen

Die SIMMP-RNAI-Pflanzen wurden mittels RNAI-Technik bereits im Vorfeld dieser Arbeit
erstellt (Sieferer & Schaller, unveréffentlicht). Dabei wurde ein ca. 450 bp grofRes Fragment
vom 5’-Ende der SIMMP1-cDNA in sense und in anti-sense Orientierung in pHANNIBAL
(Wesley et al. 2001) kloniert. Die RNAIi-Expressionskassette wurde dann in den
Expressionsvektor pART27 (Gleave, 1992) kloniert und transgene Tomatenpflanzen unter

Verwendung der Agrobakterien-vermittelten Transformation hergestellt.

SIMMP1-Uberexpressions-Pflanzen

Die SIMMP1-Uberexpressios-Pflanzen wurden bereits im Vorfeld dieser Arbeit erstellt
(Zimmermann & Schaller, unverdffentlicht). Dazu wurde der ORF der SIMMP1-cDNA unter
Kontrolle des CaMV 35S Promotors und des OCS Terminators in den Expressionsvektor
pART27 (Gleave, 1992) Kkloniert. Transgene Tomatenpflanzen wurden mittels der

Agrobakterium vermittelten Transformation generiert.

2.3 Anzucht des biologischen Materials

2.3.1 Tomatenpflanzen

Soweit nicht anders angegeben wurden alle verwendeten Tomatenpflanzen im Gewachshaus
oder in Klimakammern bei 16 bzw. 12 h Licht angezogen. Vier Wochen nach der Keimung
wurde einmal wochentlich im GielRverfahren gediingt (NPK-Diinger: GABI Plus® 12-8-11, 2
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ml/l  GieRwasser). Vor und wahrend der Experimente  wurden  Kkeine
PflanzenschutzmalRnahmen durchgefiihrt, und es wurde auch auf ein Ausgeizen der

Tomatenpflanzen verzichtet.

2.3.2 Desinfektion der Samen

Alle verwendeten Tomatensamen wurden tber Nacht bei 70 °C im Trockenschrank inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Behandlung mit 10% Trinatriumphosphat (TNP) fur 3 h. Nach
dem Einweichen in TNP wurden die Samen in einem groRen Volumen H,O fiinfmal
gewaschen, bevor die Samen ausgesat wurden.

Samen, welche auf Filterpapier angezogen wurden, wurden einer
Oberfléchensterilisationsprozedur unterzogen. Hierfiir wurden die Samen 3 Minuten in 70 %
Ethanol und 10 Minuten in 1,5 % Natrium-Hypochlorit, versetzt mit finf Tropfen Tween
20/100 ml, bei Raumtemperatur geschittelt. Anschlielend wurden die Samen in einem

grofRen Volumen ddH,O gewaschen und in der Sterilbank getrocknet.

2.3.3 Samenernte und Stratifikation

Samen wurden aus reifen Friichten von Tomatenpflanzen geerntet, gewaschen und getrocknet.
Gelagert wurden die Samen in Papiertutchen bei Raum-Temperatur. Samen, welche junger als
ein halbes Jahr waren, wurden vor der Aussaat fiir 48 h bei 4 °C stratifiziert.

2.3.4 Wachstumsbedingungen fir Tomatenpflanzen

Tomatenpflanzen, welche nicht fiir die Samengewinnung sondern flir Experimente verwendet
wurden, wurden entweder im Gewachshaus (GWH) auf Erde oder in der Klimakammer auf
einem geeigneten Medium (1/2 MS) bei definierten Wachstumsbedienungen aufgezogen
(Tabelle 2.2).
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Experiment Pflanzenalter |Verwendete Organe |Wachstumsbedienungen
Experssionsmuster 8 Tage Wurzel, Hypokotyl, | % MS (Kulturraum)
6 Wochen Kotyledonen, Blatter,| GWH
Bluten, Stéangel
Histochemie 2 Wochen Hypokotyl GWH
4 Wochen Wurzel
Southern Blot 4 Wochen Blatter GWH
RT-PCR “silencing” |24 Tage Blatter GWH
Hypokotyl
Mikroarray 3 Wochen Hypokotyl GWH
Phénotyp/Histologie |2 Wochen Hypokotyl, Stangel GWH
4 Wochen
Quantifizierung 4 Wochen Hypokotyl, Petiole GWH
phenolischer Substanzen
Blattphanotyp 6 Wochen Blatter GWH
Wurzelentwicklung Makrostadium | Wurzel Kulturraum
1 (Code 12)
Feller, 1995b
Expression von 2 Wochen Blatter Kulturraum
SIMMP1/2 in Tomate
nach Fusicoccin-
Behandlung
Expression von 4 Wochen Blatter GWH
SIMMP1/2 in Tomate
nach Infektion mit
Sclerotinia sclerotiorum
Wachstum von 6 Wochen Blatter GWH

Xanthomonas campestris
auf SIMMP1/2-RNA.i-
und UC82b- Pflanzen

und Expression von
SIMMP1/2.

Tabelle. 2.2:

Das Alter der Pflanzen ist in Wochen angegeben.
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Gewaéchshaus (GWH) Temperatur: 25 °C £ 2 °C, Lichtintensitat: ~ 250 pmol*m-2*s-1,

16 h
Klimaraum Temperatur: 22 °C, Lichtintensitat: 110 pmol*m-2*s-1, 12 h
2.3.5 Sclerotinia sclerotiorum

Als Dauerkultur und zur Erhaltung der Virulenz, wurde Sclerotinia sclerotiorum bei 20 °C auf
Biomalz-Peptonagar (BMP, Tabelle 2.3) kultiviert. Das lIsolat welches fur Inokulations-
Experimente verwendet wurde, wurde von BMP auf %/, Potato Dextrose Agar (PDA, Tabelle

2.3) Uberfihrt, und fur vier Tage im Dunkeln inkubiert.

Biomalz-Peptonagar (BMP) 2 % (w/v) Malzin
0,2 % (w/v) Pepton (Fleischextrakt)
1,5 % (w/v) Agar

!/, Potato Dextrose Agar (PDA) 1,95 % (w/v) PDA

0,2 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) Weizenstarke

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der fir die Kultivierung von Sclerotinia verwendeten
Medien.
2.3.6 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 85-10

Zur Kultivierung von Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) wurde das Nutrient-
yeast-growth (NYG, Tabelle 2.4) Medium verwendet. Bei NYG handelt es sich um ein
Minimalmedium, welches zur Induktion der Virulenz in Bakterien verwendet wird. Zur
Anzucht der verschiedenen Stdmme wurden abhdngig von der jeweiligen Resistenz

verschiedene Antibiotika in den angegebenen Konzentrationen verwendet (Tabelle 2.5).
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Nutritient yeast growth 5 g/l Bactopepton
(NYG)

3 g/l Hefeextrakt

20 % (w/v) Glycerin

Tabelle 2.4: Ubersicht Giber das zur Kultivierung von Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Staimmen,
verwendete Medium. Angaben zu verwendeten Antibiotika und deren Konzentration sind in
Tabelle 2.5 ersichtlich.

Xcv Stamm Antibiotikum

Xcv 85-10 Rifampicin 100 pg/mi

Xcv 85-10 pDSk 200 Rifampicin 100 pg/ml
Spectinomycin 50 pg/ml

Xcv AhrpA-G Rifampicin 100 pg/mi

Tabelle 2.5: Ubersicht {iber die verwendeten Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Stimme, mit

Angaben zur Antibiotikakonzentration, abhdngig vom Stamm.

Fur Dauerkulturen wurden Bakterien aus einer bestehenden Glycerinkultur auf einer
Agarplatte (NYG+Antibiotika+Agar 10%) ausgestrichen, und diese fir 48 h bei 28 °C
inkubiert. Fiir eine Uber-Nacht-Kultur wurde eine einzelne Kolonie in Flussigmedium bei 28
°C geschittelt.

2.4 Identifizierung von SIMMP2 in Tomate mittels Datenbankanalysen und

Ermittlung der cONA-Sequenz

24.1 Verwendete Datenbanken und identifizierte Klone

Sequenzvergleichsanalysen zur ldentifizierung des SIMMP2-Klons cLHT-22-F10 mit der
cDNA-Sequenz von SIMMP1 als Matrize wurden mit der Datenbank Sol genomics network
(http://solgenomics.net) durchgefihrt. Die Identifizierung von weiteren EST-Klonen, welche
uberlappende Sequenzen zum SIMMP2-Klon aufwiesen (CLEC52A23, cLEW23A21) erfolgte
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ebenfalls mit der Datenbank Sol genomics network. Die Sequenz DV105558 wurde in einer

cDNA-Bank aus Solanum lycopersicon Wurzeln gefunden (http://lifesciencedb.]p).

Die multiple Aneinanderlagerung der Sequenzen, welche zur Identifizierung der
hypothetischen cDNA-Sequenz von SIMMP2 flhrten, wurde mit dem online frei verfligbaren

Programm MultAlin (http://bioinfo.genotoul.fr) durchgefihrt.

2.4.2 Amplifikation des SIMMP2 Gens mittels PCR

Die mittels Datenbankanalysen ermittelte hypothetische cDNA Sequenz von SIMMP2 (2.4.1)
diente als Matrize zur Erstellung von spezifischen Primern (5a-SIMMP2, 3-SIMMP2), um die
SIMMP2-DNA, ausgehend von genomischer Tomaten DNA spezifisch zu amplifizieren. Als
DNA-Polymerase wurde die Tag-Polymerase (Advantage 2 Polymerase Mix) von Clonetech
verwendet, welche eine 3° - 5’-Exonuklease-Aktivitat besitzt, wodurch der Einbau nicht
komplementarer Nukleotide reduziert wird. Ausgehend von der ermittelten hypothetischen
Sequenz, wurde eine FragmentgroRe von 1141 bp fur das amplifizierte SIMMP2-PCR-

Produkt erwartet.

2.4.3 Aufreinigung und Ligation von SIMMP2-DNA in pCR®2.1-Topo®

Nach Amplifikation von SIMMP2 mittels PCR, unter Verwendung spezifischer Primer,
wurden die amplifizierten Fragmente aus dem Agarosegel ausgeschnitten, und mittels dem
QIAquick-PCR Purification Kit (Qiagen) nach den Angaben vom Hersteller aufgereinigt.
AnschlieRend erfolgte die Ligation in den pCR®2.1-Topo®-Vektor (Karte, Beschreibung

und Protokoll siehe http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/topota man.pdf

(Invitrogen)).
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244 Elektrotransformation von E. coli DH10b

Die Ubertragung von Plasmid-DNA in E. coli erfolgte mittels Elektroporation (Easyjec T,
EQUIBIO). Hierfir wurden 40 pl kompetenter Zellen (E. coli, DH10b) auf Eis aufgetaut, und
1 pl Ligationsansatz wurde dazugegeben. Die Suspension wurde in eine gekihlte
Elektroporationskiivette Ubertragen, und die Elektroporation wurde mit 15 pF, 2500 V und
335 Q durchgefuhrt. AnschlieBend wurde 1 ml SOC-Medium zugegeben, und die Suspension
in ein Kulturrérchen Gberfuhrt und fir 1 h bei 37 °C geschittelt. AnschlieBend wurden die
Bakterien auf ein Selektionsmedium (LB mit 50 pg/ml Kanamycin und X-Gal (40 pl/2 % X-
Gal Losung in Dimethylformamid) und IPTG (40 pl/100 mM)) zur Blau-Weil3 Selektion
ausplattiert. (Es wurden drei unabhéngige Klonierungen durchgefiihrt, wobei die zu ligierende

DNA aus drei unterschiedlichen PCR-Reaktionen stammte)

2.4.5 Sequenzanalyse

Um die Plasmid-DNA aus E. coli DH10b zu gewinnen, wurde je Transformationsereignis
eine transformierte Kolonie fiir eine Uber-Nacht-Kultur verwendet, welche am folgendem
Tag fur eine Plasmid-Mini-Préparation (Kapitel 2.9.1.1) verwendet wurde. Die erhaltene
Plasmid-DNA wurde mit EcoRI enzymatisch gespalten, um die Fragmentgrof3e von 1141 bp
zu Uberprifen.

Die Plasmid-DNA wurde anschlieRend zur Sequenz-Analyse an Macrogen (Korea) Ubersandt.
Die Sequenz von SIMMP2 wurde somit auf beiden Strangen unter Verwendung von
Oligonukleotiden (5a SIMMP2, 51 SIMMP2, 52 SIMMP2, 3 SIMMP2, 31 SIMMP2, 32
SIMMP2), welche von der hypothetischen SIMMP2-cDNA-Sequenz abgeleitet wurden,
ermittelt und die Sequenz der EST-Klone (vgl. 2.4.1) bestétigt.
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2.5 Erstellung eines SIMMP2(kat)-(His)s Expressionskonstrukts

2.5.1 Klonierung der katalytischen Domane von SIMMP2 (SIMMP2kat) in den
Expressionsvektor pET-21d(+)

Zur heterologen Expression von SIMMP2 in E. coli zur Charakterisierung der biochemischen
Eigenschaften sollte nur die katalytische Domane von SIMMP2 (SIMMP2(kat)) in pET-
21d(+) kloniert werden. Dabei sollte die C-terminale Transmembrandomane durch (His)s
ersetzt werden, was eine Aufreinigung des Proteins mittels Affinitatschromatographie tber
eine Nickel-NTA-Agarose-Saule erlaubt. Hierflir wurden spezifische Oligonukleotide

verwendet, welche eine spezifische Amplifikation der katalytischen Doméne von SIMMP2

erlaubten.

Primerl (For) 5-CGCCATGGCTTCCTTCTTTCCTGGAAGACCA-3
Primer2 (Rev) 3-GGCTCGAGCGGGGCTCCATTCGTATCATT-5

Tabelle 2.6: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide zur Amplifikation der katalytischen Sequenz von

SIMMP?2. Die Restriktionsschnittstellen fiir Ncol und Xhol sind unterstrichen.

Primerl (For) tragt ein Startcodon (Nukleotide 5-7) und eine Restriktionsschnittstelle (Ncol,
unterstrichen) fir spéatere Umklonierungsschritte und 21 Nukleotide (11-32), welche die
spezifische Anlagerung an die Sequenz der katalytischen Doméane von SIMMP2 sicherstellen
sollen. Primer2 (Rev) tragt die Sequenz fiir den Einbau einer Xhol Restriktionsschnittstelle
(unterstrichen) und 21 Nukleotide, vom 3" Ende der SIMMP2 Sequenz. Die katalytische
Doméne wurde per PCR amplifiziert und in pCR®2.1-Topo® kloniert. Die Umklonierung der
katalytischen Doméne von SIMMP2 in pET-21d(+) erfolgte durch Doppelverdau von
SIMMP2 aus pCR®2.1-Topo® sowie pET-21d(+) mit Ncol und Xhol. Nach der enzymatischen
Spaltung von pET-21d(+) wurde dieser durch Zugabe von CIAP dephosphoryliert und
gemeinsam mit SIMMP?2 ligiert.

Das Ligationsprodukt wurde in E. coli DH10b transformiert, auf Selektions-Medium
ubertragen, und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden einzelne Kolonien zum
Animpfen von 2 ml Uber-Nacht Kulturen in selektivem LB-Medium verwendet. Plasmid-
DNA wurde Uber eine Plasmid-Mini-Praparation aus den Kulturen gewonnen, und diese

wurde zur Transformation des E. coli Expressionsstammes BL21-RIL verwendet. Die
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Transformationsansatze wurden auf selektive LB-Agarplatten (40 pg/ml Chloramphenicol;

100 pg/ml Ampicilin) Gbertragen, und bei 37 °C inkubiert.

2.6 Expression und Aufreinigung von SIMMP2(kat)-(His)s

2.6.1 Expression von SIMMP2(kat)-(His)s in E. coli BL-21-RIL

E. coli BL-21-RIL, transformiert mit SIMMP2(kat) wurden auf LB-Medium mit (40 pg/ml
Chloramphenicol; 100 pg/ml Ampicilin) selektioniert. Eine 3 ml Vorkultur (Uber-Nacht)
wurde verwendet, um 200 ml LB (40 pg/ml Chloramphenicol; 100 pg/ml Ampicilin)
anzuimpfen. Die Kultur wurde auf einem Schiittler mit 200 U/min bei 37 °C inkubiert bis sie
eine ODggo von 1,0 erreicht hatte. AnschlieRend wurde durch Zugabe von 1mM Isopropyl-p-D
thiogalactopyranosid (IPTG) die Proteinexpression induziert. Diese erfolgte bei 30 °C flr 4 h.
Nach der Induktion wurden die Zellen abzentrifugiert (10000g, 10 min bei 4 °C, in Sorvall
RCS5B plus, Rotor HS 4), und bei -80 °C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

2.6.2 Aufreinigung des Expressionsproduktes

Der Aufschluss der Bakterien nach der Induktion von SIMMP2(kat)-(His)s in BL-21-RIL
erfolgte mit BugBuster (Novagen) nach der vom Hersteller beschriebenen Methode.

Die  Reinigung des Proteins erfolgte unter nativen Bedienungen  durch
Affinitatschromatographie Gber eine Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA)-Agarose Saule. 2,3
ml Ni-NTA-Agarose wurde in eine leere Sdule (10 ml, Polypropylen, Econo Column,
BioRad) gegeben, und der Lagerungspuffer wurde durch Abtropfen entfernt. Anschlie3end
wurde drei Mal je 8 ml Lysis-Puffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 5 mM Imidazol)
zugegeben und durchlaufen gelassen. Nun wurde der Proteinextrakt nach dem BugBuster
Aufschluss zugegeben, und bei 4 °C im Invertierrad inkubiert. Nach einer Stunde Inkubation
wurde die Saule gedffnet und der Durchfluss (D) aufgefangen. Anschliefend wurde die Sdule
zweimal mit je 4 ml Waschpuffer (W I, W 1I) (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM

Imidazol) gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden durch Zugabe von sechs Mal 0,5 ml
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Elutionspuffer (E1-E6) (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol) von der Saule
eluiert. Nach der Elution wurde die Saule zweimal mit 4 ml Saulenwaschpuffer (EQ;, EQ5)
(50 mM NaH,PQO4, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol) gewaschen. Anschlie3end erfolgte eine
Reinigung fir 30 min mit 0,5 M NaOH. Zur Lagerung, wurde die Sdule in 30 % EtOH bei 4
°C aufbewahrt. Eluatfraktionen wurden durch Dialyse (ZelluTrans, Roth, MWCO 12.000),
gegen 50 mM MES/HCI pH 5,5 umgepuffert.

Aliquote von R, D, W | und E wurden mit Ladepuffer (50 mM Tris/HCI, pH 6,8; 100 mM
Dithiothreitol; 2 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) Bromphenolblau; 10 % Glycerin) versetzt, fur 5
min bei 95 °C erhitzt, auf Eis abgekuhlt und einer SDS-PAGE und Western Blot-Analyse
unterzogen (Kap. 2.7).

2.7 Proteinanalytische Methoden

2.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in der l6slichen Fraktion, erfolgte mittels
einer photometrischen Methode nach Bradford (1976). Die Extinktion bei 595 nm wurde mit
einem  UV-Vis  Spektrophotometer (DU530, Beckmann) gemessen und die
Proteinkonzentration wurde anschlieBend anhand einer BSA-Standardkurve errechnet.

2.7.2 Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
im diskontinuierlichen Gelsystem nach Laemmli (1970), mit 12 %igen (w/v) Trenngel in
Mini-PROTRAN® 3 Cell-Apparaturen (BioRad, Miinchen). Die Elektrophorese erfolgte

fiir ca. 2 h bei 100 V in Laemmli-Puffer. Zur spéteren Molekulargewichtsbestimmung diente
ein Protein-Standard (Page RulerTM Prestained Protein Ladder, # SM671, Fermentas, St.
Leon-Rot).

Zur Anfarbung der Proteine wurden die Gele nach erfolgter Elektrophorese iber Nacht in der

Coomassie-Farbeldsung (0,25 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blue R 250, 10 % Essigsaure,
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45 % Methanol) unter leichtem Schitteln inkubiert. Nach der Farbung wurden die Gele Uber

mehrere Schritte mit einer Entfarbelésung (10 % Essigsaure, 30 % Methanol) entfarbt.

2.7.3 Western Blot

Die Ubertragung von Proteinen nach SDS-PAGE auf eine Nitrozellulosemembran
(PROTRAN® Nitrocellulose Transfer Membran, Whatman, Dassel) erfolgte nach dem "semi
dry" Verfahren. Hierfir wurden sechs Filterpapiere (3MM, Whatman, Dassel) in
Anodenpuffer 2 (25 mM Tris/HCI, pH 10,4; 20 % Methanol) eingelegt und auf die
Graphitelektrode gelegt. Diesen wurden drei Filterpapiere aufgelegt, welche in Anodenpuffer
1 (300 mM Tris/HCI, pH 10,4; 20 % Methanol) eingelegt waren. Die Nitrozellulosemembran
wurde zuerst in ddH,O geschwenkt, um danach fur 10 min in Anodenlésung 1 inkubiert zu
werden, bevor diese auf dem Filterpapier-Stapel gelegt wurde. Das SDS-Gel wurde auf den
Stapel gelegt, gefolgt von sechs Filterpapiere, welche in Kathodenpuffer (40 mM 6-
Aminohexansdure, 20 % Methanol) eingelegt waren. Die Graphitkathode wurde anschlie3end
auf diesem Aufbau gelegt, und die elektrophoretische Ubertragung erfolgte bei 100 mA/Gel

fur 90 min.

2.7.4 Immunodetektion

Nach der elektrophoretischen Ubertragung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurde
diese fur mindestens 1 h bei Raumtemperatur in dem Blockierungspuffer 1x TBS (20 mM
Tris/HCI pH 7,4; 135 mM NaCl), 0,1 % Tween 20, 6 % Milchpulver (Regilait, Saint Martin
Belle Roche, Frankreich) unter stdandigem Schutteln zur Absattigung der freien Bindestellen
inkubiert. Die Inkubation der Membran mit dem primaren Antikorper (anti-SIMMP1-1gG,
Verdlinnung 1:1000) erfolgte in Blockierungslosung tber Nacht bei 4 °C unter standigem
Schitteln. AnschlieBend wurde die Membran dreimal fur 5 min mit 1x TBS, 0,1 % Tween 20
gewaschen um Antikorper welche nicht gebunden hatten zu entfernen. Dem folgte die
Inkubation der Membran in Blockierungspuffer, welchem ein sekundérer Antikorper (Anti-

Rabbit 1gG, Heavy and Light Chain (Goat), Peroxidase Conjugated) zugegeben wurde
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(1:10000). Die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper erfolgte fir 1 h bei
Raumtemperatur unter standigem Schitteln. Danach wurde die Membran erneut zweimal 5
min mit 1x TBS, 0,1 % Tween 20, und einmal fur 10 min mit 1x TBS gewaschen.

Nach dem Waschen wurde die Membran fur 1 min in ECL-Ldsung (100 mM Tris/HCI, pH
8,5; 200 uM p-Coumarsédure; 1,25 mM Luminol; 0,01 % H202) inkubiert, zwischen
Plastikfolie gelegt, und fiir 30-60 sec gegen einen Rontgenfilm (CL-Xposure™ Films, Pierce,

Bonn) exponiert.

2.75 Reinigung der 1gG-Fraktion aus anti-SIMMP1-Serum

Die Aufreinigung der 1gG-Fraktion aus anti-SIMMP1-Serum erfolgte tber eine Protein A-
Sepharose (Protein A Sepharose™ CL-4B, GE Healthcare)-Séule. Das Material wurde nach
der vom Hersteller beschriebenen Methode vorbereitet. Als Sdule diente eine Pasteur-Pipette,
welche am schmalen Ende ca. 0,5 cm hoch mit Glaswolle ausgestopft wurde. Anschlie3end
wurde ca. 1 ml Medium hinzugegeben. Das Saulenmaterial wurde mit 10 ml 2 M Urea, 10 ml
100 mM Glycin/HCL pH 3,0, und 10 ml 100 mM Tris/HCL pH 8,0 gewaschen. Der pH Wert
des verwendeten Serums wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 1 M Tris/HCL pH 8,0 an
den pH Wert des Sdulenmaterials angepasst. AnschlieBend wurde das Serum (1 ml) auf die
Séule gegeben und durchlaufen gelassen. Anschlielend wurden erneut zwei Waschschritte
mit 10 ml 100 mM Tris/HCL pH 8,0 und 10 ml 10 mM Tris/HCL pH 8,0 durchgeflhrt, um
nicht gebundene Serumbestandteile von der Sdule zu entfernen. Die Elution der gebundenen
1gGs erfolgte durch 100 mM Glycin/HCL pH 3,0. Jede Eluatfraktion (E1-E12; 500ul) wurde
sofort durch Zugabe von 1/10 Volumen 1 M Tris/HCI pH 8,0 neutralisiert. Die Bestimmung
der Konzentration an aufgereinigten 1gGs erfolgte im Spektralphotometer (BioPhotometer,
Eppendorf) bei 280 nm (1 OD,gy = 0,8 mg/ml IgG). Die Elutionen mit den héchsten 1gG-
Konzentrationen wurden vereinigt (1,5 ml). Zur Stabilisierung der aufgereinigten 1gG-
Fraktion, wurde Rinderserumalbumin (BSA, 1 mg/ml), und 0,02 % Timerosal zugefiigt.
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2.7.6 Reinigung von anti-SIMMP1-1gGs aus der 1gG-Fraktion

Aus einem Aliquot der gereinigten 1gG-Fraktion sollten nun spezifisch anti-SIMMP1-1gGs
entfernt werden, um die 1gG-Fraktion ohne anti-SIMMP1-1gGs als Negativkontrolle fir die
Immunohistochemische Lokalisation von SIMMP1/2 zu verwenden.

Die Reinigung von anti-SIMMP1-1gGs aus der 1gG-Fraktion (Kapitel 2.7.6) erfolgte mittels
einer HiTrap NHS-aktivierter HP Sdule (GE Healthcare), an welche SIMMP1-Protein
gebunden wurde das zuvor in E. coli exprimiert und mittels Ni-NTA-Sdule gereinigt worden
war. Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers (http://www4.gelifesciences.com/)

vorgegangen. Fur die Reinigung von anti-SIMMP1-1gGs aus der IgG-Fraktion wurde ein
Volumen von 0,75 ml der 1gG-Fraktion verwendet. Zur Stabilisierung der IgG-Fraktion nach
der Entfernung von anti-SIMMP1-1gGs, wurde Rinderserumalbumin (BSA, 1 mg/ml), und
0,02 % Timerosal zugefugt.

2.7.7 Immunohistochemische Detektion von SIMMP1/2

Hypokotyl- und Wurzel-Segmente wurden wie in Kapitel 2.12 beschrieben fixiert, in Ethanol
dehydriert und in Kunstharz eingebettet (Technovit 7100). Anschlieend wurden 5um starke
Querschnitte am Microtom (RM 2255, Leica) angefertigt, und auf Objekttrager
(SuperFrost®Plus, Menzel Gmbh & Co KG) ubertragen. Anschlielend erfolgte eine
Inkubation der Querschnitte fir 1 h in 1 % SDS, gefolgt von dreimal 5 min Waschen in 1 x
PBS ((aus 20 x PBS (160g NaCl, 4g KCI, 28,89 Na,HPO, und 4,89 KH,PO,, pH 7,4)). Die
Querschnitte wurden mindestens fur 1 h bei Raumtemperatur mit einer Blockierungslosung (5
% BSA in 1 x PBS, 0,01 % Tween 20) zur Vermeidung von unspezifischen Antikorper-
Antigen-Bindungen behandelt. Zur Immunodetektion von SIMMP1/2 wurde eine IgG-
Konzentration (vgl. 2.7.5 und 2.7.6) von 25 pg/ml in 1 x PBS/Tween 20 angewendet, und
uber Nacht bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Am darauf folgenden Tag
wurde drei Mal fir 5 min in 1 x PBS/Tween gewaschen, und mit einem sekundaren
Antikorper (Goat-anti rabbit 1gG, markiert mit Alexa Fluor® 568, Invitrogen) bei einer
Verdinnung von 1:1000 fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde erneut
dreimal fir 5 min mit 1 x PBS/Tween gewaschen. Vor der Analyse im Floureszenz-
Mikroskop (Axio Imager Z.1, Zeiss), wurden die Objekte mit eine Tropfen SlowFade®Gold
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anitfade Reagent (Invitrogen) Uberschichtet, und mit einem Deckglas (24 x 50 mm, Roth)
Uberdeckt. Betrachtet wurde unter Anwendung des Filtersets 43 HE (Xex = 550/25 nm, Aem =
605/70 nm).

2.8 Enzymaktivitatstest

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde die Substratspezifitat fur die SIMMP1(His)s (Frick, 2002) und
fir die SIMMP2(His)s (Nicholson, 2007) anhand verschiedener Peptidsubstrate bestimmt. Es
zeigte sich eine starke Préaferenz der SIMMP1 und SIMMP2 fur hydrophobe Aminoséuren in
den P3;, P’;, und P’, Positionen des Peptidsubstrates. Ebenso scheinen hydrophobe
Aminosauren auch in den Positionen P, und P; hdufig vorzukommen.

Aufgrund dieser Erkenntnissen wurde zur Bestimmung des Einflusses von pH Wert,
zweiwertigen Metall-lonen und zur Bestimmung des apparenten Km-Wertes die Hydrolyse
eines fluorogenen Peptidsubstrates, welches teilweise die zuvor bestimmten Praferenzen
erfillt, spektrofluorimetrisch beobachtet. Es wurde ein Resonanz-Energie-Transfer-
gedampftes Substrat (M-2350, Bachem: Moca-Lys-Pro-Leu-Gly~Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,)
verwendet. Mca (7-Methoxycoumarin-4-Acetyl) ist die fluoreszierende Gruppe ((AexitaTion =
325 nm; Aemmission = 400 nm), und Dpa (N3-Dinitrophenyl-L-2,3-Diaminoproprion-Saure) ist
die Fluoreszenz-ddampfende Gruppe. Wenn nicht anders angegeben wurde der Enzymtest in
einem Volumen von 1 ml durchgefiihrt. Das pH Optimum von SIMMP1 und SIMMP2 wurde
zwischen pH 5 und 9 bestimmt. Als Puffersystem fir die pH Bereiche 9, 8,5 und 8 wurde 100
mM Tris/HCI verwendet. Fur die pH Bereiche 7,5 und 7, 100 mM Na;HPO,/NaH,PO, und
fiir die pH Bereiche 6,5, 6, 5,5, und 5, 100mM Na(CH3COOQ) verwendet. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 500 ng Enzym gestartet. Die Fluoreszenzanderung wurde Uber einen
Zeitraum von 70 min bei Raumtemperatur verfollgt.

Um den Einfluss von zweiwertigen Metall-lonen auf die Aktivitdt von SIMMP2 zu
untersuchen, wurde die Aktivitat von SIMMP2 in 100 mM Na,HPO4/NaH,PO,4, pH 7 mit 7
MM Substrat und 500 ng Enzym bei verschiedenen CaCl,-Konzentrationen (0, 10, 25, 50, 100,
250, 500, 1000 uM CacCl,) im Spektralfluorometer bestimmt.

Zur Bestimmung des apparenten Km-Wertes, wurden die zuvor fiir die SIMMP1 und SIMMP2
ermittelten optimalen Bedienungen (2.8.1 & 2.8.2) verwendet. Fir SIMMP2 enthielt ein
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typischer Reaktionsansatz von 1 ml, 100 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7, 500 uM CaCl,, 100
ng SIMMP2 bei verschiedenen Substrat-Konzentrationen.

SIMMP1 wurde ebenfalls in 1 ml, mit 200mM Na(CH3;COO) pH 6,5, 500 uM CaCl,, 500 ng
SIMMP1 bei verschiedenen Substratkonzentrationen vermessen.

2.9 Molekularbiologische Methoden

29.1 Isolierung von Nukleinsauren

29.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA (Plasmid-Mini-Praparation)

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach der Methode von Birnboim und
Doly, 1979.

29.1.2 Isolierung genomischer Tomaten-DNA (CTAB-Methode)

2 g Blattmaterial wurden in flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver homogenisiert, und
zu 10 ml, 65 °C warmen CTAB-Extraktionspuffer ((2 % (w/v) CTAB (Cetyl-Trimethyl-
Ammonium-Bromid); 100 mM Tris/HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA; 1,4 M NaCl, 2% R-
Mercaptoethanol) hinzugegeben. Die Suspension wurde vorsichtig gemischt und fir 30 min
bei 65 °C belassen. Danach wurde mit einem Volumen Chloroform gemischt, und
anschlieRend fir 5 min bei 5000 x g zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde abgenommen,
und dieser 1/10 Volumen CTAB-NaCl-Puffer (10 % (w/v) CTAB; 0,7 M NaCl) unter
vorsichtigem Mischen beigefiigt. Anschliefend wurde erneut mit ein Volumen Chloroform
extrahiert, und 5 min bei 5000 x g zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde erneut
abgenommen und ein Volumen CTAB-Prazipitationspuffer (1 % (w/v) CTAB; 50 mM
Tris/HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA) wurde zugegeben. Danach wurde das Prazipitat 5 min bei
500 x g zentrifugiert und in 2 ml high-salt-TE (10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 M
NaCl) gel6st (30 min, 65 °C). Die DNA wurde erneut durch Zugabe von 0,6 Volumen
Isopropanol Uber Nacht bei Raumtemperatur geféllt. Am nachfolgenden Tag wurde das
Prézipitat fir 15 min bei 7500 x g zentrifugiert, und das Sediment mit 80 % Ethanol
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gewaschen, getrocknet, und erneut in 0,5 ml TE/RNAse (10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 0,1 mM
EDTA; 10 pg/ml RNAse) gelost. Dieser Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und die
DNA erneut mit 1/3 Volumen 10 M Ammoniumacetat und 2,5-fachem Volumen 100 %
Ethanol 30 min auf Eis geféllt. Nach der Zentrifugation bei 7500 x g ftr 20 min (4 °C) wurde
das Prazipitat mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 500 pl TE (10 mM Tris/HCI,
pH 8,0; 0,1 mM EDTA) aufgenommen.

2.9.1.3 Isolierung von RNA (Mini-Préaparation)

Zur Gewinnung von RNA aus Wurzel, Hypokotyl, Blattern oder sonstigen pflanzlichen
Organen, wurde ca. 300 mg Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
homogenisiert und mit 750 pl Extraktionspuffer (75 mM NaCl, 25 mM Tris/HCI, pH 8,0; 25
mM EDTA; 1 % SDS; 1 M R-Mercaptoethanol) versetzt und kraftig gemischt. AnschlieRend
wurde mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (50/24/1) extrahiert und das
Gemisch fur 10 min bei 10000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde
abgenommen und zweimal mit einem VVolumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (50/48/2)
extrahiert. Nach erneuter Zentrifugation fur 10 min bei 10000 x g und 4 °C, wurde einmal mit
einem VVolumen Chloroform extrahiert.

Die wassrige Phase wurde erneut durch Zentrifugieren gewonnen, und dieser wurde das
0,25fache Volumen an 10 M LiCl zugegeben, und tber Nacht bei 4 °C zur Fallung der RNA
auf Eis inkubiert. Das Prézipitat wurde am darauf folgenden Tag fur 30 min bei 10000 x g
und 4 °C abzentrifugiert. Das Sediment wurde mit 500 pl, 70 % Ethanol gewaschen und in
400 pl ddH,0 gelost.

Die RNA wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetet, pH 4,8 und 2,5-fachem
Volumen 100 % Ethanol und Inkubation fur 2 h bei -20 °C geféllt. Danach wurde die gefallte
RNA mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 ul ddH,O geldst.

29.14 Isolierung von RNA (Midi-Préparation)

Diese Methode wurde zur Isolierung von RNA aus Hypokotylen von Tomatenpflanzen fur die
Mikroarray-Analysen verwendet.
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30-40 Hypokotyle von drei bis vier Wochen alten Pflanzen wurden in flissigem Stickstoff zu
einem feinen Pulver homogenisiert, und mit einem Gemisch aus 2 ml Phenol und 2 ml 100
mM Tris/HCL, pH 8,0 vermengt, und kraftig gemischt. AnschlieBend wurde 5 min bei 10000
x g und 4 °C zentrifugiert. Die wéssrige Phase wurde abgenommen, und die Phenolphase
wurde erneut mit 1 ml 100 mM Tris/HCI, pH 8 extrahiert. Nach der Zentrifugation wurden
die waéssrigen Phasen vereinigt und erneut mit 3 ml Phenol vermengt, kraftig gemischt und
zentrifugiert. Die Extraktion mit Phenol wurde noch zwei Mal wiederholt. Anschlielend
wurde die waéssrige Phase einmal mit 3 ml Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert, und
zentrifugiert. Die RNA wurde gefallt durch Zugabe von 250 pl 3 M Natriumacetat, pH 4,8
und 6,5 ml, 100 % Ethanol zu 2,5 ml wassriger Phase und Inkubation von 2 h bei -20 °C. Das
Préazipitat wurde zentrifugiert und in 3 ml ddH,O geldst. Die RNA wurde erneut iber Nacht
bei 4 °C durch Zugabe von 1 ml 8 M LiCl geféllt. Am darauf folgenden Tag wurde das
Prazipitat zentrifugiert und in 2,5 ml TE (10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA) gelost. Es
folgte erneut eine Ethanol-Féallung wie bereits beschrieben, mit nachfolgendem Waschen des
Prézipitats mit 800 ul 80 % Ethanol, Zentrifugation und Trocknung. AnschlieBend wurde die
RNA in 200 pl TE (10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA) gelost. Die RNA-
Konzentration wurde durch ODy Bestimmung einer 1/200 Fachen Verdiinnung im
Photometer (1 OD2g = 38 ug/pl) ermittelt.

2.9.1.5  Auftrennung und Visualisierung von Nukleinsduren

Zur Auftrennung von DNA- bzw. RNA-Fragmenten wurden 0,8 bis 1,5 %-ige (w/v)
Agarosegele in TAE-Puffer (40 mM Tris; 20 mM Essigsaure, 10 mM EDTA) mit 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid unter Verwendung horizontaler Elektrophoresekammern benutzt. Als
GroRenstandard diente ein 1 kb-DNA-Standard (Gene Ruler™ DNA Ladder, Fermentas).

29.16 PCRundRT-PCR

2 ug RNA wurden mit Hilfe der Reversen Transkriptase "RevertAID™ M-MuLV" nach
Protokoll des Herstellers (Fermentas) in einem Gesamtvolumen von 20 ul in cDNA
umgeschrieben. Die Standard-PCR wurde in einem Volumen von 25 pl in Gegenwart von 5 pl
5 x PCR-Puffer (15 mM MgCl,; 100 mM (NH,4),SO4; 0,08 % Triton X-100; 20 % DMSO;
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250 mM KCI; 50 mM Tris/HCI, pH 8,3); 0,5 ul dNTPs (10 mM), jeweils 1 ul Tag-Polymerase
und je 0,5 pl Forward und Reverse Primer (10 uM) durchgefiihrt. Die Menge an als Matritze

eingesetzter DNA variierte je nach Ausgangsmaterial: Fr die Herstellung von DNA-Sonden

wurde eine DNA-Konzentration von 1 ng/ul verwendet. Wurde die PCR benutzt, um cDNA

nach erfolgter Reverser Transkription zu amplifizieren, dienten 2 ul cDNA als Matritze. Die

jeweils verwendeten PCR-Programme sind in Tabelle 2.7 angegeben.

PCR/RT-PCR” SIMMP1/2 + (Sonde) |SIMMP2-Full-lenght |SISBT3"
Denaturierung 95 °C, 2 min 95 °C, 2 min 95 °C, 2 min
95°C, 20s 95°C, 20s 95°C, 20s
Anealing 58 °C, 30s 58 °C, 30s 64 °C, 40 s
Elongation 72°C,45s 72°C,80s 72°C,90s
35 Zyklen 35 Zyklen 30 Zyklen
RT-PCR Aktin/Elongation ACO ACS
Faktor
Denaturierung 95 °C, 2 min 95 °C, 2 min 95 °C, 5 min
95°C, 20s 95°C, 30s 95°C, 30s
Anealing 58°C,30s 60 °C, 30s 63 °C,30s
Elongation 72°C,45s 72°C,45s 72°C,45s
25 Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen
RT-PCR Hin 1 hsr 203j tpox C1
Denaturierung 95 °C, 2 min 95 °C, 5 min 95 °C, 5 min
95°C, 20s 95°C,30s 95°C, 30s
Anealing 58 °C, 30s 66 °C, 30s 58 °C, 30s
Elongation 72°C,45s 72°C,45s 72°C,45s
35 Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen
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RT-PCR PR-10 PR3a PPI

Denaturierung 95 °C, 5 min 95 °C, 5 min 95 °C, 5 min
95°C,30s 95°C,30s 95°C,30s

Anealing 64 °C, 30s 64 °C, 30s 60 °C, 30s

Elongation 72°C,45s 72°C,45s 72°C,30s
25 Zyklen 25 Zyklen 20 Zyklen

Tabelle 2.7: Ubersicht, tiber die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Programme.

2.10 Southern Blot Analyse

2.10.1 Enzymatische Spaltung von genomischer Tomaten-DNA

Zur enzymatischen Spaltung der genomischen DNA wurden 10 pg DNA mit je 50 U des
Restriktiosenzyms und entsprechendem Puffer in einem Endvolumen von 350 pl bei 37 °C
uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden nochmals 20 U des jeweiligen Enzyms
zugesetzt, und fur weitere 2 h bei 37 °C inkubiert. Die gespaltene DNA wurde anschliel3end

mit einem VVolumen Isopropanol geféllt, und das Prazipitat in 20 pl ddH,O aufgenommen.

2.10.2 Auftrennung der DNA-Fragmente und Transfer auf eine Nitrozellulose-

Membran

Die durch den Restriktionsverdau erhaltenen DNA-Fragmente wurden in einem 0,8 %-igen
TAE-Agarosegel in Anwesenheit von Ethidiumbromid aufgetrennt. VVor dem Auftragen der
Ansdtze wurden diese mit Ladepuffer (5 % Glycerin; 0,1 mM EDTA; 0,003 % (w/v)
Bromphenolblau) versetzt. Als GroRenmarker diente die 1 kb-DNA-Ladder von Fermentas.
Die Gele liefen Gber Nacht bei 20 V in 1 x TAE-Puffer. Nach der Elektrophorese wurden die
Gele unter UV-Licht fotografiert und fir 20 min in 0,25 N HCI inkubiert. Anschliel3end
folgten weitere Inkubationen fir 30 min in Denaturierungs-L6sung (1,5 M NaCl; 0,5 M
NaOH) und zweimal 15 min in Neutralisierungs-L6sung (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris/HCI pH
7,2; 1 mM EDTA). Fur den Blot-Aufbau wurde das Blotting-Papier (3MM, Whatman) mit 20
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x SSC (3 M NaCl; 0,3 M Tri-Na-Citrat-Dihydrat; pH 7,0) angefeuchtet, die Nitrocellulose-
Membran (PROTRAN® Nitrocellulose Transfer Membran, Whatman) gewassert und dann
kurz in 20 x SSC inkubiert. Der Blotaufbau erfolgte luftblasenfrei in leicht modifizierter Form
nach THOMAS (1980). Der Unterschied zu der beschriebenen Methode bestand darin, dass
die zwei Lagen Blotting-Papier, auf welchen der Blot aufgebaut wurde, auf einer Glasplatte
lagen, welche quer tUber eine mit 20 x SSC gefiillte Glasschale platziert wurde. Die Enden des
Blotting-Papiers tauchten in die 20 x SSC-Ldsung ein, wodurch eine Flussigkeitsbriicke
gebildet wurde, welche den Kapillartransfer ermdglichte. Nach erfolgtem Transfer Giber Nacht
in 20 x SSC wurde die Nitrocellulose-Membran kurz in 2 x SSC gespiilt, getrocknet und
anschlieBend durch UV-Strahlung auf der Membran fixiert (120 mJ Stratalinker® 1800
Stratagene, La Jolla, CA, USA). Die Membran wurde bis zur Hybridisierung bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

2.10.3 Sondenherstellung und Hybridisierung

Die SIMMP1-Sonde wurde mittels PCR mit den Primerpaaren MMP1.3/1.5 von genomischer-
DNA amplifiziert. Es folgte eine Aufreinigung des PCR-Produktes mittels Perfectprep®Gel
Cleanup-Kit (Eppendorf) und einer anschlieBenden Ethanol-Féallung. Nach einem
Waschschritt mit 70 % Ethanol wurde die Sonde in 20 ul ddH,O gelost. Die radioaktive
Markierung der Sonde erfolgte mit dem RadPrime Labelling-Kit nach Protokoll des
Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe). Hierfur wurden 25 ng Template-DNA und o [32P]-dCTPs
verwendet. Die radioaktiv markierte Sonde wurde durch Zentrifugation (1.000 x g, 3 min, rt)
durch eine Séule (Bio-Spin-Column, Invitrogen, Karlsruhe) von freien Nucleotiden getrennt.
AnschlieBend wurde die spezifische Aktivitat der Sonde an einem Tischszintillationszahler
(Bench-Count, Du Pont de Nemours, Dreieich) bestimmt. Fir die Hybridisierung wurden die
Nitrocellulose-Membranen mit ddH20 angefeuchtet, kurz in 5 x SSC inkubiert und dann in
eine Hybridisierungs-Rohre mit 20 ml Hybridisierungs-Losung (50 % Formamid; 5 x SSC; 50
mM KPP pH 7,0; 0,5 % (w/v) SDS; 2 x Denhardts Reagenz (0,04 % (w/v) Ficoll 400; 0,04 %
(w/v) PVP (Polyvinylpyrrolidon; 0,04 % (w/v) BSA); Lachssperma-DNA (partiell
hydrolysiert, denaturiert, 100 pug/ml) tberfihrt. Die Préhybridisierung erfolgte fir mindestens
2 h bei 42 °C. Die Hybridisierungs-Ldsung wurde erneuert, die Sonde, welche fir 5 min auf
95° C erhitzt und dann auf Eis abgekuhlt wurde, zugesetzt und Uber Nacht bei 42 °C
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inkubiert. Zur Entfernung der unspezifisch gebundenen Sonde erfolgte je ein Waschschritt fur
30 min bei 60 °C mit Waschlésung 1 (1 x SSC; 0,5 % (w/v) SDS) und Waschlésung 2 (0,2 x
SSC; 05 % (w/v) SDS). Die Auswertung der Blots erfolgte mittels Phospholmager

(Typhoon-Imager, GE Healthcare, Freiburg) und einer ImageQuant Software.

2.10.4 Strippen von Blots

Die Waschlésung (0,04 x SSC; 0,04 % SDS) wurde in der Mikrowelle bis zum Siedepunkt
erhitzt, der Blot dann in die heile Waschlésung uberfiihrt und fur weitere 2 min in der
Mikrowelle am Siedepunkt gehalten. AnschlieRend wurde die Waschlésung mit der Membran
fur 30 min unter Schitteln abgekuhlt. Dieser Waschvorgang wurde zweimal wiederholt.

2.11 Mikroarray Analysen

2.11.1 cDNA Mikroarray

Bei den verwendeten Mikroarrays handelte es sich um die Tom1-Arrays, die vom Boyce
Thompson Institute (Ithaca, New York) bezogen wurden (http://ted.bti.cornell.edu/). Beim

Tom 1 Array handelt es sich um ein EST Array, welcher insgesamt 13440 Spots enthilt.
Diese beinhalten 12899 verschiedene EST-Klone, welche ca. 8500 Tomaten-Gene aus
verschiedenen pflanzlichen Organen, Geweben, Entwicklungsstadien usw., reprasentieren,
was die Untersuchung eines groRen Spektrums an Genexpressionsanderungen in Tomate
erlaubt.

Da fiur eine Vielzahl der verwendeten Gene keine Nukleinsauresequenz vorlag, wurde fur
statistisch signifikant differentiell regulierte Gene der entsprechende EST-Klon bezogen
(unter:__http://ted.bti.cornell.edu/), die Plasmid-DNA mittels Plasmid  Mini Préparation

gewonnen, und zur Ermittlung der Sequenz zu Macrogen (Korea) gesandt. Die erhaltene
Sequenzen dienten als  Suchsequenzen fur ein  Datenbankvergleich  (unter:

http://solgenomics.net/) zur Ermittlung der ndchsten Homologe (siehe Anhang 6.3).
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2.11.2 RNA-Isolierung

Die Isolierung von RNA aus Hypokotyle von Tomatenpflanzen, erfolgte wie in Kapitel
2.9.1.4 beschrieben.

2.11.3 Fluoreszenz-Markierung der Proben

Unter Einbau von fluoreszenz-markierten Nukleotiden (Cy5-dCTP und Cy3-dCTP,
Amersham Bioscience) wurden gleiche Mengen RNA (80 pg) von Wildtyp (UC82b) und
SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen in cDNA revers transkribiert. Dabei wurde nach der Methode von
Reymond, et al. 2000, vorgegangen (Details, http://www.unil.ch/ibpv). Es wurde RNA aus
Hypokotylen von drei unabhangigen SIMMP1/2-RNAi-Linien mit Cy3-dCTP markiert
(entspricht Grin im Falschfarbenbild) und die korrespondierende RNA aus Wildtyp-

Hypokotylen mit Cy5-dCTP (entspricht Rot im Falschfarbenbild) markiert. Ebenso wurde
RNA aus SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen mit Cy5-dCTP und die korrespondierende RNA aus
Wildtyp-Hypokotylen mit Cy3-dCTP markiert (“dye-swap”). Nach der Markierung wurden
die korrespondierenden Proben zusammengefiigt, und die Reaktion durch Zugabe von 2,65
25 mM EDTA abgestoppt. Die RNA wurde durch Zugabe von 3,3 pl 1 M NaOH hydrolysiert,
und die markierte cDNA wurde mittels Anwendung des Qiagen MinElute PCR purification
kit (# 28004) nach Vorgabe des Herstellers gereinigt und mit 20 pl ddH,O von der Sdule des
PCR purification Kit eluiert.

2.114 Hybridisierung und Waschen der Mikroarrays

Ein typischer Ansatz fir die Hybridisierung bestand aus 18 pl markierter cDNA, 53,2 pl
ddH,0, 15 pl 20 x SSC (3 M NaCl; 0,3 M Tri-Na-Citrat-Dihydrat; pH 7,0), 10 pl tRNA ((2
pug/ul), Endkonzentration 0,2 pg/ul) und 3,8 ul 10 % SDS (Endkonzentration, 0,38 %), in
einem Volumen von 100 pl. Vor der Hybridisierung wurde die Probe fir 1 min bei 95 °C
denaturiert, und sofort auf das Mikroarray pipettiert und mit einem Deckglas (LifterSlip, Erie

scientific company) zugedeckt. Die Hybridisierung erfolgte in einer Hybridisierungskammer
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(VersArray™ HYB. CHAMBER, Bio-Rad Laboratories) bei 64 °C ber Nacht. Nach der
Hybridisierung wurden die Mikroarrays zwei Mal 5 min mit 2 x SSC mit 0,1 % SDS, zwei
Mal 1 min mit 0,2 x SSC, und zwei Mal 1 min mit 0,1 x SSC gewaschen. Getrocknet wurden
die Mikroarrays durch Zentrifugieren (Centrifuge 5810 R, Rotor A-4-81, Eppendorf) fir 2
min bei 2600 rpm.

2.11.5 Scannen und Auswerten der Mikroarrays

Die Mikroarrays wurden in einem GenePix™4000B-Scanner (Axon Instruments, Inc.)
eingelesen. Dabei wurden separate Bilder fir Cy3 (Aex = 550 nm, Aem = 570 nm) und Cy5  (Rex
= 649 nm, Aem = 670 nm) erstellt. Es erfolgte eine automatische Einstellung des
Photomultipliers (Gain), um vergleichbare Signalstarken zu erhalten. Die Auswertung der
Bilder erfolgte unter Anwendung der Software GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices). Die
Auswertung der Mikroarray-Daten welche nach Anwendung von GenePix Pro 6.0 erhalten
wurden, erfolgte mit Acuity 4.0 (Molecular Devices).

Im ersten Schritt wurden Signale herausgefiltert, welche ein SNR (Signal to noise Ratio) 532
> 2 oder SNR 635 > 2 aufwiesen. Zur weiteren Berechnung der Expressionsverhéltnisse
wurden die Signalintensitaten normalisiert. Es erfolgte eine Ratio-Basierende-Normalisierung.
Die Daten wurden so normalisiert, dass der Mittelwert der Verhdltnisse der Mediane der
Signalstarke aller Signale gleich 1 ist. Dabei wurden Ratios kleiner als 0,1 und groRer als 10
ausgeschlossen. Ebenso wurden schlechte, nicht gefundene Spots von der Normalisierung
ausgeschlossen.

Als differentiell exprimiert wurden solche Gene ausgewahlt, welche eine um das mindestens
2fache erhohte Signalintensitat im Cy3 (Aex = 550 nm, Aem = 570 nm) oder Cy5 (Aex = 649 nim,
Xem = 670 nm) Kanal in mindestens drei Mikroarrays aufwiesen.

Um die statistische Signifikanz der differenziellen Expression zu bestimmen wurde ein one-
sample t-test (nach Bonferroni) (p < 0,05) durchgefihrt.

Fur die Einteilung der als signifikant differentiell reguliert identifizierten Gene in SIMMP1/2-

RNAI-Hypokotylen nach ihrer Funktion wahrend biologischer Prozesse, wurde das nachste

Arabidopsis thaliana Homolog ermittelt (http://www.arabidopsis.org/) und dessen GO (Gene
Ontology)- Klassifizierung tibernommen.
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2.12 Histologische Untersuchungsmethoden

2.12.1 Einbettung von pflanzlichem Gewebe in Technovit 7100®

Hypokotyle und Wurzeln von Tomatenpflanzen (UC82B und SIMMP1/2-RNAI) wurden
unter flieBendem Wasser von Verunreinigungen befreit, und mit einer Rasierklinge in 0,5 cm
grofRe Segmente geschnitten.

Die Segmente wurden in einem Gemisch aus Formaldehyd (5 % Formaldehyd, Roth (37 %,
p.a.)), Eisessig (5 % Eisessig, Roth (99 %, p.a.)), und 70 % Ethanol (99,8 % Ethanol, Roth
(70 %)) fixiert, welches unter Vakuum infiltriert wurde, bis keine Blaschenbildung mehr zu
erkennen war (Ruzin, 1999). Die Fixierungslosung wurde 3-mal ausgetauscht. Die Segmente
wurden fir drei Tage in der Fixierungslésung belassen.

Nach der Fixierung erfolgte ein Waschschritt, 30 min mit 75 % Ethanol. Anschlieend wurde
zweimal mit 75 % Ethanol 30 min infiltriert. Die Segmente wurden ber Nacht in 75 %
Ethanol belassen.

AnschlieBend wurde das Gewebe dehydriert. Dazu wurde das Gewebe zundchst flr sechs
Stunden mit 90 % Ethanol, dann fir 18 Stunden mit 95 % Ethanol infiltriert, bis keine
Blaschen mehr zu erkennen waren. AnschlieBend wurde dreimal fur drei Stunden mit
absolutem Ethanol und abschlieRend fir 18 Stunden mit absolutem Ethanol infiltriert. Es
folgte die Infiltration eines Gemisches aus zwei Teilen Ethanol und einem Teil Technovit
7100 (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim) Basislésung, gefolgt von Ethanol/Technovit 1/1,
Ethanol/Technovit 1/2, und reiner Technovit Basislosung. In der Basislosung wurden die
Segmente flr 18 Stunden belassen. AnschlieBend wurde Technovit Basislosung mit Harter |
infiltriert (Vorbereitungsflissigkeit). Der Vorbereitungsflissigkeit wurde der Harter I
zugegeben, die Segmente wurden in der Histoform S (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim)
ausgerichtet und bei Raumtemperatur zur Polymerisation belassen. Nach der Polymerisation
wurden die Technovit Blécke mit Technovit 3040 (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim) auf

die Histoblocks (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim) aufgeklebt.
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2.12.2 Schneiden von Querschnitte am Mikrotom

Der Histoblock wurde in den Objekthalter vom Rotationsmikrotom (RM 2255, Leica) fest
eingespannt. Durch gleichméliige Bewegung wurden Schnitte von 5 pm erstellt. Die
Sektionen wurden mit einem Pinsel auf die Objekttrager (Super Frost® Plus, Menzel-Glaser)
Ubertragen, auf die vorher Wasser (100 pl) getropft wurde. AnschlieBend wurden die Schnitte
bei 60 °C auf einer Heizplatte gestreckt. Im Folgenden sind die eingesetzten Farbemethoden

aufgefuhrt. Der immunohistochemische Nachweis von SIMMP1/2 ist unter 2.7.8 beschrieben.

2.12.3 Farben mit Toluidin Blau

Die auf den Objekttragern haftenden Schnitte, wurden anschlieBend zur weiteren
Untersuchung gefarbt. Dafur wurde 0,03 g Toluidin Blau O (Serva) Salz in 100 ml Wasser
geldst. Anschlielend gab man einen Tropfen (50 pl) der Farbelésung auf die Schnitte und
inkubierte diese 5 Minuten bei Raumtemperatur. Anschliefend wurden sie unter flieRendem
Wasser gewaschen, um die Uberschissige Farbe zu entfernen. Die Objekte wurden danach im

Hellfeld am Mikroskop (Axioskop 2 plus, Zeiss) ausgewertet.

2.12.4 Farben mit Sudan Black

0,1 g Sudan Black (Fluka) Salz wurde in 50 ml 96 % Ethanol gel6st. Anschliel}end wurde die
Suspension filtriert, und mit 50 ml Glycerin versetzt. Zum Farben wurden die Segmente mit je
einem Tropfen (50 ul) der Sudan Black Farbelosung fir 5 Minuten bei 60 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Objekte unter flieBendem Wasser gewaschen. Die Objekte wurden

danach im Hellfeld am Mikroskop (Axioskop 2 plus, Zeiss) ausgewertet.
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2.125 Farben mit Anilin Blau

0,001 g Anilinblau-Salz (Serva) wurde in 50 ml 0,1 M Na,HPO,/NaH,PO, pH 9 gelsst.
AnschlieRend wurden die Segmente mit je einem Tropfen (50 pl) Férbelosung fiir 10 min
inkubiert. Danach wurden die Objekte unter flieRendem Wasser gewaschen. Die Objekte
wurden danach unter Anregung mit UV-Licht am Floureszenz-Mikroskop (Axioskop 2 plus,

hex = 395 - 440 nm, Aem = 470 Nnm Zeiss) ausgewertet.

2.12.6  Farben mit Trypanblau

Trypanblau dient zum selektiven Anférben abgestorbener Zellen oder Pilzstrukturen. Die
Farbung mit Trypanblau wurde mit Modifikationen nach der Methode von Cao et al, (1998)
durchgefiihrt. Das Gewebe wurde in einem Volumenanteil Lactophenol-Trypanblau-L&sung
(10 ml Milchsédure, 10 ml Phenol, 0,01 % Trypanblau) und zwei Volumenanteilen 95% (v/v)
Ethanol 5 Minuten lang gekocht. Das Gewebe wurde fiir 24 Stunden in Chloralhydrat-Ldsung
(2,5 g/ml) entfarbt und in 80% (v/v) Glycerin gelagert.

2.13 Extraktion phenolischer Verbindungen (nach Goldwasser et al. 1999)

Hypokotyle und Blattstiele von vier Wochen alten Tomaten-Pflanzen wurden in fllissigem
Stickstoff gemorsert. AnschlieBend wurde das Pflanzenpulver in ein Eppendorfgefal mit 1 ml
50 % Methanol bertragen und 90 Minuten bei 80 °C inkubiert, um die I6slichen Phenole zu
extrahieren. Nach anschlieBender Zentrifugation bei 14 000 rpm fir 15 Minuten in der
Eppendorf Zentrifuge 5402 wurde der Uberstand dekantiert und bis zur Bestimmung der
I6slichen Phenole im Kihlschrank gelagert. Zur Hydrolyse gebundener Phenole wurde das
Sediment in 1 ml 0,5 N NaOH aufgenommen und fur 24 Stunden bei RT geschittelt.
AnschlieRend wurde mit 0,5 ml 1 N HCI neutralisiert. Nach Zentrifugation (15 min, 14 000
rom in Eppendorf 5402) wurde der Uberstand dekantiert und zur Bestimmung der
gebundenen Phenole verwendet.
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2.13.1 Bestimmung des Gehalts an I6slichen und gebundenen Phenolen
(Folin-Ciocalteu) (nach Goldwasser et al, 1999)

Jeweils 100 pl der Methanol (I6sliche Phenole) bzw. NaOH (gebundene Phenole) Extrakte,
wurden mit 900 pl ddH,O auf 1 ml aufgefillt, mit 0,5 ml 2 N Folin-Ciocalteu’s Phenol
Reagenz versetzt, gut gemischt und fur 3 Minuten bei RT inkubiert. Nach 3 Minuten wurden
2,5 ml 20 % Na,CO3; hinzugegeben, ordentlich vermischt, und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur stehengelassen. AnschlieRend wurde die Konzentration der Phenole als p-
Cumarséure-Aquivalente bei einer Wellenlidnge von 725 nm im Photometer (Carry 100 BIO)
ermittelt. Zur Erstellung der Standardkurve wurde zuerst 100 mg p-Cumarsédure (Sigma) in
ein ml Methanol (99,8 %, Roth) geldst. Aus dieser wurde anschlieBend Uber verschiedene
Verdunnungsstufen Losungen mit Konzentrationen von 20 — 200 pg/ml p-Cumarsdure in 20

pg/ml Intervallen erstellt und wie zuvor beschrieben am Photometer gemessen.

2.14 Behandlung von Tomatenpflanzen

2.14.1 Fusicoccin Behandlung

Zwei Wochen alte Wildtyp-Tomatenpflanzen wurden mit 3 uM Fusicoccin (Sigma, aus 1mM
Stammldsung in Ethanol) in Phosphatpuffer (10 mM K;HPO4/KH,PO,4, pH 6,5) behandelt,
wie von Schaller et al. (2000) beschrieben. Als Kontrolle dienten Pflanzen, die nur mit
Pufferlosung behandelt worden waren. Blattmaterial von sechs Pflanzen wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Behandlung fiir spatere RNA-Extraktion geerntet und sofort in

fltissigem Stickstoff eingefroren.

2.14.2 Infiltration von Xanthomonas campestris pv vesicatoria in Tomatenblatter

Zur Inokulation wurden aus einer Uber-Nachtkultur (NYG, 28 °C) 100 ul und auf NYG-
Medium mit 10% Agar ausplattiert und fir 48 h bei 28 °C inkubiert. Die Bakterien wurden

steril von Agarplatten entnommen und in 25 ml 1 mM MgCl, aufgenommen. Die optische
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Dichte der Suspension wurde photometrisch bei 600 nm bestimmt. Ausgehend von diesem
Wert wurde dann die Bakeriendichte auf 10° cfu/ml (OD600: 0,4) eingestellt; fir die
Erstellung der Wachstumskurven wurden die Bakterien auf eine cfu/ml von 10* verdiinnt.

Zur Untersuchung der Symptome und des Bakterienwachstums im Blattgewebe wurde die
Suspension an der Blattunterseite mit der Spritze injiziert. Die Suspension wurde in den
vorderen Teil der Blattfiedern an der Blattunterseite mit der Spritze bis in die Blattspitze
infiltriert. Dabei wurden mdglichst wenige Infiltrationspunkte gesetzt, d.h. maximal drei,

damit eine homogene Verteilung der Bakterien im Blattgewebe gewéhrleistet war.

2.14.3 Reisolierung von Xanthomonas campestris pv vesicatoria aus Blattern

Pro Probenzeitpunkt wurden mit einem Korkbohrer (Durchmesser: 1 cm) aus einem
infiltrierten Fiederblatt von je drei sechs Wochen alten Pflanzen eine Blattscheibe aus der
Blattspitze ausgestanzt. Nach kurzer Oberflachensterilisation der 3 Blattscheiben in 25 ml 70
% Ethanol und anschlieBendem kurzen Waschen in 1 mM MgCl, wurden die Blattscheiben
auf Zellstoff getrocknet und jeweils in 100 pul 1 mM MgCI; in einem 1,5 ml Reaktionsgefal
mit einem sterilen Plastikpistill homogenisiert. Das Pistill wurde mit 900 ul 1 mM MgCl;
abgespilt. Ausgehend von dieser ersten Verdinnung (1:10) wurden die folgenden
Verdiinnungen abhéngig vom Bakterienstamm bis zu einer Verdiinnung von 1:10° hergestellt.
Nach Erstellung der Verdunnungstufen wurden 10 ul auf eine Agarplatte getropft, die
Agarplatte um 90° gedreht, damit die Suspension sich bis ca. 1 cm vor dem unteren Rand
verteilt, und vollkommen trocknen gelassen. Um eine Kontamination mit Pilzen zu
vermeiden, wurde dem verwendeten Selektionsmedium zusatzlich Cefotaxim (50 ug/ml) als
Antimykotikum zugesetzt. Die so beimpften Platten wurden anschlieBend mit Parafilm
verschlossen und drei Tage bei 30 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Kolonien pro

Verdlinnung ausgez&hit.
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2.14.4 Inokulation von Tomatenblattern mit S. sclerotiorum

Zur Inokulation wurden aus vier Tage inkubierten Agarplatten Blocke von einem
Durchmesser von 0,5 cm mit einem Korkbohrer ausgestanzt. Dabei wurden ausschlieBlich
Bereiche des randstandigen, also jingsten Myzels verwendet. Die Blécke wurden mit der
Seite des Myzels auf die Oberseite eines vorderen Fiederblatts von funf Wochen alten
Pflanzen inokuliert. Die Blatter wurden hierfir abgeschnitten und drei Blatter pro
Probenzeitpunkt in durchsichtige Plastikboxen gelegt. Fiir die Erhaltung dieser Bléatter Uber
den Versuchszeitraum wurden die Boxen mit feuchtem Zellstoff (20 ml ddH,O auf zwei
Lagen Zellstoff) bis zum Rand ausgelegt, mit Frischhaltefolie am Boden bedeckt und bis zu

vier Tagen im Gewachshaus belassen (vgl. Tabelle, 2.2).

2.15 Kultivierung von Tomatenpflanzen, zur Untersuchung der

Wourzelentwicklung

2.15.1 Kultivierung von Tomatenpflanzen auf Filterpapier

Die verwendeten Filterpapiere (MN 710, Marcherey-Nagel, Diren) wurden ein Mal in der
Mitte gefaltet, und drei Mal der L&nge nach. Anschlielend wurden die Filterpapiere zur
Sterilisation flir mindestens 30 Minuten unter UV-Licht gehalten.

Tomatensamen wurden wie in 2.3.2 beschrieben sterilisiert und auf mit sterilem ddH,O
befeuchtetem Filterpapier ca. 1 cm unter der oberen Kante, mit mindestens 2 cm Abstand
zueinander, ausgelegt. Das Wachstum der Pflanzen erfolgte im Kulturraum (vgl. Tabelle, 2.2).
(Zusatzlich wurde nach der Keimung der Samen als Nahrstoffquelle eine Nahrldsung
(Makroelemente: 0,7 mM K;SO,4, 0,1 mM KCI, 0,5 mM MgSQ,; Mikroelemente: 10 uM
H3BO3, 0,5 UM MnSQOy, 0,5 UM ZnSO,, 0,2 uM CuSOy, 0,01 uM (NH4)Mo70,4; zusatzlich
wurde noch 2 mM Ca(NOs),, 20 uM Fe-EDTA, und 100 pM KH,PO,4 hinzugegeben) welche
alle bendtigten Mikro-, Makroelemente ebenso eine Phosphor und Stickstoffquelle enthielt

zugesetzt).
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2.15.2 Kultivierung von Tomatenpflanzen in Rhizoboxen

Zur Kultivierung von Tomatenpflanzen in Rhizoboxen (40 x 20 x 2 cm, Abb. 2.1) wurde die
Erde (Calcareous sub soil, Institut 330), gesiebt (2 mm Maschen), und dieser wurden
Néhrstoffe (100mg/kg CaNO3, 150 mg/kg K,SO,4, 50 mg/kg MgSO,, 80 mg/kg Ca(H2PO,),
und 7,5 mg/kg Fe-EDTA beigemischt. AnschlieBend wurde die préaparierte Erde wieder
gesiebt.

Jede Rhizobox wurde mit 3 kg praparierter Erde beflllt und unter Zugabe von ddH,O
gewaéssert bis der Feuchtegrad, 17% des Gesamtgewichtes erreichte. AnschlieBend wurden
diese mit zwei Pflanzen je Box bestuckt, welche zuvor auf Filterpapier kultiviert wurden
(2.15.2), bis die Keimblatter voll entwickelt waren.

Das weitere Wachstum der Pflanzen erfolgte im Gewdachshaus.

Abb. 2.1: Darstellung des experimentellen Aufbaus zur Erfassung des Wurzelwachstums in Rhizoboxen.

2.15.3 Erfassung der Wurzelentwicklung
Wurzeln von Tomatenpflanzen kultiviert auf Filterpapier, wurden am Scanner eingelesen, und

die Wurzelentwicklung wurde unter Anwendung der Software SimplePCl 5.3, Compix
IMAGING®, Pensylvania, USA bestimmt.
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Zur Erfassung der Wurzelentwicklung bei Tomatenpflanzen, welche in Rhizoboxen kultiviert
wurden, wurden die Wurzeln, welche entlang der Plexiglasscheibe wuchsen auf
durchsichtiger Folie abgezeichnet. Diese wurden am Scanner erfasst, und die Bilder Mittels
SimplePCI 5.3, Compix IMAGING®, Pensylvania, USA ausgewertet. Dabei wurden die

Gesamtwurzellange und die Anzahl an priméren uns sekundaren Seitenwurzeln ermittelt.

2.16 Quantifizierung der Ethylenemission in Blattern und Hypokotylen von
SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyppflanzen

Die Quantifizierung der Ethylenemission erfolgte soweit nicht anders angegeben wie von
Kramer et al, 2003 beschrieben. Im Gegensatz zu Kramer et al, 2003, wurden Hypokotyle und
Blattscheiben (je 1 cm® von drei Wochen alten Tomatenpflanzen in Glasbehaltern
(Gewindeflaschen ND 24, 30 ml, 72,5 x 27,5 mm, Klarglas, Fischer Scientific) fur drei
Stunden bei 26 °C inkubiert, welche mit Schraubverschliisse (ND 24 mit martierten Septum,
Silikon weiR/PTFE beige, 12,5 mm Loch, Fischer Scientific) gasdicht verschlossen waren.
Nach drei Stunden wurde mit einer Spritze 1 ml Volumen aus den Glasflaschen entnommen
und zur Quantifizierung in einem INVIVO-LaserspektrometerC,H,-10 (invivo GmbH, Sankt

Augustin) injiziert.
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3.

3.1

Ergebnisse

Identifizierung einer zweiten MMP in Tomate

Ein Datenbankvergleich (http://solgenomics.net/) mit SIMMP1 als Suchsequenz fiihrte zur

Identifizierung eines “expressed sequence tag” (EST)-Klons (cLHT22F10) welcher auf

Nukleinsaureebene 84% Sequenzéhnlichkeit zur cDNA Sequenz von SIMMPL aufweist

(Abb.3.1).
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Abb. 3.1

ATATATATATAATAAAGAGCAGAGAGAAGTTGCAAGTAAGCAAATTAGAACAATTTAGCA

AGCAAGTTTCTGATGAGGATTCCTTTATTCATCGCCATACTTTTTGTTCTTAGTGTTCCA
-—=AA-———- TGAGGAGGATTCATCTATACATTGCCATTGCTTATGTTGT-AATATTGCA

Kk KAhAh KAAAAAAAA K khkkh kAhkkh kAhkkhkk kK Khkkkhk Kk Kk Kk Kk KKk

TTTCCATC-TTCAGCTCATTTCTTCCCAAATATTTCTTCAATTCCTCCTAATTTATTGAA
AACTAGTTGTTCAGCTCATTTCTTTCCAAATATTTCATCAATCCCTTCTTCTTTACTCAA

**k*k KKk *kkk Kk KKk

ACCAAATGCCACTGCCTGGGATGCTTTTAACAAGTTATTAGGATGCCATTCCGGTCAGAC
ACCTAATGCCACTGCTTGGACTTCTTTTCAAAAGTTGTTAGGATGTCAACCTGCTCAGAA

Khkh KAAhkAkAhkAhkhkhkkhkkhkkhkh khkk * ** * K kkkkk

GGTCGACGGCTTAGCGAAAATCAAAAAATATTTTCACTACTTTGGATACATTAATAATTC
AGTCGACGGCATTGCTAAAATCAAAAAATATTTTCAACATTTTGGTTACATTAATAATTT

*khkhkkhkkhkkhkkhkkikkhk Kk Kk

TTCCA---CTAACTTCACTGATGATTTTGATGATACTCTTGAATCTGCTCTCAAGACCTA
GAGTAGTTTTAATTTCACTGATGAATTTGATGATACTCTTGAATCTGCTCTCAAGACGTA

E

CCAGCTTAACTTCAACCTCAACACCACCGGTGTGCTCGACGCGAACACCATTCAGCATCT
TCAGAGAAATTTCAACCTCAAAGCCACCGGTGTGCTCGATGCGCCCACCATTCAGCATCT

E **k E KAEAAAAAAAAAAAA)*K

CATAAAACCCAGATGTGGAAACGCTGATGTAGTTAACGGTACTAGTACTATGAACTCCGG
CATAAAACCCAGATGTGGAAATGCCGATCTAGTTAACGGTACTAGTACTATGAACGCTGG

Kk Kkk * K%k

TAAGCCACCGGCAGGTTCTCCGACGATGCACACCGTAGCTCACTACTCCTTCTTTCCGGG
AAAGCC-——— == mm e GCACACGGNGGCTCACTACTCCTTCTTTCCTGG
* **

AAGTCCACGGTGGCCGGCGAACAAGAGAGATCTGACATATGCTTTTGCACCGCAGAATGG
AAGACCAAAGTGGCCCGAGGGTAAGACTGATTTGACTTATGCCTTTCTACCGGCAAACAA

*kk Khkk *khkkhkkhkkhkhk Kk K *k*k *k*k

ACTGACGGATGATATTAAGATTGTGTTCACACGAGCGTTTGATAGGTGGTCGGAGGTGAC
TTTGACGGATGATATTAAGAGTGTCTTCTCACGTGCGTTTGATCGGTGGTCGGAGGTAAC

**k*k kkk

TCCATTGACGTTTACTGAAATAGCATCGTACCAATCGGCTGATATTAAGATCGGGTTTTT
CCCOTTGA=~—m—mmmmm oo c1og PR

Kk Kkkk *k*k

cDNA Sequenz von SIMMP1 und cLHT22F10. Sternchen (*) markieren in beiden Sequenzen
Ubereinstimmende Nukleotide. Der Sequenzvergleich wurde mit Hilfe von Multialin 5.4.1
erstellt.
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Des Weiteren wurden verschiedene EST-Klone identifiziert, (CLEC52A23, cLEW23A21,
DV105558) welche mit cLHT22F10 (berlappende Sequenzen aufweisen. Die
Aneinanderlagerung (mit Multialin 5.4.1) dieser Sequenzen, und der Vergleich mit der
cDNA Sequenz von SIMMP1 fuhrten zur hypothetischen cDNA-Sequenz einer zweiten
MMP in Tomate, die als SIMMP2 bezeichnet wurde. Ausgehend von dieser hypothetischen
Sequenz wurden Oligonukleotidprimer (5a SIMMP2, 3 SIMMP2) abgeleitet, um SIMMP2
ausgehend von genomischer Tomaten DNA zu amplifizieren. Die erhaltenen PCR-
Fragmente entsprachen der auf Grund der ermittelten hypothetischen Sequenz erwarteten
FragmentgroRe von 1141 bp (Abb. 3.2).

1500

1000

750

Abb.3.2:  Amplifikation des SIMMP2 Gens mittels PCR. In finf unabhdngigen PCR Ereignissen wurde
ausgehend von genomischer DNA ein PCR-Fragment amplifiziert mit einer Groe von 1141 bp.
Als GroRenstandard diente die 1 kb DNA-Leiter von Fermentas. Die Lange der Fragmente ist in
bp angegeben.

Die PCR Fragmente von SIMMP2 wurden in pCR®2.1-Topo® kloniert, in E. coli DH10b
amplifiziert und auf beiden Stréangen vollstdndig sequenziert. Es wurde eine Sequenz von
1119 bp ermittelt, die einen intronfreien offenen Leserahmen von 1084 Basenpaaren enthalt,
welcher fiir ein SIMMP2 Protein von 363 Aminosdauren mit einer errechneten molekularen
Masse von 40,7 kDa kodiert. In Abbildung 3.3 ist die Nukleinséuresequenz und die daraus
abgeleitete  Aminosdauresequenz zu sehen. In Abbildung 3.4 ist die Verteilung von
hydrophoben und hydrophilen Aminosauren in der Aminoséuresequenz gezeigt, die auf das
Vorhandensein von zwei potentiellen Transmembrandomanen schlielen (Abb. 3.4: unter

http://www.expasy.ch mit ProtScale erstellt).
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Abb. 3.3:

GGAATGAGGAGGATTCATCTATACATCGCCATTGCTTATGTTGTAATATTTCAAACTAGT 60
-M R R 1 HLY I A1 AY V V I F QTS 20

TGTTCAGCTCATTTCTTTCCAAATATTTCATCAATCCCTTCTTCATTACTCAAACCTAAT 120
C S AYVH F F P N1 S S 1P SSLLZKTPN 40
GCCACTGCTTGGACTTCTTTTCAAAAGTTGTTAGGATGTCAACCTGGTCAGAAAGTCGAT 180
AT AWTSF QK L L G CQP G Q K V D 60
GGCATTGCTAAAATCAAAAAATATTTTCAACATTTTGGTTACATTAATAATTTGACTAGT 240
G 1 A K 1 K KYFQHZFGY I NNULT S 80
TTTAATTTCACTGATGAATTTGATGATACTCTTGAATCTGCTCTCAAGACGTATCAGAGA 300
F NF TDEFODDTULESALKTY QR 100
AATTTCAACCTCAAAGCCACCGGTGTGCTCGATGCGCCCACCATTCAGCATCTCATAAAA 360
NF NL KATS GV L DAPTI Q H L I K 120
CCCAGATGTGGAAATGCCGATCTAGTTAACGGTACTAGTACTATGAACGCTGGAAAGCCG 420
P R CGNADILVNGTSTMNATGK P 140
CACACGGTGGCTCACTACTCCTTCTTTCCTGGAAGACCAAAGTGGCCCGAGGGTAAGACT 480
H T V A H YYS F F P G R P K WP EGK T 160
GATTTGACTTATGCCTTTCTACCGGCAAACAATTTGACGGATGATATTAAGAGTGTCTTC 540
bL TYAFULWPANNLTUDT DI K SV F 180
TCACGTGCGTTTGATCGGTGGTCGGAGGTAACCCCGTTGAGCTTCACGGAAATACCGTCA 600
S RAAFDRWSEVT®PLSFTETIL P S 200
TTTCAATCGGCTGATATCAAGATCGGATTTTTAACCGGAGATCACAATGATGGAGAGCCG 660
FQ S ADI1 K 1T 6GFLTSGUDMHNUDGEP 220
TTTGATGGTCCGATGGGGACATTAGCGCACGCGTTTTCACCGCCGGCGGGGCATTTTCAC 720
F DGPMGTULAHAFSUPPAGUHFH 240
TTGGACGGCGAGGAAAATTGGGTCGTCGACGGTGTGCCGGTAAATGAAGGGAACTTTTTT 780
L bG EENWVVDGVPVNEGNTFF 260
TCTATATTGTCGGCTGTGGATCTCGAATCGGTTGCGGTTCATGAAATCGGGCATTTATTG 840
s 1 L S AV DLESV AV HE 1 GH L L 280
GGTTTGGGTCATTCATCGGTAGAAGATTCGATTATGTATCCGAGTTTAGAATCGGGTATT ~ 900
G L GHS SV EDSI MYPSLE S G I 300
CGAAGAGTGGAGCTGGTGGAGGATGATATTAAGGGGGTTCAGGAATTATACGGGTCAAAC 960
R RV ELV EDU DI K GV Q EULY G SN 320
CCGAATTATACTGGGACCAATACAACATTGACTCCGAGCGGCCTGGATAATGATACGAAT 1020
P NY TGTNTTULTWPSGLDNTDT 340
GGAGCCCCGATTCGTAGCTCAGTATGGATTCATGGGTTTTTATTGGTGGTTGGATTTTTC 1080
G 360
ATTTATTCAATTTAATAAATAACAGCTGTACTTTTTGT 1119
* 363

cDNA Sequenz und abgeleitete Aminosaurensequenz der SIMMP2 mit Signalpeptid, Propeptid,
katalytischer Doméne, und Transmembrandomane. Das Stoppcodon ist mit * markiert. Die
vorhergesagten Spaltstellen sind durch ein ¥  markiert. Das Signalpeptid (Reste 1-22) ist rot
hervorgehoben, die Prodomédne (Reste 23-146) ist blau hervorgehoben. Das Motiv
PRCG(VIN)(P/A)D (,,Cystein-Switch*) ist blau unterstrichen. Das Zink bindende Motiv in der
katalytischen Domane ist violett markiert. Das Methionin im Met turn ist ebenfalls violett
markiert und unterstrichen. Die putative o-site an Position 339, an der nach dem Abspalten des
C-Terminus die GPI-Verankerung prognostiziert wird, ist orange und unterstrichen. Die C-
terminale Transmembrandoméne (Reste 342-363) st hervorgehoben. Ebenfalls
unterstrichen sind die aus der hypothetischen Sequenz abgeleiteten Primer.
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Abb. 3.4:  Verteilung von hydrophoben und hydrophilen Aminosduren in der SIMMP2 Sequenz nach Kyte
& Doolitle

Der N-terminale hydrophobe Bereich scheint Teil eines Signalpeptids zu sein, mit einer

errechneten Spaltstelle zwischen Ala22 und His23 (errechnet mit http://www.expasy.ch

Signal IP 3.0). Bei der zweiten Transmembrandoméne scheint es sich um einen C-
terminalen Membrananker zu handeln, wobei an der Position 339 eine o-site zur
Verankerung des Proteins mittels eines Glycosylphosphatidylinositol-Ankers (GPI)
prognostiziert wird (http://www.expasy.ch big-PI Predictor).

Des Weiteren findet man das Zink-bindende-Motif HEXGHXXGXXH, welches

charakteristisch ist flr die Superfamilie der Metzinkine. Als weiteres konserviertes Motif,

besitzt die SIMMP2 einen so genannten “Met-turn” in der katalytischen Doméne, dem eine
Funktion als vierter Zink-Ligand zugesprochen wird. MMPs werden als PrePro- Enzyme
in einer inaktiven Form (Zymogen) synthetisiert. In der Prodoméne findet man das Motif
PRCG(V/N)(P/A)D, den so genannten ,,Cysteine Switch*, welcher mit dem Zinkion in der
katalytischen Doméne interagiert und dadurch das Enzym in einer inaktiven Form hélt. In
Abbildung 3.3, sind die prognostizierten Spaltstellen gekennzeichnet, ebenso die

beschriebenen Domanen und Sequenzmotive.
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3.2 Herstellung eines SIMMP2-Hisg-Expressionskonstruktes

Die biochemischen Eigenschaften von SIMMP2 sollten untersucht und mit denen von
SIMMP1 verglichen werden. Hierfir sollte aktives SIMMP2 in rekombinanter Form
gewonnen werden. Dafiir sollte die C-terminale Transmembrandomane von SIMMP2 durch
einen His-Tag ersetzt werden, was die Reinigung des Enzyms mittels
Affinitatschromatographie ermdglichen sollte. Aus diesem Grund wurde die katalytische
Doméne von SIMMP2 (SIMMP2-kat) in einen Expressiosvektor (pET-21d (+)) kloniert, in
E. coli exprimiert und anhand des (His)s-Ankers gereinigt.

3.2.1 Klonierung von SIMMP2-kat in pET-21d (+)

Die katalytische Doméne von SIMMP2 (Reste 145-363) wurde tber PCR amplifiziert und
elektrophoretisch aufgetrennt. Das 610 bp Fragment wurde zunéchst in pCR®2.1-TOPO®
Kloniert, und in E. coli DH10b amplifiziert. AnschlieBend wurde das Fragment durch
Restriktion mit den Enzymen Ncol und Xhol aus pCR®2.1-TOPQ® herausgetrennt und in
die korrespondierenden Restriktionsstellen von pET 21d (+) kloniert. Dabei wurde die C-
terminale Transmembrandoméne (Reste 342-363) durch einen Hisg-Tag ersetzt, was die
Reinigung des Enzyms mittels Affinitdtschromatographie ermdglichen  sollte.
Sequenzanalysen bestétigten die richtige Integration des Konstruktes in den Zielvektor. In
Abbildung 3.5 ist das SIMMP2 Expressionskonstrukt gezeigt. Die Vektorkarte zeigt
SIMMP2-kat unter der Kontrolle des T7-Promotors sowie den C-terminalem (His)s-Anker

und den T7 Terminator.
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Abb 3.5:  Vektorkarte des SIMMP2-kat Expressionskonstruktes. Das offene Leseraster fur die katalytische
Doméane von SIMMP?2 (blau) wurde in den Vektor pET 21d(+) kloniert.

3.3 Expression und Reinigung von SIMMP2-kat

Das Konstrukt SIMMP2-(His)s—pET-21d(+) wurde in E. coli (Bl 21 RIL) transformiert und
die Expression wurde durch Zugabe von IPTG induziert. Das in E. coli gebildete Protein
wurde mittels Affinitdtschromatographie unter Verwendung einer Ni-NTA-Agarose Séule
aus der loslichen Fraktion bakterieller Extrakte gereinigt. Auf diese Weise erhielt man aus
200 ml E. coli Kultur rund 1 mg SIMMP2-kat. Nach Auftrennung von SIMMP2-kat auf
einem SDS-PAGE Polyacrylamidgel und Visualisierung mittels Coomassie Brilliant Blue
Farbung, zeigte das Protein eine apparente Masse von ca. 25 kDa was anndhernd
Ubereinstimmt mit der errechneten Masse von 22,4 kDa. Abbildung 3.6 zeigt die Reinigung

von SIMMP2-kat im vergleich zur Reinigung von SIMMP1.
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Abb. 3.6: SDS-PAGE Polyacrylamidgele, gefarbt mit Coomassie Brilliant Blue (A, C) und Western Blot
(B, D) mit aufgereinigtem anti-SIMMP1-1gG zur Visualisierung der Aufreinigung von SIMMP1-
kat (A, B)) und SIMMP2-kat (C, D). Aufgetragen wurden Rohextrakt (R), Durchlauf (D),
Waschfraktion (W) und Elution (E). Vom Rohextrakt (20 ml) und Durchlauf (20 ml) wurden 4
pl aufgetragen, von der Waschfraktion (8 ml) wurde jeweils 4 pl einer 5fachen Verdiinnung
(1/2 von R) aufgetragen. Vom Eluat (500 pl) wurde 4pl einer 40fachen Verdlinnung aufgetragen.
Zur Bestimmung der MolekulargroRe wurde die Prestained Protein Ladder von Fermentas
verwendet.

3.3.1 Enzymkinetik

Ein Vergleich von SIMMP1 und SIMMP2 auf Aminosaurenebene (Abb. 3.7) und des hohe
Mal} an Sequenzubereinstimmung (77 %) lasst vermuten, dass es sich bei der SIMMP1 und
SIMMP2 um Enzyme mit redundanten Eigenschaften handelt. Die SIMMP1, wurde bereits
unter Verwendung eines fluorogenen Peptidsubstrats (M-1895, Bachem: Mca-Pro-Leu-Gly-
Leu-Dpa-Ala-Arg-NH;) biochemisch charakterisiert (Frick, 2002). Zur Bestimmung der
enzymatischen Eigenschaften (pH Optimum, Einfluss von zweiwertigen Metallionen, Km-
Wert) von SIMMP2 wurde ebenfalls ein fluorogenes Peptidsubstrat verwendet (M-2350,
Bachem: Mca-Lys-Pro-Leu-Gly~Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,: ~ hydrolysierte Bindung) dessen

Sequenz teilweise die zuvor bestimmte Substratpraferenz der SIMMP2 erfillt (Nicholson,
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2007). Dieses Substrat unterscheidet sich von dem von Frick (2002) verwendeten durch
einen zusatzlichen Lysinrest, durch den die Wasserléslichkeit erhoht wird. Um eine
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten wurde neben SIMMP2 auch SIMMP1 mit dem Substrat
M-2350 erneut vermessen.

SIMMP1 -MRIPLFIAILFVLSVPFPSSAHFFPNISSIPPNLLKPNATAWDAFNKLLGCHSGQTVDG 59
SIMMP2 MRRIHLYIAIAYVVIFQTSCSAHFFPNISSIPSSLLKPNATAWTSFQKLLGCQPGQKVDG 60
*x * *h*k :*- .. -, ** *xxk
SIMMP1 LAKIKKYFHYFGY INN-SSTNFTDDFDDTLESALKTYQLNFNLNTTGVLDANTIQHLIKP 118
SIMMP2 IAKIKKYFQHFGYINNLTSFNFTDEFDDTLESALKTYQRNFNLKATGVLDAPTIQHLIK 120
SIMMP1 VVNGTSTMNSGKPPAGSPTMHTVAHYSFFPGSPRWPANKRDLTYAFAPQNGLTD 178
SIMMP2 LVNGTSTMNAGKP—==——-- HTVAHYSFFPGRPKWPEGKTDLTYAFLPANNLTD 173
Fedededede - X :*** E - *x _ * KAhkkkAkk X X _ *xx
SIMMP1 DIKIVFTRAFDRWSEVTPLTFTEIASYQSAD IKIGFFSGDHNDGEPFDGPMGTLAHAFSP 238
SIMMP2 DIKSVFSRAFDRWSEVTPLSFTEIPSFQSADIKIGFLTGDHNDGEPFDGPMGTLAHAFSP 233
SIMMP1 PAGHFHLDGEENWV IDGAP IVDGNFFSILSAVDLESVAVHE I GHLLGLGHSSVEDAIMYP 298
SIMMP2 PAGHFHLDGEENWVVDGVPVNEGNFFS ILSAVDLESVAVHE I GHLLGLGHSSVEDSIMYP 293
xxxxxxx - **x _ * - - AEEIAXEAIXAIAXAEAXAXAAXTXAAXAAXAXAAXAAAXAAdhAhddxkx - EEx
SIMMP1 TLGAGTRRVELRNDDILGVQELYGSNPNYTGPNPNLTPS-QESDTN 357
SIMMP2 SLESGIRRVELVEDDIKGVQELYGSNPNYTGTNTTLTPSGLDNDTN 353
- -k * *kkk*k *** xxxxxxx B . -, Rk = B * - Rk
SIMMP1 - 367
SIMMP2 - 363
* - k%

Abb.3.7:  Vergleich von SIMMP1 und SIMMP2 auf Aminosduresequenzebene. (*) markiert identische
Aminoséuren. Die Sequenz flr das Signalpeptid ist rot markiert. Die Propeptiddomane ist blau
markiert. Die Zinkbindende Sequenz (Cystein-switch) in der Prodoméne ist markiert. Die
Zinkbindende Domaéne in der katalytischen Domane ist Violett markiert. Die putative w-site zur
GPI-Verankerung des Enzyms ist Orange markiert. Die Transmembrandomane ist gefarbt.
Die katalytische Doméne (reifes Enzym) ist schwarz markiert.

Es ist bekannt, dass zweiwertige lonen einen positiven Einfluss auf die Aktivitat von
SIMMP1 haben (Frick, 2002). Einen positiven Effekt von zweiwertigen lonen auf die
Aktivitat wurde auch bei der SIMMP2 beobachtet. CaCl, hatte einen deutlich positiven
Effekt auf die Aktivitdt von SIMMP2. Eine maximale Aktivitdt von SIMMP2 wurde in
Anwesenheit von 250-500 uM CaCl, beobachtet (Abb. 3.8). Hohere Konzentrationen an
CaCl, verminderten die Aktivitat des Enzyms nicht, fiihrten aber auch nicht zu einer

nennenswerten Aktivitatssteigerung.
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Abb. 3.8:  Aktivitdt von SIMMP2 in Abhéngigkeit von CaCl,. der Test enthielt 0,5 ng/ul SIMMP2 und
steigende Konzentrationen an CaCl,. Die Aktivitét ist relativ zur maximalen bei 1mM CaCl, in
Prozent angegeben (100 % = 7,01 pmol/min).

Um den Einfluss des pH Wertes auf die Aktivitat der Enzyme zu untersuchen, wurde in drei
unabhéngigen Experimenten die Aktivitat von SIMMP1 & SIMMP2 in einem pH Bereich
von pH 5,5 bis 9 in Anwesenheit von 500 uM CaCl, bestimmt. SIMMP1 zeigte ein
Aktivitatsoptimum in 100 mM Na-Acetat pH 6,5 (Abb. 3.9). Diese Beobachtung stimmt
mit dem zuvor bestimmten pH Optimum fir die SIMMP1 uberein (Frick, 2002). Fir
SIMMP2 wurde ein Aktivitatsoptimum bei pH 7 in 100 mM NaH;PO4/Na;HPO, in
Anwesenheit von 500 uM CaCl, beobachtet. Das pH Optimum von SIMMP2 ist also im
Vergleich zu SIMMP1 etwas zum Alkalischen verschoben. Die Aktivitat von SIMMP2 war
weiterhin im Sauren (pH 5,5 und 6) deutlich geringer als die von SIMMP1.
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Abb. 3.9:  Der Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitat von (A) SIMMP1 und (B) SIMMP2 wurde mittels
Enzymaktivitatstest unter Verwendung des fluorogenen Peptids (M-2350, Bachem) bestimmt.
Aufgereinigtes SIMMP1 bzw. SIMMP2 wurde in einer Konzentration von 0,5 ng/ul eingesetzt.
Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten =+
Standardabweichung dar. Die Aktivitat ist relativ zur maximalen Aktivitdt bei pH 6,5 fur
SIMMP1 (100 % = 7,3 pmol/min) und pH 7 fir SIMMP2 (100 % = 7,4 pmol/min) in Prozent
angegeben.

Die Bestimmung des apparenten Km-Wertes fir die SIMMP1/2 erfolgte bei optimalen
Reaktionsbedienungen (SIMMP1: 100 mM Na-Acetat, pH 6,5 mit 500 uM CaCl,, SIMMP2:
100 mM NaH,PO4/Na,HPO, pH 7 mit 500 uM CaCl,) fur das Substrat M-2350 unter
Verwendung von 0,5ng/ul SIMMP1 und 0,1ng/pl SIMMP2 Enzym. Zur Ermittlung des
Km-Wertes, wurde die  Reaktionsgeschwindigkeit in  Abh&ngigkeit  der
Substratkonzentration von 1 puM bis 20 puM bestimmt. Bei Substratkonzentrationen tber 20

UM trat absorptive Ddmpfung auf, welche die Messung verfalschte.
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Der Km-Wert wurde nach der Methode von Michaelis-Menten fur die SIMMP1 als 19,5
UM mit einer Vimax von 0,268 pmol/s und fur die SIMMP2 als 19,9 UM mit einer Vmax Von
0,184 pmol/s fur das Substrat M-2350 errechnet. Als weitere kinetische Parameter wurde
die Wechselzahl (kcat) Fiir SIMMP1/2 berechnet. Sie lag fiir SIMMP1 bei 0,102 s, und fiir
die SIMMP2 bei 0,460 s™. Die errechnete katalytische Effizienz (kcat/Km) wurde fiir die
SIMMP1 bei 0,010 s**uM™ und fiir SIMMP2 bei 0,024 s™**uM™ berechnet.

3.4 Reverse Transkriptase (RT)-PCR Analyse der Expression von SIMMP1
und SIMMP2 in verschiedenen Organen von Solanum lycopersicum

Fur die Analyse der SIMMP1/2-mRNA Expression in Tomate, wurde RNA aus Wurzel,
Hypokotyl, und Kotyledonen von 8 Tage alten Keimlingen benutzt, die steril im
Kulturraum bei 22°C und einer Photoperiode von 12 Stunden angezogen wurden. Des
weiteren wurde RNA aus Wurzel, unterem und oberem Teil des Sténgels, jungen,
halbentwickelten und vollentwickelten Blattern, aus adulten, sechs Wochen alten Pflanzen
verwendet. Zusatzlich wurde die SIMMP1/2-mRNA Expression in verschiedenen Stadien
der Blitenentwicklung untersucht. Das Blutenmaterial wurde dabei in drei verschiedenen
Entwicklungsstadien gesammelt: Stadium 1 (S1) entspricht finf, Stadium 2 (S2) drei Tagen
vor der Anthese, in Stadium 3 (S3) findet die Anthese statt. Die aus den genannten Organen
und Geweben isolierte RNA, wurde zur Expressionsanalyse mittels RT-PCR genutzt. Ziel
dieser Untersuchungen war es herauszufinden, in welchen pflanzlichen Organen und
Entwicklungsstadien SIMMP1 und SIMMP2 eine Rolle spielen, und ob es Unterschiede im
Expressionsmuster gibt.

SIMMP1 wurde in allen untersuchten Organen und Entwicklungsstadien exprimiert (Abb.
3.10), wobei die starkste Expression in acht Tage alten Keimlinge und in Stangeln von
sechs Wochen alten Pflanzen zu beobachten war.

SIMMP2 wurde im Gegensatz zur SIMMP1 nicht in allen untersuchten Organen und
Entwicklungsstadien exprimiert. In acht Tage alten Keimlingen, ist die Expression von
SIMMP2 in Wurzel und Hypokotyl deutlich stérker als in Kotyledonen. SIMMP?2 ist in
sechs Wochen alten Pflanzen relativ stark im oberen Stangel nur sehr schwach im unteren
Stéangel und Bliten in Stadium 1 (S1) exprimiert. Eine konstitutive Expression von
SIMMP?2 konnte in Blattern nicht beobachtet werden.
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Abb. 3.10: Nachweis der Transkripte von SIMMP1 und SIMMP2 in verschiedenen Organen und
Entwicklungsstufen von Keimlingen und adulten Wildtyp-Tomatenpflanzen durch RT-PCR.
PCR zum Nachweis von Aktin-Transkripten diente zur Abschédtzung der Templatmenge und zur
Uberpriifung, ob die gewéhlte PCR-Zyklenzahl noch im exponentiellen Amplifikationsbereich
liegt. Eine PCR mit genomischer Tomaten DNA (gDNA) diente als technische Kontrolle der
PCR, und um Kontaminationen mit genomischer Tomaten DNA ausschlielen zu kénnen. Als
GroRenstandard (M) diente die 1 kb DNA-Leiter von Fermentas. Die Lange der Fragmente ist in
bp angegeben.

35 Histochemische Lokalisation von SIMMP1 und SIMMP2 in Hypokotyl und

Wurzel von Solanum lycopersicon (UC82b)

Um die Lokalisation von SIMMP1 und SIMMP2 in vivo zu bestimmen, kamen
immunohistochemische Methoden zur Anwendung.

Wurzel und Hypokotyl Segmente von vier Wochen alten Tomatenpflanzen (UC82b)
wurden in ein Kunstharz (Technovit 7100) eingebettet, und anschlielend wurden
Dunnschnitte (5 pm) am Mikrotom angefertigt. Zur Detektion von SIMMP1 und SIMMP2
kam ein Antiserum (anti-SIMMP1) zur Anwendung welches gegen die Kkatalytische
Doméne von SIMMP1 gerichtet ist (Frick, 2002). Zur Visualisierung der Antikdrper-
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Antigen Bindung wurde ein zweiter Antikorper verwendet, welcher gegen die schwere
Kette von Kaninchen IgG gerichtet ist. Da der sekundére Antikérper mit einer Fluorophore
ausgestattet ist, kann man bei Anregung mit einer geeigneten Wellenlange eine rote
Fluoreszenz beim Betrachten im Mikroskop erkennen, und dadurch Riickschliisse tiber die
Lokalisation der Antigen-Antikorper Bindung im Gewebe erhalten.

Western Blot Analysen ergaben (Abb. 3.6), dass der gegen SIMMP1 gerichtete Antikdrper
auch zur Detektion von SIMMP2 eingesetzt werden kann. Eine Unterscheidung der Enzyme
ist auf diesen Weg jedoch nicht maoglich.

Da die Applikation des Antiserums (Abb. 3.11 A) zu unspezifischen Antigen-
Antikdrperbindungen fuhrte, welche auch nach Applikation des Prdimmunserums (Abb.
3.11 B) beobachtet wurden, wurde die 1gG-Fraktion mittels Protein A-Sepharose aus dem
Antiserum gereinigt, bevor diese zur Detektion von SIMMP1/2 eingesetzt wurde (Abb. 3.11
E, F, G, H). Um sicherzustellen, dass mit der gereinigten IgG-Fraktion, spezifisch SIMMPSs
detektiert werden, wurde aus einem 1gG-Aliquot mittels einer HiTrap NHS-activated HP
(GE Healthcare) Saule, welche mit SIMMP1-Protein beladen wurde, spezifisch 1gGs
gerichtet gegen SIMMP1 entfernt. Die von anti-SIMMP1-1gGs gereinigte 1gG-Fraktion
wurde bei Hypokotyl- (C) und Wurzel- (D) Querschnitte von Wildtyp-Pflanzen
angewendet. Nach Anwendung der beschriebenen 1gG-Fraktion konnten keine Signale
detektiert werden, was darauf schliefen lasst, dass mit der unbehandelten 1gG-Fraktion
spezifisch SIMMPs detektiert werden. Die Resultate der Immunohistochemischen
Untersuchungen von Hypokotylen vier Wochen alter Wildtyp-Pflanzen sind in Abbildung
3.11, E, F, dargestellt. Deutliche Fluoreszenzsignale sind in der Epidermis, in der
subepidermalen Zellschicht und in Zellen des Kortex zu erkennen (Abb. 3.11 E). Bei
starkerer VergroRerung kann man erkennen, dass die Signale in der Zellwand der
erwéhnten Zellbereiche lokalisiert sind (Abb. 3.11 F). In Wurzelpraparaten wurden
SIMMP1 und SIMMP2 ebenfalls in Zellwanden von Rhizodermiszellen und Zellen des
Kortex detektiert (Abb. 3.11 G, H).
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Abb. 3.11: Hypokotyl (A, B, C, E, F) und Wurzel-Querschnitte (D, G, H ) in Kunstharz eingebetteter
vier Wochen alter Tomatenpflanzen, nach Applikation von anti-SIMMP1-Serum(A),
Praimmunserum (B), 1gG-Fraktion nach Entfernung von anti-SIMMP1-1gGs (C & D), nach
der Immunodetektion von SIMMP1 und SIMMP2 mit Aufgereinigter IgG-Fraktion aus anti-
SIMMP1-Serum (E, F, G, H). Die Querschnitte (5 pum) wurden im Lichtmikroskop im
Hellfeld betrachtet und im Fluoreszenzmikroskop nach Anregung mit UV-Licht (Ae, = 550/25
nm, Aem = 605/70 nm). Die dargestellten Bilder entstanden durch Uberlagerung der Hellfeld-
und Fluoreszenz-Bilder. Bilder A, B, C, D, E wurden mit einer 100 X Vergrof3erung erstellt.
Bilder F, G, H, wurden bei einer 200 X Vergroerung erstellt. Aufnahme A und B wurden
mit Axioskop 2 plus (Zeiss) erstellt. Bilder C-D mit Axio Imager Z.1 (Zeiss).
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3.6 Charakterisierung von SIMMP1-RNA-Interferenz- (RNAI) Pflanzen

Zur funktionellen Charakterisierung von SIMMP1 in Solanum lycopersicum wurden im
Vorfeld dieser Arbeit von Elke Sieferer transgene Pflanzen erzeugt, welche ein Hairpin-
Konstrukt zur Unterdriickung der SIMMP1 Expression durch RNA-Interferenz (RNAI)
(Wesley et al, 2001) tragen (Abb. 3.12).

B e e oo [ i o [l

Abb. 3.12: Schematische Darstellung des SIMMP1-RNAi-Konstrukts zur Herunterregulierung der SIMMP1
Expression auf Transkriptebene. Das Konstrukt steht unter der Kontrolle des konstitutiven 35S-
Promotors aus dem Blumenkohl Mosaik Virus (CaMV). Dem Promotor folgt die SIMMP1
cDNA-Sequenze (450 bp) in sense und antisense Orientierung, welche durch ein Intron getrennt
sind. Die Sequenz des Octopin-Synthase-Terminators (OCS) signalisiert das Ende der
Transkription. Zusatzlich enthdlt das Konstrukt das NPT Il Gen unter der Kontrolle des
konstitutiven Nopalin-Synthase (NOS)-Promotors und des NOS-Terminators.

Es stehen flnf transgene Linien zur Verfugung, die in der To-Generation mit HP1, HP2,
HP3, HP4, HP5 bezeichnet wurden. Individuen der T;-Generation wurden mit HP1 (2, 3, 4,
5) .x, und Individuen der T,-Generation mit HP1 (2, 3, 4, 5) .xy, bezeichnet.

3.6.1 Identifizierung unabhéngiger Transformanten mittels Southern Blot

Analyse

Die SIMMP1-RNAI-Linien der Ti;-Generation wurden mittels Southern Blot Analyse
untersucht, um unabhéngig transformierte Linien, sowie die Anzahl der T-DNA-Insertionen
in den einzelnen Linien zu bestimmen. Dazu wurde die genomische DNA der einzelnen
Linien mit dem Restriktionsenzym BamHI verdaut, elektrophoretisch im Agarosegel
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Als Sonde wurde ein PCR-
Fragment der SIMMP1-cDNA radioaktiv markiert. Als Kontrolle wurde genomische DNA
des UC82b Wildtyps verwendet.

Abbildung 3.13 zeigt das Resultat der Southern Blot Analyse fur die SIMMP1-RNAI-
Linien. Fur die Linien HP 2.9 und HP 5.4 zeigte sich ein dhnliches Integrationsmuster, was

darauf hindeutet, dass diese Linien aus dem gleichen Transformationsereignis
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hervorgegangen sind. Linie HP 4.5 konnte aufgrund des unterschiedlichen Bandenmusters

als unabhdangige Linie identifiziert werden. Die Linien 2.9 uns 5.4 scheinen eine Kopie, die

Linie 4.5 mindestens zwei Kopien des Konstruktes zu tragen. Southern Blot Analysen

welche von Elke Sieferer durchgefiihrt wurden fuhrten zu der Erkenntnis, dass die Linie HP

1 ebenfalls unabhéngig ist (unveréffentliche Daten).

ucs2b
HP 2.9
HP 5.4
HP 4.5

10000 —
8000 —

6000 —

5000 —

4000 —

3500 —

3000 —

2500 —
2000 —

1500 —
1000 —

750 —

500 —

250 —

Abb. 3.13: Southern Blot Analyse der SIMMP1-RNAI-Linien. Je 10 pug genomischer DNA wurden mit dem

3.6.2

Restriktionsenzym BamHI gespalten, elektrophoretisch  aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die Membran wurde mit einer radioaktiv markierten
SIMMP1-Sonde hybridisiert. Als Kontrolle wurde genomische DNA von Wildtyp-Pflanzen
(UC82b) verwendet. Als Grofienstandard wurde die 1 kb DNA-Leiter von Fermentas verwendet.
Die GroRe der Fragmente ist in bp angegeben.

RT-PCR-Analyse von SIMMP1-RNAI-Pflanzen

Die SIMMP1-RNAI-Linien, welche in Southern Blot Analysen als unabhangig identifiziert

wurden, wurden dahingehend untersucht, ob die Transkriptmenge an SIMMPL1 durch das

RNAi-Konstrukt im Vergleich zum Wildtyp reduziert ist. Es wurde weiterhin untersucht,

ob auch die Expression von SIMMP2 betroffen ist, was aufgrund des hohen Malies an

Sequenzahnlichkeit (81 %) zu SIMMP1 zu erwarten war. Hierfir wurde RNA aus
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Hypokotyl und Bléattern von 24 Tage alten Keimlingen der Linien HP 1.6, HP 2.9, HP 4.5
und UC82b (Wildtyp-Kontrolle) fir eine RT-PCR-Analyse verwendet.

Die fir die PCR verwendeten Primerpaare wurden so gewahlt, dass sie spezifisch cDNA
Fragmente von SIMMP1 oder SIMMP2 amplifizieren (siehe Anhang). Zur Abschétzung der
Templatmenge und um zu Uberprifen, ob die gewéhlte Zahl der PCR Zyklen noch im
Bereich der expontentiellen Amplifikation lag, wurde eine PCR auf Aktin durchgefiihrt
(Abb. 3.14). Man erkennt, dass die Konzentration des Aktintranskriptes in den acht
untersuchten Proben &hnlich hoch ist. Der Vergleich mit der Kontrollreaktion (QDNA) zeigt,
dass die untersuchten Proben frei von Kontaminationen mit genomischer DNA waren. Des
Weiteren erkennt man in Abbildung 3.14, dass die Transkripte von SIMMP1 und SIMMP2
in Hypokotylen transgener Pflanzen nicht mehr detektierbar sind. In Bléttern transgener
Pflanzen zeigte sich eine deutliche Reduktion an SIMMP1 und SIMMP2 Transkripten im
Vergleich zum Wildtyp. SIMMP1 war jedoch in den RNAI-Linien HP 1.6 und HP 4.5 noch
nachweisbar. Das erzielte Resultat verdeutlicht, dass aufgrund der Homologie von SIMMP1
und SIMMP2 ein vollstandiges Silencing beider MMPs in Hypokotylen transgener Pflanzen,

und ein partielles Silencing in Blattern erreicht wurde.

ucszb
HP 1.6
HP 4.5
HP 2.9
ucezb
gDNA

Q@ W o
- < o
& o 0
L 1 =g

1000
750
500
250

1000
750
500
250

1000
750
500
250

Aktin
25 Zyklen

Aktin
30 Zyklen

SMMP1
35 Zyklen

SMMP2
35 Zyklen

\ J\ J

Y ¥

RNA aus Hypokotyl RNA aus Blatter

Abb. 3.14: Nachweis der Transkripte von SIMMP1 und SIMMP2 durch RT-PCR in Hypokotylen und
Blattern von 24 Tage alten SIMMP1-RNAI- und Wildtyp Pflanzen. PCR zum Nachweis von
Aktin-Transkripten diente zur Abschatzung der Templatmenge und zur Uberpriifung, ob die
gewahlte PCR-Zyklenzahl noch im exponentiellen Amplifikationsbereich liegt. Eine PCR mit
genomischer Tomaten DNA (gDNA) diente als technische Kontrolle der PCR, und um
Kontaminationen mit genomischer Tomaten DNA ausschlielen zu kénnen. Als GrélRenstandard
(M) wurde die 1 kb DNA-Leiter von Fermentas verwendet. Die GroRRe der Fragmente ist in bp
angegeben.
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3.6.3 cDNA-Mikroarray Expressionsanalyse in Hypokotylen von SIMMP1/2-
RNAi-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp

Nachdem beobachtet wurde, dass die Transformation von Wildtyp-Tomatenpflanzen mit
dem SIMMP1-RNAI-Konstrukt zu einer vollstandigen Herunterregulierung von SIMMP1/2
auf Transkriptebene in Hypokotylen fiihrt (Abb. 3.14), und dies in einem sichtbaren
Phanotyp resultiert (Kapitel 3.6.4), sollte nun unter Anwendung von Mikroarray Analysen
untersucht werden, wie sich der Verlust von SIMMP1/2 auf die Genexpression in
Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen auswirkt.
Fur diesen Versuch wurden Pflanzen von drei unabhangigen (Kapitel 3.6.1) SIMMP1/2-
RNAI-Linien (HP 2.9, HP 4.5, HP 1.6) verwendet, und mit UC82b-Pflanzen als Wildtyp-
Kontrolle verglichen. Die Untersuchungen wurden an drei Wochen alten Hypokotylen
durchgefihrt.

Das verwendete cDNA-Mikroarray Tom1l wurde von der Tomato Functional Genomics
Datenbank (http://ted.bti.cornell.edu/) bezogen und enthielt 13440 cDNA-Fragmente

(expressed sequence tags, ESTs). Die verwendeten ESTs reprasentieren Gene die in

verschiedenen pflanzlichen Organen, Geweben, Entwicklungsstadien usw., exprimiert
werden.  Dies erlaubt die  Untersuchung eines groBen  Spektrums an
Genexpressionsanderungen.

Zur Analyse wurde RNA aus 30-40 Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen und
Wildtyp-Pflanzen verwendet, welche revers transkribiert und mit Cy3-dCTP und Cy5-
dCTP fluoreszenz-markiert wurde. Die markierten cDNA-Sonden wurden vereinigt und
anschlieBend mit dem Mikroarray hybridisiert.

Insgesamt wurden sechs Mikroarrays hybridisiert, wobei in drei Fallen die RNA aus RNAI-
Pflanzen mit Cy3-dCTP und die Wildtyp RNA mit Cy5-dCTP markiert wurde. Bei drei
Mikroarrays wurde die RNA aus RNAI-Pflanzen mit Cy5-dCTP und die Wildtyp RNA mit
Cy3-dCTP markiert (dye swap).

Die Auswertung der Mikroarrays erfolgte wie in (Kapitel 2.11) beschrieben. Als statistisch
signifikant differentiell exprimiert wurden solche Gene betrachtet, die in mindestens drei
Mikroarrays im Cy3 oder Cy5 Kanal eine mindestens zweifache erhohte Signalintensitét
aufwiesen, und nach Durchflihrung eines one-sample t-test ein Signifikanzwert unter 0,05
(p < 0,05) aufwiesen.

Um die Ergebnisse der Mikroarrayanalyse zu validieren, wurde die Expression einzelner
differentiell exprimierter Gene durch semiquantitative RT-PCR Uberprift. Eine in RNAI-
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Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp induzierte Expression konnte fur die Gene, Hinl

(Harpin inducible-like protein), ACS (1-Aminocyclopropan 1-Carboxylat Synthase), SBT3
(subtilisin-like protease), PR10 (Pathogenesis-related protein 10) und PR3a (Acidic 26 kDa
endochitinase precursor) bestétigt werden (Abb. 3.15 A und B). Eine im Vergleich zum

Wildtyp verminderte Expression konnte fur das Gen PPl (Peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase) durch RT-PCR bestétigt werden. Die Diskrepanz im Expressionsunterschied

von Hin 1, der wahrend der Mikroarrayanalysen viel kleiner war als in der RT-PCR, kommt

vermutlich dadurch zustande, dass die dargestellten Werte flr die Expressionsunterschiede

den Mittelwert aus sechs Mikroarrays entspricht, wahrend fir die RT-PCR Analysen nur

eine RNA-Probe verwendet wurde.
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RT-PCR Nachweis der Transkripte ausgewéahlter Gene, welche nach Mikroarray-Analysen, als
signifikant differentiell reguliert identifiziert wurden (A). (B) Tabellarische Darstellung der
untersuchten Gene, mit Angabe der statistischen Relevanz (p < 0,05) und der ermittelten
Expressionsdifferenz (als Dyadischer Logarithmus). PCR zum Nachweis von Aktin-
Transkripten diente zur Abschatzung der Templatmenge und zur Uberpriifung, ob die gewéhlte
PCR-Zyklenzahl noch im exponentiellen Amplifikationsbereich liegt. Eine PCR mit
genomischer Tomaten DNA (gDNA) diente als technische Kontrolle der PCR und um
Kontaminationen mit genomischer Tomaten DNA ausschlieBen zu kénnen. Als
GroRenstandard (M) diente die 1 kb DNA-Leiter von Fermentas. Die Lange der Fragmente ist in
bp angegeben.

61



ERGEBNISSE

Des Weiteren wurden 522 Gene identifiziert, welche in Hypokotylen von SIMMP1/2-
RNAI-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen differentiell reguliert sind. Davon waren
332 Gene in SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen starker exprimiert, und 190 Gene waren schwécher
exprimiert als in Wildtyp-Pflanzen (vollstdndige Liste im Anhang). Die Einteilung der
identifizierten Gene nach ihrer Funktion in biologischen Prozessen erfolgte wie in Kapitel
2.11.5 beschrieben in 14 Gruppen, welche in Abbildung 3.16 dargestellt sind.

A B C
other cellular processes 218 22 4 245
other metabolic processes 20.2 20.9 213
unknown biological processes 18.7 6 81
protein Metabolism 7,8 59 8,4
developmental processes 47 79 6.1
response to stress 46 0.4 71
response to abiotic or biotic stimulus 4.4 9 8.4
transport 4 23 19

other biological processes 37 54 392
transcription 34 3 32

cell organisation and biogenesis 2,7 2,8 3,2
signal transduction 21 27 29
electron transport or energy pathways 11 2 03
DNA or RNA metabolism 0.8 02 1.3

Abb. 3.16: Tabellarische Auflistung der in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen als differentiell reguliert
identifizierten Gene, und deren Einteilung nach ihrer biologischen Funktion. (A) Anteil der
Gene im Arabidopsis thaliana Genom in den verschiedenen Funktionsgruppen in % des
Gesamtgenoms. (B) Anteile an differentiell hochregulierten Genen in %, von SIMMP1/2-RNA.-
Hypokotylen. (C) Anteil an differentiell herunterregulierten Genen in %, von SIMMP1/2-RNAI-
Hypokotyle

Spalte A zeigt den prozentualen Anteil an Genen im Arabidopsis thaliana Genom welche
der jeweiligen Funktion zugeordnet werden. Spalte B zeigt den prozentualen Anteil an
Genen dieser Funktionsgruppe, welche in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen stérker
exprimiert sind als im Wildtyp. Spalte C zeigt den prozentualen Anteil an Genen dieser
Funktionsgruppe, welche in SIMMP1/2-RNAIi-Hypokotylen schwécher exprimiert sind als
im Wildtyp.

Aufféallig erhoht war in den RNAI-Pflanzen der Anteil an Genen, die eine Rolle bei
Entwicklungsprozessen, bei Stressreaktionen, bei Reaktionen auf abiotische und biotische
Reize spielen und Gene die bei noch unbekannten biologischen Prozessen beteiligt sind.

Der Anteil an Genen mit einer Funktion bei Transportvorgangen ist in RNAi-Pflanzen
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deutlich erniedrigt (Abb. 3.16). Diese Beobachtung kann jedoch nur als Trend angesehen
werden, da keine statistisch signifikante Uberreprasentation dieser Gene im Vergleich zur
Verteilung im Genom vorliegt.

Der Anteil an Genen deren Rolle bei biologischen Prozessen noch unbekannt ist, liegt in
Arabidopsis thaliana bei 18,7 %. Demgegeniiber machten die unbekannten Gene, die in
SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen stérker exprimiert waren nur 6 %, die schwacher exprimierten
Gene 8,1 % aus. Gene welche bei Entwicklungsprozessen in Arabidopsis thaliana beteiligt
sind liegen bei ca. 4,7 %. Demgegeniber machten die in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen starker
exprimierten Gene 7,9 %, die schwécher exprimierten Gene 6,1 % aus. Der Anteil an
Genen welche eine Rolle bei der pflanzlichen Stressantwort, und als Reaktion auf biotische
und abiotische Reize spielen ist in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen weitaus groRer als im
Arabidopsis thaliana Genom. In SIMMP1/2-RNAIi-Pflanzen betragt der Anteil an starker
exprimierten Genen 9,4 %, und der der schwacher exprimierten Gene 7,1 %.
Demgegeniiber liegt der prozentuale Anteil im Arabidopsis thaliana Genom bei 4,7 %.
Gene die in Reaktion auf biotische und abiotische Reize eine Rolle spielen sind mit einen
Anteil von 9 % als starker exprimiert und mit 8,4 % als schwécher exprimiert identifiziert
worden, wobei diese im Arabidopsis thaliana Genom diese nur mit 4,4 % vertreten sind.
Gene welche eine Rolle bei Transportvorgangen eine Rolle spiele sind im Arabidopsis
thaliana Genom mit einem Anteil von 4 % vertreten. In SIMMP1/2-RNAIi-Pflanzen liegt
der Anteil an stérker exprimierten Genen bei nur 2,3 % und der der schwacher exprimierten
Gene bei nur 1,9 % (Abb 3.16). In den folgenden Tabellen, sind die als signifikant
differentiell reguliert identifizierten Gene der erwéhnten Gruppen aufgelistet.

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information . Fold
At Unigene Network p-wert
Resource Homolog : change
Unigene

Encodes eukaryotic translation initiation AT1G13950 SGN-U214373 0.000006 6.375

factor 5A (EIF-5A). ’ '
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SGN-U214512 0.004670 2.000
embryo defective 1075 AT1G43710 SGN-U212595 0.016509 0.837
ATNUC-L1 AT1G48920 SGN-U213956 0.000461 2.898
ARABIDOPSIS LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SGN-U212777 0.001161 1.054
Encodes a phosphatidylinositol 3-kinase AT1G60490 SGN-U229859 0.000153 0.864
AGAMOUS-LIKE 7 AT1G69120 SGN-U227986 0.000392 1.546
ARABIDOPSIS NAOCZE?OMA'N PROTEIN AT1G69490 SGN-U213218 0.000664 1.131
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27933&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214373
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30051&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212595
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29663&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213956
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30417&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227986
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26677&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213218
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Encodes a homeodomain leucine zipper

Slass 1 (HD-2ip 1) protein. AT1G69780 SGN-U216815 0.000007 6.463
GLABRA 2 AT1G79840 SGN-U222383 0.000056 4.978
Encodes a novel Myc-related bHLH AT2G20180 SGN-U231769 0.005006 1.034
transcrlptlon factor
ARABIDOPSIS GOLDEN2-LIKE 1 AT2G20570 SGN-U226143 0.000006 6.165
ARABIDOPSIS NAC DOMAIN
CONTAINING PROTEIN 2 AT3G15510 SGN-U214595 0.000041 3.220
EMBRYO DEFECTIVE 2736 AT3G19980 SGN-U214117 0.003584 1.061
rcd1-like cell differentiation protein AT3G20800 SGN-U213952 0.000268 1.390
GAMMA-AMINOBUTYRATE
TRANSAMINASE AT3G22200 SGN-U213220 0.000493 0.945
DELTA 1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE
CVNTHAGE 2 AT3G55610 SGN-U216928 0.000597 1.412
Arabidopsis thaliana GRF1-interacting AT4G00850 SGN-U218846 0.000002 4.370
factor 3
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 |  AT4G15900 SGN-U218496 0.008444 1.108
embryo sac development arrest 9 (EDA9); AT4G34200 SGN-U224282 0.000075 1.166
ARGININE DECARBOXYLASE 2 AT4G34710 SGN-U213123 0.000575 2.883
chalcone and Stg:’;g?nsymhase family AT4G34850 SGN-U219061 0.004019 1.004
Member of Actin gene family AT5G09810 SGN-U213130 0.000241 1.556
Basic leucine Z'prf’;crtgbrz'P) transcription AT5G11260 SGN-U221674 0.030493 1.337
DELTA(3,5),DELTA(2,4)-DIENOYL-COA ]
ISOMERASE 1 AT5G43280 SGN-U217048 0.000010 7.438
CLP PROTEASE P4 AT5GA45390 SGN-U215977 0.002820 1.781
amember of heat shock protein 90 AT5G56030 SGN-U212639 0.000033 6.301
(HSP90) gene family
EMBRYO DEFECTIVE 2755 AT5G56680 SGN-U215530 0.000900 1.266
AGL62 encodes srgg’e"i’r? I MADS domain | 75660440 SGN-U230865 0.000346 3.636
EMBRYO DEFECTIVE 2759 AT5G63050 SGN-U220964 0.000026 3.494
SQUAMOSA PROMOTER BINDING
DR OTEIN.LIKE 8 AT1G02065 SGN-U222319 0.016281 -0.982
embryo defective 2004 (emb2004); AT1G10510 SGN-U218268 0.017255 -0.902
ACTIN-RELATED PROTEIN 3 AT1G13180 SGN-U221039 0.020812 -1.005
Encodes a sterol-C24-methyltransferases | 1670330 SGN-U215017 0.007538 -1.078
involved in sterol biosynthesis
Encodes a homeodomain leucine zipper AT1G69780 SGN-U216815 0.030079 -0.783
class | (HD-Zip 1) protein
SNF1-RELATED PROTEIN KINASE 3.17 |  AT2G26980 SGN-U213274 0.023006 -0.836
A-type cyclin-dependent kinase AT3G48750 SGN-U215180 0.010674 -0.951
encodes a RING-type ES ubiquitin ligase | » 15550000 SGN-U223542 0.028022 0673

implicated in gametogenesis
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28310&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222383
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34835&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U231769
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32495&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226143
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38392&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214595
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39287&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214117
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38703&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213952
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213220
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36395&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129424&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218846
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127916&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224282
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130062&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213123
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126864&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219061
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135194&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213130
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131099&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133979&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217048
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133240&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215977
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133009&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212639
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215530
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134807&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U230865
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133024&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220964
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231011&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222319
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136247&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218268
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30155&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221039
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27665&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215017
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213274
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39995&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215180
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231939&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223542
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ADP GLUCOSE
PYROPHOSPHORYLASE 1 AT5G48300 SGN-U225539 0.024989 -0.691
COP9 SIGNALOSOME SUBUNIT 6A AT5G56280 SGN-U216486 0.018373 -0.814
MADS box gene negatively regulated by ) )
APETALAL AT5G60910 SGN-U213659 0.000270 0.979

Tabelle 1:

In  SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell

regulierte  Gene mit einer

Funktion wéhrend

Entwicklungsprozessen. Gezeigt sind der p-Wert als Mal flr die statistische Signifikanz, und die
ermittelte Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs
Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL
genomics network) der Gene. Rot markiert sind Gene, welche eine Rolle wéhrend Zelltod Ereignissen
zugesprochen wird, oder die zumindest damit assoziiert sind.

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information . Fold
At Unigene Network p-wert
Resource Homolog - change
uUnigene
GLYCERALDEHYDE-3-
PHOSPHATE DEHYDROGENASE C2 AT1G13440 SGN-U212862 0.000005 5.445
Encodes a hompor'ootgeiﬁf the potato p24 AT1G14410 SGN-U218758 0.000050 6.699
major latex protein-related / MLP-related/ |y 11514930 SGN-U212989 0.000014 4.701
PR-10 (Solanum virrinianum)
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SGN-U214512 0.004670 2.000
ARABIDOPSIS LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SGN-U212777 0.001161 1.054
VACUOLAR PROTEIN SORTING 34/
PHOSPATIDYLINOSITOL 3-KINASE AT1G60490 SGN-U229859 0.000153 0.864
binding / catalytic/ coenzyme binding; AT2G20360 SGN-U215902 0.001405 2.676
ENOLASE 2 AT2G36530 SGN-U212825 0.000493 1.340
SUPPRESSOR OF FATTY ACID
DESATURASE DEFICIENCY 1 AT2G40690 SGN-U223668 0.003311 0.881
ARABIDOPSIS THALIANA REVERSIBLY
GLYCOSYLATED POLYPEPTIDE 1 AT3G02230 SGN-U219866 0.000001 7.510
ARABIDOPSIS THALIANA
BASIC CHITINASE AT3G12500 SGN-U213790 0.001184 2.298
GAMMA-AMINOBUTYRATE
TRANSAMINASE/ AT3G22200 SGN-U213220 0.000493 0.945
viroid-RNA binding Protein
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE A SUBUNIT AT3G26650 SGN-U225515 0.000035 1.441
RECOGNITION OF PERONOSPORA
PARASITICA 13 AT3G46530 SGN-U223601 0.000118 1.786
disease resistance protein (CC-NBS class) AT3G46730 SGN-U223030 0.000118 1.786
disease reS'Sta”Cilgrsostf'” (CC-NBS-LRR | AT3G50950 SGN-U216073 0.000217 4.648
SALT- AND DROUCGHT-INDUCED RING AT3G55530 SGN-U218541 0.004044 2.949
FINGER1
DELTA 1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE
SYNTHASE 2 AT3G55610 SGN-U216928 0.000597 1.412
ARABIDOPSIS ALLANTOINASE AT4G04955 SGN-U214730 0.009670 0.764
ATP SYNTHASE DELTA-SUBUNIT GENE AT4G09650 SGN-U215141 0.022512 1.881
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225539
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135127&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216486
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134558&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213659
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27157&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212862
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27588&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218758
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26614&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212989
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31315&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215902
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32307&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212825
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35334&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223668
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35976&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219866
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38806&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213790
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213220
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38501&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225515
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35741&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223601
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231393&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223030
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36258&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216073
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40089&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218541
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36395&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231745&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214730
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129734&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215141

ERGEBNISSE

1-AMINOCYCLOPROPANE-1-
CARBOXYLIC ACID (ACC) SYNTHASE 6 AT4G11280 SGN-U213523 0.000065 1.792
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SGN-U218496 0.008444 1.108
C-REPEAT BINDING FACTOR 3 AT4G25480 SGN-U216204 0.000685 1.481
ARGININE DECARBOXYLASE 2 AT4G34710 SGN-U213123 0.000575 2.883
3-DEOXY-D-ARABINO-
HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE AT4G39980 SGN-U225512 0.000011 2.601
SYNTHASE 1
SULFOQUINOVOSY;DIACYLGLYCEROL AT5G01220 SGN-U217927 0.035459 0.636
malate dehydrogenase / response to AT1G04410 SGN-U212714 0.000646 1152
cadmium ion
INVOLVED IN: response to oxidative
stress; LOCATED IN: plasma membrane; AT1G14870 SGN-U215423 0.001143 -1.453
ARABIDOPSIS THALIANA V-PPASE 3 AT1G15690 SGN-U213604 0.009454 -0.891
COLD REGULATED 314 THYLAKOID
MEMBRANE 2 AT1G29390 SGN-U219974 0.000142 -1.353
molecular function has not been defined.
Was shown involved in oxidative stress AT1G49670 SGN-U215908 0.008697 -0.894
tolerance
Encodes gene that is induced in response | ) 15551690 SGN-U214986 0.018209 1177
to dessication
ferritin 2 (ATFER2); AT3G11050 SGN-U213608 0.000820 -1.096
CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 1 AT3G17510 SGN-U214714 0.002467 -1.168
DEAD-box protein required for efficient AT3G22330 SGN-U219774 0.010378 -1.764
group Il intron splicing in mitochondria.
A-type cyclin-dependent kinase AT3G48750 SGN-U215180 0.010674 -0.951
PLANT U-BOX 22 involved in the response AT3G52450 SGN-U232823 0.007226 -1.443
to water stress
ARABIDOPSIS THALIANA PHLOEM
PROTEIN 2-A13 AT3G61060 SGN-U219433 0.049000 -1.142
osmotin-like protein AT4G11650 SGN-U212928 0.005845 -2.208
ARABIDOPSIS THALIANA PLASMA-
MEMBRANE ASSOCIATED CATION- AT4G20260 SGN-U213704 0.029631 -0.954
BINDING PROTEIN 1
Encodes a plasma membrane protein with
leucine-rich repeat / RGC2 resistance AT4G26090 SGN-U218882 0.009125 -0.960
protein
REDOX RESPONSIVE TRANSCRIPTION AT4G34410 SGN-U216297 0.000118 -1.384
FACTOR 1
Transcription factor of the B-ZIP family that
has high affinity for C-box motifs / AHBP- AT5G06950 SGN-U216042 0.002651 -1.399
1B
TUBULIN BETA 8 AT5G23860 SGN-U212622 0.023762 -0.990
ARABIDOPSIS THALIANA MEMBRANE-
ASSOCIATED MANNITOL-INDUCED AT5G54110 SGN-U219162 0.045396 -0.772
4-HYDROXY-3-METHYLBUT-2-ENYL
DIPHOSPHATE SYNTHASE AT5G60600 SGN-U214196 0.008318 -1.259

Tabelle 2:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit einer Funktion wéhrend der pflanzlichen
Stressantwort. Gezeigt sind der p-Wert als MalR fur die statistische Signifikanz, und die ermittelte
Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays.
Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der
Gene. Rot markiert sind Gene, welchen eine Rolle wahrend Zelltod Ereignissen zugesprochen wird, oder die
zumindest damit assoziiert sind.
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128496&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213523
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129052&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216204
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130062&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213123
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26557&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131390&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217927
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28372&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26617&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215423
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30879&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27750&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219974
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27519&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215908
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32846&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214986
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35653&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213608
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38454&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37977&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219774
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39995&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215180
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36586&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U232823
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40245&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219433
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130082&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213704
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26550&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218882
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126772&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216297
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133999&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216042
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212622
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133639&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219162
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134900&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214196

ERGEBNISSE

SOL Genomics

The Arabidopsis Information . Fold
P At Unigene Network p-wert
Resource Homolog : change
Unigene
GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE C2 (GAPC?2) AT1G13440 SGN-U212862 0.000005 5.445
major latex protein-related / MLP-related/ AT1G14930 SGN-U212989 0.000014 4701
PR-10 (Solanum virrinianum)
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SGN-U214512 0.004670 2.000
ARABIDOPSIS LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SGN-U212777 0.001161 1.054
VACUOLAR PROTEIN SORTING
34/PHOSPATIDYLINOSITOL 3-KINASE AT1G60490 SGN-U229859 0.000153 0.864
PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR 3-LIKE 5 AT2G20180 SGN-U231769 0.005006 1.034
binding / catalytic/ coenzyme binding; AT2G20360 SGN-U215902 0.001405 2.676
ENOLASE 2 AT2G36530 SGN-U212825 0.000493 1.340
SUPPRESSOR OF FATTY ACID
DESATURASE DEFICIENGY 1 AT2G40690 SGN-U223668 0.003311 0.881
ARABIDOPSIS THALIANA REVERSIBLY
GLYCOSYLATED POLYPEPTIDE 1 AT3G02230 SGN-U219866 0.000001 7.510
ARABIDOPSIS THALIANA BASIC
CHITINASE AT3G12500 SGN-U213790 0.001184 2.298
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE A SUBUNIT AT3G26650 SGN-U225515 0.000035 1.441
RECOGNITION OF PERONOSPORA
PARASITICA 13 AT3G46530 SGN-U223601 0.000118 1.786
OXYGEN EVOLVING COMPLEX
SUBUNIT 33 KDA AT3G50820 SGN-U212743 0.000007 6.054
SALT- AND DROUGHT-INDUCED RING AT3G55530 SGN-U218541 0.004044 2.949
FINGER1
DELTA 1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE
SYNTHASE 2 AT3G55610 SGN-U216928 0.000597 1.412
ATP SYNTHASE DELTA-SUBUNIT GENE AT4G09650 SGN-U215141 0.022512 1.881
1-AMINOCYCLOPROPANE-1-
CARBOXYLIC ACID (ACC) SYNTHASE 6 AT4G11280 SGN-U213523 0.000065 1.792
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SGN-U218496 0.008444 1.108
ARABIDOPSIS THALIANA PURINE
PERMEASE 10 AT4G18210 SGN-U213547 0.000004 6.535
C-REPEAT BINDING FACTOR 3 AT4G25480 SGN-U216204 0.000685 1.481
ARGININE DECARBOXYLASE 2 AT4G34710 SGN-U213123 0.000575 2.883
3-DEOXY-D-ARABINO-
HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE AT4G39980 SGN-U225512 0.000011 2.601
SYNTHASE 1
NDR1/HIN1-LIKE 3 AT5G06320 SGN-U213159 0.003314 0.892
ACTIN 2/ ACTIN 7 AT5G09810 SGN-U213130 0.000241 1.556
Basic leucine Z'p?:(:rtc(’?z'P) transcription AT5G11260 SGN-U221674 0.030493 1.337
ARABIDOPSIS BLUE-COPPER-BINDING AT5G20230 SGN-U213376 0.000038 2.722
PROTEIN
TUBULIN BETA 8 AT5G23860 SGN-U212618 0.019149 1.352
MBG8.3/ THIAMINE4 / THIAZOLE AT5G54770 SGN-U212885 0.000011 2.601

REQUIRING
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27157&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212862
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26614&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212989
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34835&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U231769
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31315&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215902
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32307&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212825
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35334&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223668
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35976&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219866
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38806&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213790
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38501&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225515
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35741&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223601
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36250&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212743
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40089&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218541
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36395&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129734&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215141
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128496&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213523
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130341&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213547
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129052&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216204
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130062&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213123
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26557&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133341&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213159
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135194&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213130
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131099&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131270&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213376
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212618
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132749&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212885

ERGEBNISSE

a member of heat shock protein 90

DIPHOSPHATE SYNTHASE

(HSP90) gene family AT5G56030 SGN-U212639 0.000033 6.301
malate dehydrogenase / response to AT1G04410 SGN-U212714 0.000646 -1.152
cadmium ion
PHOTOLYASE 1/ UV RESISTANCE 2 AT1G12370 SGN-U225151 0.036946 -0.781
ARABIDOPSIS THALIANA V-PPASE 3 AT1G15690 SGN-U213604 0.009454 -0.891
Encodes gene that is induced in response AT2G21620 SGN-U214986 0.018209 1177
to dessication
CBL"NTERACT'N(%§§3OTE'N KINASE3/ | A712G26980 SGN-U213274 0.023006 -0.836
ARABIDOPSIS THALIANA
PHYTOCYSTATIN 6 AT3G12490 SGN-U213642 0.023298 -1.004
CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 1 AT3G17510 SGN-U214714 0.002467 -1.168
DEAD-box protein required for efficient AT3G22330 SGN-U219774 0.010378 -1.764
group Il intron splicing in mitochondria.
A-type cyclin-dependent kinase AT3G48750 SGN-U215180 0.010674 -0.951
PLANT U-BOX 22 involved in the response | x 13652450 SGN-U232823 0.007226 -1.443
to water stress
LIGHT HARVESTING COMPLEX OF
PHOTOSYSTEM I1 5 AT4G10340 SGN-U212697 0.004804 -1.818
osmotin-like protein AT4G11650 SGN-U212928 0.005845 -2.208
ARABIDOPSIS THALIANA PLASMA-
MEMBRANE ASSOCIATED CATION- AT4G20260 SGN-U213704 0.029631 -0.954
BINDING PROTEIN 1
Encodes a plasma membrane protein with
leucine-rich repeat / RGC2 resistance AT4G26090 SGN-U218882 0.009125 -0.960
protein
REDOX RESPONSIVE TRANSCRIPTION AT4G34410 SGN-U216297 0.000118 -1.384
FACTOR 1
Transcription factor of the B-ZIP family that
has high affinity for C-box motifs / AHBP- AT5G06950 SGN-U216042 0.002651 -1.399
1B
DNA'DAMAGE'R'iglA'R/TOLERAT'ON AT5G18070 SGN-U225989 0.013884 -1.110
TUBULIN BETA 8 AT5G23860 SGN-U212622 0.023762 -0.990
ribulose bisphosphate
carboxylase small chain 3B / AT5G38410 SGN-U225521 0.000145 -1.169
RuBisCO
ADP GLUCOSE PYRloPHOSPHORYLASE AT5G48300 SGN-U225539 0.024989 -0.691
MATE efflux protein-related; FUNCTIONS | 15550450 SGN-U223514 0.024989 -0.691
IN: antiporter activity, drug transporter
ARABIDOPSIS THALIANA
MEMBRANE-ASSOCIATED AT5G54110 SGN-U219162 0.045396 -0.772
MANNITOL-INDUCED
COP9 SIGNALOSOME
SUBUNIT BA AT5G56280 SGN-U216486 0.018373 -0.814
4-HYDROXY-3-METHYLBUT-2-ENYL AT5G60600 SGN-U214196 0.008318 -1.259

Tabelle 3:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit einer Funktion wahrend der Reaktion auf
biotische und abiotische Reize. Gezeigt sind der p-Wert als MaR fiir die statistische Signifikanz, und die
ermittelte Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs
Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics
network) der Gene. Rot markiert sind Gene, welchen eine Rolle wahrend Zelltod Ereignissen zugesprochen

wird, oder die zumindest damit assoziiert sind.

68



http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133009&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212639
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28372&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30617&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225151
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30879&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32846&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214986
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213274
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38804&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213642
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38454&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37977&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219774
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39995&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215180
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36586&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U232823
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127715&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212697
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130082&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213704
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26550&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218882
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126772&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216297
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133999&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216042
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134383&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225989
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212622
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135109&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225521
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225539
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132279&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223514
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133639&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219162
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135127&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216486
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134900&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214196

ERGEBNISSE

SOL Genomics

ENZYME 21

The Arabidopsis Information . Fold
P At Unigene Network p-wert
Resource Homolog . change
Unigene
Ran-binding protein 1 domain-containing )
brotein / RanBP1 AT1G52380 SGN-U217017 0.000038 5.419
Encodes a phosphatidylinositol 3-kinase AT1G60490 SGN-U229859 0.000153 0.864
SEC14 cytosolic factor family protein / )
phosphogyceride transfer family protein AT1G72160 SGN-U215321 0.008078 1.723
kinesin motor family protein; FUNCTIONS
IN: microtubule motor activity AT2G21300 SGN-U219620 0.022480 0.774
Subunit G of the vacuolar membrane
ATPAse complex AT3G01390 SGN-U216066 0.000121 1.183
sugar transporter, putative; AT3G05400 SGN-U215867 0.000224 0.998
cell wall-plasma membrane linker protein
homolog (CWLP) AT3G22120 SGN-U213316 0.007027 1.284
adaptin family protein AT3G55480 SGN-U223942 0.000007 6.095
RMAL AT4G03510 SGN-U217185 0.000319 1.294
ARABIDOPSIS THALIANA PURINE
PERMEASE 10 AT4G18210 SGN-U213547 0.000004 6.535
bile acid:sodium symporter family protein AT4G22840 SGN-U220184 0.030708 1.608
PRENYLATED RAB ACCEPTOR 1.H ATAG27540 SGN-U219117 0.019843 1.840
Al-stress-induced gene AT5G20230 SGN-U213376 0.000038 2.722
Encodes a tonoplast malate/fumarate
transporter / ATSDAT AT5G47560 SGN-U224652 0.000008 1.181
ARABIDOPSIS THALIANAV-PPASE 3 1 AT1615690 SGN-U213604 | 0.009454 -0.891
(Vacuole)
ras-related small GTPase AT1G43890 SGN-U220375 0.018881 -1.194
endomembrane protein 70, putative;
INVOLVED IN: transport; AT2G01970 SGN-U234576 0.002267 -1.056
heavy-metal-associated domain- AT3G07600 SGN-U217738 0.012576 -0.958
containing protein
ferritin 2 (ATFER2); AT3G11050 SGN-U213608 0.000820 -1.096
PEROXIN4 / UBIQUITIN-CONJUGATING AT5G25760 SGN-U216051 0.002541 -1.315

Tabelle 4:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte mit einer Funktion wahrend Transportvorgangen.
Gezeigt sind der p-Wert als Mal} fur die statistische Signifikanz, und die ermittelte Expressionsdifferenz
(Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind
die Gene-1D des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene. Rot markiert
sind Gene, welchen eine Rolle wahrend Zelltod Ereignissen zugesprochen wird, oder zumindest damit
assoziiert sind. Braun markiert sind Gene, welchen eine Rolle als Tonoplast-Transporter zugesprochen wird
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217017
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137947&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215321
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32978&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219620
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39513&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216066
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36558&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215867
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38433&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213316
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40077&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223942
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128556&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217185
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130341&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213547
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129171&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220184
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129821&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219117
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131270&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213376
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133941&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224652
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30879&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29779&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220375
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31683&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U234576
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38556&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217738
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35653&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213608
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130749&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216051

ERGEBNISSE

SOL Genomics

The Arabidopsis Information . Fold
P At Unigene Network p-wert
Resource Homolog : change
Unigene

unknown protein AT1G02475 SGN-U215613 0.043491 1.674
transducin family protein / WD-40 repeat
family protein AT1G04140 SGN-U219841 0.000646 1.195
glycinamide ribonucleotide synthetase (GAR
synthetase) AT1G09830 SGN-U222585 0.013468 0.993
armadillo/beta-catenin repeat family protein | AT1G23180 SGN-U222376 0.002791 0.909
zinc-binding protein, putative / protein
kinase C inhibitor AT1G31160 SGN-U217019 0.018815 0.844
defective chloroplasts and leaves protein-
related / DCL protein-related AT1G45230 SGN-U216326 0.012102 0.920
PLASTID-SPECIFIC RIBOSOMAL
PROTEIN 4 AT2G38140 SGN-U217679 0.025239 2.324
encodes a chloroplast pyruvate kinase alpha
subunit AT3G22960 SGN-U218288 0.000023 3.252
OXYGEN EVOLVING COMPLEX SUBUNIT
33 KDA AT3G50820 SGN-U212743 0.000007 6.054
CHLOROPLAST STEM-LOOP BINDING
PROTEIN OF 41 KDA AT3G63140 SGN-U214810 0.001157 1.330
Encodes the chloroplast ATPase delta-
subunit. AT4G09650 SGN-U215141 0.022512 1.881
DEAD/DEAH box helicase AT4G09730 SGN-U224643 0.002261 0.818
CLP PROTEASE P4 AT5G45390 SGN-U215977 0.002820 1.781
aldo/keto reductase family protein; -1.374
FUNCTIONS IN: oxidoreductase activity At1906690.1 SGN-U212944 0.002351
PHOSPHORIBOSYLANTHRANILATE 0772
ISOMERASE 1 AT1G07780 SGN-U215559 0.026020
Encodes a plastid-localized arogenate
dehydratase involved in phenylalanine -1.235
biosynthesis AT1G08250 SGN-U215754 0.002007
COLD REGULATED 314 THYLAKOID -1.353
MEMBRANE 2 AT1G29390 SGN-U219974 0.000142
membrane protein, putative; LOCATED IN: -0.781
chloroplast AT1G32080 SGN-U214105 0.038226
defective chloroplasts and leaves protein- -1.205
related / DCL AT1G45230 SGN-U216326 0.000317
Encodes subunit NDH-O of
NAD(P)H:plastoquinone dehydrogenase -1.014
complex At1g74880 SGN-U218728 0.000870

-1.068
LOCATED IN: chloroplast AT2G37240 SGN-U218930 0.000317

-1.315
PSBP-LIKE PROTEIN 2 AT2G39470 SGN-U216850 0.000307
. . -2.125
ribose-phosphate pyrophosphokinase AT2G44530 SGN-U242882 0.000002

. -1.096

ferritin 2 (ATFER2); AT3G11050 SGN-U213608 0.000820

-1.140
PIGMENT DEFECTIVE 322 AT3G52380 SGN-U217513 0.002467
LIGHT HARVESTING COMPLEX OF 1818
PHOTOSYSTEM Il 5 AT4G10340 SGN-U212697 0.004804

-1.356
PHYTOENE DESATURASE AT4G14210 SGN-U219813 0.000079

-0.811
enhancer of sos3-1 (ENH1); AT5G17170 SGN-U217099 0.046633
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231407&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215613
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28713&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219841
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28929&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222585
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137211&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222376
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29831&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217019
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231059&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216326
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31970&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217679
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37400&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218288
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36250&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212743
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39949&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214810
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129734&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215141
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127101&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224643
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133240&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215977
http://arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&name=At1g06690.1
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212944
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29328&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215559
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137010&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215754
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27750&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219974
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30145&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214105
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231059&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216326
http://arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&name=At1g74880.1
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218728
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218930
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31434&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216850
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31879&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U242882
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35653&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213608
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36568&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217513
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127715&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212697
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128684&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219813
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222640
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133690&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217099

ERGEBNISSE

ribulose bisphosphate carboxylase small -1.169
chain 3B / RuBisCO small subunit 3B AT5G38410 SGN-U225521 0.000145
4-HYDROXY-3-METHYLBUT-2-ENYL -1.259
DIPHOSPHATE SYNTHASE AT5G60600 SGN-U214196 0.008318

Tabelle 5:

In  SIMMP1/2-RNAIi-Hypokotylen differentiell

regulierte Gene mit einer

Funktion wahrend der

Photosynthese und/oder einer Lokalisation im Chloroplasten. Gezeigt sind der p-Wert als Mal} fur die
statistische Signifikanz, und die ermittelte Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als
Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At Homolog und die
Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

SOL Genomics Fold
The Arabidopsis Information Network
. change
Resource Homolog At Gene ID Unigene p-wert
unknown protein AT1G02475 SGN-U215613 0.043491 1.674
transducin family protein / WD-40 repeat AT1G04140 SGN-U219841 0.000646 1.195
family protein
eukaryotic transiation fnitiation factor- AT1G11480 SGN-U219227 0.000547 1615
biological_process unknown; AT1G12450 SGN-U218106 0.000006 5.031
biological_process unknown AT1G17400 SGN-U223449 0.004979 1.729
biological_process unknown AT1G19990 SGN-U219789 0.000024 3.017
senescence-associated protein-related AT1G22160 SGN-U215002 0.000673 1.630
armadillo/ beta'rffottee?r']” repeat family AT1G23180 SGN-U222376 0.002791 0.909
zinc-binding protein, putative / protein
Kinase C inhibitor AT1G31160 SGN-U217019 0.018815 0.844
defective chloroplasts and leaves protein- AT1GA45230 SGN-U216326 0.012102 0.920
related / DCL
1Q-domain 29 (IQD29) / calmodulin binding AT2G02790 SGN-U227058 0.000003 6.181
unknown protein; AT2G18245 SGN-U220682 0.000000 3.445
zinc finger (CCCH-type) family protein AT2G20280 SGN-U220746 0.002948 1.794
LIGHT SENS'T(:_\’Sig')YPOCOTYLS 3 AT2G31160 SGN-U223319 0.007213 0.830
dehydration-responsive family protein AT2G39750 SGN-U225319 0.042837 0.651
flavodoxin family protein AT3G02280 SGN-U223144 0.000024 4.402
unknown protein AT3G11760 SGN-U216544 0.000134 1.607
transcription factor jumonji (jmjC) domain- )
containing protein AT3G20810 SGN-U218045 0.005874 1.043
unknown protein AT3G25805 SGN-U223537 0.000433 1.295
putative cytochrome P450 AT3G26320 SGN-U217910 0.000055 2.002
enzyme inhibitor/ pectinesterase/ AT3GA47670 SGN-U223698 0.031804 0.795
pectinesterase inhibitor ) :
thioesterase family protein AT3G61200 SGN-U214231 0.000069 2.932
unknown protein AT4G09830 SGN-U218285 0.000071 4.470
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135109&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225521
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134900&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214196
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231407&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215613
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28713&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219841
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137035&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219227
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30624&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218106
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28478&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223449
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136788&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219789
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29994&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219227
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137211&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222376
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29831&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217019
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231059&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216326
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34384&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227058
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231566&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220682
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31316&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220746
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33923&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223319
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35210&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225319
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35989&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223144
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36842&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216544
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38688&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218045
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231689&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223537
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36469&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217910
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36441&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223698
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39875&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214231
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127105&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218285
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PHD finger protein-related AT4G23860 SGN-U224223 0.000084 1.352
pectate lyase family protein AT4G24780 SGN-U212774 0.000053 4.092
integral membrane family protein AT4G27870 SGN-U217403 0.000441 2.911
unknown protein AT4G39630 SGN-U216813 0.024364 3.241

PURPLE ACID PHOSPHATASE 26 AT5G34850 SGN-U217205 0.002169 1.152
unknown protein AT5G39890 SGN-U215475 0.008968 1.631

F-box family protein AT5G49610 SGN-U224878 0.003869 1.306

SKIP1 (INTERACTING PARTNER 1) AT5G57900 SGN-U222097 0.021978 1.146
dehydration-responsive protein-related AT5G64030 SGN-U226939 0.013226 1.193
hydr°Xypr°"”e'r;‘;gtgi'%’mpmtei” family AT5G65660 SGN-U217499 0.000377 3.082
lesion inducing protein-related AT1G04340 SGN-U218940 0.012857 -0.802
calcium-binding EF hand family pro AT1G05150 SGN-U220523 0.025425 -0.896
unknown protein AT1G15860 SGN-U221100 0.000472 -1.568

trypsin and protease inhibitor family protein AT1G17860 SGN-U214645 0.022474 -0.791
JASMONATE-ZIM-DOMAIN PROTEIN 8 AT1G30135 SGN-U220299 0.049161 -0.697
permease-related AT1G34470 SGN-U222726 0.008584 -1.528

defective chloropl;’:leslgste%nd leaves protein- AT1G45230 SGN-U216326 0.000317 -1.205
unknown protein AT1G71940 SGN-U220874 0.000297 -1.624

unknown protein AT1G73130 SGN-U217579 0.003653 -0.806
dienelactone hydrolase family protein AT2G32520 SGN-U215917 0.034020 -0.909
unknown protein AT2G33390 SGN-U218508 0.026312 -0.789

unknown protein AT2G37240 SGN-U218930 0.000317 -1.068

unknown protein AT2G42760 SGN-U221474 0.000933 -2.454
pathogenesis-related protein, putative AT3G19690 SGN-U214259 0.004779 -1.191
OTU-like cysteine protease family protein AT3G22260 SGN-U217039 0.021378 -1.164
unknown protein AT3G50370 SGN-U217710 0.000002 -1.361

unknown protein AT4G02550 SGN-U229966 0.018881 -1.194

unknown protein AT4G24310 SGN-U219115 0.010954 -1.424

unknown protein AT5G28910 SGN-U214855 0.012100 -1.181

unknown protein; AT5G28960 SGN-U214854 0.012100 -1.181
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129886&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224223
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127584&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212774
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129787&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217403
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129505&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216813
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136066&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217205
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135183&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215475
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132431&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224878
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134685&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222097
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132852&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226939
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132151&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217499
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28396&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218940
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137981&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220523
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30899&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221100
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30012&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214645
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231468&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220299
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27041&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222726
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231059&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216326
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28139&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220874
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30306&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217579
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34606&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215917
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33155&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218508
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218930
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33361&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221474
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38570&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214259
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38649&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217039
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35673&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217710
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129131&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229966
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129603&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219115
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214855
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131209&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214854

ERGEBNISSE

unknown protein AT5G53220 SGN-U222258 0.049216 -0.869

Tabelle 6:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen Differentiell regulierte Gene mit einer unbekannten biologischen
Funktion. Gezeigt sind der p-Wert als Mall fir die statistische Signifikanz, und die ermittelte
Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays.
Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der
Gene.

Es konnten in SIMMP1/2-RNAIi-Hypokotylen eine Reihe an Genen als herunterreguliert
identifiziert werden, welchen eine Rolle wahrend der Photosynthese zugesprochen wird,
oder in Chloroplasten lokalisiert sind (Tabelle 5). Diese Beobachtung lasst vermuten, dass
die Photosyntheseaktivitat in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen beeintrachtigt sein konnte.

Es wurden auch eine Reihe an Genen identifiziert, welchen eine Rolle bei
Transportvorgéngen zugesprochen wird (Tabelle 4). Darunter befanden sich auch Gene,
welche fiir Tonoplast-Transporter kodieren (Tabelle 4, Braun). Eine Vielzahl an Genen
welche differentiell reguliert in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen sind, wird eine Rolle wahrend

Zelltod Ereignissen zugesprochen, oder sind mit diesen assoziiert (Tabelle 2-6, Rot).

3.6.4 Phanotypische Charakterisierung von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen

Samen von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen zeigen keine Defekte in der Keimung im Vergleich
zum Wildtyp. Ebenso entwickeln sich SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen bis zwei Wochen nach
der Keimung ohne besondere Merkmale. Zwei Wochen nach der Keimung, zeigen
SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen einen starken Phédnotyp, der durch die Ausbildung dunkler,
nekrotisch aussehender Flecken am Hypokotyl gekennzeichnet ist (Abb.3.17).
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Abb. 3.17: Zwei Wochen alte Keimlinge. Am Hypokotyl von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen (B) sind deutlich
dunkle, nekrotisch aussehende Flecken zu erkennen, im Vergleich zum Wildtyp (A).

Diese ,,Flecken” (berziehen mit fortschreitendem Alter und Entwicklungszustand das
gesamte Hypokotyl und den Sténgel, und breiten sich tber die Blattstiele bis auf die Blatter
aus. Einhergehend kommt es zum Verlust der Trichome an Hypokotyl und Stangel.

Ebenso kommt es zum vorzeitigen Absterben und schlieRlich zum Abwurf der Kotyledonen
(Abb. 3.17, B) und in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen, die alter als acht Wochen sind auch der
altesten Fiederblatter (Abb. 3.18, B).

N,

ry

Abb. 3.18: Sténgel von acht Wochen alten Pflanzen. A: Wildtyp, B: SIMMP1/2-RNAi. Der gesamte
Stangel von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen ist von Nekrosen betroffen. Es kommt zum Verlust der
Blatter und zum Austreiben der Seitenknospen.
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3.6.5 Histologische Analyse von Hypokotylen zwei Wochen alter SIMMP1/2-
RNAi-und Wildtyp-Pflanzen

Wie in Kapitel 3.6.4 beschrieben, entwickeln SIMMP1/2-RNAi-Pflanze einen sehr
ausgepragten Phanotyp im Hypokotyl, der bereits in friihen Entwicklungsstadien erkennbar
ist. Zur genaueren Untersuchung des sichtbaren Phanotyps, wurden Hypokotyl Segmente
nach der in Material und Methoden beschriebenen Methode in Technovit 7100 eingebettet,
am Rotationsmikrotom geschnitten, und mikroskopisch untersucht.

Abbildung 3.19 A zeigt den Querschnitt durch das Hypokotyl einer zwei Wochen alten
Tomatenpflanze des Wildtyps (UC82b). Gut zu erkennen ist der radiale Aufbau des
Hypokotyls, bestehend aus einer einschichtigen Epidermis, mit aufgelagerter Kutikula,
einer einzelligen subepidermalen Zellschicht, und dem kortikalen Gewebe. Das sekundare
Xylem bildet noch keinen geschlossenen Zylinder, und die Leitbundel bilden einen
konzentrischen Ring um den Sprossmittelpunkt. Zwei Wochen alte SIMMP1/2-RNAI-
Pflanzen (Abb. 3.19 B) sind anatomisch identisch aufgebaut wie der Wildtyp. Unterschiede
zum Wildtyp sind in der Epidermis und in der subepidermalen Zellschicht zu erkennen. Die
Epidermis von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen scheint stellenweise zu degenerieren, und es
erfolgt die Einlagerung von Sekundarmetaboliten in der Epidermis und in der
subepidermalen Zellschicht (Abb. 3.19 B, C, D). Farben der Praparate mit Toluidin Blau
(Abb. 3.19 E, F) und Anilinblau (Abb. 3.19 G, H) ergab, dass SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen,
phenolische Substanzen und Kallose in der Epidermis und in der subepidermalen
Zellschicht akkumulieren (Abb. 3.19 F, H).

75



ERGEBNISSE

Abb. 3.19:

3.6.6

Querschnitte von zwei Wochen alten, in Kunstharz eingebetteten Hypokotylsegmenten (ca. 0,5
cm oberhalb des Wurzelansatzes). (A) UC82b im Hellfeld betrachtet (B) SIMMP1/2-RNAI in
Hellfeld betrachtet. (C) SIMMP1/2-RNAi in Hellfeld. (D) SIMMP1/2-RNAi unter UV-Licht (A
= 365 nm, Aepn = 395-420 nm). (E) UC82b Toluidin Blau gefarbt. (F) SIMMP1/2-RNAI Toluidin
Blau gefarbt. (G) UC82b Anilinblau gefarbt, unter UV-Licht (Filterset 02). (H) SIMMP1/2-
RNAI Anilinblau gefarbt, unter UV-Licht (ke = 365 nm, Ae, = 395-420 nm). Alle Aufnahmen
wurden mit dem Axioskop 2 plus (Zeiss) bei einer VergroRerung von 100 x erstellt, abgesehen
von C & D (400 x).

Histochemische Lokalisation von SIMMP1 und SIMMP2 in Hypokotylen

von zwei Wochen alten UC82b-Pflanzen

Wie in Kapitel 3.6.5 beschrieben, erscheinen die ersten Effekte verursacht durch die

Herunterregulierung von SIMMP1/2 in den Epidermiszellen des Hypokotyls. Durch
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Anwendung immunohistochemischer Methoden sollte untersucht werden, ob das Auftreten
der phanotypischen Verdnderungen mit der Lokalisation von SIMMP1/2 in den
Epidermiszellen zwei Wochen alter Wildtyp-Pflanzen korreliert. Wahrend dieses
Entwicklungsstadiums konnte SIMMP1/2 in den Zellwanden der Epidermiszellen und in

den Zellwénden der subepidermalen Zellschicht nachgewiesen werden (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Hypokotyl Querschnitt von in Kunstharz eingebetteten zwei Wochen alten Wildtyp-Pflanzen
nach Applikation von anti-SIMMP1-IgGs. Der Querschnitte wurden im Mikroskop (Axio
Imager Z.1, Zeiss) im Hellfeld betrachtet und nach Anregung mit UV-Licht (A = 550/25 nm,
Xem = 605/70 nm). Das dargestellte Bild entstanden durch Uberlagerung von Hellfeld und
Fluoreszenz-Bild. Die Aufnahme wurde bei einer 100 X VergréRerung erstellt.

3.6.7 Histologische Analyse von Hypokotylen und Stangeln vier Wochen alter
SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyp- Pflanzen

Mit fortschreitender Entwicklung von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen zeigen sich immer
massivere Veranderungen im pflanzlichen Gewebe. Vier Wochen nach der Keimung, haben
sich die Veranderungen im Gewebe Uber den Stédngel ausgebreitet, was mit dem Verlust
ganzer Organe verbunden ist (Abb. 3.18).

Zur genaueren Untersuchung der sichtbaren Veranderungen in &lteren Stangeln wurden
Handschnitte angefertigt, und diese nach Anregung mit UV-Licht (Anregung bei 365 nm)
auf Unterschiede in der Autofluoreszenz hin untersucht. In Abbildung 3.21 sind die

Resultate dieser Untersuchungen zu sehen. Sehr deutlich zu erkennen sind massive
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Veranderungen in der Epidermis und in den subepidermalen Zellschichten von SIMMP1/2-
RNAI-Hypokotylen (Abb.3.21 B). Die Epidermis ist nicht mehr als eine einzelne
Zellschicht zu erkennen und erscheint degeneriert. Deutlich ist ebenfalls die
unphysiologische Akkumulation an phenolischen Substanzen in den subepidermalen
Zellschichten zu erkennen, welche nach Anregung mit UV-Licht Hellblau erscheinen.
Auffallig ist in Wildtyp-Hypokotylen die hohe Autofluoreszenz von Chloroplasten in der
Epidermis und in den subepidermalen Zellschichten (Abb. 3.21 A). In SIMMP1/2-RNAIi-
Hypokotylen scheint die Anzahl an Chloroplasten geringer als im Wildtyp, und die
Chloroplasten scheinen nur im kortikalen Gewebe lokalisiert zu sein.

Abb. 3.21: Autofluoreszenz (Ae = 365 nm, Agn = 395-420 nm) von vier Wochen alte Hypokotyl-
Querschnitte aus (A) Wildtyp und (B) SIMMP1/2-RNAi-Pflanze. Betrachtet im Axioskop 2 Plus,
Zeiss bei 200x VergroRerung.

Zur genaueren Charakterisierung des sichtbaren Phanotyps, wurden Querschnitte von vier
Wochen alten SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyp-Hypokotylen am Mikrotom angefertigt, und
unter Anwendung verschiedener Farbemethoden untersucht.

Abbildung 3.22 zeigt Hypokotyl und Stangel- Querschnitte von vier Wochen alten Wildtyp
und SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen. Wahrend dieses Entwicklungsstadiums zeigen sich
massive morphologische Veranderungen in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen (Abb. 3.22 B, D, F)
im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.22 A, C, E). Die Epidermis und die subepidermale
Zellschicht in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen scheint teilweise abgestorben zu sein. Zusatzlich
kommt es zur massiven, unphysiologischen Akkumulation an phenolischen Substanzen in
peripheren Zellen des Kortex. Des Weiteren scheint die zellulére Organisation des Gewebes

aufgehoben zu sein. Der Kortex erscheint desorganisiert, und Kortexzellen in SIMMP1/2-
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RNAi-Hypokotylen (Abb. 3.22 B) unterscheiden sich in Form und Grof3e von Wildtyp-
Kortexzellen (Abb. 3.22 A). AulRerdem kommt es in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen zur
Akkumulation von Kallose in peripheren Zellschichten des Kortex (Abb. 3.22 D), wéhrend
man im Wildtyp nur die Kallose der Siebplatten detektiert (Abb. 3.22 C). Des Weiteren
konnte nach Anwendung von Sudan Black gezeigt werden, dass periphere Zellen des
Kortex in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotyle mit Suberin/Cutin impragniert sind (Abb. 3.22 F),
wéhrend im Wildtyp nur die Kutikula gefarbt wurde (Abb. 3.22 E).

Abbildung 3.22 G-J zeigt Querschnitte von vier Wochen alten Stdngeln von Wildtyp- (Abb.
3.22 G) und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen (Abb. 3.22 H-J). Ein deutlicher Unterschied
zwischen Stangeln von UC82b (Abb. 3.22 G) und SIMMP1/2-RNAIi-Pflanzen (Abb. 3.22
H), ist der teilweise Verlust an kollenchymatischer Zellwandverstarkung in SIMMP1/2-
RNAI-Pflanzen. Dieses Phanomen ist jedoch lokal begrenzt, wie in Abbildung 3.22 |
sichtbar wird. Das Kortex in Stangel von SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen erscheint wie das
Hypokotyl stark desorganisiert zu sein, Kortexzellen bilden Strukturen aus welche einem
sekundéren Abschlussgewebe gleichen und unterscheiden sich ebenfalls in Form und GréRe
(Abb. 3.22 H). Es erfolgt ebenfalls eine unphysiologische Akkumulation an phenolischen
Substanzen (Abb. 3.22 H), und Kallose in peripheren Zellbereichen (Abb. 3.22 J).
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Abb. 3.22: Querschnitte von vier Wochen alten, in Kunstharz eingebetteten Hypokotylsegmenten (ca. 0,5
cm oberhalb des Wurzelansatzes A-F und ca. 0,5 cm oberhalb der Kotelydonen G-J). (A)
UC82b Toluidinblau gefarbt (B) HP Pflanze Toluidinblau geféarbt. (C) UC82b Anillin Blau
geféarbt. (D) HP Pflanze unter Anillin Blau gefarbt. (E) UC82b Sudan Black gefarbt. (F) HP
Pflanze Sudan Black gefarbt. (G) UC82b Toluidinblau geféarbt. (H&I) HP Pflanze Toluidinblau
gefarbt. (J) HP Pflanze Toluidinblau geférbt. Betrachtet im Axioskop 2 Plus, Zeiss im Hellfeld
und nach Anregung mit UV-Licht (e = 365 nm, A, = 395-420 nm) Alle Aufnahmen wurden bei
einer VergréRerung von 100 x erstellt.

Da in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen vermehrt Zelltod Ereignisse beobachtet wurden (Abb.
3.22), wurde mittels RT-PCR untersucht in wieweit es zur Expression von Genen in
SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyp-Hypokotylen kommt, welche spezifisch wahrend des
Zelltods induziert werden. Dies sollte zur Klérung beitragen, ob es sich bei diesen
Ereignissen um Nekrosen oder um eine Form des programmierten Zelltods handelt.
Untersucht wurde das Vorhandensein an Transkripten von Hinl, hsr203J und topxC1, die
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spezifisch wahrend der hypersensitiven Reaktion, nicht aber bei nekrotischem Zelltod

exprimiert werden (Rivas et al, 2004).

tpoxC1
35 Zyklen

hsr203j
35 Zyklen

Hin1
30 Zyklen

Aktin
25 Zyklen

Abb. 3.23:  Nachweis der Transkripte von top xC1, hsr 203 j und Hin 1 durch RT-PCR in vier Wochen alten
Wildtyp- und SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen. PCR zum Nachweis von Aktin-Transkripten
diente zur Abschatzung der Templatmenge und zur Uberpriifung, ob die gewahlte PCR-
Zyklenzahl noch in exponentiellen Amplifikationsbereich liegt. Eine PCR mit genomischer
Tomaten DNA (gDNA) diente als technische Kontrolle der PCR, und um Kontaminationen mit
genomischer Tomaten DNA ausschlieen zu kénnen. Als GroRenstandard (M) diente die 1 kb
DNA-Leiter von Fermentas. Die GréRRe der Fragmente ist in bp angegeben.

In allen untersuchten SIMMP1/2-RNAI-Linien wurde eine stérkere Expression der
untersuchten Gene beobachtet als im Wildtyp (Abb. 3.23). Dieses Resultat deutet darauf

hin, dass es sich bei der Degeneration der Epidermis um programmierten Zelltod handelt.

3.6.8 Quantifizierung des Gehalts l6slicher und gebundener phenolischer
Substanzen in SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyp-Pflanzen

Unter Anwendung histologischer Analyse- und Féarbemethoden (Kapitel 3.6.7), konnte
qualitativ gezeigt werden, dass es infolge der Herunterregulierung von SIMMP1/2 zur
Akkumulation von phenolischen Substanzen in Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAI-
Pflanzen kommt. Im Folgenden sollte die Akkumulation l6slicher und gebundener Phenole,
in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp quantifiziert werden. Untersucht
wurden Hypokotyle und Blattstiele von vier Wochen alten Wildtyp- und SIMMP1/2-RNA.-
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Pflanzen der Linie HP 1.3. Es wurde die Konzentration in jeweils funf unabhangigen
Extrakten aus Organen von Wildtyp und finf HP 1.3 Pflanzen bestimmt, und die
Mittelwerte wurden graphisch dargestellt (Abb. 3.24 und 3.25). Zur Bestimmung der
Konzentration an I6slichen und gebundenen phenolischen Verbindungen wurde der “Folin-
Ciocalteu”-Test (Goldwasser et al, 1999) durchgefiihrt, und die Konzentration der
phenolischen Verbindungen wurde bei einer Wellenldange von 725 nm als p-Cumarséure-
Aquivalente im Photometer bestimmt.

Man beobachtete eine deutliche Erhéhung der Konzentration an l6slichen und gebundenen
phenolischen Verbindungen in Hypokotylen und Blattstielen von SIMMP1/2-RNAi-
Pflanzen (HP 1.3). SIMMP1/2-RNAIi-Pflanzen zeigten eine nahezu um das Doppelte
erhdhte Konzentration an l6slichen und gebundenen phenolischen Verbindungen (Abb.
3.24 B und 3.24 D) im HypoKotyl. Die Konzentration an l6slichen und gebundenen
phenolischen Verbindungen in Blattstielen von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen war ebenfalls
deutlich erhoht (Abb. 3.24 A und 3.24 C).

A B
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2 400 - Q@ 400 -
o o
o )
3 300 - T = 300 -
s N T
S 200 2 200 -
100 - 100 A
0 ‘ 0 ‘
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350 700
300 | 600 - T
© 250 - T » 500
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S 200 - S 400 -
3 3
N 150 - T N 300 -
®] ®] '|'
X 100 X200 |
50 - 100
0 ‘ 0 ‘
ucs2b HP 1.3 ucezb HP1.3

Abb. 3.24: Ldosliche phenolische Substanzen im Blattstiel (A) und im Hypokotyl (B). Gebundene
phenolische Substanzen im Blattstiel (C) und im Hypokotyl (D). Gezeigt ist der Mittelwert von
finf unabh&ngigen Messungen. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom
Mittelwert. Die Konzentration phenolischer Substanzen wurde bestimmt als p-Cumarsdure-
Aquivalente bei einer Wellenlinge von 725 nm.
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3.6.9 Charakterisierung des Phanotyps in Blattern von SIMMP1/2-RNAI-

Pflanzen

In Blattern von SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen ist ein Effekt der Herunterregulierung von
SIMMP1/2 Transkripten erst in spateren Entwicklungsstadien nach 5-6 Wochen sichtbar.

Man erkennt auf der Mittelrippe der &lteren Bléatter dunkle Flecken, &hnlich denen auf
Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen (Abb. 3.25 B, C, D, F). In Blattern von
SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen  scheinen  ebenso wie in  Hypokotylen  vermehrt
Zelltodereignisse stattzufinden (Abb. 3.25 H, I, J).

83



ERGEBNISSE

Abb. 3.25: Blatter von sechs Wochen alten Wildtyp- (A) und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen der Linien HP
5.2.6 (B), HP 4.3 (C), HP 1.6.13 (D). Wildtyp Blatt (E) entfarbt mit Ethanol und SIMMP1/2-
RNAI-Blatt entfarbt mit Ethanol.
Blatter von sechs Wochen alten Wildtyp- (G) und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen der Linien HP
5.2.6 (H), HP 4.3 (1) und HP 1.6.13 (J), gefarbt mit Trypanblau zur Visualisierung von
Zelltodereignissen.

3.7 Untersuchungen zur Wourzelentwicklung in  SIMMP1/2-RNAi- und
Wildtyp- Pflanzen

Wie in Kapitel 3.4 bereits beschrieben, wurde auch in der Wurzel eine starke Expression
von SIMMP1 und SIMMP2 beobachtet, was auf eine mogliche Rolle der Enzyme wéhrend
der Wurzelentwicklung hindeutet. Zur Uberpriifung dieser Annahme, wurden Wildtyp und
SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen der Linien HP 4.5, HP 1.6, HP 2.9 auf Filterpapier, unter
Zugabe eines geeigneten Nahrmediums aufgezogen (Kapitel 2.15). Gemessen wurden die
Gesamtwurzellange und die Anzahl primérer und sekundarer Seitenwurzeln. Alle
Messungen wurden an Pflanzen durchgeflhrt, welche das Makrostadium 1 (Code 12,
zweites Laubblatt voll entwickelt, Feller et al, 1995 b) erreicht hatten. Wie man in
Abbildung 3.26 erkennen kann wirkt sich eine verminderte Expression von SIMMP1 und
SIMMP?2 deutlich negativ auf die Wurzelentwicklung aus. Wurzeln von SIMMP1/2-RNAI-
Pflanzen entwickeln kleinere Wurzeln als Wildtyp-Pflanzen, was im Vergleich der
Gesamtwurzellangen deutlich wird (Abb. 3.26 A). Die Gesamtwurzellange von HP 4.5
betragt 42,3%, von HP 1.6, 43,4% und von HP 2.9, 50,4% der Gesamtwurzellange von
Wildtyp-Pflanzen.

Die Ausbildung primérer und sekundéarer Seitenwurzeln ist in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
ebenfalls beeintrachtigt (Abb. 3.26 B, C). Fur HP 4.5 wurde eine Reduktion in der Anzahl
an primdren Seitenwurzeln von 54,3%, fir HP 1.6 um 40,7% und fir HP 2.9 um 43,6% im

vergleich zum Wildtyp ermittelt. Bei der Anzahl sekundarer Seitenwurzeln zeigt sich ein
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dramatischeres Bild. HP 4.5 entwickelt um 85,1%, HP 1.6 um 77%, und HP 2.9 um 82,8%

weniger sekundére Seitenwurzeln als der Wildtyp.
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Abb. 3.26: Graphische Darstellung der Resultate zur Wurzelentwicklung in Wildtyp- und SIMMP1/2-
RNAi-Pflanzen der Linien HP 4.5, HP 1.6, HP 2.9 gewachsen auf Filterpapier (A)
Gesamtwurzellénge in cm von Wildtyp- und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen. (B) Anzahl an
priméren Seitenwurzeln in Wildtyp- und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen. (C) Anzahl sekundérer
Seitenwurzeln in Wildtyp und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen.

Um sicherzustellen, dass der beobachtete Effekt auf die Wurzelentwicklung nicht durch das
Wachstum der Versuchspflanzen auf Filterpapier, oder auf das N&hrmedium
zurlickzufuhren ist, wurde die Wurzelentwicklung nach Wachstum auf Erde untersucht.
Hierfur wurden Wildtyp- und SIMMP1/2-RNAIi-Pflanzen der Linien HP 2.9, HP 4.5 und

HP 1.6 im Gewéchshaus in Rhizoboxen unter kontrollierten Bedingungen Kkultiviert
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(Kapitel 2.15). Gemessen wurden die Gesamtwurzellange und die Anzahl primarer und

sekundéarer Seitenwurzeln. Die Messungen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der

pflanzlichen Entwicklung durchgefiihrt. Abbildung 3.27 zeigt die Resultate zur

Wurzelentwicklung in Rhizoboxen.

Abb. 3.27:
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Graphische Darstellung der Resultate zur Wurzelentwicklung in Wildtyp- und SIMMP1/2-
RNAi-Pflanzen der Linien HP 4.5, HP 1.6, HP 2.9 gewachsen in Rhizoboxen (A)
Gesamtwurzellénge in cm von Wildtyp- und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen. (B) Anzahl an
priméren Seitenwurzeln in Wildtyp- und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen. (C) Anzahl sekundérer
Seitenwurzeln in Wildtyp und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen.
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Die Beobachtung, das SIMMP-RNAI-Pflanzen auf Filterpapieren eine Reduktion in der
Wurzelentwicklung aufweisen, konnte auch wahrend des Rhizoboxenexperiments bestatigt
werden. Die Gesamtwurzellange (Abb.3.27 A) von HP 4.5 betragt 49,2%, von HP 1.6,
50,9% und von HP 2.9, 42,1% der Gesamtwurzelldnge von Wildtyp-Pflanzen.

Die Ausbildung primérer und sekundérer Seitenwurzeln ist in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
ebenfalls beeintrachtigt (Abb. 3.27 B, C). Fur HP 4.5 wurde eine Reduktion in der Anzahl
an primaren Seitenwurzeln von 54,8%, fiir HP 1.6 um 50,7% und fur HP 2.9 um 19,4% im
vergleich zum Wildtyp ermittelt. Bei der Anzahl sekundarer Seitenwurzeln zeigt sich
ebenfalls ein deutlicher Unterschied. HP 4.5 entwickelt um 65,9%, HP 1.6 um 73,6%, und
HP 2.9 um 48,1% weniger sekundare Seitenwurzeln als der Wildtyp.

Um Hinweise auf mdégliche molekulare Ursachen flr die in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
veranderte Wurzelentwicklung zu erhalten, wurde die Expression einiger Gene, die an der
Wurzelentwicklung beteiligt sind mittels RT-PCR untersucht. Es wurden die Transkripte
der  1-Aminocyclopropancarbonsdure  Synthase  (ACS), 1-Aminocyclopropan-1-
Carboxylatoxidase (ACO) und der Peptidyl-Prolyl-cis-trans Isomerase (PPI), quantifiziert
(Abb. 3.28). ACS und ACO kodieren fur essentielle Enzyme des Ethylen-
Biosyntheseweges. Fur Ethylen konnte gezeigt werden, dass es abhéngig von der Dosis
einen positiven Effekt auf die Wurzelentwicklung ausubt. Hohere Ethylen Konzentrationen,
wirken sich jedoch negativ auf die Wurzelentwicklung aus (lvanchenko et al, 2008). Fir
das Gen welches flr die Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase (PPI) kodiert, konnte gezeigt
werden dass ein Knockout in Tomate mit massiven Defekten in der Wurzelentwicklung
verbunden ist (Oh KwangChul et al, 2006). Die beschriebenen Gene wurden auch in
Mikroarray Analysen (Kapitel 3.6.3) als differentiell reguliert identifiziert.

Die RT-PCR Analysen zeigten, dass Transkripte, welche fir Enzyme der
Ethylenbiosynthese kodieren, in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen abundanter vorhanden sind als
in Wildtyp-Pflanzen. Transkripte fur die Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase scheinen in
Wildtyp-Pflanzen zahlreicher vorhanden zu sein als in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen (Abb.
3.28). Die beobachteten Tendenzen korrelieren mit den diesen Genen zugeschriebenen

Wirkungen auf die Wurzelentwicklung.
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Abb. 3.28: RT-PCR zum Nachweis von Transkripten der ACC-Synthase, ACC-Oxidase und der Peptidyl-
Prolyl cis-trans Isomerase in Wildtyp- und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen. PCR zum Nachweis von
Aktin-Transkripten diente zur Abschatzung der Templatemenge und zur Uberpriifung, ob die
gewéhlte PCR-Zyklenzahl noch in exponentiellen Amplifikationsbereich liegt. Eine PCR mit
genomischer Tomaten DNA (gDNA) diente als technische Kontrolle der PCR, und um
Kontaminationen mit genomischer Tomaten DNA ausschlieBen zu kdnnen. Als GroéRenstandard

(M) diente die 1 kb DNA-Leiter von Fermentas. Die GréRe der Fragmente ist in bp angegeben.

3.8 Quantifizierung des Gehalts an Ethylen in Hypokotylen und Blattern von
SIMMP1/2-RNAI- und Wildtyp-Pflanzen

Es ist bekannt, dass Ethylen bei Prozessen wie Zelltod, Seneszenz, Abszission,
Wurzelentwicklung und bei der Pathogenabwehr im pflanzlichen Organismus beteiligt ist
(He et al, 1996, Grbic and Bleeker, 1995, Burg 1968, Lorenzo et al, 2003, Ecker et al, 1987,
Ruzicka et al, 2007). Viele der beobachteten Effekte in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen lassen
vermuten, dass Ethylen bei diesen Ereignissen involviert ist und dass es moglicherweise zu
einer gesteigerten Ethylenproduktion in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen kommt. Um den Gehalt
an Ethylen zu erfassen und zu quantifizieren wurden finf Hypokotyle und von finf
Pflanzen je drei Blattscheiben (je 1 cm?) von drei Blattfiedern des dritt &ltesten Fliederblatts
von drei Wochen alten Wildtyp- (UC82b) und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen (HP 5.2.6, HP
1.6.13, HP 4.3) auf ihre Ethylenproduktion untersucht. Dazu wurde das Pflanzenmaterial in
Glasbehaltern fir drei Stunden bei 26 °C inkubiert, welche mit Schraubverschlissen
gasdicht verschlossen waren. Nach drei Stunden wurde mit einer Spritze 1 ml Gasvolumen
entnommen und der Ethylengehalt photoakustisch bestimmt. Die Resultate der
Quantifizierung sind in Abbildung 3.29 und 3.30 dargestellt.
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Abb. 3.29: Graphische Darstellung der ermittelten Ethylenemissionen in Hypokotylen von Wildtyp-
(UC82b) und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen (HP 5.2.6, HP 1.6.13, HP 4.3) nach drei Stunden
Inkubation. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus fiinf unabhangigen Messungen +
Standardabweichung dar.
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Abb. 3.30: Graphische Darstellung der ermittelten Ethylenkonzentrationen in Blattern von Wildtyp-
(UC82b) und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen (HP 5.2.6, HP 1.6.13, HP 4.3) nach drei Stunden
Inkubation. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus funf unabhdngigen Messungen +
Standardabweichung dar.

Die Quantifizierung des Ethylengehalts in Hypokotylen (Abb. 3.29) ergab, dass die
Produktion von Ethylen in Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen im Vergleich zum
Wildtyp erhoht ist. So zeigt HP 5.2.6 eine um 60 %, HP 1.6.13 um 48,5 % und HP 4.3 um
27,2 % erhohte Ethylenproduktion im Vergleich zum Wildtyp. Zur Uberpriifung der
statistischen Signifikanz wurde ein t-Test (p < 0.05) durchgefuhrt. Dieser ergab, dass die
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ermittelten Unterschiede zwischen HP 5.2.6, HP 1.6.13 und Wildtyp-Pflanzen signifikant
sind.

In Blattern von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen  konnte ebenfalls eine erhohte
Ethylenproduktion im Vergleich zum Wildtyp ermittelt werden (Abb. 3.30). HP 5.2.6
zeigte eine um 91,3 %, HP 1.6.13 eine um 15,8 % und HP 4.3 eine um 33,4 % erhohte
Ethylenproduktion im Vergleich zum Wildtyp. Zur Uberpriifung der statistischen
Signifikanz wurde ebenfalls ein t-Test (p < 0.05) durchgefihrt. Dieser ergab, dass nur der

Unterschied zwischen HP 5.2.6 und Wildtyp-Pflanzen statistisch signifikant ist.

3.9 Expression von SIMMP1 und SIMMP2 in Reaktion auf verschiedene

Stimuli

3.9.1 Expression von SIMMP1 und SIMMP2 nach Fusicoccin Behandlung

Fir die GmMMP2 aus der Sojabohne (Glycine max) konnte gezeigt werden, dass sie nach
Pathogenbefall induziert wird (Liu et al, 2001). Durch Mikroarray-Analysen konnte gezeigt
werden, dass Fusicoccin, ein Toxin, welches vom Pilz Fusicoccum amygdali produziert
wird und verschiedene Gene der pflanzlichen Pathogenabwehr so genannte PR-Gene
induziert, auch zu einer Induktion von MMPs in Tomate fihrt, wobei allerdings nicht
zwischen SIMMP1 und SIMMP2 unterschieden wurde (Frick & Schaller 2002, Singh &
Roberts 2004).

Um eine mdogliche Rolle von SIMMP1 und SIMMP2 bei der Pathogenabwehr zu
analysieren, sollte zundchst die Expression von SIMMP1 und SIMMP2 nach Behandlung
von Pflanzen mit Fusicoccin untersucht werden. Hierfur wurden zwei Wochen alte
Tomatenpflanzen wie in Kapitel 2.14.1 beschrieben mit Fusicoccin behandelt, und nach
definierter Behandlungsdauer wurde Blattmaterial geerntet, RNA extrahiert und eine
Reverse Transkriptase-Reaktion durchgefuhrt. Zur Ermittlung der Expressionsprofile von
SIMMP1 und SIMMP2 wurden Oligonukleotide (Primer) spezifisch fir SIMMP1 und
SIMMP2 wéhrend einer PCR-Reaktion verwendet.

Eine deutliche Induktion von SIMMP1 und SIMMP2 ist bereits eine Stunde nach
Behandlung mit Fusicoccin erkennbar und konnte auch noch nach drei und sechs Stunden
nachgewiesen werden. Das Maximum der SIMMP1 und SIMMP2 Expression wurde jedoch
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bereits nach einer Stunde erreicht. Der Induktionsfaktor scheint fir SIMMP2 grof3er zu sein

als fur SIMMP1, was auch an der geringeren konstitutiven Expression liegt (Abb. 3.31).
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Abb. 3.31:

3.9.2

In Kapitel

M 1hK 1hFC 3hK 3hFC 6hK 6hFC G

SIMMP1
30 Zyklen

SMMP2
30 Zyklen

Aktin
25 Zyklen

RT-PCR zum Nachweis der SIMMP1 und SIMMP2 Transkripte in Wildtyp-Tomatenpflanzen
zu verschiedenen Zeitpunkten (1h, 3h, 6h) nach Applikation von Fusicoccin (FC) und in
unbehandelten Kontrollpflanzen (K). PCR zum Nachweis von Aktin-Transkripten diente zur
Abschatzung der Templatmenge und zur Uberpriifung, ob die gewahlte PCR-Zyklenzahl noch in
exponentiellen Amplifikationsbereich liegt. Eine PCR mit genomischer Tomaten DNA (gDNA)
diente als technische Kontrolle, und um Kontaminationen mit genomischer Tomaten DNA
ausschlieen zu kénnen. Als GroRenstandard (M) diente die 1 kb DNA-Leiter von Fermentas.
Die Grole der Fragmente ist in bp angegeben.

Expression von SIMMP1 und SIMMP?2 in Tomatenblattern nach Infektion

mit Sclerotinia sclerotiorum

3.9.1, konnte eine Induktion von SIMMP1 und SIMMP2 nach Applikation des

Pilztoxins Fusicoccin beobachtet werden.

Dieser Befund deutet wie auch die in der Mikroarray-Analyse beobachtete Induktion
einiger PR-Gene (Kapitel 3.6.3) auf eine mdgliche Rolle der SIMMP1/2 in der Tomaten-

Pathogeninteraktion. Da es sich bei den Fusicoccin produzierenden Pilz Fusicoccum
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amygdali nicht um ein Pathogen der Tomate handelt, wurde hier die Expression nach
Infektion durch Sclerotinia sclerotiorum untersucht. Bei S. sclerotiorum handelt es sich wie
bei F. amygdali um einen Ascomyceten mit breitem Wirtsspektrum. S. sclerotiorum wird
stellvertretend flr nicht sporulierende eukaryotische Phytopathogene mit nekrotropher
Lebensweise eingesetzt (Bolton et al, 2006).

Die Inokulation erfolgte wie in Kapitel 2.14.4 beschrieben durch Aufsetzten von mit Myzel
bewachsenen Agarstiicken auf die Blattoberflache. Die Probenentnahme erfolgte nach einer
ersten erfolgreichen Besiedlung des Blattgewebes durch den Pilz nach 17 Stunden und
darauf folgend 24, 48 und 72 Stunden nach Inokulation. Eine weitere Probenentnahme
wurde nicht durchgefiihrt, da 72 h nach Inokulation ca. 2/3 der Blattflachen nekrotisch
waren und daher fur die RNA-Analyse ungeeigenet. Pro Zeitpunkt wurden drei gleich alte
Blatter vereinigt und flr die Expressionsanalyse auf RNA-Ebene mit semiquantitativer RT-
PCR verwendet.

Zur qualitativen Erfassung der Infektion durch S. sclerotiorum wurde auf der Blattoberseite
von UC82b und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen der Linie HP 5.2.6 ein mit Myzel bewachsener
Agarblock aufgelegt, und die Entwicklung der Infektion wurde zu den Zeitpunkten 0, 17,
24, 48, und 72 Stunden im Bild festgehalten. Nach 17 Stunden sind die ersten Nekrosen zu
erkennen. 24 und 48 Stunden nach der Infektion breiten sich die Nekrosen radial vom
Agarblock in das Blattgewebe aus. Nach 72 Stunden sind fast 2/3 des Blattes von UC82b
und SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen nekrotisch. Unterschiede im Wachstumsverhalten von S.
sclerotiorum auf den untersuchten Genotypen waren jedoch nicht feststellbar (Abb 3.32).
Leichte Unterschiede in der Reaktion der Blatter von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp wurden 72 Stunden nach der Infektion festgestellt. Blatter von
SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen zeigen Seneszenz-ahnliche Symptome. Sie zeigen Anzeichen
von Chlorosen und sehen starker verwelkt aus als Wildtyp-Blatter (Abb. 3.32).
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17h
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Abb. 3.32: Krankheitssymptome verursacht durch Sclerotinia sclerotiorum in Wildtyp (UC82b)- und
SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen der Linie HP 5.2.6 zu verschiedenen Zeitpunkten (17h, 24h, 48h und
72h) nach Applikation. Die Kontrolle (K) zeigt ein Wildtyp (UC82b)-Blatt bestlickt mit einem
pilzfreien Agarblock.

In Abbildung 3.33 sind die Resultate aus der RT-PCR zu sehen. Man erkennt deutlich eine
starke Induktion von SIMMP1 und SIMMP2 17 Stunden nach Applikation des
Phytopathogens auf Wildtyp-Blatter. Nach 24 Stunden erscheint die Expression der
untersuchten Gene schwécher zu werden, gefolgt von einem erneuten Anstieg der
Expression nach 48 Stunden.
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Abb. 3.33:

3.9.3

Nachdem
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RT-PCR zum Nachweis der SIMMP1 und SIMMP2 Transkripte in Wildtyp-Tomatenpflanzen
zu verschiedenen Zeitpunkten (Oh, 17h, 24h, 48h und 72h) nach Infektion mit Sclerotinia
sclerotiorum (B), und unbehandelte Wildtyp-Tomatenpflanzen (A). PCR zum Nachweis von
Elongations-Faktor (EF)-Transkripten diente zur Abschatzung der Templatmenge und zur
Uberpriifung, ob die gewihlte PCR-Zyklenzahl noch in exponentiellen Amplifikationsbereich
liegt. Eine PCR mit genomischer Tomaten DNA (gDNA) diente als technische Kontrolle, und
um Kontaminationen mit genomischer Tomaten DNA ausschlieBen zu kdnnen. Als
GroRenstandard (M) diente die 1 kb DNA-Leiter von Fermentas. Die Grol3e der Fragmente ist in
bp angegeben.

Wachstumsverhalten von Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv) in
SIMMP1/2-RNAI, SIMMP1-Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen

die Induzierbarkeit von SIMMP1 und SIMMP2 durch Fusicoccin und S.

sclerotiorum nachgewiesen worden war, sollte nun eine mdgliche Rolle von SIMMP1 und

SIMMP2 bei Infektion mit biotrophen, prokaryontischen Pathogenen untersucht werden.

Die eingesetzten Stdimme von Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv) waren mit

Ausnahme der Gene, die flr die Pathogenizitat verantwortlich sind, isogen. Es wurden ein

virulenter (Xcv 85-10), ein avirulenter (AvrBs3) und ein hrp-defizienter (hrp’) Stamm

eingesetzt, der durch Mutation der hrp-Gene A bis G des Typ-I1l Sekretionsapparats nicht

pathogen ist (Schornack, Inst. Pflanzengenetik Universitat Halle, pers. Mitteilung).

Die Entwicklung der drei Xcv Stamme wurde in Wildtyp (UC82b), drei unabhangigen
SIMMP1/2-RNAI-Linien (HP 1.6.13, HP 5.2.6, HP 4.3) und in zwei unabhéngigen
SIMMP1-lberexpressions-Linien (Nat. 7.1, Nat. 8.3) getestet. Fur den Versuch wurden

94



ERGEBNISSE

sechs Wochen alte Pflanzen verwendet. Die Pflanzen wurden mit einer Bakteriendichte von
10 koloniebildenden Einheiten (cfu)/ml infiltriert. Bei dieser niedrigen Inokulationsdichte
kommt es zu keiner lokalen Symptombildung, und die expotentielle Phase des
Bakterienwachstums konnte im Blattgewebe untersucht werden. Die Grolle der
Bakterienpopulation wurde in Abhéngigkeit von der Infektionsdauer als Zahl der
koloniebildenden Einheiten (cfu) pro Blattfliche bestimmt.

Die abgebildeten Wachstumskurven zeigen das Wachstum der drei isogenen Stamme von
Xcv Uber einen Zeitraum von acht Tagen nach Infiltration. Das Experiment wurde dreimal

wiederholt, mit vergleichbarem Resultat.

3931 Wachstum des virulenten Stamms Xcv 85-10

Der fir diesen Versuch verwendete Xcv 85-10 Stamm ist auf Wildtyp-Pflanzen virulent
(Thieme et al, 2005). Dieser Stamm lost in Wirtspflanzen Krankheitssymptome aus und
fiihrt zu einer kompatiblen Interaktion.

Wie in Abbildung 3.34 zu erkennen ist, kam es in Wildtyp- und SIMMP1-Uberexpressions
Pflanzen zu einem vergleichbaren Wachstum des Pathogens. Die Uberexpression von
SIMMP1 flhrt also nicht zu einer erhéhten Resistenz gegenlber dem Pathogen. Ein
verringertes Wachstum des verwendeten Xcv 85-10 Stamms war in allen drei SIMMP1/2-
RNAi-Linien zu beobachten, was moglicherweise auf eine erhohte Resistenz der
SIMMP1/2 RNAi-Linien hindeutet. Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz dieser
Beobachtung, wurde ein One-Way-Anova Test nach der Methode von Holm-Sidak
durchgefuhrt. Ein signifikanter Unterschied des bakteriellen Wachstums auf den
untersuchten Linien, konnte zwei Tage nach Infiltration zwischen der SIMMP1-
Uberexpressionslinie Nat 7.1 und den SIMMP1/2-RNAi-Linien HP 5.2.6 und HP 4.3 und
zwischen Nat 8.3 und HP 5.2.6 festgestellt werden. Acht Tage nach Infiltration konnte
ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen Nat 7.1 und HP 1.6.13, HP 5.2.6 und HP
4.3 festgestellt werden. Zu den Zeitpunkten vier und sechs Tage nach der Infiltration

konnte kein signifikanter Unterschied des bakteriellen Wachstums festgestellt werden.
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Abb. 3.34:  Wachstum eines virulenten Stamms von X. campestris pv. vesicatoria 85-10 in SIMMP1/2—
RNAi-, SIMMP1-Uberexpressions- und Wildtyppflanzen. Blatter von 6 Wochen alten
Pflanzen wurden mit 10* cfu/ml inokuliert. Die Reisolierung erfolgte aus ausgestanzten
Blattscheiben (1 cm?) der infiltrierten Bereiche. Das Wachstum der Bakterienpopulation ist
angegeben als koloniebildende Einheiten (cfu)/cm?. Die Werte zeigen den Mittelwert aus drei
unabhéngigen Infiltrationsereignissen. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

3.9.3.2 Wachstum des avirulenten Stamms Xcv 85-10 pDsK 200

Beim Stamm Xcv 85-10 pDsK 200 handelt es sich um einen durch Transformation eines
AvrBs3 tragenden Plasmids erzeugten avirulenten Stamm (Schornack, Inst. fir
Pflanzengenetik, Universitat Halle, pers. Mitteilung). Dieser Stamm fiihrt in Wirtspflanzen
zu einer inkompatiblen Interaktion und 16st eine hypersensitive Reaktion aus (Ballvora et al.
2001).

Der Xcv pDsK 200 Stamm zeigt ein im Vergleich zum Xcv 85-10 Stamm, stark
vermindertes Wachstum. Nach 6 bzw. 8 Tagen wird nur etwa ein Zehntel der
Populationsdichte erreicht. Wie der Xcv 85-10 Stamm, zeigt auch der Xcv pDsK 20 Stamm
ein ahnliches Wachstumsverhalten auf Wildtyp- und SIMMP1-Uberexpressionspflanzen.
Eine Beeinflussung des Wachstumsverhaltens durch die Uberexpression der SIMMP1 war
ebenfalls nicht zu beobachten. Ein verringertes Wachstum ist auch hier auf allen drei
untersuchten SIMMP1/2-RNA.i-Linien zu beobachten (Abb.3.35).

Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz dieser Beobachtung, wurde ebenfalls ein
One-Way-Anova Test nach Holm-Sidak durchgefiihrt. Ein signifikanter Unterschied des
bakteriellen Wachstums auf den untersuchten Linien konnte zwei Tage nach Infiltration
zwischen der SIMMP1-Uberexpressionslinie Nat 7.1 und den SIMMP1/2-RNAi-Linien HP
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1.6.13, HP 5.2.6, HP 4.3 festgestellt werden. Acht Tage nach Infiltration konnte ebenfalls
ein signifikanter Unterschied zwischen UC82b und HP 5.2.6 festgestellt werden. Zu den
Zeitpunkten vier und sechs Tage nach der Infiltration konnte kein signifikanter Unterschied

des bakteriellen Wachstums festgestellt werden.

Xcv 85-10 pDsK 200

100000
10000 - @ uC82b
. ENat 7.1
E 1000 ONat 8.3
2 100 | OHP 1.6.13
BHP 5.2.6
101 EHP 4.3
1- i

0 2 4 6 8
Tage nach der Infiltration

Abb. 3.35:  Wachstum des avirulenten Stamms von X. campestris pv. vesicatoria in SIMMP1/2-RNAI, -
SIMMP1-Uberexpressions- und Wildtyppflanzen. Blatter von 6 Wochen alten Pflanzen wurden
mit 10* cfu/ml inokuliert. Die Reisolierung erfolgte aus ausgestanzten Blattscheiben der
infiltrierten Bereiche. Das Wachstum der Bakterienpopulation ist angegeben als koloniebildende
Einheiten (cfu)/cm® Die Werte zeigen den Mittelwert aus drei unabhéngigen
Infiltrationsereignissen. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

3.9.3.3  Wachstum des hrp-defizienten Stamms Xcv 85-10 hrpA-G

Der Xcv hrp” (hypersensitive Reaktion und Pathogenitat)-defiziente Stamm ist im Genom in
den Genen hrpA, B, C, D, E, F und G deletiert. Diese Deletion hat zur Folge, dass dieser
Stamm kein funktionsféahiges Typ I11-Sekretionssystem mehr ausbilden kann. Dadurch ist
die Sekretion von Effektorproteinen tber die pflanzliche Plasmamembran in das Cytosol
unterbunden (Rossier et al, 1999, Buttner und Bonas, 2002). Dieser Stamm ist in
Wirtspflanzen nicht pathogen, und nicht mehr in der Lage, den pflanzlichen Stoffwechsel
durch die durch das Typ Il Sekretionssystem sekretierten Effektorproteine zu seinem
Vorteil zu modulieren.

Der Xcv hrp” Stamm zeigte auf alle untersuchten Genotypen ein &hnlich schwaches

Wachstum (Abb. 3.36), was auf die Unfahigkeit zurtickzufiihren ist, die fur ein Wachstum
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und Uberleben notwendige Umgebung zu schaffen. Nach 6 bzw. 8 Tagen wird nur etwa ein
Zehntel der Populationsdichte des Xcv pDsK 200 Stamms und ein Hundertstel der
Poulationsdichte des Xcv 85-10 Stamms erreicht. Der Xcv hrp” Stamm zeigt auf allen
untersuchten Genotypen ein dhnliches Wachstumsverhalten, nur zwei bzw. acht Tagen nach
der Infiltration ist auf den RNAI-Pflanzen ein verringertes Wachstum zu beobachten (Abb.
3.36). Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz dieser Beobachtung, wurde ebenfalls
ein One-Way-Anova Test nach Holm-Sidak durchgefiihrt. Ein signifikanter Unterschied
des bakteriellen Wachstums auf den untersuchten Linien, konnte zwei Tage nach
Infiltration zwischen Wildtyp-, SIMMP1-Uberexpressionslinie Nat 7.1 und Nat 8.3
gegenlber den untersuchten SIMMP1/2-RNAi-Linien (HP 1.6.13, HP 5.2.6, HP 4.3)
festgestellt werden. Acht Tage nach Infiltration konnte ebenfalls ein signifikanter
Unterschied zwischen Wildtyp und den untersuchten SIMMP1-uberexpression und
SIMMP1/2-RNAI-Linien(HP 1.6.13, HP 5.2.6, HP 4.3) festgestellt werden. Zu den
Zeitpunkten vier und sechs Tage nach der Infiltration konnte kein signifikanter Unterschied

des bakteriellen Wachstums zwischen den Genotypen festgestellt werden.

Xcv 85-10 hrp A-G

10000
@muUCs2b
. 1000 1 ENat 7.1
S ONat 8.3
S 100 -
2 OHP 1.6.13
10 - BHP 5.2.6
OHP 4.3
1 | |

0 2 4 6 8

Tage nach der Infiltration

Abb. 3.36: Wachstum des hrp A-G Stamms von X. campestris pv. vesicatoria in SIMMP1/2-RNAi-,
SIMMP1-Uberexpressions- und Wildtyppflanzen. Blatter von 6 Wochen alten Pflanzen wurden
mit 10* cfu/ml inokuliert. Die Reisolierung erfolgte aus ausgestanzten Blattscheiben der
infiltrierten Bereiche. Das Wachstum der Bakterienpopulation ist angegeben als koloniebildende
Einheiten (cfu)/cm® Die Werte zeigen den Mittelwert aus drei unabhéngigen
Infiltrationsereignissen. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Statistisch signifikante Unterschiede des bakteriellen Wachstums wurden in allen
untersuchten Genotypen, und verwendeten Stdmmen von Xcv nur zu den Zeitpunkten zwei-

und acht Tage nach der Infiltration festgestellt. Wéhrend den Zeitpunkten vier- und sechs
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Tagen nach der Infiltration konnte kein statistisch signifikanter Unterschied des bakteriellen
Wachstums in den verschiedenen experimentellen Ansatzen festgestellt werden. Es wurde
ebenfalls beobachtet, dass Infiltration von Xcv (zweit- und drittaltestes Fiderblatt) von
SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen bereits nach zwei Tagen zu starken Reaktionen fuhrt, welche
zum vollstdndigen Organtod fiihren. Dieser Effekt machte es unmdglich, dass bakterielle
Wachstum in Blattern eines Entwicklungsstadiums zu beobachten. Es musste wahrend des
Experiments auf die viertdltesten Fiderblatter zurlickgegriffen werden. Die hier

dargestellten Daten, kdnnen deshalb nur als ein Trend betrachtet werden.

3.9.4 Untersuchung der Symptome in Blattern von SIMMP1/2-RNAi, SIMMP1-
Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen nach Infiltration von Xanthomonas

campestris pv. vesicatorias und E. coli DH10b

Es wurde beobachtet, dass Infiltration von Xcv (10* cfu/ml) in Blattern von SIMMP1/2-
RNAI-Pflanzen zu massiven Reaktionen fiihrt, was mit dem Absterben ganzer Organe
verbunden ist. Dieser Effekt ist am deutlichsten in den A&ltesten, zweitéltesten und
drittéltesten Fiderblattern, ausgeprégt. Um die auftretenden Effekte tber einen langeren
Zeitraum beobachten zu kdnnen, wurden Blatter von sechs Wochen alten SIMMP1/2-RNAI
(HP)-, SIMMP1-Uberexpressions (Nat)- und Wildtyp (UC82b)-Pflanzen mit verschiedenen
Xcv Stammen Infiltriert (10* cfu/ml). Da die beobachteten Reaktionen in Blattern von
SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen unabhangig des verwendeten Xcv Stamms immer die gleichen
waren, wurde auch ein E. coli Stamm (DH10b) als ein nicht Pflanzenpathogen als Kontrolle
infiltriert (10* cfu/ml). Abbildung 3.37 zeigt die Effekte hervorgerufen durch Infiltration
von Xcv 85-10 zum Zeitpunkt 0, 5, 10 und 15 Tagen nach Applikation des Pathogens.
Zeitpunkt 0 zeigt den Zustand der Blatter zum Zeitpunkt der Infiltration. Die Blatter der
untersuchten Genotypen sahen grin und vital aus und zeigten keine Anzeichen einer
Schadigung. Finf Tage nach der Infiltration sind in SIMMP1/2-RNAIi-Pflanzen bereits
deutliche Effekte zu erkennen. Die Blattspitze ist nekrotisch und deutliche Chlorosen sind
zu erkennen. Zehn Tage nach Infiltration erscheint der ganze infiltrierte Bereich in
SIMMP1/2-RNAI-Bléttern  nekrotisch.  Blatter von  Wildtyp- und SIMMP1-
Uberexpressions-Pflanzen zeigen ebenfalls Reaktionen, jedoch weitaus schwécher als
SIMMP1/2-RNAi-Blatter. Es zeigen sich nekrotische Bereiche um die Infiltrationsstelle
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und leichte Chlorosen. Nach 15 Tagen sind Blatter von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen nahezu
zur Halfte nekrotisch, und stark verformt. In Blattern von Wildtyp-Pflanzen ist nun eine
deutliche Ausbreitung der chlorotischen Bereiche zu erkennen. In SIMMP1-
Uberexpressions-Pflanzen erscheint nur die Infiltrationsstelle nekrotisch und chlorotisch.
Die beobachteten Effekte, scheinen also in SIMMP1-Uberexpressions-Pflanzen am
schwachsten ausgepragt zu sein.

Nach Infiltration von Xcv pDsK 200 zeigten sich in Blattern von SIMMP1/2-RNA.-,
SIMMP1-Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.38) &hnliche Symptome wie
zuvor fir Xcv 85-10 beschrieben. Wahrend die Symptomentwicklung in Blattern von
SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen der gleichen Kinetik und Ausprdgung folgt wie nach
Anwendung von Xcv 85-10, scheinen die Symptome in Blattern von SIMMP1-
Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen milder auszufallen. Auffallig ist erneut die
Tatsache, dass Blatter von SIMMP1-Uberexpressions-Pflanzen die schwéchsten Symptome
zeigen. Der Xcv hrp A-G Stamm, verursacht in Blattern von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen die
gleichen Symptome, und diese folgen der gleichen Kinetik wie flr die Stimme 85-10 und
pDsK 200 beschrieben. In Blattern von SIMMP1-Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen
sind kleine chlorotische Bereiche um die Infiltrationsstellen zu erkennen (Abb. 3.39). Auch
in diesem Fall entwickeln SIMMP1-Uberexpressionspflanzen die mildesten Symptome.

Die Infiltration von E. coli DH10b als nicht Pflanzenpathogen, fiihrte zu einer interessanten
Beobachtung. Blatter von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen infiltriert mit diesem Bakterium,
zeigten starke Symptome (Abb. 3.40), wie zuvor fir die Anwendung der Xcv Stdmme
beschrieben. Die Symptome unterschieden sich nur in der Kinetik. Zum Zeitpunkt fiinf und
zehn Tage nach Infiltration, zeigen Blatter von SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen starke
Chlorosen. Nach 15 Tagen, ist jedoch auch in diesem Fall der gesamte infiltrierte Bereich
Nnekrotisch. Blatter von SIMMP1-Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen zeigen nahezu
keine Symptome. Leichte Chlorosen sind nach 15 Tagen im Bereich der Infiltrationsstelle
zu erkennen. Sonstige Effekte waren nicht zu beobachten.

Um ausschlieBen zu kdénnen, dass die beobachteten Effekte auf das Infiltrationsereignis
zuriickzufithren sind, wurden Blatter von SIMMP1/2-RNAi-, SIMMP1-Uberexpressions-,
und Wildtyp-Pflanzen mit 1 mM MgCl; infiltriert, welches als Diluent fur die Bakterien
verwendet wurde. Wie in Abb. 3.41 zu erkennen ist, verursachte die Infiltration von 1 mM
MgCl; in keinem der zu untersuchenden Genotypen Effekte, die durch Infiltration von Xcv

Stammen oder E. coli DH10b verursacht wurden.
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Abb. 3.37:

HP 4.3 ucs8z2b Nat 8.3

Krankheitssymptome verursacht durch X. campestris pv. vesicatoria 85-10 in SIMMP1/2-RNA.
(HP 4.3)-, Uberexpressions (Nat 8.3)- und Wildtyppflanzen (UC82b). Gezeigt ist die Oberseite
von Bléattern sechs Wochen alter Pflanzen 0, 5, 10 und 15 Tage nach Inokulation mit einer
Bakteriendichte von 10* cfu/ml. Die Infiltrationsstellen sind exemplarisch finf Tage nach
Infiltration durch Pfeile gekennzeichnet.
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Abb. 3.38: Krankheitssymptome verursacht durch X. campestris pv. vesicatoria pDsK 200 in in
SIMMP1/2-RNAIi (HP 4.3)-, Uberexpressions (Nat 8.3)- und Wildtyppflanzen (UC82b). Gezeigt
ist die Oberseite von Blattern sechs Wochen alter Pflanzen 0, 5, 10 und 15 Tage nach
Inokulation mit einer Bakteriendichte von 10* cfu/ml.
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Abb. 3.39:

HP 4.3 ucszb Nat 8.3

Krankheitssymptome verursacht durch X. campestris pv. vesicatoria hrp A-G in in SIMMP1/2—-
RNAI (HP 4.3)-, Uberexpressions (Nat 8.3)- und Wildtyppflanzen (UC82b). Gezeigt ist die
Oberseite von Blattern sechs Wochen alter Pflanzen 0, 5, 10 und 15 Tage nach Inokulation mit

einer Bakteriendichte von 10 cfu/ml.
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Abb. 3.40:

104

HP 4.3 ucCszb Nat 8.3
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A

Krankheitssymptome verursacht durch E. coli DH10b in in SIMMPL1/2-RNAi (HP 4.3)-,
Uberexpressions (Nat 8.3)- und Wildtyppflanzen (UC82b). Gezeigt ist die Oberseite von
Blattern sechs Wochen alter Pflanzen 0, 5, 10 und 15 Tage nach Inokulation mit einer
Bakteriendichte von 10* cfu/ml.
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HP 4.3 ucCs2b Nat 8.3

0 Tage

5 Tage

10 Tage

15 Tage

Abb. 3.41: Infiltrationskontrolle mit 1 mM MgCl, in in SIMMP1/2-RNAi (HP 4.3)-, Uberexpressions (Nat
8.3)- und Wildtyppflanzen (UC82b). Gezeigt ist die Oberseite von Blattern sechs Wochen alter
Pflanzen 0, 5, 10 und 15 Tage nach Inokulation mit einer Bakteriendichte von 10* cfu/ml.
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3.95 Expression von SIMMP1 und SIMMP2 in Tomatenblatter nach Infiltration

von Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Nachdem beobachtet wurde, dass die drei verwendeten Xcv Stamme in SIMMP1/2 RNAI-
Pflanzen ein geringeres Wachstum aufweisen als in Wildtyp- und Uberexpressionspflanzen
und zusétzlich massive Reaktionen in Blatter von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen auslésen,
sollte nun mittels RT-PCR, Uberpruft werden, ob es infolge der Infektion zu einer Induktion
von SIMMP1 und SIMMP2 kommt.

Fur den Versuch wurden sechs Wochen alte Pflanzen verwendet. Die Pflanzen wurden mit
einer Bateriendichte von 10* koloniebildenden Einheiten (cfu)/ml infiltriert. Die Infiltration
der Kontrollpflanzen erfolgte mit ImM MgCl,. Es wurden drei Pflanzen pro Genotyp
infiltriert. Zu definierten Zeitpunkten (0, 2, 4, 6, 8, Tage nach Infiltration), wurden Blatter
geerntet (drei je Genotyp) und fur die RNA-Extraktion und Expressionsanalyse mittels RT-
PCR verwendet.

SIMMP1 30 Zyklen

SIMMP2 30 Zyklen

Aktin 25 Zyklen

SIMMP1 30 Zyklen

SIMMP2 30 Zyklen

Aktin 25 Zyklen

Abb. 3.42: RT-PCR zum Nachweis von SIMMP1 und SIMMP2 Transkripten in 6 Wochen alten Blattern
von Wildtyp-Tomatenpflanzen zu verschiedenen Zeitpunkten (0 Tage, 2 Tage, 4 Tage, 6 Tage
und 8 Tage) nach Inokulation mit 10* cfu/ml . (A) 1 mM MgCl,, (B) Inokulation mit Xcv 85-10,
(C) Inokulation mit Xcv pDsK 200, (D) Inokulation mit Xcv hrp A-G. PCR zum Nachweis von
Aktin-Transkripten diente zur Abschatzung der Templatmenge und zur Uberpriifung, ob die
gewéhlte PCR-Zyklenzahl noch in exponentiellen Amplifikationsbereich liegt. Eine PCR mit
genomischer Tomaten DNA (gDNA) diente als technische Kontrolle, und um Kontaminationen
mit genomischer Tomaten DNA ausschlieen zu kdnnen. Als GroRenstandard (M) diente die 1
kb DNA-Leiter von Fermentas. Die Grol3e der Fragmente ist in bp angegeben.
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Abbildung 3.42 zeigt die Ergebnisse zur Uberpriifung der Indizierbarkeit von SIMMP1 und
SIMMP2 nach Infektion mit den verschiedenen Xcv Stammen. Im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 3.42 A) ist eine Induktion der Expression von SIMMP1 und SIMMP2 nach Infektion
mit dem avirulenten Xcv 85-10 pDsK 200-Stamm zu beobachten (Abb. 3.42 C). Im
Gegensatz dazu war nach Infektion mit dem virulenten (Xcv 85-10) (Abb. 3.42 B) und dem
hrp—defizienten Stamm (Xcv 85-10 hrpA-G) (Abb. 3.42 D) zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte eine Induktion zu beobachten. Allerdings wurde SIMMP2 nach Infektion mit
diesen Stammen konstant auf einen relativ niedrigen Spiegel exprimiert. Das ist insofern
bemerkenswert, da SIMMP2 keine konstitutive Expression in Blattern zeigt (Abb. 3.42 A
und 3.10).

Auffallig ist auch die relativ starke Expression von SIMMP1 und SIMMP2 zum Zeitpunkt 0.
Dies kann keine Reaktion auf die bakterielle Infektion darstellen, ist aber moglicherweise
eine Reaktion auf die mit der Infiltration einhergehender mechanischer Belastung des
Blattes.
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4. Diskussion

Die Funktion von MMPs in Pflanzen ist bisher ungeklart, wenngleich einzelne Informationen
uber eine magliche Rolle beim Ab- und Umbau des Apoplasten, der pflanzlichen Entwicklung,
Pflanze-Pathogen Interaktionen und Apoptose vorhanden sind (Pak et al, 1997, Maidment et
al, 1999, Liu et al, 2001, Delorme et al, 2000, Combier et al, 2007).

Auch die Funktion von SIMMP1 aus Tomate ist noch unklar, obwohl eine Induktion des
Enzyms nach Fusicoccin (FC) Behandlung von Tomatenpflanzen wahrend Analysen des
Transkriptoms mittels Mikroarray beobachtet wurde (Frick und Schaller, 2002). SIMMP1
wurde nach FC-Behandlung koordiniert zusammen mit einer NADPH-Oxidase induziert. Da
die NADPH-Oxidase einen moglichen Ausloser der Hypersensitiven-Reaktion (HR) darstellt
(Levin et al, 1994), wurde fur die SIMMP1 eine mogliche Rolle wéahrend der HR postuliert.
Weiterhin wurde das Enzym zur Ermittlung der katalytischen Eigenschaften biochemisch
charakterisiert (Frick, 2002). Hier konnte eine zweite MMP (SIMMP2) in Tomate identifiziert
werden, mit noch unbekannten strukturellen, katalytischen und physiologischen
Eigenschaften. Die Aufklarung der Funktion von SIMMP1/2 stand im Mittelpunkt dieser
Arbeit.

Zur Aufklarung der Funktionen von SIMMP1/2 im lebenden System sollte die Aufreinigung
und biochemische Charakterisierung von SIMMP1/2 erfolgen, eine Expressionsanalyse in
Tomatenpflanzen, die ph&notypische und molekulare Analyse von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
sowie die Untersuchung der postulierten Funktion in der Pathogenantwort.

Die Ergebnisse dieser Studie liefern wichtige Hinweise auf mogliche Funktionen von
SIMMP1/2 im Rahmen der pflanzlichen Entwicklung, sowie bei der Interaktion zwischen
Tomatenpflanze und phytopathogenen Mikroorganismen, die in den folgenden Abschnitten

im wissenschaftlichen Kontext diskutiert werden.
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4.1 Identifizierung einer zweiten Tomaten-MMP (SIMMP2) und Ermittlung der
cDNA Sequenz von SIMMP2

Ein Abgleich der SIMMP1 cDNA mit einer Solanaceen-Datenbank (http://solgenomics.net/)

fuhrte zur ldentifizierung eines EST-Klons (cLHT22F10) welcher auf Nukleinséureebene eine
84%ige Sequenzahnlichkeit zur SIMMP1 cDNA aufweist (Abb. 3.1). Unter Anwendung
spezifischer Oligonukleotide (Primer) und anschliefender Sequenzanalysen wurde die
gesamte cDNA Sequenz von SIMMP2 ermittelt. Im Vergleich zu SIMMP1 ist die SIMMP2
auf Aminoséureebene zu 77% (Abb. 3.7) identisch.

4.2 Strukturanalyse und Aufreinigung von SIMMP2

Die cDNA von SIMMP2 scheint fir ein Pra-Pro-Protein zu kodieren. Die abgeleitete
Aminosaurensequenz weist am N-Terminus einen hydrophoben Bereich auf (Abb. 3.4), der
typisch flr Signalpeptide ist, die zur Einschleusung von Proteinen in das sekretorische System
fiihren (Martoglio und Dobberstein, 1998). An das Signalpeptid schlief3t sich eine fir MMPs
typische Aminoséuresequenz, die Prodomane, an. Diese beinhaltet das Motif
PRCG(V/N)(P/A)D, den so genanten ,,Cysteine Switch®, welcher mit dem Zinkion in der
katalytischen Domane interagiert und dadurch das Enzym in einer inaktiven Form, dem so
genannten Zymogen hélt (Abb. 3.3).

Der Prodoméne werden zum einen die Funktion eines essentiellen, intramolekularen
Chaperons (Baker et al, 1993, Volkov und Jordan, 1996), und zum anderen die Funktion eines
regulativen, intramolekularen Inhibitors der enzymatischen Aktivitat zugesprochen (Anderson
et al, 1997, Boudreault et al, 1998 a). Weiterhin konnte fur die SIMMP2 das Zink-bindende-
Motif HEXGHXXGXXH und ein den ,,Met-turn* bildendes Methionin in der katalytischen
Doméne identifiziert werden, welche charakteristisch fiir die Superfamilie der Metzinkine
sind (Abb. 3.3) (Bode et al, 1993). Der katalytischen Doméne folgt am C-Terminus erneut
ein hydrophober Bereich, bei dem es sich um einen Membrananker handelt, wobei an der

Position 339 eine w-site zur Verankerung des Proteins in der Plasmamembran mittels eines

GPI-Ankers prognostiziert wird (http://www.expasy.ch big-Pl Predictor). Alle abgeleiteten
Strukturen von SIMMP?2 sind charakteristisch fur die Proteinfamilie der Metzinkine (Stocker

et al, 1995). Ein gemeinsames Merkmal pflanzlicher MMPs ist das Fehlen der Hemopexin-
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Doméne, das sie mit C.elegans teilen (Massova et al., 1998; Maidment et al., 1999). SIMMP2
beinhaltet ebenfalls keine Hemopexin-Doméne.

Frihere biochemische Charakterisierungen von Metalloproteinasen oder
Matrixmetalloproteinasen wurden an Enzymen durchgefiihrt, die in groRen Mengen in vivo
exprimiert werden und daher relativ leicht aus der Pflanze gereinigt werden konnten
(Belozersky et al, 1990, McGeehan et al, 1992). Dieser Ansatz schien hier ungeeignet, da
SIMMP1 und SIMMP2 nur in geringen Mengen gebildet werden, und in Tomate mindestens
zwei MMPs existieren, die unter Umstanden schwer voneinander trennbar sind und eine
Unterscheidung der Enzyme aufgrund fehlender spezifischer Identifizierungssysteme schwer
fallen sollte. Da jedoch zu Beginn dieser Arbeit bereits die cDNA und das Gen von SIMMP1
vorlag und das von SIMMP2 hier ermittelt wurde, erschien es sinnvoll, die Enzyme in
heterologen Systemen zu exprimieren und anschliefend die rekombinanten Enzyme zu
reinigen und zu charakterisieren.

Ein Beispiel fir die erfolgreiche Expression einer MMP in einem heterologen System, deren
anschlieBende Aufreinigung und biochemische Charakterisierung, ist die SIMMPL (Frick,
2002). Die gleiche Strategie wurde hier fir SIMMP2 verfolgt. Fir die heterologe Expression
von SIMMP1 und SIMMP2 wurde ein Konstrukt zur Expression der katalytischen Domane im
Vektor pET-21d(+) erstellt, wobei die C-terminale Transmembrandoméne durch einen Hisg-
Tag zur Aufeinigung mittels Affinitatschromatographie (Ni-NTA-Agarose) ersetzt wurde. Zur
Expression des rekombinanten Proteins wurde das Konstrukt in den E. coli Stamm (BL 21
RIL transformiert und die Expression durch Zugabe von IPTG induziert. Dies ermdglichte
eine Ausbeute von 1 mg reines SIMMP1 und SIMMP2 aus 200 ml E. coli-Kultur, was
ausreichend ist fur die biochemische Charakterisierung. Ein weiteres Beispiel fir die
gelungene Aufreinigung und biochemische Charakterisierung einer MMP aus E. coli (BL 21
RIL) ist die Ptal-MMP aus der Weihrauch-Kiefer (Pinus taeda) (Ratnaparkhe et al, 2009).

4.3 Biochemische Charakterisierung

Die biochemische Charakterisierung zeigte fir SIMMP2 eine maximale Aktivitdt im
neutralen Bereich um pH 7 wéhrend fur SIMMP1 eine maximale Aktivitat bei pH 6,5 ermittelt
wurde. Vergleicht man die ermittelten pH-Werte fur die maximale Aktivitét fir SIMMP1 und

SIMMP2 mit anderen pflanzlichen MMPs, so bestatigt sich diese Beobachtung. Nahezu alle
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beschriebenen biochemischen Charakterisierungen erfolgten in einem pH-Bereich von 6,5 bis
7,5 (Frick, 2002, Maidment et al, 1999, Liu et al, 2001, Ratnaparkhe et al, 2009).

Dies ist hinsichtlich der Tatsache, dass fir SIMMP1 und SIMMP2 eine Sezernierung in den
Apoplasten prognostiziert wird, der unter normalen Bedingungen einen pH-Wert von 5,5
aufweist, erstaunlich.

Der pH-Wert in der Zellwand kann unter Einwirkung abiotischer oder biotischer Faktoren
starken Schwankungen unterliegen. So fiihrt Lichtstress oder Auxin vermitteltes Wachstum
und Expansion zur Ansduerung des Apoplasten. Zur Alkalisierung des Apoplasten kann es
unter Einwirkung von Stress wie Trockenheit, Pathogenbefall oder Verwundung kommen
(Hartung et al, 1988, Pfanz, 1987, Schaller und Oecking, 1999). Des Weiteren ist bekannt,
dass Einflusse wie Trockenheit und Pathogenbefall einhergehen mit der Bildung von
Reaktiven-Sauerstoff-Spezies (ROS) (Hasegawa et al, 2000, Lamb and Dixon, 1997, Klessig
et al, 2000). Die Bildung von ROS im Apoplasten infolge von Pathogenbefall, fiihrt zur
Veranderung der Zellwandmorphologie durch Quervernetzung von Glykoproteinen (Torres et
al, 2006).

Unter diesen zuvor beschriebenen Aspekten betrachtet, und im Hinblick auf die von Frick
(2002) beobachtete Co-Expression von SIMMP1 mit einer NADPH-Oxidase nach FC-
Behandlung, kann aufgrund des pH-Optimums fir SIMMP1 und SIMMP2 eine Rolle wéhrend
dieser besonderen Ereignisse im Apoplasten suggeriert werden.

Betrachtet man die Resultate zur Ca®*-Abhéngigkeit von SIMMP2 so fallt auf, dass eine
Zugabe von Ca*-lonen zu einer Steigerung der Enzymaktivitat fiuhrte (Abb. 3.8). Eine
Aktivitatssteigerung wurde auch von Frick (2002) fir SIMMP1 nach Zugabe von Ca*
beobachtet. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da fir MMPs die Abhéngigkeit von
zweiwertigen Metallionen charakteristisch ist (Massova et al, 1998, Stocker et al, 1995).
Calcium fihrt zur Ausbildung und Stabilisierung von Strukturen in MMPs, die flr die
Substratbindung verantwortlich sind, wéhrend Zinkionen essentiell fir die katalytische
Aktivitdt von MMPs ist (Dhanaraj et al, 1996). Eine sukzessive Aktivitatssteigerung in

Abhangigkeit der Ca®* Konzentration ist fir MMPs zu erwarten.
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4.4 Enzymkinetik

Die kinetischen Parameter von SIMMP1 und SIMMP2 wurden anhand eines synthetischen
fluorogenen Peptids als Substrat unter steady-state Bedingungen bestimmt. SIMMP1 und
SIMMP2 wiesen eine Michaelis-Menten-Kinetik auf und zeigten bei pH 6,5 bzw. 7 einen
Km-Wert von 19,5 pM bzw. 19,9 uM, eine Wechselzahl von 0,102 s™ bzw. 0,460 s™* und eine
katalytische Effizienz von 0,010 s**uM™ bzw. 0,024 s**uM™. SIMMP1 und SIMMP2
zeigten nahezu identische Kkatalytische Eigenschaften gegeniiber dem verwendeten
Peptidsubstrat. Dieses Resultat war zu erwarten, da aufgrund der hohen
Sequenzibereinstimmung (Abb. 3.1und 3.7) von SIMMPL1 und SIMMP2 auf Nukleinsdure-
und Aminoséureebene es sich hdchstwahrscheinlich um Enzyme mit redundanten
Eigenschaften handelt. Die Tatsache, dass fir MMPs redundante Eigenschaften angenommen
werden folgt aus der Beobachtungen heraus, dass sie vergleichbare biochemische
Eigenschaften aufweisen, was sich in eine hohe Uberlappung der Substratspezifitat bei in
vitro Analysen zeigt. Ebenso konnte oft beobachtet werden, dass das Ausschalten einer
einzelnen MMP zu keinem erkennbaren Effekt im zu untersuchenden Organismus fuhrt, was
darauf hindeutet, dass andere MMPs die Funktion Ubernehmen (Greenlee et al, 2007). So
wurde z.B. fir MMP2 und MMP9 aus der Maus redundante Funktionen wahrend der

Entwicklung der Langerhanszellen des Pankreas postuliert (Perez et al, 2004).

4.5 RT-PCR Analyse der Expression von SIMMP1 und SIMMP2 in

verschiedenen Organen von Solanum lycopersicum

Neben der biochemischen Charakterisierung wurde die entwicklungsabhéngige und
gewebespezifische Expression von SIMMP1 und SIMMP2 durch semi-quantitative RT-PCR-
Analysen tberprift. SIMMP1 wurde in allen untersuchten Organen und Entwicklungsstadien
exprimiert (Abb. 3.10), wobei die starkste Expression in acht Tage alten Keimlingen und in
Stangeln von sechs Wochen alten Pflanzen zu beobachten war. SIMMP2 wurde im Gegensatz
zur SIMMP1 nicht in allen untersuchten Organen und Entwicklungsstadien exprimiert. In acht
Tage alten Keimlingen, ist die Expression von SIMMP2 in Wurzel und Hypokotyl deutlich
starker als in Kotyledonen. SIMMP2 ist in sechs Wochen alten Pflanzen relativ stark im
oberen Stangel und nur sehr schwach im unteren Stangel und Bluten in Stadium 1 (S1)
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exprimiert. Eine konstitutive Expression von SIMMP2 konnte in Blattern nicht beobachtet
werden (Abb.3.10).

Die Tatsache dass SIMMP1 und SIMMP2 relativ hoch in allen untersuchten Organen von
Keimlingen exprimiert werden, lasst auf eine Funktion der Enzyme wéhrend des Ab- und
Umbaus der extrazellularen Matrix (ECM) im wachsendem Organismus vermuten. Die
pflanzliche Zellwand formt ein Netzwerk vergleichbar einem Korsett, welches der Zelle Form
und Stabilitat verleiht. Wenn Pflanzenzellen wachsen und sich vergrdéRern, muss auch die
Zellwand im gleichem MaRe mitwachsen. Das Wachstum der Zellwand ist ein langsamer,
sensibler Prozess, der genauestens reguliert werden muss, da Zellwénde wachsender Zellen
einem gewaltigen Innendruck ausgesetzt sind, vergleichbar mit 100-1000 Atmosphéren. Eine
hochsteffiziente Regulierung des Wachstums und Ab- und Umbau der Zellwand ist somit
essentiell (Cosgrove, 2005).

Des Weiteren konnte die Expression von SIMMP1 und SIMMP2 in Wurzeln, zusatzlich zu
den regulatorischen Funktionen in der Zellwand, auch auf eine Rolle in der Pathogenabwehr
hindeuten. Wachsende Wurzeln sind im sie umgebenden Boden einer Vielzahl an
Mikroorganismen und Phytopathogenen ausgesetzt (Bowen und Rovira, 1976). Das
Wurzelwachstum im Boden kann zu Verletzungen fiihren, welche physikalische Offnungen
zu ihrer Umwelt darstellen, die von Phytopathogenen genutzt werden kdnnen um Pflanzen zu
kolonisieren (Jackson und Taylor, 1996). Es ist bekannt dass wahrend der Keimung
hauptséchlich im Bereich des micropylaren Endosperms B-1,3-Glucanasen und Chitinasen
(Morohashi und Matsushima, 2000, Wu et al, 2000) sowie Polyphenoloxidasen (Morohashi,
2002) exprimiert werden. Vielfach belegt ist, dass diese Enzyme, entweder allein oder in
Kombination mit anderen, in die Pathogenabwehr involviert sind (Simmons 1994, Jach et al.
1995, Jongedijk et al, 1995, Lozovaya et al, 1998, Gomez et al, 2002). Ein hocheffektives
Abwehrsystem in diesem sensiblen und exponierten Gewebe ist demzufolge unerlésslich.

Des Weiteren konnten Unterschiede im Expressionsmuster zwischen SIMMP1 und SIMMP2
in sechs Wochen alten Pflanzen festgestellt werden (Abb. 3.10). SIMMP1 und SIMMP2
wurden beide im unteren und oberen Stangel und in Bliten des Stadiums S1 exprimiert. In
Blattern konnte keine konstitutive Expression von SIMMP2 festgestellt werden und ebenso
keine Expression in Bliten des Stadiums S2 und S3 (Abb. 3.10). Auch wenn fur SIMMP1 und
SIMMP2 redundante Eigenschaften prognostiziert werden, scheinen sie in adulten Pflanzen
gewebespezifisch exprimiert zu werden, was darauf hinweisen kénnte, dass sie spezifische

Substrate und Funktionen in den jeweiligen Geweben aufweisen.
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4.6 Histochemische Lokalisation von SIMMP1 und SIMMP2 in Hypokotyl und
Wurzel von Solanum lycopersicum (UC82b)

Aufgrund der Strukturanalyse von SIMMP1 und SIMMP2 wird fir die Enzyme eine
Lokalisation in der ECM prognostiziert (Frick 2002, Kapitel 3.5). Dies sollte unter
Anwendung immunohistochemischer Methoden in vivo bei Hypoktylen und Wurzeln
untersucht werden. Zur Detektion von SIMMP1 und SIMMP2 kam eine Antiserum (anti-
SIMMP1-IgGs) zur Anwendung, welches gegen die katalytische Doméne von SIMMP1
gerichtet ist (Frick, 2002). Western Blot-Analysen zeigten, dass aufgrund der hohen
Strukturahnlichkeit zwischen den Enzymen eine Unterscheidung mittels anti-SIMMP1 nicht
maoglich ist (Kapitel 3.6). Ebenso zeigte sich dass anti-SIMMP1 auch eine MMP (NtMMP1)
aus Tabak detektiert (Schiermeyer et al, 2009). Alle nun diskutierten Resultate beziehen sich
auf die Lokalisation von SIMMP1/2, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass weitere,
bisher nicht identifizierte MMPs in der Tomate vorhanden sind, die mit dem Antiserum
Kreuzreagieren.

In Menschen und Tieren ist von einer Vielzahl an MMPs bekannt, dass diese in der
Plasmamembran lokalisiert sind (Sato et al, 1994, Cao et al, 1995). Diese werden der Klasse
der ,,membrane-type” Matrixmetalloproteinasen (MT-MMPs) zugeordnet (Nagase und
Woessner, 1999, Seiki, 1999). Fir SIMMP1 konnte eine Lokalisation in der Plasmamembran
nach transienter Expression der nativen MMP in Zwiebelepidermiszellen gezeigt werden
(Zimmermann, 2004). Schiermeyer konnte 2009 ebenfalls eine Lokalisation von N(MMPL1 in
der Plasmamembran von Tabak-BY-2 Zellen beobachten.

Fur SIMMP1/2 konnte die prognostizierte Lokalisation in der Zellwand von Hypoktylen und
Wurzeln bestatigt werden, und dadurch die Annahme, dass es sich um MT-MMPs handelt
(Abb. 3.11). Besonderst abundant scheint SIMMP1/2 in Zellwénden der Epidermis bzw.
Rhizodermis und in Zellwanden des kortikalen Gewebes vorzukommen. Ob SIMMP1/2
Zellwandstrukturen in Hypokotylen und Wurzeln verandert, indem es mit Strukturproteinen
des Kortex bzw. der Epidermis interagiert, und so bei der Entstehung von Seitentrieben im
Hypokotylen und lateraler Seitenwurzeln in Wurzeln eine Rolle spielen, soll an spéaterer Stelle
in dieser Arbeit diskutiert werden.
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4.7 Phanotypische Charakterisierung von SIMMP1/2-RNA-Interferenz-Pflanzen
(RNAI)

Zur funktionellen Charakterisierung von SIMMP1 in Tomate wurden in dieser Arbeit
transgene Pflanzen eingesetzt, in denen die Expression von SIMMP1 durch RNA-Interferenz
unterdriickt sein sollte. Es galt zunachst zu tberprifen, ob das SIMMP1 “Silencingkonstrukt”
in den Tomatenpflanzen tatsachlich zur Unterdriickung der SIMMP1-Expression auf
Transkriptebene flhrt. Ebenso sollte Gberprift werden, ob aufgrund der hohen
Sequenzéhnlichkeit zwischen SIMMP1 und SIMMP2 auch die Expression von SIMMP2
beeintrachtigt ist. RT-PCR Analysen zeigten, dass in Hypokotylen von RNAi-Pflanzen eine
vollstdndige Herunterregulierung von SIMMP1 und SIMMP2 auf Transkriptebene erzielt
wurde. In Blattern wurde eine deutliche Reduktion von SIMMP1 Transkripten erreicht.
SIMMP2 Transkripte konnten in Blattern von RNAI-Pflanzen nicht detektiert werden (Abb.
3.14), was nicht verwunderlich ist, da bereits beobachtet wurde, dass SIMMP2 nicht
konstitutiv in Blattern exprimiert wird (Abb. 3.10).

Zur phanotypischen und molekularen Charakterisierung von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
wurden unabhéngig transformierte Linien verwendet, welche mittels der Southern-Blot-
Methode identifiziert wurden (Kapitel 3.6.1). Dadurch kann ausgeschlossen werden, dass die
beobachteten Effekte auf Positionseffekte der Insertion zurtickzufiihren sind.

Von einer Vielzahl an MMPs wird eine Funktion wahrend der Embryogenese in Tieren
berichtet. Die Inhibierung der MMP-Aktivitat durch TIMPs (Tissue inhibitor of
metalloproteinases) verursacht dosisabhdngig in 9 Tage alten Embryonen von Ratten eine
Inhibierung des Wachstums und der Entwicklung des Embryos, und reduziert massiv dessen
Uberlebensfahigkeit. Im japanischen Feuersalamander (Cynops phyrrogaster) wurde eine
MMP identifiziert, welche zeitlich und gewebespezifisch wéhrend den Phasen der
Gastrulation exprimiert wird (Bigio und Seyoum, 1999, Suzuki et al, 2001). Bei Pflanzen
konnte noch  kein direkter ~ Zusammenhang zwischen = MMP-Aktivitdt und
Embryonalentwicklung hergestellt werden, obwohl die Expression von Ptal-MMP in
Embryonen der Weihrauchkiefer (Pinus taeda) gezeigt werden konnte (Ratnaparkhe et al,
2009). Es ist auch bekannt, dass MMPs in Pflanzensamen wahrend der Keimung eine
Funktion in der Bereitstellung von Speicherproteinen einnehmen (Belozersky et al, 1990). Die
Befunde dieser Arbeit zeigen, dass SIMMP1/2 keine unersetzbare Funktion wahrend der
Embryogenese oder Keimung zu haben scheinen, da Samen von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
keine Defekte in der Keimungsfahigkeit im Vergleich zum Wildtyp aufzeigen. Ebenso
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entwickeln sich SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen bis zwei Wochen nach der Keimung ohne
besondere Auffalligkeiten.

Zwei Wochen nach der Keimung zeigen SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen einen starken Phanotyp,
der durch die Ausbildung dunkler, nekrotisch aussehender Flecken am Hypokotyl
gekennzeichnet ist (Abb.3.17). Histologische Untersuchungen bei zwei und vier Wochen alten
SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen zeigten, dass die Epidermis stellenweise zu degenerieren scheint,
und es erfolgt die Einlagerung von Sekundarmetaboliten (phenolische Substanzen,
Suberin/Cutin, Kallose) in der Epidermis und in der subepidermalen Zellschicht (Kapitel 3.6.5,
3.6.7). Die Quantifizierung des Gehalts an gebundenen und I6slichen phenolischen
Substanzen zeigte, dass diese in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen massiv akkumulieren (Kapitel
3.6.9).

Des Weiteren konnte mittels RT-PCR-Analysen in Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAIi-
Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen eine starkere Expression von Genen gezeigt
werden, welchen eine Rolle wéahrend der Apoptose zugesprochen wird (Kapitel 3.6.8) (Kim et
al, 2003, Vailleau et al, 2002).

Die Begrenzung des in RNAi-Pflanzen beobachteten Zelltods auf die Epidermis und die
Einlagerung von Phenolen in subepidermalen Zellschicht korreliert mit der im Wildtyp
beobachteten Lokalisation von SIMMP1/2. SIMMP1- und 2 befinden sich in zwei Wochen
alten Hypokotylen nur in Zellwanden der Epidermis und in der subepidermalen Zellschicht
(Abb. 3.20). Bei Hypokotylen von vier Wochen alten Pflanzen konnte eine Lokalisation von
SIMMP1/2 in Zellwénden von Epidermiszellen, Zellen der subepidermalen Zellschicht und im
Kortex beobachtet werden. Das lasst vermuten, dass die beobachteten Effekte direkt auf die
Herunterregulierung von SIMMP1/2 zuriickzufuhren sind.

Dirk Zimmermann konnte das in vivo Substrat von SIMMPL identifizieren (personliche
Mitteilung). Es stellte sich heraus, dass es sich dabei um eine subtilisindhnliche Serinprotease
(P69B) handelt, die auch durch SIMMP1 und SIMMP2 gespalten und inaktiviert zu werden
scheint. Ebenso gibt es erste Hinweise die dafiir sprechen, dass Uberexpression von P69B in
Tabak (Nicotiana benthamiana) zu vermehrten Zelltodereignissen und ROS Bildung flhrt
(personliche Mitteilung von Dirk Zimmermann). Diese Beobachtung korreliert mit den
beobachteten Effekten in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen (Kapitel 3.6.5, 3.6.7, 3.6.9).

Das in vivo-Substrat von P69B ist bekannt. Das Tomatenprotein LRP, welches in der
Zellwand lokalisiert ist, wird in Viroid-infizierten Pflanzen von der pathogen-induzierbaren-
Subtilase P69B prozessiert (Tornero et al, 1996). LRP gehort zur Familie der ,,leucine rich
repeat”’-(LRR) Proteinen, welche an der Erkennung und Initiierung verschiedenster
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Signalprozesse in der ECM eukaryotischer Zellen beteiligt sind (Kobe und Deisenhofer,
2002). Die exakte Funktion des Tomatenproteins LRP ist jedoch bisher unbekannt.

Die Aktivitdt von LRRs fiihrt zu Zelltodereignissen im pflanzlichem Organismus, welche
unter dem Begriff ,,Hypersensitive Reaktion” (HR) bekannt sind (Belkhadir et al, 2004). Die
HR ist charakterisiert durch einen raschen Calcium- und lonenflul3, die Bildung von ROS in
der ECM, sowie die Akkumulation und Oxidation von phenolischen Substanzen, was zur
Veranderung der ECM-Morphologie fuhrt, die Expression von Abwehrgenen am Ort der
Infektion und im umgebenden Gewebe, und Zelltodereignisse, die dem biotrophen Pathogen
die Lebensgrundlage entziehen und dadurch dessen Ausbreitung verhindern (Nicholson und
Hammerschmidt 1992,Greeberg et al, 2003, Nimchuk et al, 2003, Park 2005).

Fur SIMMP1 konnte eine Co-Expression mit dem Enzym NADPH-Oxidase nach FC-
Behandlung gezeigt werden, was eine direkte Rolle des Enzyms wahrend der HR vermuten
lasst (Frick, 2002). Die NADPH-Oxidase ist ein membrangebundener Enzymkomplex
welcher die Bildung von Sauerstoff zum Superoxidanionradikal (O;") in der ECM katalysiert
(Torres et al, 2006). O, alleine ist nicht in der Lage Zelltod auszul6sen, stellt aber ein
wichtiges Signalmolekil dar, welches zu Zelltodereignissen fiihrt. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass Proteasen im Zusammenwirken mit Pflanzenhormonen wie der Salicylsdaure und
Ethylen an der Initiation von Zelltodereignissen beteiligt sind (Mazel und Levine, 2000, Chae
und Lee, 2001). Die vermehrt beobachteten Zelltodereignisse in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen
kdnnten darauf zuriickzufuhren sein, das die regulatorische Wirkung von SIMMP1/2 auf die
P69B Funktion nicht mehr gegeben ist, und es dadurch zu konstitutiven Zelltodereignissen in
SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen kommt. Es konnte auch gezeigt werden dass SIMMP1/2-RNAI-
Pflanzen eine erhohte Ethylenproduktion aufweisen (Kapitel 3.8). Ethylen ist involviert in den
Zelltod als Reaktion auf biotische und abiotische Faktoren, wahrend der Seneszenz, in der
durch Hypoxie induzierten Luftwurzelbildung und wéhrend der Apoptose bei der Bildung des
Endosperms in Mais (Orzaez und Granell, 1997, He et al, 1996, Young et al, 1997). Ethylen
scheint aber nicht essentiell fur die Auslosung der HR zu sein; seine Aktivitat fordert
Zelltodereignisse und tragt zur Ausbildung von HR Symptomen waéhrend der
pathogeninduzierten HR bei (Bent et al, 1992, Lund et al, 1998).

Die beobachtete Akkumulation von Suberin und Cutin in peripheren Zellen des Kortex kann
auf die vermehrt auftretenden Zelltodereignisse in der Epidermis und in der subepidermalen
Zellschicht zuriickzufiihren sein. Suberin und Cutin dienen als Matrix fur Wachse, und bilden
durch ihren hydrophoben Charakter wasserundurchl&ssige Schichten. Derart ausgeristete
Zellen finden sich hdufig in inneren (Caspary-Streifen) und &ufReren Abschlussgeweben
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(Rhizodermis), mit der Funktion den Wasserdurchtritt zu kontrollieren oder zu verhindern.
Bei Verletzungen bilden sie eine physikalische Barriere zwischen Pflanze und Umwelt, was
auch den Eintritt von Phytopathogenen in den pflanzlichen Organismus unterbindet
(Kolattukudy, 1980, 1985). Die Akkumulation von Kallose in peripheren Zellen von
SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen kann ebenso wie die Akkumulation von Suberin und Cutin als
eine Reaktion auf Zelltodereignisse in der Epidermis und subepidermalen Zellschicht
angesehen werden. Sie stellt eine physikalische Barriere fur eindringende Pathogene dar,
welche die Ausbreitung dieser verhindern soll, und verhindert Wasserverluste (Jacobs et al,
2003).

Phenolische Substanzen mit antimikrobieller Wirkung wurden in allen untersuchten
Pflanzenarten gefunden. Manche scheinen konstitutiv gebildet zu werden, manche spezifisch
als Reaktion auf eindringende Pathogene. Ein gemeinsames Merkmal vieler Pflanzen auf
eindringende Pathogene ist die Veresterung von Ferulasaure mit der Zellwand. Ebenso kommt
es zur Bildung von Benzoesdure und Phenylpropanoiden, zur Lignifizierung und Ausbildung
von Papillen als Reaktion auf die Invasion. Diese Vorgange dienen dem Ziel, die Ausbreitung
der Pathogene zu verhindern, bis sekundare Abwehrmalinahmen zum Wirken kommen
(Nicholson und Hammerschmidt, 1992). Geht man von einer konstitutiven HR infolge der
Herunterregulierung von SIMMP1/2 aus, konnte die erhdhte Akkumulation an phenolischen
Substanzen Teil dieser Reaktion sein. Da phenolische Substanzen auch zytotoxisch wirken
kann man nicht mit Gewissheit ausschlielRen, dass der beobachtete Zelltod auf diese Wirkung
zurtickzufuhren ist.

Des Weiteren waren in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen Verénderungen zu beobachten, die
gemeinhin mit Seneszenz in Verbindung gebracht werden. So kam es zum vorzeitigen
Absterben und schlielich zum Abwurf der Kotyledonen (Abb. 3.17, B) und in SIMMP1/2-
RNAI-Pflanzen, die &lter als acht Wochen sind, auch der &ltesten Fiederblatter (Abb. 3.18, B).
Weiterhin zeigte sich bei Betrachtung von Hypokotyl-Querschnitten von SIMMP1/2-RNAI-
Hypokotylen (Kapitel 3.6.7), eine im Vergleich zum Wildtyp verminderte Chlorophyll
Autofluorezenz in der Epidermis und in den subepidermalen Zellschichten. In SIMMP1/2-
RNAI-Hypokotylen scheint die Anzahl an Chloroplasten geringer als im Wildtyp und die
Chloroplasten scheinen nur im kortikalen Gewebe lokalisiert zu sein. Als Phytohormon an der
Ausldsung von Seneszenzprozessen beteiligt ist das Ethylen, fir das in SIMMP1/2-RNAI-
Pflanzen erhdhte Konzentrationen gemessen wurden. Eine weitere Reaktion auf Ethylen ist
die Epinastie, die auch in RNAI-Pflanzen auftrat. Initiale Symptome der Ethylen-induzierten
Seneszenz sind das Welken und die Abszission von Blitenblattern oder Blattern. und die
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Abszission dieser. Wahrend der Seneszenz werden aus é&lteren Blattern Reservestoffe
mobilisiert und in jingere Blattern oder Samen transportiert (Nooden, 1988). Die Seneszenz
geht auch einher mit einer farblichen Veranderung der Blétter von griin zu gelb. Dies erfolgt
durch Abbau von Chlorophyll und Synthese von Anthocyanen und phenolischen Substanzen
(Matile et al, 1999). Es konnte beobachtet werden, dass exogene Applikation von Ethylen bei
vielen Dikotyledonen zur Initiation der Seneszenz in Blutenblattern fuhrt (Woltering und
Doorn, 1988, Reid und Wu, 1992). In Arabidopsis thaliana und Nicotiana sylvestris konnte
gezeigt werden, dass Ethylen einen regulatorischen Einfluss auf die Blattseneszenz ausubt
(Jing et al, 2002, Yang et al, 2008).

Ethylen flihrt zur Reduzierung der endogenen Indol-3-Essigsaure (IAA) Konzentration, einem
Inhibitor der Abszission in der Lamina und Petiole und beeinflusst negativ dessen Transport.
In der Abszissionszone stimuliert Ethylen die de novo-Synthese und Sekretion von Zellwand-
hydrolysierende Enzymen (Suttle et al, 1991). In Arabidopsis thaliana konnte Ethylen als
essentiell fir die Abszission von Blutenbléttern identifiziert werden (Butenko et al, 2003,
Patterson und Bleeker, 2004). Ebenso kommt es wahrend der Seneszenz und Abszission im
pflanzlichen Gewebe zu massiven zellularen und morphologischen Veranderungen, bei denen
neben pflanzlichen Hormonen auch Proteasen involviert sind (Bleeker und Patterson, 1997).
Die Tatsache dass die Herunterregulierung von SIMMP1/2 zu massiven zellularen und
morphologischen Veranderungen fiihrt (Kapitel 3.6), und die beobachtete starkere Induktion
von Genen welche fiir Enzyme des Ethylenbiosyntheseweges kodieren, die erhohte
Ethylenproduktion (Abb. 3.29 und Kapitel 3.8) und der Einfluss von SIMMP1/2 auf die ECM
und ihr proteolytischer Charakter sprechen fur die Involvierung von SIMMP1/2 bei
Vorgangen wie Seneszenz und bei indirekte Effekte welche durch Stress verursacht werden,

wie Abszission.

4.8 Untersuchungen zur Wurzelentwicklung in SIMMP1/2-RNAi- und Wildtyp-

Pflanzen

Wie in Kapitel 3.7 beschrieben, wirkt sich die Herunterregulierung von SIMMP1/2 deutlich
negativ auf die Wurzelentwicklung aus. SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen entwickeln kleinere
Wurzeln als Wildtyp-Pflanzen, was im Vergleich der Gesamtwurzelldangen und der Anzahl an

lateralen Seitenwurzeln deutlich wird.
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Fur Atl-AtSMMPs wurde ebenfalls Gber RT-PCR-Analysen die Expression in Wurzeln
gezeigt (Maidment et al, 1999). lhre genaue Funktion in der Wurzelentwicklung ist jedoch
ungeklart. Fir P69B, welche als ein in vivo-Substrat von SIMMP1/2 identifiziert wurde,
konnte nur eine schwache Expression in der Wurzel nachgewiesen werden. Auch nach
Applikation eines Pathogens wurde keine nennenswerte Expressionssteigerung beobachtet
(Tornero et al, 1997). Dies lasst vermuten, dass P69B in der Wurzel nicht das in vivo-Substrat
von SIMMP1/2 darstellt.

Die beeintrachtigung der Wurzelentwicklung in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen l&sst sich
maoglicherweise durch die bekannten Wirkungen von Ethylen auf die Wurzel- und
Seitenwurzelbildung erklaren (Feldman, 1984). Fir Ethylen wird eine wesentliche Rolle bei
der Induktion von Zelltodereignissen wahrend der Adventivwurzelbilung postuliert
(Mergemann und Sauter, 2000). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Ethylen sich
dosisabhangig negativ auf die Wurzelldnge und auf die Seitenwurzelentwicklung auswirken
kann (Goodlass und Smith, 1978, lvanchenko et al, 2008).

Wahrend Mikroarray-Analysen (Kapitel 3.6.3) wurde beobachtet, dass in SIMMP1/2-RNAI-
Pflanzen das flr Seitenwurzelbildung erforderliche diageotropica Gen (dgt), welches fiir ein
Cyclophilin (SICYP, gi: 170439) mit einer Peptidyl-Prolyl-lIsomerase-Aktivitat kodiert,
herunterreguliert ist. Das dgt Gen spielt eine Rolle bei Auxin-vermittelten Wachstums- und
Entwicklungsvorgangen sowie bei Reaktion auf Umwelteinflisse (Oh et al, 2006). Ein
Ausschalten des dgt-Gens in Tomate fiihrt zur Unfahigkeit, Seitenwurzeln zu bilden
(Ivanchenko et al, 2006).

Bei der Entstehung lateraler Seitenwurzeln, die sich aus den Perizykelzellen der Hauptwurzel
entwickeln, missen die Seitenwurzeln wahrend des Wachstums die Endodermis, die
Wourzelrinde und die Rhizodermis durchbrechen. Ob SIMMP1/2 Zellwandstrukturen in der
Wurzel verandert, indem es mit Strukturproteinen des Kortex bzw. der Epidermis interagiert,
und so bei der Entstehung lateraler Seitenwurzeln eine Rolle spielt, ist momentan noch
ungeklart. Dieser Aspekt sollte in zukinftigen Funktionsstudien Uber die SIMMP1/2

berucksichtigt werden.
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4.9 cDNA-Mikroarray Expressionsanalyse in Hypokotylen von SIMMP1/2-
RNAIi-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp

Nachdem beobachtet wurde, dass die Transformation von Wildtyp-Tomatenpflanzen mit dem
SIMMP1-RNAI-Konstrukt zu einer vollstandigen Herunterregulierung von SIMMP1/2 auf
Transkriptebene in Hypokotylen fuhrt (Abb. 3.14), und dies in einem sichtbaren Phanotyp
resultiert (Kapitel 3.6.4), wurde mittels Mikroarray-Analysen untersucht, wie sich der Verlust
von SIMMP1/2 auf die Genexpression in Hypokotylen von SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen im
Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen auswirkt, und ob diese mit den phéanotypischen
Veranderungen korreliert. Fur diesen Versuch wurden Pflanzen von drei unabhéngigen
(Kapitel 3.6.1) SIMMP1/2-RNAi-Linien (HP 2.9, HP 4.5, HP 1.6) verwendet, und mit
UCB82b-Pflanzen als Wildtyp-Kontrolle verglichen. Auffallig erhoht war in den RNAI-
Pflanzen der Anteil an Genen, die eine Rolle bei Entwicklungsprozessen, bei Stressreaktionen,
bei Reaktionen auf abiotische und biotische Reize, bei Transportvorgéngen spielen, und Gene
die an noch unbekannten biologischen Prozessen beteiligt sind (Abb. 3.16).

In diesem Abschnitt sollen nun die Resultate der Mikroarray-Analyse im wissenschaftlichen
Kontext und im Bezug auf die phanotypischen Beobachtungen diskutiert werden.

Wéhrend der Mikroarray-Analysen wurden einige in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen stérker
exprimierten Gene identifiziert, denen eine mdgliche Funktion in der Zellwand zukommt.
Dies beinhaltet Gene, welche fur UDP-Glucuronat-Decarboxylase-3 (SGN-U215820), Pectat-
Lyase (SGN-U212774), Pektinesterase (SGN-U213559), eine extrazelluldre Subtilisin-
ahnlichen Protease (SISBT3) (SGN-U212604), eine Ascorbat Oxidase (SGN-U214702) und
fiir Prolin-reiche Proteine (SGN-U213316) kodieren. UDP-Glucuronat-Decarboxylase-3 ist
ein Enzym welches bei der Synthese von Hemicellulose beteiligt ist (Bindschedler et al, 2005).
Pectat-Lyasen spalten nicht-veresterte Pektine, welche einen wesentlichen Bestandteil der
Primérwand darstellen (Marin-Rodriguez, 2002). Pektinesterasen kdnnen die Esterbindungen
zwischen den Galakturonséureresten von Pektinen aufbrechen, und dadurch Pektine
degradieren (Tucker und Zhang, 1996). Prolin-reiche-Proteine sind wesentliche Bestandteile
der Zellwénde und nehmen eine Funktion als Strukturproteine ein (Showalter, 1993). Die
genaue Funktion von SISBT3 ist noch nicht bekannt, da es sich jedoch um eine extrazellulare
Protease handelt, kann man nicht ausschlielen, dass sie mdglicherweise an der
Strukturgestaltung in der Zellwand beteiligt ist (Ottmann et al, 2009, Cedzich et al, 2009).
Ascorbat-Oxidasen stellen das wichtigste und moglicherweise einzigte Antioxidantsystem in
der Zellwand dar. lhre Aktivitat ist essentiell fir die pH-Homdostase in der Zellwand
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(Pignocchi et al, 2003). Diese soeben beschriebenen Gene (ben alle eine Funktion in der
Zellwand bei der Strukturgestaltung oder wéhrend Signalprozessen aus. Diese Beobachtung
korreliert sehr gut mit den zuvor beschriebenen phanotypischen Veranderungen der
Zellwandmorphologie (Kapitel 3.6.5, 3.6.7).

In Kapitel 3, Tabelle 5 sind Gene aufgelistet, welche eine Funktion in der Photosynthese
einnehmen, oder mit dieser assoziiert sind. Besonders auffallig ist die Tatsache, dass deutlich
mehr dieser Gene in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen im Vergleich zum Wildty-Hypokotylen
herunterreguliert sind. Diese Beobachtung korreliert mit der Tatsache, dass in SIMMP1/2-
RNAi-Hypokotylen eine geringere Autofluoreszenz von Chloroplasten detektiert wurde
(Kapitel 3.6.7). Dies kann auch ein moglicher Hinweis auf vermehrt auftretende Seneszenz in
SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen sein.

Eine Vielzahl von Genen, welche an Transportvorgangen beteiligt sind, wurden in
SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen als differentiell reguliert identifiziert (Kapitel 3, Tabelle 4).
Besonders interessant sind solche, welche fiir Vakuolar-Transporter kodieren. Vakuolen
nehmen essentielle Funktionen im pflanzlichen Organismus ein. Sie kdnnen 40-90 % des
Zellvolumens einnehmen, sorgen fir den Turgor und verleihen der Pflanze Stabilitét. Sie sind
zudem wichtige Speicherorgane fir sekundare Metabolite und dienen auch der Entgiftung der
Zellen (Yazaki, 2005). Das Gen welches fir die Untereinheit G des vakuolédren ATPase-
Komplexes kodiert (SGN-U216066) wird in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen stérker
exprimiert. H*-ATPasen generieren einen elektrochemischen Protonen-Gradienten welcher
die treibende Kraft fur Transportvorgénge darstellt (Sze et al, 1999). Der Transport von
Glucoside phenolischer Substanzen durch ABC-Transporter wie p-Hydroxyzimtsdaure oder p-
Hydroxybezoesaure in die Vakuole wird unter Ausnutzung eines elektrochemischen
Protonen-Gradienten bewerkstelligt (Yazaki, 2005). Ebenso konnte ein Gen welches fir eine
vakuolaren Malat/Fumarat Transporter (SGN-U224652) kodiert identifiziert werden. Diesem
wird eine Funktion bei der Regulierung der pH-Homd@ostase im Cytosol zugeschrieben (Hurth
et al, 2005). Die Aktivitit von Vakuolentransportern ist essentiell fir die zellulére
Funktionalitat bei Pflanzen, und die beobachteten Genexpressionsédnderungen kénnten auf die
vermehrte Bildung phenolischer Substanzen und ihren Transport in die Vakuole
zuriickzufuhren sein.

Des Weiteren wurden viele Gene als signifikant differentiell reguliert identifiziert, welche
eine Funktion in der pflanzlichen Stressantwort und der Reaktion auf biotische und abiotische
Reize zugesprochen wird (Kapitel 3.6.3, Tabelle 2 und 3). Darunter fallen Gene welche beim
Zucker- (SGN-U212862, SGN-U225515, SGN-U212825, SGN-U219866, SGN-U212714,
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SGN-U225539, SGN-U225521) beim Aminosduren- (SGN-U225512, SGN-U213123, SGN-
U216928) und beim Lipidmetabolismus (SGN-U223668, SGN-U217927) eine Rolle spielen.
Des Weiteren sind Gene in ihrer Expression verandert, die fir “Pathogenesis-Related” (PR)
Proteine kodieren (SGN-U212989, SGN-U218758, SGN-U213790), fir Gene des
Wundsignalweges (SGN-U212777), der Ethylenbiosynthese (SGN-U213523) und Gene
welche flr Abwehrproteine kodieren oder fiir solche die mit diesen VVorgéngen assoziiert sind
(SGN-U223601, SGN-U223030, SGN-U216073, SGN-U215423, SGN-U219974, SGN-
U218882, SGN-U213159, SGN-U212639). Dies deutet darauf hin, dass es aufgrund der
Herunterregulierung von SIMMP1/2 zu massiven Verdnderungen des pflanzlichen
Metabolismus sowie zur Induktion von Abwehrgenen kommt. Welche der beobachteten
Effekte direkt aus dem WVerlust der SIMMP1/2  Aktivitdt resultieren und welche

maoglicherweise sekundarer Natur sind, lasst sich zum jetzigen Zeitpunkt nicht sagen.

4.10 Expression von SIMMP1/2 in Reaktion auf verschiedene Stimuli

Fur die SIMMP1/2 konnte gezeigt werden, dass sie nicht nur entwicklungsabhdngig
exprimiert werden, sondern auch in Reaktion auf verschiedene Stimuli. Fir SIMMP1 konnte
eine starke Induktion nach Fusiccocin-Behandlung (FC) mittels Mikroarray-Analysen gezeigt
werden (Frick und Schaller, 2002). Dieses Resultat konnte in dieser Arbeit mittels RT-PCR-
Analysen bestatigt werden (Kapitel 3.9.1). Die Induktion von SIMMP1 nach FC-Behandlung
war im Vergleich zu den Kontrollpflanzen gering. Der Induktionsfaktor fir SIMMP2 scheint
groRer zu sein als fur SIMMPL, was auch an der geringeren konstitutiven Expression liegt.

FC bindet an einen Rezeptor in der Plasmamembran, welcher zu der 14-3-3 Protein-Familie
gehort (Kourthout und Boer, 1994, Marra et al, 1994, Oecking et al, 1994). Dies bewirkt eine
Hyperpolarisierung der Membran, was Auswirkungen auf den lonenfluss hat. Dies hat
Einfluss auf Prozesse wie Zellexpansion, Samenkeimung, Stomatadffnungsverhalten und
Né&hrstoffaufnahme der Pflanze (Marre, 1979). Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass
FC die Expression von Wund-induzierbaren-Genen, die Systemin-induzierte Depolarisierung
der Plasmamembran, die Expression von Abwehrgenen und die Bildung von ROS durch
Alkalisierung der ECM inhibiert (Dohtery und Bowles, 1990, O’Donnel, 1994, Moyen und
Johannes, 1996, Messiaen und van Cutsem, 1994, Simon-Plas et al, 1997, Schaller und
Oecking, 1999).
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Die rasche und transiente Expression von SIMMP1 und NADPH-Oxidase deutet auf eine
Funktion dieser Proteine in der FC-vermittelten Reaktion hin (Frick und Schaller, 2002).
NADPH-Oxidase ist ein Enzym, welches an der Bildung von Superoxid-Anionen beteiligt ist.
Diese gehoren zu den ROS und kdnnen Ausloser der HR sein. ROS sind in diesem
Zusammenhang auch an der Verstarkung der Zellwénde beteiligt, indem durch ihre oxidative
Wirkung prolinreiche Zellwandproteine vernetzt werden. ROS kdnnen anhand ihrer toxischen
Wirkung direkt auf Pathogene einwirken und diese abtéten (Mur et al, 2008). Die Funktion
von SIMMP1/2 konnte eine Beteiligung an der Verstarkung der Zellwand sein, die
Freisetzung von Zellwandbestandteilen, welche als Elicitoren wirken und weitere Signalwege
aktivieren oder eine an der Regulierung der HR durch ihren Einfluss auf die P69B.

Die Untersuchungen zur Induzierbarkeit von SIMMP1/2 in Blattern von Tomatenpflanzen
mittels RT-PCR nach Infektion mit Sclerotinia scleortiorum, einem Pilz mit nekrotropher
Lebensweise, zeigten dass SIMMP1 und SIMMP2 bereits 17 Stunden nach der Infektion
induziert wurden. Nach 24 Stunden scheint die Expression der untersuchten Gene schwécher
zu werden, gefolgt von einem erneuten Anstieg der Expression nach 48 Stunden (Kapitel.
3.9.2). Unterschiede in der Quantitat der nekrotischen Flachen in Blattern von SIMMP1/2-
RNAI-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Blattern scheint es aber nicht zu geben, und es
konnte auch kein Unterschied in der Wachstumskinetik des Pilzes aus SIMMP1/2-RNAI-
Blattern im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. (Abb. 3.33). Da eine erhohte
Expression von SIMMP1/2 auch mit dem Wachstum eines nekrotrophen Pilzes, S.
sclerotiorum, im Blattgewebe beobachtet werden kann, ist eine Abhdngigkeit der Induktion
von SIMMP1/2 in diesem Fall von einer R-Gen-vermittelten Abwehr auszuschliessen. Die R-
Gen-vermittelte Abwehr fuhrt in diesem Fall nicht zu einer erfolgreichen Eingrenzung des
Pathogens, da durch den eingeleiteten programmierten Zelltod in Form einer HR dem
Pathogen nicht die Lebensgrundlage entzogen wird (Mur et al, 2008, Govrin und Levine,
2000, Jones und Dangl, 2006).

Die Besiedlung von Wirtspflanzen durch nekrotrophe Pathogene erfolgt durch Abtdtung des
Gewebes sowohl durch Elicitoren, als auch durch wirtspezifische oder wirtsunspezifische
Toxine (Govrin und Levin, 2000, Mayer et al, 2001, Cotton et al, 2003). Ein essentielles,
wirtsunspezifisches Toxin aus S. sclerotiorum ist die Oxalséure. Oxalsdure wird vom Pilz in
das pflanzliche Gewebe sekretiert und sauert dadurch den Apoplasten bis auf pH 4 bzw. 2 an
(Rollins und Dickman 2001). Dies kann direkt einen toxischen Effekt auf das pflanzliche
Gewebe austiben, verhindert aber auf jeden Fall durch die Verschiebung des pH-Wertes in der
Zellwand die Aktivitat pflanzlicher Enzyme. Des Weiteren wird durch Oxalséure die fir die
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Aktivitdt vom Pilz sekretierten zellwandabbauender Enzyme notwendige Umgebung
geschaffen. Die Fahigkeit zur Chelatbildung mit Ca®*-lonen destabilisiert ebenfalls die
Zellwandstruktur von Pflanzen (Hegedus und Rimmer, 2005).

Denkbar wére im Falle einer Infektion mit S. sclerotiorum, dass durch die Ans&uerung der
ECM, die Aktivitdt von SIMMP1/2 unterbunden wird. Dadurch bleibt P69B aktiv und es
kommt zur konstitutiven HR, wovon der Pilz profitieren wiirde. Wahrscheinlicher ist jedoch
dass die Ansduerung der Zellwand samtliche Abwehrsysteme der Pflanze in der Zellwand
unterbinden soll. Da PR-Proteine der P69-Familie ein pH-Optimum von 8,5-9 haben (Vera
und Conejero, 1988), ist davon auszugehen dass P69B bei Infektion mit S. sclerotiorum nicht
mehr aktiv ist und somit nicht an der direkten Abwehr beteiligt.

Nachdem die Induzierbarkeit von SIMMP1 und SIMMP2 durch Fusicoccin und S.
sclerotiorum nachgewiesen worden war, sollte nun eine mogliche Rolle von SIMMP1 und
SIMMP2 bei Infektion mit biotrophen, prokaryontischen Pathogenen untersucht werden. Bei
dem hierfiir verwendeten Pathogen (Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv)) handelt es
sich um aerobe, gram-negative Stdbchen mit einem einzelnen polaren Flagellum. Xcv
verursacht charakteristische Symptome (bacterial spot diseease) in Paprika und Tomate (Data
Sheets on Quarantine Pests, 90/399003). Die Pathogenitat von Xcv gegenuber Wirtspflanzen
und die Auslosung der HR in resistenten Pflanzen wird durch Gene vermittelt welche in
einem chromosomalen 23-kb grofRen Cluster dem, hrp-Cluster (hypersensitive reaction and
pathogenicity), zusammengefasst sind. Neun hrp-Gene kodieren fur ein Typ-IlI-
Seketionssystem (TTSS), welches der Sekretion von bakteriellen Virulenzfaktoren in die
Wirtszelle zur Etablierung einer Infektion (kompatiblen Interaktion) dient und der Sekretion
von Avirulenzfaktoren (avr) was zur Auslésung einer HR fuhrt (inkompatiblen Interaktion).
Die Erkennung des Pathogens durch den Wirt setzt voraus, dass im Wirt ein R-Gen z. B. Bs3
fir AvrBs3 vorhanden ist, und dass das Pathogen das entsprechende Avirulenz-Gen (z.B.
AvrBs3) besitzt (Bonas et al, 1989, Bonas et al, 1991, Bonas et al, 2000, Mudgett et al, 2000,
Minsavage et al, 1990).

Die in dieser Arbeit eingesetzten Stdimme von Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv)
waren mit Ausnahme der Gene, die fiir die Pathogenizitat verantwortlich sind, isogen. Es
wurden ein virulenter (Xcv 85-10), ein avirulenter (AvrBs3) und ein hrp-defizienter (hrp’)
Stamm eingesetzt, von denen letzterer durch Mutation der hrp-Gene A bis G des Typ-lll
Sekretionsapparats nicht pathogen ist (Schornack, Inst. Pflanzengenetik Universitat Halle,

pers. Mitteilung).
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Im Falle einer Funktion von SIMMP1/2 in der Pathogenabwehr sollte der Expressionsspiegel
von SIMMP1/2 in Uberexpressions-Linien und RNAi-Linien einen Einfluss auf das
Wachstum und die Ausbreitung der Pathogene haben.

Xcv 85-10 hrp™ zeigte in allen untersuchten Genotypen ein &hnliches Wachstumsverhalten,
was auf die Unféhigkeit des verwendeten Stamms zurtickzufiihren ist, die fur ein Wachstum
und Uberleben notwendige Umgebung zu schaffen. Dieser Stamm erreicht eine
Populationsgrofe die nur etwa einen Zehntel der Populationsdichte des Xcv 85-10 pDsk 200-
und einen Hundertstel der Populationsdichte des Xcv 85-10- Stamms entsprach (Abb. 3.37).
Die Stamme Xcv 85-10 und Xcv 85-10 pDsk 200 zeigten in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen ein
reduziertes Wachstum im Vergleich zu Wildtyp- und SIMMP1-Uberexpressions-Pflanzen,
wobei Xcv 85-10 pDsk 200 im Vergleich zu Xcv 85-10 ein um des 10fache reduziertes
Wachstum aufzeigte, was auf eine spezifische Erkennung von AvrBs3 zuriickzufuhren ist
(Abb. 3.35 und 3.36). Im Falle der Infektion mit Xcv 85-10 pDsk 200 konnte eine Induktion
von SIMMP1/2 beobachtet werden (Abb. 3.43 C). Im Falle der Infektion mit Xcv 85-10 und
Xcv 85-10 hrp” konnte keine Induktion von SIMMP1/2 festgestellt werden, allerdings wurde
SIMMP2 nach Infektion mit diesen Stdimmen konstant auf einen relativ niedrigen Spiegel
exprimiert. Das ist insofern bemerkenswert, da SIMMP2 keine konstitutive Expression in
Blattern zeigt (Abb. 3.43 B und D).

Diese Beobachtung lasst vermuten, dass die Induktion von SIMMP1/2 einerseits von TTSS
sekretierten Effektoren abhéngig ist, andererseits missen bislang unbekannte Faktoren fiir die
konstante Expression von SIMMP2 im Blattgewebe verantwortlich sein, die jedoch mit der
bakteriellen Infektion korrelieren und nicht TTSS abhéngig sind, da eine Expression auch bei
Verwendung von Xcv 85-10 hrp” zu beobachten war (Abb. 3.43 D). Zusétzlich konnte in der
Kontrolle keine Expression von SIMMP2 beobachtet werden aufler zum Zeitpunkt Null, was
auf die mechanische Belastung des Blattes infolge der Infiltration zuriickzufiihren ist (Abb.
3.43 A).

Die Beobachtung dass SIMMP1/2 nach Infektion mit Xcv 85-10 pDsk 200 induziert wird
korreliert mit der Tatsache dass SIMMP1/2 einen regulatorischen Einfluss auf P69B ausiibt,
welches moglicherweise an der R-Gen-Vermittelten-Abwehr von Xcv  beteiligt ist
(Minsavage et al, 1990, Tornero et al, 1997). Ebenso deuten diese Resultate darauf hin, dass
SIMMP1/2 keinen direkten Einfluss auf die Bakterien ausiiben, da die Uberexpression von
SIMMP1 keinen negativen Effekt auf das bakterielle Wachstum hat.

Die Annahme, dass es infolge der Herunterregulierung von SIMMP1/2 zur konstitutiven HR
kommt, konnte das geringere Wachstum von Xcv auf SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen erklaren.
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Der erhohte Gehalt an gebundenen und l6slichen phenolischen Substanzen in SIMMP1/2-
RNAI-Pflanzen (Kapitel 3.6.8) kdnnte sich ebenfalls negativ auf das bakterielle Wachstum
auswirken, da bekannt ist, dass phenolische Substanzen von Pflanzen in Reaktion auf
eindringende Pathogene gebildet werden. Phenolische Substanzen finden wéhrend der
Pathogen-Antwort eine Funktion als Phytoanticipine, Phytoalexine, physikalische Barrieren
und als Elicitoren zur Induktion von Abwehrgenen (Hammerschmidt, 2005). Fir phenolische
Substanzen welche zur Gruppe der Flavonoide gehdren wurde beobachtet dass sie nach
Applikation von Elicitoren in Gurke akkumulieren und eine antimikrobielle Wirkung
aufweisen (Fawe et al, 1998). Ebenso konnten mittels Mikroarray-Analysen Gene in
SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen als starker exprimiert identifiziert werden welche fir Enzyme
kodieren (Hydroxyzimtsauren-Transferasen SGN-U215516, Chalcon Synthase SGN-
U219061), die an der Bildung phenolischer Sekundérmetabolite beteiligt sind. Des weiteren
wurden Gene in SIMMP1/2-RNAI-Pflanzen starker exprimiert identifiziert, welche fur
Proteine mit antimikrobieller Wirkung kodieren. Dazu gehéren Proteine, die zur Lyse der
Zellwand von Pathogenen beitragen, wie Chitinasen (SGN-U213790) oder p-1-3 Glucanasen
(SGN-U214527) (Selitrennikoff, 2001). Ebenso sind mit VVorgangen der Apoptose assoziierte
Gene stdrker exprimiert (Hinl-like-Protein SGN-U213159, Abb. 3.23). Alle diese
beobachteten Effekte tragen moglicherweise zu einem negativen Einfluss auf das bakterielle
Wachstum bei.

Die Infiltration von von Xanthomonas campestris pv. campestris (10* cfu/ml) verursacht in
Blattern von SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen massive Reaktionen, was mit dem Absterben ganzer
Organe verbunden ist. Dieser Effekt ist am deutlichsten in den &ltesten, zweitéltesten und
drittéltesten Blattern ausgepragt. Um die auftretenden Effekte (ber einen langeren Zeitraum
beobachten zu kénnen wurden die viertaltesten Blatter, von sechs Wochen alten SIMMP1/2-
RNAi (HP)-, SIMMP1-Uberexpressions (Nat)- und Wildtyp (UC82b)-Pflanzen mit
verschiedenen Xcv Stammen infiltriert (10* cfu/ml). Da die Blatter von SIMMP1/2-RNAI-
Pflanzen unabhéngig des verwendeten Stamms immer die gleiche Reaktion aufzeigten, wurde
auch ein E. coli Stamm (DH10b) als ein Nicht-Pflanzenpathogen als Kontrolle infiltriert (10*
cfu/ml) (Abb. 3.38-3.42). Bereits flinf Tage nach Infiltration zeigten Blatter von SIMMP1/2-
RNAi-Pflanzen groRflachige nekrotische und chlorotische Bereiche, die sich nach zehn und
15 Tagen immer weiter ausbreiteten, bis ca. 2/3 der Blattflache nekrotisch waren. Da die
Reaktion ungeachtet des verwendeten Xcv-Stamms immer die gleiche Auspréagung hatte, und
dieselben Effekte auch bei Infiltration von E. coli auftraten, kann man davon ausgehen dass
die beobachtete Reaktion nicht TTSS-abhé&ngig und auch nicht spezifisch gegen das Pathogen
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gerichtet ist. Vielmehr deuten die Effekte auf eine Uberreaktion infolge der Applizierung
eines biotischen Stressfaktors. Die Erkennung von Pathogenen in der Nicht-Wirtsresistenz
von Pflanzen erfolgt durch Rezeptoren (pattern recognition receptors (PRRs)) welche
charakteristische molekulare Strukturen potentieller Pathogene erkennen (pathogen associated
molecular patterns (PAMPSs) (Zipfel et al, 2006). PAMPs dienen in Pflanzen als Elicitoren,
welche eine Abwehrreaktion hervorrufen. Die Erkennung von PAMPs fiihrt in der Pflanze zur
Restrukturierung der Zellwand, Bildung von ROS und zur Induktion von Abwehrgenen.

Strukturen wie Chitin und Ergosterol konnen bei Pilzen PAMPs darstellen und Liposacharide
(LPS), cold-shock-Protein (CSP), Flagellin und EF-Tu bei Bakterien (Nirnberger et al, 2004,
Zipfel et al, 2004). Die Erkennung einiger PAMPs ist auf wenige Spezies beschrankt, wie
CSP und EF-Tu bei Solanales und Brassicales. Flagellin scheint ein sehr universelles PAMP
darzustellen, da es von vielen Spezies erkannt wird (Zipfel et al, 2006). Die Tatsache, dass
Infolge der Herunterregulierung von SIMMP1/2 identische Reaktionen nach Infiltration von
verschiedenen Xcv-Stdmmen und E. coli auftreten, konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass
die Erkennung von PAMPs wie Flagellin in SIMMP1/2-RNAi-Pflanzen in eine massive
Abwehrreaktion muindet, welche zum Absterben ganzer Organe fiihren kann. Flur SIMMP1/2
kann aufgrund der hier erzielten Resultate eine direkte Beteiligung an der Pathogenabwehr
ausgeschlossen werden. Vielmehr deuten alle Resultate auf einen regulatorischen Einfluss von
SIMMP1/2 auf die Pathogenerkennung und die daraus resultierenden Reaktionen bis hin zu

einer Regulierung von Zelltodereignissen wahrend der HR, hin.

411 Fazit und Ausblick

Die Resultate dieser Arbeit liefern wichtige Grundlagen flr eine weitere zielgerichtete Suche
nach den Funktionen von SIMMP1/2 in Tomatenpflanzen. Die Identifizierung und Ermittlung
der katalytischen Eigenschaften von SIMMP2 fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass es sich bei
SIMMP1/2 um Enzyme mit redundanten Eigenschaften handelt. Ein Fokus der vorliegenden
Studie lag in der phénotypischen und molekularen Charakterisierung von SIMMP1/2-RNAIi-
Pflanzen, welche auch Voraussetzung fur die Aufklarung der Funktion von SIMMP1/2 war.
Fur SIMMP1/2 konnte eindeutig eine Funktion wahrend der pflanzlichen Entwicklung gezeigt
werden. Dies beinhaltet die Beteiligung an der Strukturgestaltung und Zusammensetzung der
pflanzlichen Zellwand. Des Weiteren scheint fir SIMMP1/2 eine regulatorische Funktion in
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der Apoptose wahrend Wachstums- und Entwicklungsprozessen gegeben. Eine Funktion
wéhrend der pflanzlichen Abwehrreaktion auf eindringende Pathogene ist ebenfalls gegeben.
Ob SIMMP1/2 einen direkten Einfluss auf die Pathogene ausubt, oder ob sie eine
regulatorische Rolle spielen, konnte noch nicht endgultig geklart werden.
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6. Anhang

6.1: cDNA Sequenz der SIMMP1 und vom SIMMP2-EST-Klon (cLHT22F10). Gezeigt
sind die Ansatzstellen der verwendeten Primer fur die SIMMP1 (Rot) und SIMMP2
(Griin) die zur Uberpriifung des “Silencing” benutzt wurden. Sternchen (*) markieren
identische Nukleotide zwischen der SIMMP1 und SIMMP2.

SIMMP1 ATATATATATAATAAAGAGCAGAGAGAAGTTGCAAGTAAGCAAATTAGAACAATTTAGCA
CLHT e
MMP 15
SIMMP1 AGCAAGTTTCTGATGAGGATTCCTTTATTCATCGCCATACTTTTTGTTCTTAGTGTTCCA
CLHT ———AA-———- TGAGGAGGATTCATCTATACAT TTGCA
** *hAh FhkAA AAkAAA K Kkkhk Kkhkkh Khxkhkihk KKk Kkhkkhkk Kk Kk K Kk K%k
MMP 25

SIMMP1 TTTCCATC-TTCAGCTCATTTCTTCCCAAATATTTCTTCAATTCCTCCTAATTTATTGAA
CLHT AACTAGTTGTTCAGCTCATTTCTTTCCAAATATTTCATCAATCCCTTCTTCTTTACTCAA
* **x **k*k Kk *k*k*k Kk Kk
SIMMP1 ACCAAATGCCACTGCCTGGGATGCTTTTAACAAGTTATTAGGATGCCATTCCGGTCAGAC
CLHT ACCTAATGCCACTGCTTGGACTTCTTTTCAAAAGTTGTTAGGATGTCAACCTGCTCAGAA
*hh KAkAAAAAAkAki *hk * FKhkAkAAk Kk KAhAAkAk KAAAkAkAAAA Ak * K KkhkAhk

SIMMP1 GGTCGACGGCTTAGCGAAAATCAAAAAATATTTTCACTACTTTGGATACATTAATAATTC
CLHT AGTCGACGGCATTGCTAAAATCAAAAAATATTTTCAACATTTTGGTTACATTAATAATTT
FAhAAAAAAKA K* dhk AAxAAAAAAhAAhAAhAkhAhhhhiikx * KhkhAA KhkAAAhAAAAhkAAA
SIMMP1 TTCCA---CTAACTTCACTGATGATTTTGATGATACTCTTGAATCTGCTCTCAAGACCTA
CLHT GAGTAGTTTTAATTTCACTGATGAATTTGATGATACTCTTGAATCTGCTCTCAAGACGTA
* E **x
SIMMP1 CCAGCTTAACTTCAACCTCAACACCACCGGTGTGCTCGACGCGAACACCATTCAGCATCT
CLHT TCAGAGAAATTTCAACCTCAAAGCCACCGGTGTGCTCGATGCGCCCACCATTCAGCATCT
E E x Kk KAhkAAAAAAAAX E A R

SIMMP1 CATAAAACCCAGATGTGGAAACGCTGATGTAGTTAACGGTACTAGTACTATGAACTCCGG
CLHT CATAAAACCCAGATGTGGAAATGCCGATCTAGTTAACGGTACTAGTACTATGAACGCTGG
nnnnnnn **x Kkk * X Kk

SIMMP1 TAAGCCACCGGCAGGTTCTCCGACGATGCACACCGTAGCTCACTACTCCTTCTTTCCGGG
CLHT AAAGCC-mmmmmmm e e e e e GCACACGGNGGCTCACTACTCCTTCTTTCCTGG
E = * **x
MMP 13
SIMMP1 AAGTCCACGGTGGCCGGCGAACAAGAGAGATCTGACATATGCTTTTGCACCGCAGAATGG
CLHT AAGACCA TGATTTGACTTATGCCTTTCTACCGGCAAACAA
*khk Kkk *hkkkhkAhk X X E E x E *hkk **
MMP 23
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SIMMP1
CLHT

SIMMP1
CLHT

SIMMP1

CLHT

SIMMP1

SIMMP1

SIMMP1

SIMMP1

SIMMP1

SIMMP1

SIMMP1

SIMMP1

ACTGACGGATGATATTAAGATTGTGTTCACACGAGCGTTTGATAGGTGGTCGGAGGTGAC
TTTGACGGATGATATTAAGAGTGTCTTCTCACGTGCGTTTGATCGGTGGTCGGAGGTAAC

xxxxxx ***k Fk*k **

TCCATTGACGTTTACTGAAATAGCATCGTACCAATCGGCTGATATTAAGATCGGGTTTTT
CCCOTTGA= —m——————mmmmmmmmmmmmo /oy PR

** Kkhkkk *x*k

GTTTTCCCCACCGGCGGGGCATTTTCACTTGGACGGCGAGGAGAACTGGGTGATCGACGG

TGCGCCGATAGTTGATGGGAATTTCTTTTCTATATTGTCGGCGGTGGACCTTGAATCGGT

TGCGGTTCATGAAATCGGGCATTTATTGGGTTTGGGTCATTCATCCGTAGAAGATGCTAT

TATGTACCCGACTTTAGGAGCGGGTACCCGAAGAGTCGAGCTTAGAAATGATGATATATT

GGGAGTCCAGGAGTTATACGGGTCTAACCCGAATTATACTGGGCCAAACCCAAATTTGAC

TCCGAGCCAAGAGAGTGACACAAATGGAGCCCCGATATTTGAGTTATCATGGTTTCATGG

GTTTCTTGGTTTATTCTTTGCTTTGTTCATTCAACTGTAGTTGATGGCATGATGTGATTA

TTTTTTAATACTATATACTTGATTCATCTTTTTAAAAAAAAAAAAA
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6.2:  Tabellarische Auflistung der als differentiell reguliert identifizierten Gene in
SIMMP1/2-RNAIi-Hypokotylen, gesondert nach ihrer Funktion wéhrend verschiedener
biologischer Prozesse (zelluldare Prozesse in Tabelle 7, metabolische Prozesse in
Tabelle 8, unbekannte biologische Funktion in Tabelle 9, Proteinmetabolismus in
Tabelle 10, Entwicklungsprozesse in Tabelle 11, Stressantwort in Tabelle 12, Reaktion
auf biotische und abiotische Reize in Tabelle 13, Transportvorgangen in Tabelle 14,
verschiedene biologische Prozesse in Tabelle 15, Transkription in Tabelle 16, Zell-
Organisation und Biogenese in Tabelle 17, Signaltransduktion in Tabelle 18,
Elektronentransport und Energieprozesse in Tabelle 19, DNA und RNA Metabolismus
in Tabelle 20).

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information Resource At Gene ID Network p-wert | Fold change
Homolog .
uUnigene
1-AMINO-CYCLOPROPANE-1- SGN-U216896 0.003484 1.050
CARBOXYLATE SYNTHASE 2 AT1G01480
60S ribosomal protein L23 (RPL23A) AT1G04480 SGN-U213170 0.000718 1.235
60S ribosomal protein L10A (RPL10aA); AT1G08360 SCN-U212967 0.000059 2.087
glycinamide ribonucleotide synthetase (GAR AT1G09830 SGN-U222585 0.013468 0.993
synthetase)
GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE AT1G13440 SGN-U212862 0.000005 5.445
DEHYDROGENASE C2 (GAPC2)
Encodes eukaryotic translation initiation factor SGN-U214373 0.000006 6.375
5A (EIF-5A) AT1G13950
Encodes a homolog of the potato p24 protein AT1G14410 SGN-U218758 0.000050 6.699
60S ribosomal protein L6 (RPL6A); AT1G18540 SGN-U213998 0.000010 3.133
armadlllolbeta-_catenln repeat famlly protein / AT1G24330 SGN-U220674 0.000872 1.189
U-box domain-containing family protein
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SGRUZLE 12 0.004670 2.000
CONSTITUTIVELY ACTIVATED CELL AT1G29690 SGN-U227156 0.003447 1.150
DEATH 1
UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 11 AT1G32850 SGN-U219177 0.000276 3.384
(UBP11)
embryo defective 1075 (emb1075) AT1G43710 SGN-UZ12595 0.016509 0.837
E4/E8 binding protein-1 AT1G43770 SGN-U216046 0.000686 1.109
NUCLEOLIN LIKE 1 AT1G48920 SGN-U213956 0.000461 2.898
Ubiquitin-specific protease 6 (UBP6) AT1G51710 SGN-J214827 0.015336 1.763
Ran-binding prot(_em 1 domain-containing AT1G52380 SGN-U217017 0.000038 5.419
protein / RanBP1
LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SGN-U212777 0.001161 1.054
DNAJ heat sho_ck_ N-termlnal domain- AT1G56300 SGN-U216926 0.000857 4.661
containing protein
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216896
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28385&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213170
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137253&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212967
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28929&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222585
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27157&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212862
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27933&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214373
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27588&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218758
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29509&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213998
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30272&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27736&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227156
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31196&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219177
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30051&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212595
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29775&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216046
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29663&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213956
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28251&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214827
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217017
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27458&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216926
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TCP family transcription factor AT1G58100 SCN-U219466 0.008200 1.011
PHOSPATIDYLINOSITOL 3-KINASE AT1G60490 SCN-U229859 0.000153 0.864
similar to senescence-associated protein-

related AT1G61000 SGN-U215002 0.000673 1.630

MADS-box transcription factor FBP29 AT1G69120 SGN-U227986 0.000392 1.546

Encodes a putatlvEeS?eéllr;e/threonlne kinase AT1G69220 SGN-U218755 0.000007 3.464

Encodes a member of the NAC transcription AT1G69490 SGN-U213218 0.000664 1.131
factor gene family

Encodes a homeodomam Ieucme zipper class | AT1G69780 SGN-U216815 0.000007 6.463
(HD-Zip 1) protein

Encodes a member of the DREB subfamily A- SGN-U213279 0.000088 2.138

6 of ERF/AP2 ATIGT78080

homeodomain protein GhHOX1 AT1G79840 SGN-U222383 0.000056 4.978

GLUTAMATE DECARBOXYLASE 3 AT2G02000 SGN-U212549 0.000065 1.428
subtilase family protein AT2G05920 SCN-U212604 0.000415 3.634
phosph_orylatnop-specnflc peptidyl prolyl AT2G18040 SGN-U215175 0.000006 3.433
cis/trans isomerase (PPlase)
PHY-INTERACTING FACTOR 1 AT2G20180 SGN-U231769 0.005006 1.034
ARABIDOPSIS GOLDEN2-LIKE 1 AT2G20570 SCN-U226143 0.000006 6.165
26S PROTEASOME REGULATORY SGN-U217058 0.000092 2.033
SUBUNIT S2 1A AT2G20580
kinesin motor family protein AT2G21300 SCN-U219620 0.022480 0.774
Encodes glutathione transferase belonging to AT2G29420 SGN-U217830 0.012949 1.065
the tau class of GSTs.
PLASTID-SPECIFIC RIBOSOMAL SGN-U217679 0.025239 2.324
PROTEIN 4 AT2G38140
radical SAM domain-containing protein AT2G39670 SGN-U220720 0.047682 1.509
SUPPRESSOR OF FATTY ACID SGN-U223668 0.003311 0.881
DESATURASE DEFICIENCY 1 AT2GA40690
Ethylene receptor, subfamily 1 AT2G40940 SGN-U214004 0.009248 1.591
ribosomal protein L1 AT2G42710 SGN-U220194 0.040966 0.818
LIPID PHOSPHATE PHOSPHATASE 3 AT3G02600 SCN-U215815 0.000785 2.198
Encodes a putative DegP protease AT3G03380 SGN-U214757 0.000782 1621
sugar transporter AT3G05400 SGN-U215867 0.000224 0.998
RabGAP/TBC domain-containing protein AT3G07890 SCN-U221619 0.000020 2.821
UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME 11 AT3G08690 SGN-U227058 0.000003 6.181
(UBC11)
NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN AT3G15510 SGN-U214595 0.000041 3.220
Encodes a thioredoxin-like disulfide reductase AT3G17880 SGN-U213835 0.000028 2511
cysteine proteinase AT3G19390 SGN-U213770 0.010215 1.939
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136471&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219466
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137824&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219227
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30417&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227986
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29320&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218755
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26677&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213218
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29819&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213279
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28310&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222383
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31675&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212549
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35309&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34712&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215175
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34835&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U231769
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32495&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226143
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32493&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217058
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32978&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219620
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32012&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217830
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31970&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217679
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32030&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220720
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35334&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223668
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34329&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214004
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31744&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220194
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36058&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40020&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214757
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36558&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215867
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36161&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221619
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227058
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38392&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214595
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38103&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213835
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38467&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213770

ANHANG

SYNTHASE

GAMMA-AMINOBUTYRATE SGN-U213220 0.000493 0.945
TRANSAMINASE AT3622200
member of Heat Stress Transcription Factor AT3G22830 SGN-U223372 0.000020 5.486
(Hsf) family
encodes a chloroplast pyruvate kinase alpha AT3G22960 SGN-U218288 0.000023 3.252
subunit
PROTEIN PHOSPH:ZTASE 2A SUBUNIT AT3G25800 SGN-U213418 0.000181 1.824
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE AT3G26650 SGN-U225515 0.000035 1.441
DEHYDROGENASE A SUBUNIT
putative disease resistance protein AT3G46530 SGN-U223601 0.000118 1.786
disease resistance protein (CC-NBS class) AT3G46730 SGN-U223030 0.000118 1.786
Encodes a member of the WNK family AT3G48260 SCN-U222742 0.017083 1.440
OXYGEN EVOLVING COMPLEX SGN-U212743 0.000007 6.054
SUBUNIT 33 KDA AT3G50820
disease re5|stancec|?;cs>;§zm (CC-NBS-LRR AT3G50950 SGN-U216073 0.000217 4.648
STRUCTURAL MAINTENANCE OF SGN-U222369 0.000512 0.931
CHROMOSOMES 1 AT3G54670
adaptin family protein AT3G55480 SGN-U223942 0.000007 6.095
zinc finger (C3HC4-type RING finger) family )
protein AT3G55530 SGN-U218541 0.004044 2.949
DELTA 1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE SGN-U216928 0.000597 1.412
SYNTHASE 2 AT3G55610
ARF-like small GTPase-like protein AT3G62290 SGN-U212773 0.011084 1.080
UDP-GLUCURONIC ACID SGN-U215820 0.000071 5.782
DECARBOXYLASE 2 AT3662830
CHLOROPLAST STEM-LOOP BINDING SGN-U214810 0.001157 1.330
PROTEIN OF 41 KDA AT3G63140
GRF1-INTERACTING FACTOR 3 AT4G00850 SGN-U218846 0.000002 4.370
ring domain containing protein ATAG03510 SGN-U217185 0.000319 1.294
ARABIDOPSIS ALLANTOINASE AT4G04955 SCN-U214730 0.009670 0.764
ATP SYNTHASE DELTA-SUBUNIT GENE AT4G09650 SGh-U215141 0.022512 1881
1-AMINOCY CLOPROPANE-1- ATAG11280 SGN-U213523 0.000065 1.792
CARBOXYLIC ACID (ACC) SYNTHASE 6
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SCN-U218496 0.008444 1.108
ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein )
serine/threonine kinase/ protein-tyrosine AT4G19110 SGN-UZ14543 0.000009 5817
Encodes a cystelnei(rilggsreeceptor—l|ke protein AT4G23160 SGN-U229939 0.000986 2.074
ARABIDOPSIS THALIANA CELLULOSE SGN-U214840 0.015825 1.021
SYNTHASE LIKE G1 AT4G24010
encodes a member of the DREB subfamily A-1
of ERF/AP2 transcription factor family AT4G25480 SGN-U216204 0.000685 1481
(CBF3)
PRENYLATED RAB ACCEPTOR 1.H ATAG27540 SGN-U219117 0.019843 1.840
(PRA1.H)
3-DEOXY-D-ARABINO-
HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE AT4G33510 SGN-U241555 0.003117 1.765
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213220
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39105&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223372
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37400&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218288
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37646&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213418
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38501&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225515
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35741&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223601
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231393&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223030
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500230548&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222742
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36250&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212743
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36258&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216073
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40489&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222369
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40077&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223942
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40089&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218541
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36395&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39745&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212773
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36872&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215820
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39949&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214810
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129424&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218846
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128556&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217185
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231745&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214730
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129734&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215141
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128496&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213523
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129448&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214843
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127541&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229939
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129881&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214840
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129052&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216204
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129821&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219117
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26558&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U241555
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encodes a arginine decarboxylase (ADC), AT4G34710 SGN-U213123 0.000575 2.883
chalcone synthase family protein AT4G34850 SGN-U219061 0.004019 1.004
protein phosphatase 2C family protein AT4G38520 SGN-U222725 0.010161 0.933
3-DEOXY-D-ARABINO-
HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE AT4G39980 SGRUZZ5012 0.000011 2.601
SYNTHASE 1
SuU LFOQUINOVOSYIEDIACYLGLYCEROL AT5G01220 SGN-U217927 0.035459 0.636
phosphoadenosine phosphosulfate (PAPS)
reductase family protein; similar to SGN-U219856 0.000003 7.245
050190259600 [Oryza sativa] AT5G03430
CALCIUM DEPENDENT PROTEIN AT5G04870 SGN-U217205 0.002169 1.152
KINASE 1
putative laccase, a membgr of Iacpase f_amlly of AT5G09360 SGN-U214421 0.000024 3.677
genes (17 members in Arabidopsis).
Member of Actin gene family AT5G09810 SGN-U213130 0.000241 1.556
THYS5 protein AT5G11260 SGN-U221674 0.030493 1.337
putative transcirption factor(auxin response )
factor) AT5G18000 SGN-U219533 0.023415 1.281
zinc finger (C2H2 type) family protein AT5G22890 SCN-U227696 0.000633 2.885
bZIP transcription factor AT5G28770 SGN-U214344 0.000000 7.177
similar to ATHB34 (ARABIDOPSIS
THALIANA HOMEOBOX PROTEIN 34 AT5G39760 SGN-U229573 0.004044 2.949
catalytic/ enoyl-CoA hydratase AT5G43280 SGN-U217048 0.000010 7.438
ARF GTPase-activating domain-containing )
protein AT5GA6750 SGN-U213469 0.008777 1.654
TONOPLAST DICARBOXYLATE SGN-U224652 0.000008 1.181
TRANSPORTER/ATSDAT ATSGAT560
FAD binding / oxidoreductase AT5G47970 SGN-U216341 0.000269 1.641
HYDROXYCINNAMOYL-COA
SHIKIMATE/QUINATE AT5G48930 SGN-UZ15516 0.005730 2.231
HYDROXYCINNAMOYL TRANSFERASE
PREFOLDIN 3 AT5G49510 SGN-U217276 0.000243 2.305
Encodes a thiamine biosynthetic gene that has )
a dual function in thiamine biosynthesis and AT5G54770 SGN-UZ1Z805 0.000011 2.601
mitochondrial DNA damage tolerance
translation initiation factor AT5G54940 SGN-U215499 0.000014 6.330
a member of heat shock proteln 90 (HSP90) AT5G56030 SGN-U212639 0.000033 6.301
gene family.
ZINC FINGER PROTEIN 2 AT5G57520 SGN-U220042 0.000844 1.164
Encodes_a (_ZBI__—mteractlng protein kinase with AT5G58380 SGN-U213441 0.016649 4.522
similarity to SOS protein kinase
GDP-D-mannose 4,6-dehydratase AT5G66280 SGRUZ15108 0.003258 1135
squamosa promoter binding protein- ) )
homologue 3 AT1G02065 SGN-U222319 0.016281 0.982
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130062&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213123
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126864&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219061
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127478&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222725
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26557&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131390&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217927
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=227781&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219856
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134851&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217205
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136088&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214421
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135194&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213130
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131099&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132961&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219533
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227696
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136021&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214344
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133679&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229573
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133979&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217048
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135252&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213469
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133941&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224652
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131739&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216341
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131950&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215516
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132428&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217276
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132749&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212885
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132751&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215499
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133009&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212639
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134709&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220042
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213441
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132059&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219161
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231011&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222319
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1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid

oxidase AT1G05010 SGN-U212786 0.008967 -1.261
phosphoribosylanthranilate isomerase AT1G07780 SGN-U215559 0.026020 -0.772
protein kinase 1 AT1G07870 SGN-U216705 0.026148 -0.848
prephenate dehydratase AT1G08250 SGN-U215754 0.002007 -1.235
actin-related protein strong similarity to ) )
gh|U29610 Actin-like protein AT1G13180 SGN-U221039 0.020812 1.005
SRG1 (SENESCENCE-RELATED GENE 1) AT1G17020 SGN-U223434 0.000626 -0.948
unknown protein [Oryza sativa] AT1G19530 SGN-U213689 0.046305 -0.811
S-adenosyl-methionine-sterol-C-
methyltransferase AT1G20330 SCN-U215017 0.007538 -1.078
unknown protein AT1G21010 SGN-U218849 0.047701 -0.860
ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein )
serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase AT1G56720 SGN-U220590 0.014281 -l2l2
glycosyl hydrolase family 1 similar to beta- ) )
glucosidase AT1G61820 SGN-U233511 0.007751 2.412
WRKY6; transcription factor AT1G62300 SGN-U215122 0.017952 -0.922
NRS/ER (NUCLEOTIDE-RHAMNOSE
SYNTHASE/EPIMERASE-REDUCTASE) AT1G63000 SGN-U215290 0.041681 -0.855
gamma-tocopherol methyltransferase AT1G64970 SGN-U216662 0.046633 -0.811
homeobox-leucine zipper protein ATHB-13 AT1G69780 SGN-U216815 0.030079 -0.783
NAD(P)H:PLASTOQUINONE
DEHYDROGENASE COMPLEX SUBUNIT AT1G74880 SGN-U218728 0.000870 -1.014
(0]
putative ribophorin I homologue AT1G76400 SGN-U233362 0.003651 -0.887
GT-related trihelix DNA-binding protein
similar to GT2 AT1G76880 | =Soh-U214842 1 0.000166 -1.946
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase)
(Rotamase) (Cyclophilin) (Cyclosporin A- AT2G16600 SGN-U212746 0.022142 -0.782
binding protein), cytosolic cyclophilin ROC3
photosystem | psaH protein AT2G19740 SGN-U212569 0.021713 -0.815
40S ribosomal protein S12 (RPS12C); AT2G32060 SGN-U214277 0.024903 -1.015
oxygen-evolving complex 25.6 kD protein, ) i
chloroplast precursor AT2G39470 SCN-U216850 0.000307 1.315
phosphoribosyl pyrophosphate synthetase - ) )
related AT2GA44530 SGN-U215972 0.000002 2.125
3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 AT3G10540 SGN-U215762 0.003994 -1.141
ferritin 2 AT3G11050 SGN-U213608 0.000820 -1.096
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137753&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212786
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29328&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215559
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29333&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216705
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137010&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215754
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30155&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221039
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28736&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223434
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28220&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213689
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27665&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215017
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31090&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218849
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29521&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220590
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31007&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U233511
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28339&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215122
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28041&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215290
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27330&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216662
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29467&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218728
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27895&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U233362
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30903&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214842
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32345&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212746
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33300&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212569
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32403&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214277
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31434&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216850
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31879&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215972
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35843&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215762
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35653&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213608
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gonidia forming protein GIsA AT3G11450 SGN-U213709 0.039786 -1.653
DEAD/DEAH box helicase, putative AT3G22330 SGN-U219774 0.010378 -1.764
Phytosulfokine 3 precursor AT3GA4735 SGN-U214504 0.003403 -1.261
aldose 1-epimerase family similar to ALDOSE
1-EPIMERASE PRECURSOR AT3G47800 SGN:UJ215958 0.008582 -L1
XH/XS domain-containing protein / XS zinc
finger domain-containing protein AT3G48670 SGN-U215656 0.004077 -L.227
A-type cyclin-dependent kinase AT3G48750 SGN-U215180 0.010674 -0.951
U-box protein AT3G52450 SGN-U232823 0.007226 -1.443
transcription factor bZIP61 (BZIP61), AT3G58120 SGN-U220645 0.002341 -1.518
ATPP2-A13 AT3G61060 SGN-U219433 0.049000 -1.142
DNAJ heat shock N-terminal domain-
containing protein AT3G62570 SGN-U229304 0.038527 -0.789
DNAJ heat shock N-terminal domain-
containing protein AT4G02100 SGN-UZ20004 0.038527 -0.789
Type | (26 kD) CP29 polypeptide AT4G10340 SGN-U212697 0.004804 -1.818
phytoene desaturase ATAG14210 SGN-U219813 0.000079 -1.356
acylaminoacyl-peptidase-related ATAG14570 SGN-U226164 0.001127 -1.380
plasma membrane polypeptide AT4G20260 SGN-U213704 0.029631 -0.954
dfrl ATAG24380 SGN-U218888 0.007351 -1.230
disease resistance protein RPS2 (CC-NBS-
LRR class AT4G26090 SGN-U218882 0.009125 -0.960
ATP binding / protein kinase/ protein
serlne/threc_)nlne kinase/ proyem-tyrosme AT4G27290 SGN-U225299 0.005267 -1.072
kinase/ sugar binding
ATP binding / carbohydrate binding / kinase/
protein kmase/ pr_oteln_serlne/threon_me_kmase/ ATAG27300 SGN-U215168 0.005267 -1.072
protein-tyrosine kinase/ sugar binding
putative receptor serine/threonine kinase AT4G32300 SGN-U226435 0.012541 -1.168
nPAP; nucleic acid binding /
nucleotidyltransferase/ polynucleotide ATAG32850 SGN-U217520 0.012240 -1.034
adenylyltransferase
40S ribosomal protein S29 (RPS29C); AT4G33865 SGN-U213323 0.007956 -0.782
AP2 domain transcription factor, putative
ethylene-responsive element binding AT4G34410 SCN-U216297 0.000118 -1.384
invertase - like protein mRNA, Lilium
longiflorum ATAG34860 SGN-U214570 0.005880 -0.917
G-box-binding factor 1 AT4G36730 SGN-U216671 0.003393 -1.171
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36696&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213709
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37977&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219774
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231699&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214504
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40141&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215936
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126548&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215656
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39995&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215180
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36586&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U232823
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37547&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220645
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40245&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219433
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39420&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229304
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129105&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220004
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127715&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212697
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128684&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219813
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222640
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128765&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226164
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213704
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129597&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218888
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26550&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218882
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129022&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225299
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129024&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215168
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126821&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226435
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129357&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217520
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231863&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213323
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126772&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216297
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126869&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214570
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126657&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216671
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histone H2A AT5G02560 SGN-U214809 0.017733 -0.901
3-hydroxyacyl-[acyl-carrier protein] ) )
dehydratase/ catalytic AT5G10160 SGN-U219066 0.012054 0.922
Rad21/Rec8-like protein AT5G16270 SGN-U218203 0.013813 -0.975
oxidoreductase AT5G18900 SGN-U215883 0.034644 -0.819
putative RING-H2 zinc finger protein AT5G22000 SGN-U223542 0.028022 -0.673
putative ubiquitin-conjugating enzyme E2 AT5G25760 SGN-U216051 0.002541 -1.315
transcriptional factor B3 family protein AT5G42700 SGN-U222838 0.001050 -1.933
ADP-glucose pyrophosphorylase small subunit AT5G48300 SGN-U225539 0.024989 -0.691
COP9 SIGNALOSOME SUBUNIT 6A AT5G56280 SGN-U216486 0.018373 -0.814
SOS3-INTERACTING PROTEIN 1, SNF1-
RELATED PROTEIN KINASE 3.8 AT5G58380 SGN-U21344] 0.022785 -0.753
GcpE protein; nuclear gene for chloroplast ) i
product AT5G60600 SGN-U214196 0.008318 1.259
Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein 189 AT5G67250 SGN-U218766 0.000778 -1.862

Tabelle 7:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit Funktionen bei verschiedenen Zellularen
prozessen. Gezeigt sind der p-Wert als MaR fir die statistische Signifikanz, und die ermittelte
xpressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays. Ebenso

gezeigt sind die Gene-1D des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information Resource At Gene ID Network p-wert | Fold change
Homolog .
Unigene
1-AMINO-CYCLOPROPANE-1- SGN-U216896 0.003484 1.050
CARBOXYLATE SYNTHASE 2 AT1G01480
60S ribosomal protein L23 (RPL23A) AT1G04480 SCN-U213170 0.000718 1.235
60S ribosomal protein L10A (RPL10aA); AT1G08360 SCN-U212967 0.000059 2.087
glycinamide ribonucleotide synthetase (GAR AT1G09830 SGN-U222585 0.013468 0.993
synthetase)
GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE AT1G13440 SGN-U212862 0.000005 5.445
DEHYDROGENASE C2 (GAPC?2)
Encodes eukaryotic translation initiation factor SGN-U214373 0.000006 6.375
5A (EIF-5A) AT1G13950
Encodes a homolog of the potato p24 protein AT1G14410 SCN-U218758 0.000050 6.699
60S ribosomal protein L6 (RPLEA); AT1G18540 SCN-U213998 0.000010 3.133
armadnllo/beta-_catenm _repeat fan_wnly protgm / AT1G24330 SGN-U220674 0.000872 1.189
U-box domain-containing family protein
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SCN-U214512 0.004670 2.000
WRKY71; transcription factor AT1G29860 SGN-U218504 0.004601 1.282
UBIQUITIN-SP(E%IIL:lI(ll)PROTEASE 11 AT1G32850 SGN-U219177 0.000276 3.384
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135703&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214809
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136007&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219066
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135650&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218203
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130717&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215883
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231939&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223542
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130749&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216051
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133502&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222838
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225539
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135127&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216486
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213441
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134900&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214196
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132130&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218766
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216896
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28385&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213170
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137253&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212967
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28929&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222585
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27157&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212862
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27933&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214373
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27588&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218758
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29509&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213998
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30272&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28546&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218504
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31196&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219177
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embryo defective 1075 (emb1075) AT1G43710 SCN-U212595 0.016509 0.837
E4/E8 binding protein-1 AT1G43770 SGN-U216046 0.000686 1.109
NUCLEOLIN LIKE 1 AT1G48920 SGN-U213956 0.000461 2.898
Ubiquitin-specific protease 6 (UBP6) AT1G51710 SCN-U214827 0.015336 1.763
LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SCN-U212777 0.001161 1.054
DNAJ heat shogk_ N-termlnal domain- AT1G56300 SGN-U216926 0.000857 4.661
containing protein
TCP family transcription factor AT1G58100 SCN-U219466 0.008200 1011
PHOSPATIDYLINOSITOL 3-KINASE AT1G60490 SCN-U229859 0.000153 0.864
MADS-box transcription factor FBP29 AT1G69120 SGN-U227986 0.000392 1.546
Encodes a putative serine/threonine kinase AT1G69220 SGN-U218755 0.000007 3.464
(SIK1).
Encodes a homeodomam IeuC|r_1e zipper class | AT1G69780 SGN-U216815 0.000007 6.463
(HD-Zip 1) protein
Encodes a member of the DREB subfamily A- SGN-U213279 0.000088 2.138
6 of ERF/AP2 ATLG78080
homeodomain protein GhHOX1 AT1G79840 SGN-U222383 0.000056 4.978
GLUTAMATE DECARBOXYLASE 3 AT2G02000 SCN-U212549 0.000065 1.428
subtilase family protein AT2G05920 SGN-U212604 0.000415 3.634
PHY-INTERACTING FACTOR 1 AT2G20180 SCN-U231769 0.005006 1.034
ARABIDOPSIS GOLDEN2-LIKE 1 AT2G20570 SCN-U226143 0.000006 6.165
26S PROTEASOME REGULATORY SGN-U217058 0.000092 2.033
SUBUNIT S2 1A AT2G20580
Encodes glutathione transferase belonging to AT2G29420 SGN-U217830 0.012949 1.065
the tau class of GSTs.
PLASTID-SPECIFIC RIBOSOMAL SGN-U217679 0.025239 2.324
PROTEIN 4 AT2G38140
radical SAM domain-containing protein AT2G39670 SGN-U220720 0.047682 1509
SUPPRESSOR OF FATTY ACID SGN-U223668 0.003311 0.881
DESATURASE DEFICIENCY 1 AT2G40690
ribosomal protein L1 AT2G42710 SCN-U220194 0.040966 0.818
transferase activity, transferring glycosyl
groups, polygalacturonate 4-alpha- )
galacturonosyltransferase AT3G01040 SCN-U229032 0.000188 3.353
activity (Arabidopsis)
LIPID PHOSPHATE PHOSPHATASE 3 AT3G02600 SCN-U215815 0.000785 2.198
Encodes a putative DegP protease AT3G03380 SCN-U214757 0.000782 1.621
UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME 11 AT3G08690 SGN-U227058 0.000003 6.181
(UBC11)
NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN AT3G15510 SCN-U214595 0.000041 3.220
cysteine proteinase AT3G19390 SCN-U213770 0.010215 1.939
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30051&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212595
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29775&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216046
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29663&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213956
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28251&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214827
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27458&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216926
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136471&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219466
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30417&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227986
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29320&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218755
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29819&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213279
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28310&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222383
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31675&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212549
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35309&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34835&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U231769
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32495&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226143
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32493&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217058
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32012&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217830
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31970&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217679
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32030&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220720
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35334&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223668
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31744&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220194
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40437&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229032
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36058&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40020&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214757
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227058
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38392&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214595
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38467&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213770
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GAMMA-AMINOBUTYRATE SGN-U213220 0.000493 0.945
TRANSAMINASE AT3622200
member of Heat Stress T(anscrlptlon Factor AT3G22830 SGN-U223372 0.000020 5.486
(Hsf) family
encodes a chloroplsaustt)li)a/irtuvate kinase alpha AT3G22960 SGN-U218288 0.000023 3.252
PROTEIN PHOSPH:ZTASE 2A SUBUNIT AT3G25800 SGN-U213418 0.000181 1.824
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE AT3G26650 SGN-U225515 0.000035 1.441
DEHYDROGENASE A SUBUNIT
Encodes a member of the WNK family AT3G48260 SGN-U222742 0.017083 1.440
OXYGEN EVOLVING COMPLEX SGN-U212743 0.000007 6.054
SUBUNIT 33 KDA AT3G50820
similar to saposin B domain-containing protein AT3G51730 SGN-U216444 0.012193 2.014
DELTA 1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE SGN-U216928 0.000597 1.412
SYNTHASE 2 AT3G55610
BETA-1,3-GLUCANASE 1 AT3G57270 SCN-U214527 0.003317 1.264
ARF-like small GTPase-like protein AT3G62290 SGN-U212773 0.011084 1.080
UDP-GLUCURONIC ACID SGN-U215820 0.000071 5.782
DECARBOXYLASE 2 AT3G62830
CHLOROPLAST STEM-LOOP BINDING SGN-U214810 0.001157 1.330
PROTEIN OF 41 KDA AT3G63140
ring domain containing protein AT4G03510 SGN-U217185 0.000319 1.294
ARABIDOPSIS ALLANTOINASE AT4G04955 SGRNUZLS750 0.009670 0.764
ATP SYNTHASE DELTA-SUBUNIT GENE AT4G09650 SCN-U215141 0.022512 1.881
oxidoreductase family protein AT4G09670 SGN-U216843 0.014812 2.424
1-AMINOCYCLOPROPANE-1- ATAG11280 SGN-U213523 0.000065 1.792
CARBOXYLIC ACID (ACC) SYNTHASE 6
cold-induced glucosy! transferase ATAG14090 SGN-U213190 0.000044 3.735
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SCN-U218496 0.008444 1.108
putative GDSL-motif lipase/hydrolase-like )
protein AT4G18970 SGN-U216377 0.002410 1.049
ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein )
serine/threonine kinase/ protein-tyrosine AT4G19110 SGN-Uz14343 0.000009 5877
Encodes a cysteme-krilr?;lsgeceptor-l|ke protein AT4G23160 SGN-U229939 0.000986 2.074
ARABIDOPSIS THALIANA CELLULOSE SGN-U214840 0.015825 1.021
SYNTHASE LIKE G1 ATAG24010
encodes a member of the DREB subfamily A-1
of ERF/AP2 transcription factor family AT4G25480 SCN-U216204 0.000685 1.481
(CBF3)
3-DEOXY-D-ARABINO-
HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE AT4G33510 SGRUZELo00 0.003117 1.765
SYNTHASE
encodes a arginine decarboxylase (ADC), AT4G34710 SCN-U213123 0.000575 2.883
chalcone synthase family protein ATAG34850 SGN-U219061 0.004019 1.004
protein phosphatase 2C family protein AT4G38520 SCN-U222725 0.010161 0.933
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213220
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39105&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223372
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37400&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218288
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37646&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213418
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38501&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225515
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500230548&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222742
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36250&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212743
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39779&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216444
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36395&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37034&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214527
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39745&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212773
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36872&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215820
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39949&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214810
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128556&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217185
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231745&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214730
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129734&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215141
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127088&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216843
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128496&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213523
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128658&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213190
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126910&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216377
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129448&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214843
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127541&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229939
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129881&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214840
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129052&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216204
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26558&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U241555
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130062&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213123
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126864&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219061
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127478&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222725
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3-DEOXY-D-ARABINO-

HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE AT4G39980 SGRSUZEo0Le 0.000011 2.601
SYNTHASE 1
SULFOQUINOVOSYLDIACYLGLYCEROL AT5G01220 SGN-U217927 0.035459 0.636
2
phosphoadenosine phosphosulfate (PAPS)
reductase family protein; similar to SGN-U219856 0.000003 7.245
050190259600 [Oryza sativa] AT5G03430
CALCIUM DEPENDENT PROTEIN AT5G04870 SGN-U217205 0.002169 1.152
KINASE 1
putative laccase, a member of laccase family of SGN-U214421 0.000024 3.677
genes (17 members in Arabidopsis). AT5G09360
THYS5 protein AT5G11260 SGN-U221674 0.030493 1.337
putative transcirption factor(auxin response )
factor) AT5G18000 SGN-U219533 0.023415 1.281
zinc finger (C2H2 type) family protein AT5G22890 SCN-U227696 0.000633 2.885
bZIP transcription factor AT5G28770 SGN-U214344 0.000000 7.177
similar to ATHB34 (ARABIDOPSIS
THALIANA HOMEOBOX PROTEIN 34 AT5G39760 SCN-U229573 0.004044 2.949
catalytic/ enoyl-CoA hydratase AT5G43280 SGN-U217048 0.000010 7.438
GDSL-motif lipase/hydrolase family protein; )
similar to ARAB-1 AT5G45910 SGN-U222495 0.000340 3.839
FAD binding / oxidoreductase AT5G47970 SGN-U216341 0.000269 1.641
HYDROXYCINNAMOYL-COA
SHIKIMATE/QUINATE AT5Gage3p | SCN-U215516 0.005730 2231
HYDROXYCINNAMOYL TRANSFERASE
PREFOLDIN 3 AT5GA9510 SGN-U217276 0.000243 2.305
Encodes a thiamine biosynthetic gene that has
a dual function in thiamine biosynthesis and AT5G54770 SGN-U212885 0.000011 2.601
mitochondrial DNA damage tolerance
translation initiation factor AT5G54940 SGN-U215499 0.000014 6.330
a member of heat shock protein 90 (HSP90) AT5G56030 SGN-U212639 0.000033 6.301
gene family.
ZINC FINGER PROTEIN 2 AT5G57520 SCN-U220042 0.000844 1.164
Encodes a CBL-interacting protein kinase with SGN-U213441 0.016649 4522
similarity to SOS protein kinase AT5G58380
GDP-D-mannose 4,6-dehydratase AT5G66280 SGN-U219161 0.003258 1.135
1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid ) )
oxidase AT1G05010 SGN-U212786 0.008967 1.261
aldo-keto reductase/ oxidoreductase AT1G06690 SGN-U212944 0.002351 -1.374
phosphoribosylanthranilate isomerase AT1G07780 SGN-U215559 0.026020 -0.772
protein kinase 1 AT1G07870 SGN-U216705 0.026148 -0.848
prephenate dehydratase AT1G08250 SGN-U215754 0.002007 -1.235
SRG1 (SENESCENCE-RELATED GENE 1) AT1G17020 SGN-U223434 0.000626 -0.948
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26557&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131390&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217927
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=227781&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219856
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134851&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217205
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136088&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214421
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131099&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132961&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219533
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227696
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136021&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214344
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133679&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229573
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133979&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217048
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131699&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222495
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131739&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216341
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131950&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215516
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132428&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217276
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132749&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212885
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132751&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215499
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133009&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212639
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134709&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220042
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213441
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132059&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219161
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137753&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212786
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26997&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212944
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29328&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215559
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29333&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216705
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137010&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215754
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28736&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223434
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unknown protein [Oryza sativa] AT1G19530 SGN-U213689 0.046305 -0.811
S-adenosyl-methionine-sterol-C-
methyltransferase AT1G20330 | SCN-U215017 0.007538 -1.078
unknown protein AT1G21010 | SCN-U218849 0.047701 -0.860
ARP protein (REF); similar to oxidoreductase, ) )
zinc-binding dehydrogenase family protein AT1G49670 SGN-U215908 0.008697 0.894
ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein ) i
serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase AT1G56720 SEN-U220590 0.014281 1212
glycosyl hydrolase family 1 similar to beta- ) _
glucosidase AT1G61820 SGN-U233511 0.007751 2.412
WRKY6; transcription factor AT1G62300 SGN-U215122 0.017952 -0.922
NRS/ER (NUCLEOTIDE-RHAMNOSE
SYNTHASE/EPIMERASE-REDUCTASE) AT1G63000 SGN-U215290 0.041681 -0.855
gamma-tocopherol methyltransferase AT1G64970 SGN-U216662 0.046633 -0.811
homeobox-leucine zipper protein ATHB-13 AT1G69780 SGN-U216815 0.030079 -0.783
aldo/keto reductase family AT1G60690 SGN-U221679 0.000104 -1.189
putative ribophorin I homologue AT1G76400 SGN-U233362 0.003651 -0.887
GT-related trihelix DNA-binding protein
similar to GT2 AT1G76gg0 | SCN-U214842 0.000166 -1.946
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase)
(Rotamase) (Cyclophilin) (Cyclosporin A- AT2G16600 SGN-U212746 0.022142 -0.782
binding protein), cytosolic cyclophilin ROC3
photosystem | psaH protein AT2G19740 SGN-U212569 0.021713 -0.815
40S ribosomal protein S12 (RPS12C); AT2G32060 SGN-U214277 0.024903 -1.015
glycosyl hydrolase family 9 similar to endo- ) i
beta-1,4-glucanase AT2G32990 SEN-U220005 0.004997 L
oxygen-evolving complex 25.6 kD protein, ) _
chloroplast precursor AT2G39470 SGN-U216850 0.000307 1315
phosphoribosyl pyrophosphate synthetase - ) )
related AT2GA44530 SGN-U215972 0.000002 2.125
3-phosphoinositide-dependent protein kKinase-1 AT3G10540 SGN-U215762 0.003994 -1.141
gonidia forming protein GIsA AT3G11450 SGN-U213709 0.039786 -1.653
omega-6 fatty acid desaturase AT3G12120 SGN-U214193 0.000617 -0.870
DEAD/DEAH box helicase, putative AT3G22330 SGN-U219774 0.010378 -1.764
aldose 1-epimerase family similar to ALDOSE
1-EPIMERASE PRECURSOR AT3G47800 SGN-U215936 0.008582 -1l
XH/XS domain-containing protein / XS zinc
finger domain-containing protein AT3G48670 SGN-U215656 0.004077 -L.22r
U-box protein AT3G52450 SGN-U232823 0.007226 -1.443
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28220&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213689
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27665&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215017
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31090&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218849
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27519&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215908
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29521&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220590
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31007&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U233511
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28339&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215122
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28041&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215290
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27330&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216662
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30959&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221679
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27895&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U233362
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30903&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214842
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32345&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212746
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33300&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212569
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32403&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214277
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34465&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220005
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31434&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216850
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31879&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215972
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35843&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215762
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36696&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213709
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39962&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214193
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37977&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219774
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40141&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215936
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126548&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215656
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36586&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U232823
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transcription factor bZIP61 (BZIP61), AT3G58120 SGN-U220645 0.002341 -1.518
ATPP2-A13 AT3G61060 SGN-U219433 0.049000 -1.142
DNAJ heat shock N-terminal domain-
containing protein AT3Ge2570 | SCN-U229304 0.038527 -0.789
DNAJ heat shock N-terminal domain-
containing protein AT4G02100 SGN-U220004 0.038527 -0.789
Type | (26 kD) CP29 polypeptide AT4G10340 SGN-U212697 0.004804 -1.818
phytoene desaturase ATAG14210 SGN-U219813 0.000079 -1.356
acylaminoacyl-peptidase-related AT4G14570 SGN-U226164 0.001127 -1.380
plasma membrane polypeptide AT4G20260 SGN-U213704 0.029631 -0.954
glycosyl hydrolase family 1 beta-glucosidase ATAG21760 SGN-U216335 0.007751 -2.412
dfrl AT4G24380 SGN-U218888 0.007351 -1.230
ATP binding / protein kinase/ protein
serine/threonine kinase/ protein-tyrosine AT4G27290 SGN-U225299 0.005267 -1.072
kinase/ sugar binding
ATP binding / carbohydrate binding / kinase/
protein kinase/ protein serine/threonine kinase/ AT4G27300 SGN-U215168 0.005267 -1.072
protein-tyrosine kinase/ sugar binding
putative receptor serine/threonine kinase AT4G32300 SGN-U226435 0.012541 -1.168
nPAP; nucleic acid binding /
nucleotidyltransferase/ polynucleotide ATAG32850 SGN-U217520 0.012240 -1.034
adenylyltransferase
40S ribosomal protein S29 (RPS29C); AT4G33865 SGN-U213323 0.007956 -0.782
AP2 domain transcription factor, putative
ethylene-responsive element binding AT4G34410 SCN-U216297 0.000118 -1.384
invertase - like protein mRNA, Lilium
longiflorum ATAG34860 SGN-U214570 0.005880 -0.917
G-hox-binding factor 1 ATAG36730 SGN-U216671 0.003393 -1.171
3-hydroxyacyl-[acyl-carrier protein] ) )
dehydratase/ catalytic AT5G10160 SGN-U219066 0.012054 0.922
oxidoreductase AT5G18900 SGN-U215883 0.034644 -0.819
putative RING-H2 zinc finger protein AT5G22000 SGN-U223542 0.028022 -0.673
putative ubiquitin-conjugating enzyme E2 AT5G25760 SGN-U216051 0.002541 -1.315
transcriptional factor B3 family protein AT5G42700 SGN-U222838 0.001050 -1.933
ADP-glucose pyrophosphorylase small subunit AT5G48300 SGN-U225539 0.024989 -0.691
COP9 SIGNALOSOME SUBUNIT 6A AT5G56280 SGN-U216486 0.018373 -0.814
SOS3-INTERACTING PROTEIN 1, SNF1-
RELATED PROTEIN KINASE 3.8 AT5G58380 SCN-U213441 0.022785 -0.783
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37547&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220645
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40245&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219433
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39420&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229304
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129105&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220004
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127715&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212697
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128684&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219813
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222640
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128765&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226164
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213704
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127175&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216335
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129597&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218888
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129022&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225299
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129024&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215168
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126821&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226435
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129357&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217520
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231863&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213323
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126772&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216297
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126869&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214570
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126657&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216671
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136007&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219066
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130717&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215883
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231939&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223542
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130749&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216051
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133502&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222838
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225539
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135127&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216486
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213441

ANHANG

GcpE protein; nuc;f:éugceine for chloroplast JR SGN-U214196 0008318 -1.259
Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein 189 AT5G67250 SGN-U218766 0.000778 -1.862
R A
phosphoinositide-specific phospholipase C AT5G58700 SGN-U220392 0.018693 -1.785

Tabelle 8:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit Funktionen bei verschiedenen metabolischen
Prozessen. Gezeigt sind der p-Wert als MaBR fiir die statistische Signifikanz, und die ermittelte
Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays.
Ebenso gezeigt sind die Gene-1D des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information Resource At Gene ID Network p-wert | Fold change
Homolog .
Unigene
unknown protein AT1G02475 SGN-U215613 0.043491 1.674
transducin family protein / WD-40 repeat AT1G04140 SGN-U219841 | 0.000646 1.195
family protein
eukaryaotic translation initiation factor-related AT1G11480 SGN-U219227 0.000547 1.615
biological_process unknown; AT1G12450 SGN-U218106 0.000006 5.031
biological_process unknown AT1G17400 SGN-U223449 0.004979 1.729
biological_process unknown AT1G19990 SGN-U219789 0.000024 3.017
senescence-associated protein-related AT1G22160 SGN-U215002 0.000673 1.630
armadillo/beta-catenin repeat family protein AT1G23180 SGN-U222376 0.002791 0.909
Zinc-binding protein, putative / protein kinase | 11531160 SGN-U217019 | 0.018815 0.844
C inhibitor
defective chloroplasts and leaves protein- AT1G45230 SGN-U216326 0.012102 0.920
related / DCL e =
1Q-domain 29 (1QD29) / calmodulin binding AT2G02790 SGN-U227058 0.000003 6.181
unknown protein; AT2G18245 SGN-U220682 0.000000 3.445
zinc finger (CCCH-type) family protein AT2G20280 SGN-U220746 0.002948 1.794
LIGHT SENS'T(I'_\QiSH)YPOCOTYLS 3 AT2G31160 SGN-U223319 | 0.007213 0.830
dehydration-responsive family protein AT2G39750 SGN-U225319 0.042837 0.651
flavodoxin family protein AT3G02280 SGN-U223144 0.000024 4.402
unknown protein AT3G11760 SGN-U216544 0.000134 1.607
transcription factor jumonji JmjC) domain- | 13550810 SGN-U218045 | 0.005874 1.043
containing protein

unknown protein AT3G25805 SGN-U223537 0.000433 1.295
putative cytochrome P450 AT3G26320 SGN-U217910 0.000055 2.002
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134900&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214196
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132130&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218766
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135109&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225521
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135294&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220392
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231407&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215613
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28713&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219841
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137035&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219227
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30624&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218106
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28478&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223449
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136788&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219789
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29994&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219227
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137211&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222376
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29831&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217019
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231059&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216326
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34384&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227058
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231566&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220682
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31316&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220746
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33923&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223319
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35210&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225319
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35989&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223144
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36842&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216544
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38688&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218045
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231689&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223537
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36469&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217910

ANHANG

enzyme inhibitor/ pectinesterase/

pectinesterase inhibitor AT3G47670 SGN-U223698 0.031804 0.795
thioesterase family protein AT3G61200 SGN-U214231 0.000069 2.932
unknown protein AT4G09830 SGN-U218285 0.000071 4.470

PHD finger protein-related AT4G23860 SGN-U224223 0.000084 1.352
pectate lyase family protein AT4G24780 SGN-U212774 0.000053 4.092
integral membrane family protein AT4G27870 SGN-U217403 0.000441 2911
unknown protein AT4G39630 SGN-U216813 0.024364 3.241

PURPLE ACID PHOSPHATASE 26 AT5G34850 SGN-U217205 0.002169 1.152
unknown protein AT5G39890 SGN-U215475 0.008968 1.631

F-box family protein AT5G49610 SGN-U224878 0.003869 1.306

SKIP1 (INTERACTING PARTNER 1) AT5G57900 SGN-U222097 0.021978 1.146
dehydration-responsive protein-related AT5G64030 SGN-U226939 0.013226 1.193
hydroxypro'i”e'r;‘rzgtgi'%’comomi“ family AT5G65660 SGN-U217499 | 0.000377 3.082
lesion inducing protein-related AT1G04340 SGN-U218940 0.012857 -0.802
calcium-binding EF hand family pro AT1G05150 SGN-U220523 0.025425 -0.896
unknown protein AT1G15860 SGN-U221100 0.000472 -1.568

trypsin and protease inhibitor family protein AT1G17860 SGN-U214645 0.022474 -0.791
JASMONATE-ZIM-DOMAIN PROTEIN 8 AT1G30135 SGN-U220299 0.049161 -0.697
permease-related AT1G34470 SGN-U222726 0.008584 -1.528

defective Ch'°r°p:féf;ieznd leaves protein- AT1G45230 SGN-U216326 | 0.000317 -1.205
unknown protein AT1G71940 SGN-U220874 0.000297 -1.624

unknown protein AT1G73130 SGN-U217579 0.003653 -0.806
dienelactone hydrolase family protein AT2G32520 SGN-U215917 0.034020 -0.909
unknown protein AT2G33390 SGN-U218508 0.026312 -0.789

unknown protein AT2G37240 SGN-U218930 0.000317 -1.068

unknown protein AT2G42760 SGN-U221474 0.000933 -2.454
pathogenesis-related protein, putative AT3G19690 SGN-U214259 0.004779 -1.191
OTU-like cysteine protease family protein AT3G22260 SGN-U217039 0.021378 -1.164
unknown protein AT3G50370 SGN-U217710 0.000002 -1.361

unknown protein AT4G02550 SGN-U229966 0.018881 -1.194
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36441&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223698
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39875&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214231
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127105&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218285
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129886&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224223
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127584&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212774
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129787&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217403
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129505&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216813
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136066&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217205
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135183&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215475
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132431&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224878
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134685&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222097
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132852&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226939
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132151&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217499
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28396&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218940
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137981&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220523
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30899&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221100
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30012&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214645
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231468&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220299
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27041&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222726
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231059&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216326
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28139&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220874
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30306&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217579
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34606&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215917
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33155&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218508
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218930
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33361&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221474
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38570&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214259
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38649&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217039
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35673&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217710
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129131&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229966

ANHANG

unknown protein AT4G24310 SGN-U219115 0.010954 -1.424
unknown protein AT5G28910 SGN-U214855 0.012100 -1.181
unknown protein; AT5G28960 SGN-U214854 0.012100 -1.181
unknown protein AT5G53220 SGN-U222258 0.049216 -0.869

Tabelle 9:

Differentiell regulierte Gene in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotyle mit einer unbekannten biologischen Funktion.
Gezeigt sind der p-Wert als MaR fiir die statistische Signifikanz, und die ermittelte Expressionsdifferenz
(Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die
Gene-1D des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information Resource At Gene ID Network p-wert Fold change
Homolog .
Unigene
60S ribosomal protein L23 (RPL23A) AT1G04480 SCN-U213170 0.000718 1.235
60S ribosomal protein L10A (RPL10aA); AT1G08360 SCN-U212967 0.000059 2.087
Encodes eukaryotic translation initiation factor SGN-U214373 0.000006 6.375
5A (EIF-5A) AT1G13950
60S ribosomal protein L6 (RPL6A); AT1G18540 SCN-U213998 0.000010 3.133
armadlllolbeta-_catenln repeat famlly protein / AT1G24330 SGN-U220674 0.000872 1.189
U-box domain-containing family protein
UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 11 AT1G32850 SGN-U219177 0.000276 3.384
(UBP11)
Ubiquitin-specific protease 6 (UBP6) AT1G51710 SCN-U214827 0.015336 1.763
DNAJ heat shon_:k_ N-termmal domain- AT1G56300 SGN-U216926 0.000857 4.661
containing protein
PHOSPATIDYLINOSITOL 3-KINASE AT1G60490 SCN-U229859 0.000153 0.864
Encodes a putative serine/threonine kinase AT1G69220 SGN-U218755 0.000007 3.464
(SIK1).
subtilase family protein AT2G05920 SCN-U212604 0.000415 3.634
26S PROTEASOME REGULATORY SGN-U217058 0.000092 2.033
SUBUNIT S2 1A AT2G20580
PLASTID-SPECIFIC RIBOSOMAL SGN-U217679 0.025239 2.324
PROTEIN 4 AT2G38140
ribosomal protein L1 AT2G42710 SCN-U220194 0.040966 0.818
Encodes a putative DegP protease AT3G03380 SCN-U214757 0.000782 1.621
UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME 11 AT3G08690 SGN-U227058 0.000003 6.181
(UBC11)
cysteine proteinase AT3G19390 SCN-U213770 0.010215 1.939
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE AT3G26650 SGN-U225515 0.000035 1.441
DEHYDROGENASE A SUBUNIT
Encodes a member of the WNK family AT3G48260 SGN-U222742 0.017083 1.440
OXYGEN EVOLVING COMPLEX SGN-U212743 0.000007 6.054
SUBUNIT 33 KDA AT3G50820
ARF-like small GTPase-like protein AT3G62290 SGN-U212773 0.011084 1.080
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129603&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219115
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214855
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131209&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214854
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131931&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222258
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28385&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213170
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137253&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212967
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27933&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214373
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29509&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213998
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30272&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31196&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219177
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28251&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214827
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27458&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216926
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29320&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218755
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35309&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32493&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217058
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31970&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217679
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31744&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220194
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40020&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214757
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227058
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38467&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213770
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38501&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225515
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500230548&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222742
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36250&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212743
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39745&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212773
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ring domain containing protein ATAGO3510 SGN-U217185 0.000319 1.294
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SCN-U218496 0.008444 1.108
ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein )

serine/threonine kinase/ protein-tyrosine AT4G19110 SCN-U214843 0.000009 5817
Encodes a cysteine-rich receptor-like protein AT4G23160 SGN-U229939 0.000986 2.074
kinase

26S proteasome subunit RPN1b AT4G28470 SGN-U216121 0.000092 2.033

protein phosphatase 2C family protein AT4G38520 SCN-U222725 0.010161 0.933
CALCIUM DEPENDENT PROTEIN AT5G04870 SGN-U217205 0.002169 1.152
KINASE 1
PREFOLDIN 3 AT5G49510 SGN-U217276 0.000243 2.305
translation initiation factor AT5G54940 SGN-U215499 0.000014 6.330
a member of heat shock protein 90 (HSP90) AT5G56030 SGN-U212639 0.000033 6.301
gene family.
Encodes a CBL-interacting protein kinase with SGN-U213441 0.016649 4.522
similarity to SOS protein kinase AT5G58380
protein kinase 1 AT1G07870 SGN-U216705 0.026148 -0.848
unknown protein [Oryza sativa] AT1G19530 SGN-U213689 0.046305 -0.811
unknown protein AT1G21010 |SCGN-U218849 0.047701 -0.860
26S proteasome AAA-ATPase subunit RPT4a-
like AT1G45000 SGN-U214643 0.000004 -1.102
ATP binding / kinase/ protein kinase/ protein ) )
serine/threonine kinase/ protein-tyrosine kinase AT1G56720 SGN-U220590 0.014281 1.212
putative ribophorin I homologue AT1G76400 SGN-U233362 0.003651 -0.887
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase)
(Rotamase) (Cyclophilin) (Cyclosporin A- AT2G16600 SGN-U212746 0.022142 -0.782
binding protein), cytosolic cyclophilin ROC3
photosystem | psaH protein AT2G19740 SGN-U212569 0.021713 -0.815
40S ribosomal protein S12 (RPS12C); AT2G32060 SGN-U214277 0.024903 -1.015
3-phosphoinositide-dependent protein kKinase-1 AT3G10540 SGN-U215762 0.003994 -1.141
U-box protein AT3G52450 SGN-U232823 0.007226 -1.443
ATPP2-A13 AT3G61060 SGN-U219433 0.049000 -1.142
DNAJ heat shock N-terminal domain-
containing protein AT3G62570 | SCN-U229304 0.038527 -0.789
DNAJ heat shock N-terminal domain-
containing protein AT4GO2100 | SGN-U220004 0.038527 -0.789
acylaminoacyl-peptidase-related AT4G14570 SGN-U226164 0.001127 -1.380
; -0.954
plasma membrane polypeptide AT4G20260 SGN-U213704 0.029631
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128556&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217185
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129448&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214843
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127541&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229939
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127497&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216121
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127478&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222725
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134851&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217205
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132428&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217276
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132751&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215499
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133009&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212639
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213441
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29333&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216705
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28220&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213689
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31090&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218849
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29620&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214643
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29521&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220590
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27895&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U233362
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32345&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212746
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33300&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212569
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32403&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214277
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35843&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215762
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36586&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U232823
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40245&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219433
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39420&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229304
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129105&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220004
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128765&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226164
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213704
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ATP binding / protein kinase/ protein
serlne/thregnlne kinase/ pro?em-tyrosme ATAG27290 SGN-U225299 0.005267 -1.072
kinase/ sugar binding

ATP binding / carbohydrate binding / kinase/
protein klpase/ pr_oteln_serlne/threon_lne_klnase/ AT4G27300 SGN-U215168 0.005267 -1.072
protein-tyrosine kinase/ sugar binding

putative receptor serine/threonine kinase AT4G32300 SGN-U226435 0.012541 -1.168

40S ribosomal protein S29 (RPS29C); AT4G33865 SGN-U213323 0.007956 -0.782

oxidoreductase AT5G18900 SGN-U215883 0.034644 -0.819

putative RING-H2 zinc finger protein AT5G22000 SGN-U223542 0.028022 -0.673

COP9 SIGNALOSOME SUBUNIT 6A AT5G56280 SGN-U216486 0.018373 -0.814

e L N | sy |Szisss | oozzms | o759

Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein 189 AT5G67250 SGN-U218766 0.000778 -1.862
Tabelle 10:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit Funktionen im Proteinmetabolismus. Gezeigt
sind der p-Wert als Mal} flr die statistische Signifikanz, und die ermittelte Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw.
Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At
Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

The Arabidopsis Information Resource . SOL Genomics Fold
At Unigene Network p-wert
Homolog . change
Unigene

Encodes eukaryotic translation initiation factor
5A (EIF-5A). AT1G13950 SGN-U214373 0.000006 6.375
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SGN-U214512 0.004670 2.000
embryo defective 1075 AT1G43710 SGN-U212595 0.016509 0.837
ATNUC-L1 AT1G48920 SGN-U213956 0.000461 2.898
ARABIDOPSIS LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SGN-U212777 0.001161 1.054
Encodes a phosphatidylinositol 3-kinase AT1G60490 SGN-U229859 0.000153 0.864
AGAMOUS-LIKE 7 AT1G69120 SGN-U227986 0.000392 1.546
ARABIDOPSIS NA&EOMAIN PROTEIN AT1G69490 SGN-U213218 0.000664 1131
Encodes a homeodor_naln Ieua_ne zipper class | AT1G69780 SGN-U216815 0.000007 6.463

(HD-Zip I) protein. — e
GLABRA 2 AT1G79840 SGN-U222383 0.000056 4978
Encodes a novel Myc-related bHLH AT2G20180 | SGN-U231769 | 0.005006 1.034
transcription factor
ARABIDOPSIS GOLDEN2-LIKE 1 AT2G20570 SGN-U226143 0.000006 6.165
ARABIDOPSIS NAC DOMAIN

CONTAINING PROTEIN 2 AT3G15510 SGN-U214595 0.000041 3.220
EMBRYO DEFECTIVE 2736 AT3G19980 SGN-U214117 0.003584 1.061
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129022&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225299
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129024&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215168
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126821&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226435
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231863&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213323
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130717&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215883
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231939&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223542
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135127&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216486
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213441
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132130&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218766
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27933&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214373
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30051&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212595
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29663&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213956
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30417&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227986
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26677&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213218
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28310&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222383
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34835&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U231769
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32495&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226143
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38392&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214595
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39287&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214117
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rcd1-like cell differentiation protein AT3G20800 SGN-U213952 0.000268 1.390
GAMMA-AMINOBUTYRATE
TRANSAMINASE AT3G22200 SGN-U213220 0.000493 0.945
DELTA 1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE
SYNTHASE 2 AT3G55610 SGN-U216928 0.000597 1.412
Arabidopsis thaliana GRF1-interacting factor 3 AT4G00850 SGN-U218846 0.000002 4.370
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SGN-U218496 0.008444 1.108
embryo sac development arrest 9 (EDA9); AT4G34200 SGN-U224282 0.000075 1.166
ARGININE DECARBOXYLASE 2 AT4G34710 SGN-U213123 0.000575 2.883
chalcone and stilbene synthase family protein AT4G34850 SGN-U219061 0.004019 1.004
Member of Actin gene family AT5G09810 SGN-U213130 0.000241 1.556
Basic leucine zipper (DZIF) transcription AT5G11260 SGN-U221674 | 0.030493 1.337
DELTA(3,5),DELTA(2,4)-DIENOYL-COA
ISOMERASE 1 AT5G43280 SGN-U217048 0.000010 7.438
CLP PROTEASE P4 AT5G45390 SGN-U215977 0.002820 1.781
a member of heat shock protein 90 (HSP90) AT5G56030 SGN-U212639 0000033 6.301
gene family m—— 2o rLeletoe
EMBRYO DEFECTIVE 2755 AT5G56680 SGN-U215530 0.000900 1.266
AGL62 encodes Z;‘t’eﬁ% | MADS domain AT5G60440 | SGN-U230865 | 0.000346 3.636
EMBRYO DEFECTIVE 2759 AT5G63050 SGN-U220964 0.000026 3.494
SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN-LIKE 8 AT1G02065 SGN-U222319 0.016281 -0.982
embryo defective 2004 (emb2004); AT1G10510 SGN-U218268 0.017255 -0.902
ACTIN-RELATED PROTEIN 3 AT1G13180 SGN-U221039 0.020812 -1.005
Encodes a sterol-C24-methyltransferases AT1G20330 | SGN-U215017 | 0.007538 -1.078
involved in sterol biosynthesis
Encodes a homeodomaln IeuC|r_1e zipper class | AT1G69780 SGN-U216815 0.030079 -0.783
(HD-Zip I) protein - —
SNF1-RELATED PROTEIN KINASE 3.17 AT2G26980 SGN-U213274 0.023006 -0.836
A-type cyclin-dependent kinase AT3G48750 SGN-U215180 0.010674 -0.951
encodes a RING-type E3 ubiqitin ligase AT5G22000 | SGN-U223542 | 0.028022 -0.673
implicated in gametogenesis
ADP GLUCOSE PYRloPHOSPHORYLASE AT5G48300 SGN-U225539 0.024989 -0.691
COP9 SIGNALOSOME SUBUNIT 6A AT5G56280 SGN-U216486 0.018373 -0.814
MADS box gene negatively regulated by ) )
APETALAL AT5G60910 SGN-U213659 0.000270 0.979

Tabelle 11:

Differentiell ~regulierte Gene in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotyle mit einer Funktion wahrend
Entwicklungsprozessen. Gezeigt sind der p-Wert als MalR fir die statistische Signifikanz, und die ermittelte
Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays.
Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der
Gene.
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38703&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213952
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213220
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36395&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129424&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218846
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127916&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224282
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130062&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213123
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126864&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219061
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135194&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213130
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131099&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133979&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217048
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133240&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215977
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133009&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212639
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215530
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134807&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U230865
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133024&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220964
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231011&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222319
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136247&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218268
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30155&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221039
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27665&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215017
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213274
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39995&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215180
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231939&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223542
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225539
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135127&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216486
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134558&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213659
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LOCATED IN: plasma membrane;

At Unigene Network p-wert | Fold change
Homolog .
Unigene
GLYCERALDEHYDE-3-
PHOSPHATE DEHYDROGENASE C2 AT1G13440 SGN-U212862 0.000005 5.445
Encodes a homolog of the potato p24 protein. AT1G14410 SGN-U218758 0.000050 6.699
major latex protein-related / MLP-related/ AT1G14930 SGN-U212989 | 0.000014 4.701
PR-10 (Solanum virrinianum)
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SGN-U214512 0.004670 2.000
ARABIDOPSIS LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SGN-U212777 0.001161 1.054
VACUOLAR PROTEIN SORTING 34/
PHOSPATIDYLINOSITOL 3-KINASE AT1G60490 SGN-U229859 0.000153 0.864
binding / catalytic/ coenzyme binding; AT2G20360 SGN-U215902 0.001405 2.676
ENOLASE 2 AT2G36530 SGN-U212825 0.000493 1.340
SUPPRESSOR OF FATTY ACID
DESATURASE DEEICIENCY 1 AT2G40690 SGN-U223668 0.003311 0.881
ARABIDOPSIS THALIANA REVERSIBLY
GLYCOSYLATED POLYPEPTIDE 1 AT3G02230 SGN-U219866 0.000001 7.510
ARABIDOPSIS THALIANA
BASIC CHITINASE AT3G12500 SGN-U213790 0.001184 2.298
GAMMA-AMINOBUTYRATE
TRANSAMINASE/ AT3G22200 SGN-U213220 0.000493 0.945
viroid-RNA binding Protein
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE A SUBUNIT AT3G26650 SGN-U225515 0.000035 1.441
RECOGNITION OF PERONOSPORA
PARASITICA 13 AT3G46530 SGN-U223601 0.000118 1.786
disease resistance protein (CC-NBS class) AT3G46730 SGN-U223030 0.000118 1.786
disease reS'Sta”CEC"’I;‘;f)'” (CC-NBS-LRR | AT3G50050 | SGN-U216073 | 0.000217 4.648
SALT- AND DROUGHT-INDUCED RING AT3G55530 SGN-U218541 0.004044 2.949
FINGER1
DELTA 1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE
SYNTHASE 2 AT3G55610 SGN-U216928 0.000597 1.412
ARABIDOPSIS ALLANTOINASE AT4G04955 SGN-U214730 0.009670 0.764
ATP SYNTHASE DELTA-SUBUNIT GENE AT4G09650 SGN-U215141 0.022512 1.881
1-AMINOCYCLOPROPANE-1-
CARBOXYLIC ACID (ACC) SYNTHASE 6 AT4G11280 SGN-U213523 0.000065 1.792
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SGN-U218496 0.008444 1.108
C-REPEAT BINDING FACTOR 3 AT4G25480 SGN-U216204 0.000685 1.481
ARGININE DECARBOXYLASE 2 AT4G34710 SGN-U213123 0.000575 2.883
3-DEOXY-D-ARABINO-
HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE AT4G39980 SGN-U225512 0.000011 2.601
SYNTHASE 1
SULFOQUINOVOSY;DIACYLGLYCEROL AT5G01220 SGN-U217927 0.035459 0.636
malate dehydrogenase / response to cadmium
ion AT1G04410 SGN-U212714 0.000646 -1.152
INVOLVED IN: response to oxidative stress; AT1G14870 SGN-U215423 0001143 -1.453
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27157&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212862
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27588&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218758
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26614&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212989
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31315&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215902
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32307&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212825
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35334&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223668
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35976&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219866
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38806&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213790
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213220
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38501&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225515
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35741&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223601
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231393&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223030
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36258&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216073
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40089&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218541
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36395&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231745&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214730
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129734&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215141
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128496&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213523
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129052&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216204
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130062&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213123
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26557&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131390&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217927
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28372&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26617&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215423
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ARABIDOPSIS THALIANA V-PPASE 3 AT1G15690 SGN-U213604 0.009454 -0.891
COLD REGULATED 314 THYLAKOID
MEMBRANE 2 AT1G29390 SGN-U219974 0.000142 -1.353
moleculf'ir functlo_n has_ no@ been defined. Was AT1G49670 SGN-U215908 0.008697 -0.894
shown involved in oxidative stress tolerance —— =
Encodes gene that |s.|nd'uced in response to AT2G21620 SGN-U214986 0.018209 1177
dessication — 0
ferritin 2 (ATFER2); AT3G11050 SGN-U213608 0.000820 -1.096
CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 1 AT3G17510 SGN-U214714 0.002467 -1.168
DEAD-box protein required for efficient AT3G22330 SGN-U219774 | 0.010378 -1.764
group Il intron splicing in mitochondria.
A-type cyclin-dependent kinase AT3G48750 SGN-U215180 0.010674 -0.951
PLANT U-BOX 22 involved in the response AT3G52450 SGN-U232823 0.007226 1.443
to water stress e e
ARABIDOPSIS THALIANA PHLOEM
PROTEIN 2-A13 AT3G61060 SGN-U219433 0.049000 -1.142
osmotin-like protein AT4G11650 SGN-U212928 0.005845 -2.208
ARABIDOPSIS THALIANA PLASMA-
MEMBRANE ASSOCIATED CATION- AT4G20260 SGN-U213704 0.029631 -0.954
BINDING PROTEIN 1
Encodes a plasma membrane protein with AT4G26090 SGN-U218882 0.009125 -0.960
leucine-rich repeat / RGC2 resistance protein
REDOX RESPONSIVE TRANSCRIPTION | 14534410 SGN-U216297 | 0.000118 -1.384
FACTOR 1
Transcription factor of the B-ZIP family that )
has high affinity for C-box motifs / AHBP-1g | A 1°606%0 | SCR-U216042 1 0.002651 1399
TUBULIN BETA 8 AT5G23860 SGN-U212622 0.023762 -0.990
ARABIDOPSIS THALIANA MEMBRANE-
ASSOCIATED MANNITOL-INDUCED AT5G54110 SGN-U219162 0.045396 -0.772
4-HYDROXY-3-METHYLBUT-2-ENYL
DIPHOSPHATE SYNTHASE AT5G60600 SGN-U214196 0.008318 -1.259

Tabelle 12:

Differentiell regulierte Gene in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotyle mit einer Funktion wahrend der pflanzlichen
Stressantwort. Gezeigt sind der p-Wert als MaR fiir die statistische Signifikanz, und die ermittelte
Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays.
Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der
Gene.

The Arabidopsis Information Resource . SOL Genomics Fold
At Unigene Network p-wert
Homolog . change
Unigene
GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE C2 (GAPC2) AT1G13440 SGN-U212862 0.000005 5.445
major latex protein-related / MLP-related/ | \11514030 | sGN-U212089 | 0.000014 4.701
PR-10 (Solanum virrinianum)
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SGN-U214512 0.004670 2.000
ARABIDOPSIS LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SGN-U212777 0.001161 1.054
VACUOLAR PROTEIN SORTING
34/PHOSPATIDYLINOSITOL 3-KINASE AT1G60490 SGN-U229859 0.000153 0.864
PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR 3-LIKE 5 AT2G20180 SGN-U231769 0.005006 1.034
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30879&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27750&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219974
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27519&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215908
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32846&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214986
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35653&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213608
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38454&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37977&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219774
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39995&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215180
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36586&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U232823
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40245&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219433
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130082&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213704
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26550&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218882
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126772&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216297
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133999&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216042
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212622
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133639&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219162
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134900&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214196
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27157&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212862
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26614&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212989
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34835&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U231769
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binding / catalytic/ coenzyme binding; AT2G20360 SGN-U215902 0.001405 2.676
ENOLASE 2 AT2G36530 SGN-U212825 0.000493 1.340
SUPPRESSOR OF FATTY ACID
DESATURASE DEEICIENCY 1 AT2G40690 SGN-U223668 0.003311 0.881
ARABIDOPSIS THALIANA
REVERSIBLY GLYCOSYLATED AT3G02230 SGN-U219866 0.000001 7.510
POLYPEPTIDE 1
ARABIDOPSIS THALIANA BASIC
CHITINASE AT3G12500 SGN-U213790 0.001184 2.298
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE A SUBUNIT AT3G26650 SGN-U225515 0.000035 1.441
RECOGNITION OF PERONOSPORA
PARASITICA 13 AT3G46530 SGN-U223601 0.000118 1.786
OXYGEN EVOLVING COMPLEX
SUBUNIT 33 KDA AT3G50820 SGN-U212743 0.000007 6.054
SALT- AND DROUGHT-INDUCED RING AT3G55530 SGN-U218541 0.004044 2.949
FINGER1
DELTA 1-PYRROLINE-5-
CARBOXYLATE SYNTHASE 2 AT3G55610 SGN-U216928 0.000597 1.412
ATP SYNTHASE DELTA-SUBUNIT ATAG09650 | SGN-U215141 | 0.022512 1.881
1-AMINOCYCLOPROPANE-1-
CARBOXYLIC ACID (ACC) SYNTHASE ATA4G11280 SGN-U213523 0.000065 1.792
6
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 ATA4G15900 SGN-U218496 0.008444 1.108
ARABIDOPSIS THALIANA PURINE
PERMEASE 10 AT4G18210 SGN-U213547 0.000004 6.535
C-REPEAT BINDING FACTOR 3 AT4G25480 SGN-U216204 0.000685 1.481
ARGININE DECARBOXYLASE 2 ATAG34710 SGN-U213123 0.000575 2.883
3-DEOXY-D-ARABINO-
HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE AT4G39980 SGN-U225512 0.000011 2.601
SYNTHASE 1
NDR1/HIN1-LIKE 3 AT5G06320 SGN-U213159 0.003314 0.892
ACTIN 2/ACTIN 7 AT5G09810 SGN-U213130 0.000241 1.556
Basic leucine Z'p?aeétg?Z'P) transcription AT5G11260 SGN-U221674 0.030493 1.337
ARABIDOPSIS BLUE-COPPER-BINDING AT5G20230 SGN-U213376 0.000038 2.722
PROTEIN
TUBULIN BETA 8 AT5G23860 SGN-U212618 0.019149 1.352
MBG8.3/ THIAMINE4 / THIAZOLE
REQUIRING AT5G54770 SGN-U212885 0.000011 2.601
a member of heat shock protein 90 (HSP90) AT5G56030 SGN-U212639 0.000033 6.301
gene family
malate dehydrogenas?ogresponse to cadmium AT1G04410 SGN-U212714 0.000646 1152
PHOTOLYASE 1/ UV RESISTANCE 2 AT1G12370 SGN-U225151 0.036946 -0.781
ARABIDOPSIS THALIANA V-PPASE 3 AT1G15690 SGN-U213604 0.009454 -0.891
Encodes gene that |s_|nd_uced in response to AT2G21620 SGN-U214986 0.018209 1177
dessication
CBL'INTERACTI/NC?PPKRSTEIN KINASE 3 AT2G26980 SGN-U213274 0.023006 -0.836
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31315&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215902
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32307&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212825
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35334&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223668
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35976&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219866
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38806&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213790
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38501&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225515
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35741&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223601
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36250&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212743
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40089&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218541
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36395&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129734&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215141
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128496&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213523
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130341&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213547
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129052&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216204
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130062&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213123
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26557&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133341&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213159
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135194&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213130
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131099&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131270&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213376
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212618
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132749&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212885
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133009&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212639
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28372&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30617&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225151
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30879&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32846&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214986
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213274
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ARABIDOPSIS THALIANA
PHYTOCYSTATIN 6 AT3G12490 SGN-U213642 0.023298 -1.004
CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 1 AT3G17510 SGN-U214714 0.002467 -1.168
DEAD-box protein required for efficient AT3G22330 SGN-U219774 | 0.010378 -1.764
group Il intron splicing in mitochondria.
A-type cyclin-dependent kinase AT3G48750 SGN-U215180 0.010674 -0.951
PLANT U-BOX 22 involved in the response AT3G52450 SGN-U232823 0.007226 1.443
to water stress
LIGHT HARVESTING COMPLEX OF
PHOTOSYSTEM 11 5 AT4G10340 SGN-U212697 0.004804 -1.818
osmotin-like protein AT4G11650 SGN-U212928 0.005845 -2.208
ARABIDOPSIS THALIANA PLASMA-
MEMBRANE ASSOCIATED CATION- AT4G20260 SGN-U213704 0.029631 -0.954
BINDING PROTEIN 1
Encodes a plasma membrane protein with | 77556099 SGN-U218882 | 0.009125 -0.960
leucine-rich repeat / RGC2 resistance protein
REDOX RESPONSIVE TRANSCRIPTION ATA4G34410 SGN-U216297 0.000118 -1.384
FACTOR 1
Transcription factor of the B-ZIP family that
has high affinity for C-box motifs / AHBP- AT5G06950 SGN-U216042 0.002651 -1.399
1B
DNA'DAMAGE'RES?'R/TOLERATION AT5G18070 SGN-U225989 0.013884 -1.110
TUBULIN BETA 8 AT5G23860 SGN-U212622 0.023762 -0.990
ribulose bisphosphate
carboxylase small chain 3B / AT5G38410 SGN-U225521 0.000145 -1.169
RuBisCO
ADP GLUCOSE PYRloPHOSPHORYLASE AT5G48300 SGN-U225539 0.024989 -0.691
MATE efflux protein-related; FUNCTIONS | 15650450 | sGN-U223514 | 0.024989 0.601
IN: antiporter activity, drug transporter
ARABIDOPSIS THALIANA
MEMBRANE-ASSOCIATED AT5G54110 SGN-U219162 0.045396 -0.772
MANNITOL-INDUCED
COP9 SIGNALOSOME
SUBUNIT 6A AT5G56280 SGN-U216486 0.018373 -0.814
4-HYDROXY-3-METHYLBUT-2-ENYL
DIPHOSPHATE SYNTHASE AT5G60600 SGN-U214196 0.008318 -1.259

Tabelle 13:

Differentiell regulierte Gene in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotyle mit einer Funktion wahrend der Reaktion auf
biotische und abiotische Reize. Gezeigt sind der p-Wert als Mal3 fiir die statistische Signifikanz, und die
ermittelte Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs
Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics
network) der Gene.

SOL Genomics

The Arabidopsis Information Resource At Unigene Network p-wert Fold
Homolog . change
Unigene
Ran-binding protein 1 domain-containing AT1G52380 SGN-U217017 | 0.000038 5.419
protein / RanBP1

Encodes a phosphatidylinositol 3-kinase AT1G60490 SGN-U229859 0.000153 0.864
SEC14 cytoso_lic factor family_ protein./ AT1G72160 SGN-U215321 0.008078 1.723

phosphoglyceride transfer family protein — E—
kinesin motor family protein; FUNCTIONS AT2G21300 SGN-U219620 0.022480 0774

IN: microtubule motor activity
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38804&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213642
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38454&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37977&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219774
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39995&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215180
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36586&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U232823
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127715&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212697
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130082&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=127368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213704
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26550&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218882
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126772&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216297
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133999&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216042
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134383&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225989
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212622
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135109&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225521
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132213&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225539
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132279&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223514
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133639&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219162
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135127&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216486
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134900&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214196
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28368&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217017
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137947&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215321
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32978&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219620
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Subunit G of the vacuolar membrane ATPAse AT3G01390 SGN-U216066 0.000121 1183
complex e e
sugar transporter, putative; AT3G05400 SGN-U215867 0.000224 0.998
cell wall-plasma membrane linker protein AT3G22120 SGN-U213316 0.007027 1.284
homolog (CWLP) — —
adaptin family protein AT3G55480 SGN-U223942 0.000007 6.095
RMAL1l AT4G03510 SGN-U217185 0.000319 1.294
ARABIDOPSIS THALIANA PURINE
PERMEASE 10 AT4G18210 SGN-U213547 0.000004 6.535
bile acid:sodium symporter family protein AT4G22840 SGN-U220184 0.030708 1.608
PRENYLATED RAB ACCEPTOR 1.H ATAG27540 SGN-U219117 0.019843 1.840
Al-stress-induced gene AT5G20230 SGN-U213376 0.000038 2.722
Encodes a tonoplast malate/fumarate
transporter / ATSDAT AT5GAT560 SGN-1224652 0.000008 1181
ARABIDOPSIS THALIANAV-PPASES | \71G15600 | SGN-U213604 | 0.009454 -0.891
(Vacuole)
ras-related small GTPase AT1G43890 SGN-U220375 0.018881 -1.194
endomembrane protein 70, putative;
INVOLVED IN: transport: AT2G01970 SGN-U234576 0.002267 -1.056
hea"y'meta"ass"‘;'féfgir‘foma'”'CO”ta'”'”g AT3GO7600 | SGN-U217738 | 0.012576 10.958
ferritin 2 (ATFER?2); AT3G11050 SGN-U213608 0.000820 -1.096
PEROXIN4 / UBIQUITIN-CONJUGATING
ENZYME 21 AT5G25760 SGN-U216051 0.002541 -1.315

Tabelle 14:

Differentiell regulierte Gene in SIMMP1/2-RNAi-Hypokotyle mit einer Funktion wahrend Transportvorgangen.
Gezeigt sind der p-Wert als MaR flr die statistische Signifikanz, und die ermittelte Expressionsdifferenz
(Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die
Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information Resource At Gene ID Network p-wert | Fold change
Homolog .
Unigene
GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE AT1G13440 SGN-U212862 0.000005 5.445
DEHYDROGENASE C2 (GAPC2)
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SGRUZLE 12 0.004670 2.000
CONSTITUTIVELY ACTIVATED CELL AT1G29690 SGN-U227156 0.003447 1.150
DEATH 1
LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SGN-U212777 0.001161 1.054
Encodes a member of the NAC transcription AT1G69490 SGN-U213218 0.000664 1.131
factor gene family
Encodes a homeodomam Ieucn_we zipper class | AT1G69780 SGN-U216815 0.000007 6.463
(HD-Zip 1) protein
GEK1 (GEKO1 AT2G03800 SGN-U219182 0.000859 2.090
subtilisin-like protease AT2G05920 SGN-U212604 0.000415 3.634
putative glutathione S-transferase T3 AT2G29420 SGN-U217830 0.012949 1.065
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39513&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216066
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36558&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215867
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38433&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213316
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40077&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223942
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128556&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217185
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130341&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213547
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129171&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220184
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129821&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219117
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131270&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213376
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133941&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U224652
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30879&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29779&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220375
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31683&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U234576
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38556&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217738
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35653&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213608
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130749&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216051
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27157&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212862
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27736&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227156
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26677&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213218
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32211&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219182
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35309&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212604
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32012&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U217830
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enolase AT2G36530 SGN-U212825 0.000493 1.340
embryo-abundant protein EMB AT2G41380 SGN-U213285 0.000771 3.139
Acidic 26 kDa endochitinase precursor AT3G12500 SGN-U213790 0.001184 2.298
GAMMA-AMINOBUTYRATE SGN-U213220 0.000493 0.945
TRANSAMINASE AT3622200
encodes a chloroplast pyruvate kinase alpha AT3G22960 SGN-U218288 0.000023 3.252
subunit
PROTEIN PHOSPHATASE 2A SUBUNIT SGN-U213418 0.000181 1.824
A2 AT3G25800
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE AT3G26650 SGN-U225515 0.000035 1.441
DEHYDROGENASE A SUBUNIT
zinc finger (C3HC4-type RING finger) family )
protein AT3G55530 SGN-U218541 0.004044 2.949
DELTA 1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE SGN-U216928 0.000597 1412
SYNTHASE 2 AT3G55610
1-AMINOCY CLOPROPANE-1- ATAG11280 SGN-U213523 0.000065 1.792
CARBOXYLIC ACID (ACC) SYNTHASE 6
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SCN-U218496 0.008444 1.108
encodes a arginine decarboxylase (ADC), AT4G34710 SCN-U213123 0.000575 2.883
Member of Actin gene family AT5G09810 SCN-U213130 0.000241 1.556
THYS5 protein AT5G11260 SGN-U221674 0.030493 1.337
glutamate decarboxylase isozyme 1 AT5G17330 SGN-U212561 0.025239 2.324
zinc finger (C2H2 type) family protein AT5G22890 SGN-U227696 0.000633 2.885
Putative beta tubulin AT5G23860 SGN-U212618 0.019149 1.352
VPS13 - like protein AT5G24740 SGN-U220055 0.002301 0.917
EMB2755; ATP binding / asparagine-tRNA
ligase/ aspartate-tRNA ligase/ nucleic acid SGN-U215530 0.000900 1.266
binding / tRNA ligase AT5GS6680
malate dehydrogenase-like protein AT1G04410 SGN-U212714 0.000646 -1.152
SRG1 (SENESCENCE-RELATED GENE 1) AT1G17020 SGN-U223434 0.000626 -0.948
WRKY6; transcription factor AT1G62300 SGN-U215122 0.017952 -0.922
type 2 peroxiredoxin -related AT1G65980 SGN-U214598 0.038560 -0.673
homeobox-leucine zipper protein ATHB-13 AT1G69780 SGN-U216815 0.030079 -0.783
auxin and ethylene responsive GH3-like
protein AT2G14960 SGN-U228025 0.002477 -1.436
Ser/Thr protein kinase AT2G26980 SGN-U213274 0.023006 -0.836
carboxymethylenebutenolidase -related AT2G32520 SGN-U215917 0.034020 -0.909
RNase NGR2] AT2G39780 SGN-U220195 0.000011 -1.365
ferritin 2 AT3G11050 SGN-U213608 0.000820 -1.096
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32307&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212825
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=31528&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213285
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38806&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213790
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213220
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37400&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218288
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37646&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213418
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38501&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225515
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40089&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218541
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36395&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216928
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=128496&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213523
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130062&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213123
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135194&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213130
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131099&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133708&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212561
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227696
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212618
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136057&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220055
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133432&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215530
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28372&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28736&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223434
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28339&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215122
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27104&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214598
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34645&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U228025
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213274
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34606&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215917
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35212&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220195
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35653&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213608
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CIPK1 (CBL-IﬁTNEESAEI)ING PROTEIN AT3G17510 SGN-U214714 0.002467 -1.168
K inger domain-contang proten. | ATsGagero | SCNU2IS6S6 | 0004077 | 1227
U-box protein AT3G52450 SGN-U232823 0.007226 -1.443

N aylene-responsive coment binding |  ATaGasazo | SCAUZIEST | 0000118 | 1384
bZIP transcription factor HBP-1b homolog AT5G06950 SGN-U216042 0.002651 -1.399
Beta tubulin AT5G23860 | SCN-U212622 0.023762 -0.990

Tabelle 15:

In  SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit Funktionen wéhrend verschiedener
biologischer Prozesse. Gezeigt sind der p-Wert als Mal fiir die statistische Signifikanz, und die ermittelte
Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays.
Ebenso gezeigt sind die Gene-1D des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

The Arabidopsis Information Resource

SOL Genomics

At Gene ID Network p-wert | Fold change
Homolog .
Unigene
WRKY71; transcription factor AT1G29860 SGN-U218504 0.004601 1.282
E4/E8 binding protein-1 AT1G43770 SGN-U216046 0.000686 1.109
TCP family transcription factor AT1G58100 SCN-U219466 0.008200 1.011
MADS-box transcription factor FBP29 AT1G69120 SGN-U227986 0.000392 1.546
Encodes a homeodomam Ieu0|r_1e zipper class | AT1G69780 SGN-U216815 0.000007 6.463
(HD-Zip 1) protein
Encodes a member of the DREB subfamily A- SGN-U213279 0.000088 2.138
6 of ERF/AP2 ATLGT8080
homeodomain protein GhHOX1 AT1G79840 SGN-U222383 0.000056 4.978
PHY-INTERACTING FACTOR 1 AT2G20180 SGN-U231769 0.005006 1.034
ARABIDOPSIS GOLDEN2-LIKE 1 AT2G20570 SGN-U226143 0.000006 6.165
NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN AT3G15510 SGN-U214595 0.000041 3.220
member of Heat Stress Transcrlptlon Factor AT3G22830 SGN-U223372 0.000020 5.486
(Hsf) family
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SGN-U218496 0.008444 1.108
encodes a member of the DREB subfamily A-1
of ERF/AP2 transcription factor family AT4G25480 SGN-U216204 0.000685 1481
(CBF3)
THYS5 protein AT5G11260 SGN-U221674 0.030493 1.337
putative transcirption factor(auxin response )
factor) AT5G18000 SGN-U219533 0.023415 1.281
zinc finger (C2H2 type) family protein AT5G22890 SGN-U227696 0.000633 2.885
bZIP transcription factor AT5G28770 SGN-U214344 0.000000 7.177
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38454&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214714
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126548&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215656
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36586&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U232823
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126772&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216297
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133999&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216042
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212622
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28546&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218504
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29775&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216046
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136471&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219466
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30417&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227986
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29819&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213279
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28310&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222383
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34835&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U231769
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32495&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226143
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38392&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214595
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39105&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223372
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129052&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216204
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131099&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132961&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219533
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U227696
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136021&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214344

ANHANG

THALIANA HOMEOBOX PROTEIN 34 |  ATscaorso | SON-UZST3 | 000d0ss | 2049
ZINC FINGER PROTEIN 2 AT5G57520 SCN-U220042 0.000844 1.164
WRKY6; transcription factor AT1G62300 SGN-U215122 0.017952 -0.922

homeobox-leucine zipper protein ATHB-13 AT1G69780 SGN-U216815 0.030079 -0.783

GT-related tris?ﬁqlii;;:)tl(;lg-_lt_)énding protein ATLG76850 SGN-U214842 0.000166 1.946

transcription factor bZIP61 (BZIP61), AT3G58120 SGN-U220645 0.002341 -1.518
N eylenerespondve clement binding | ATaGaaro | SCN-UZLS297 | 0000118 | 1384
G-hox-binding factor 1 ATAG36730 SGN-U216671 0.003393 -1.171
transcriptional factor B3 family protein AT5G42700 SGN-U222838 0.001050 -1.933

Tabelle 16:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit Funktionen wéhrend der Transkription.
Gezeigt sind der p-Wert als MaR fiir die statistische Signifikanz, und die ermittelte Expressionsdifferenz
(Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die
Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information Resource At Gene ID Network p-wert | Fold change
Homolog .
Unigene
Encodes eukaryotic translation initiation factor SGN-U214373 0.000006 6.375
5A (EIF-5A) AT1G13950
Encodes a homolog of the potato p24 protein AT1G14410 SCN-U218758 0.000050 6.699
NUCLEOLIN LIKE 1 AT1G48920 SGN-U213956 0.000461 2.898
LIPOXYGENASE 1 AT1G55020 SGN-U212777 0.001161 1.054
PHOSPATIDYLINOSITOL 3-KINASE AT1G60490 SCN-U229859 0.000153 0.864
ARABIDOPSIS GOLDEN2-LIKE 1 AT2G20570 SGN-U226143 0.000006 6.165
kinesin motor family protein AT2G21300 SCN-U219620 0.022480 0.774
putative vacuolar protein sorting protein AT2G38020 SGN-U222400 0.049863 1.610
radical SAM domain-containing protein AT2G39670 SGN-U220720 0.047682 1.509
reve_rS|ny gly_cosylated polypeptide pqssmly AT3G02230 SGN-U219866 0.000001 7.510
involved in plant cell wall synthesis
STRUCTURAL MAINTENANCE OF SGN-U222369 0.000512 0.931
CHROMOSOMES 1 AT3G54670
adaptin family protein AT3G55480 SCN-U223942 0.000007 6.095
PREDICTED: similar to Tetratricopeptide
repeat protein 11 (TPR repeat protein 11) (Fisl AT3G57090 SGN-U215770 0.000044 4.672
homolog)
CHLOROPLAST STEM-LOOP BINDING SGN-U214810 0.001157 1.330
PROTEIN OF 41 KDA AT3G63140
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133679&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229573
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134709&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220042
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28339&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215122
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=137676&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216815
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30903&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214842
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37547&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220645
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126772&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216297
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126657&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216671
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133502&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222838
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27933&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214373
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27588&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218758
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29663&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213956
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27350&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30946&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U229859
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32495&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226143
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32978&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219620
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35471&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222400
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32030&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220720
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35976&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219866
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40489&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U222369
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40077&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U223942
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36688&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215770
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39949&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214810
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chalcone synthase family protein ATAG34850 SGN-U219061 0.004019 1.004

Member of Actin gene family AT5G09810 SCN-U213130 0.000241 1.556

Putative beta tubulin AT5G23860 SGN-U212618 0.019149 1.352

CLP PROTEASE P4 AT5G45390 SCN-U215977 0.002820 1.781

translation initiation factor AT5G54940 SGN-U215499 0.000014 6.330

formin homology 2 domain-containing protein SGN-U219139 0.006222 1.047
/ FH2 domain-containing protein ATSG67470

actin-related protein strong similarity to ) )

gb|U29610 Actin-like protein AT1G13180 | SGN-U221039 0.020812 1.005

photosystem | psaH protein AT2G19740 SGN-U212569 0.021713 -0.815

enzyme inhibitor/ pectinesterase AT3G49220 SGN-U219777 0.019166 -1.726

histone H2A AT5G02560 SGN-U214809 0.017733 -0.901

Rad21/Rec8-like protein AT5G16270 SGN-U218203 0.013813 -0.975

Beta tubulin AT5G23860 SGN-U212622 0.023762 -0.990

putative ubiquitin-conjugating enzyme E2 AT5G25760 SGN-U216051 0.002541 -1.315

Tabelle 17:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit Funktionen wéhrend der Zell-Organisation
und Biogenese. Gezeigt sind der p-Wert als Mall fir die statistische Signifikanz, und die ermittelte
Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays.
Ebenso gezeigt sind die Gene-1D des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information Resource At Gene ID Network p-wert | Fold change
Homolog .
Unigene
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 AT1G27320 SGN-U214512 0.004670 2.000
Encodes a member of the DREB subfamily A- SGN-U213279 0.000088 2.138
6 of ERF/AP2 AT1G78080
PHY-INTERACTING FACTOR 1 AT2G20180 SGREUZSL00 0.005006 1.034
ARABIDOPSIS GOLDEN2-LIKE 1 AT2G20570 SGN-U226143 0.000006 6.165
Ethylene receptor, subfamily 1 AT2G40940 SCN-U214004 0.009248 1.591
RabGAP/TBC domain-containing protein AT3G07890 SGRUZZ16.0 0.000020 2.821
Acidic 26 kDa endochitinase precursor AT3G12500 SGN-U213790 0.001184 2.298
1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase/
ATP binding / protein binding / zinc ion AT3G14270 SGN-U219689 0.000111 2.733
binding
zinc finger (C3HC4-type RING finger) family )
protein AT3G55530 SGN-U218541 0.004044 2.949
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 AT4G15900 SCN-U218496 0.008444 1.108
THYS5 protein AT5G11260 SGN-U221674 0.030493 1.337
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126864&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219061
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135194&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213130
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212618
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133240&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215977
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132751&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215499
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132525&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219139
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30155&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221039
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=33300&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212569
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37105&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219777
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135703&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214809
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135650&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218203
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=500231945&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212622
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=130749&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216051
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28121&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214512
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29819&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213279
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34835&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U231769
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32495&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226143
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34329&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214004
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36161&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221619
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38806&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213790
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38545&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U219689
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=40089&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218541
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=26571&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218496
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=131099&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U221674
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ARF GTPase-activating domain-containing

protein AT5G46750 SGN-U213469 0.008777 1.654

Encodes_a _CBI__—interacting pro_tein_ kinase with AT5G58380 SGN-U213441 0.016649 4.522
similarity to SOS protein kinase

leucine-rich repee;)trgeiziiztance protein-like JRES SGN-U214103 0027233 1.297

RABLlY AT1G43890 SGN-U220375 0.018881 -1.194

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase)
(Rotamase) (Cyclophilin) (Cyclosporin A- SGN-U212746 0.022142 -0.782
A ) - o AT2G16600
binding protein), cytosolic cyclophilin ROC3

Ser/Thr protein kinase AT2G26980 SGN-U213274 0.023006 -0.836

bZIP transcription factor HBP-1b homolog AT5G06950 SGN-U216042 0.002651 -1.399

IR TN TOTNESNT | v | ootz | ooazms | a7
phosphoinositide-specific phospholipase C AT5G58700 SGN-U220392 0.018693 -1.785

GcpE protein; nuclear gene for chloroplast SGN-U214196 0008318 1.259

product AT5G60600

Tabelle 18:

In  SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen  differentiell ~ regulierte Gene mit einer Funktion wéhrend
Signaltransduktionsprozessen. Gezeigt sind der p-Wert als MaR fiir die statistische Signifikanz, und die
ermittelte Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs
Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die Gene-ID des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics
network) der Gene.

. . . SOL Genomics
The Arabidopsis Information Resource At Gene ID Network p-wert Fold change
Homolog .
Unigene
GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE AT1G13440 SGN-U212862 0.000005 5.445
DEHYDROGENASE C2 (GAPC2)
encodes a chIoropIsauséEr)]/irtuvate kinase alpha AT3G22960 SGN-U218288 0.000023 3.252
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
A, chloroplast precursor (NADP-dependent )
glyceraldehydephosphate dehydrogenase AT3G26650 SGN-U225515 0.000035 1441
subunit A)
OXYGEN EVOLVING COMPLEX SGN-U212743 0.000007 6.054
SUBUNIT 33 KDA AT3G0820
ATP SYNTHASE DELTA-SUBUNIT GENE AT4G09650 SGN-U215141 0.022512 1881

Tabelle 19:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit Funktionen beim Elektronentransport und
wahrend Energieprozessen. Gezeigt sind der p-Wert als MaR fiir die statistische Signifikanz, und die ermittelte
Expressionsdifferenz (Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays.
Ebenso gezeigt sind die Gene-1D des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.

The Arabidopsis Information Resource SOL Genomics

At Gene ID Network p-wert | Fold change
Homolog Unigene
SGN-U218758 0.000050 6.699

Encodes a homolog of the potato p24 protein AT1G14410
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135252&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213469
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213441
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133204&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214103
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29779&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220375
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=32345&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212746
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34449&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213274
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133999&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U216042
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=132925&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U213441
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=135294&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U220392
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134900&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U214196
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27157&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212862
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=37400&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218288
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38501&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225515
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=36250&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U212743
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=129734&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215141
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27588&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U218758
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type 1l CPD photolyase PHR1 (PHR1) AT1G12370 SGN-U226674 0.036946 -0.781

S-adenosyl-methionine-sterol-C-
methyltransferase AT1G20330 SGN-U215017 0.007538 -1.078

XH/XS domain-containing protein / XS zinc ) )
finger domain-containing protein AT3G48670 SGRUZL656 0.004077 1.221
A-type cyclin-dependent kinase AT3G48750 SGN-U215180 0.010674 -0.951
DRT101 (DNA-DAMAGE-
REPAIR/TOLERATION 101) AT5G18070 SGN-U225989 0.013884 -1.110
Tabelle 20:

In SIMMP1/2-RNAi-Hypokotylen differentiell regulierte Gene mit Funktionen im DNA und RNA Metabolismus.
Gezeigt sind der p-Wert als MaR fiir die statistische Signifikanz, und die ermittelte Expressionsdifferenz
(Induktion-, bzw. Repression) (als Dyadischer Logarithmus) aus sechs Mikroarrays. Ebenso gezeigt sind die
Gene-1D des At Homolog und die Unigene-Nummer (SOL genomics network) der Gene.
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30617&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U226674
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=27665&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215017
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=126548&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215656
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39995&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U215180
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134383&type=locus
http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U225989
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http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-3.3.12.15
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U318879
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U313185
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-4.2.1.2
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U313813
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U313813
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-2.4.3.7
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U315194
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U315194
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-6.2.12.16
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U328367
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U328367
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-1.1.7.6
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U318107
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U318107
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-1.4.7.14
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-3.3.7.11
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U312505
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U312505
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-2.1.17.20
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U341775
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U313185
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-5.2.15.20
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U315672
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U315672
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-5.2.12.10
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U315896
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U315896
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-5.2.8.20
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U315896
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-5.2.8.20
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U312533
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-5.3.6.19
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U373520
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-2.2.5.3
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U277955
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U317566
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-2.4.5.3
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U321393
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U321393
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-1.3.20.20
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U356462
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U312428
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-1.1.2.10
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U314441
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U314441
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-2.1.7.20
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U352749
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U352749
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi?array=1&probeID=1-1-6.1.13.17
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U375337
http://www.sgn.cornell.edu/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U373463
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