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1 Einleitung

Pflanzen haben im Laufe der Evolution eine Vielzahl an Strategien zur Anpassung aredensch
Umweltparameter und zur Abwehr von Fral3feinden und mikrobiellen Pathogenen emtlisselst
aufgrund ihrer sessilen Lebensform und des Fehlens eines klassischen Istemssaum Uberleben

von besonderer Bedeutung. Durch Sukkulenz beispielswessfistPflanzen temporar arider Gebiete
moglich, auch wahrend des periodischen Wassermangels aktiv zu bleiben (&digli€r, 2009). h

salinen Gebieten sind ebenfalls zahlreiche Pflanzen zu finden. Die Entwickikrsghiedener
Mechanismen wie die Ausscheidung, Kompartimentierung oder Translokation von Salz und die
Angleichung der zellularen Osmose, ermdglicht es Pflanzen, hohen Salzstress zierolemckr
entsprechende Gebiete zu besiedeln (Gilleeral., 2002; Sairamet al., 2002; Yeo, 1998). Als
physikalische Barriere zur Abwehr von Fral3feinden und Pathogenen bilden Pflanzdiscbeezi
morphologische Strukturen aus. Blatter werden zaher und harter, die Kutikelselmie \WWachsschicht

aus, Zellwande werden durch Verholzung oder Verkorkung verdickt und Trichome, Stanbeln
Dornen werden ausgebildet (Agravetlal, 2009; Hanleyet al, 2007; Heet al, 2011; Sharmat al,

2009). Durch die Bildung und Sekretion sekundarer Metabolite mit toxischer Wiwkenterpenoide,
Alkaloide, Anthocyanine und Phenole, welche tédlich oder entwicklungsretardierend auforkarbi
wirken, wird eine Art chemische Barriere zum Schutz gegen das Eindringen vondPatmagfgebaut
Ferner konnen Pflanzen natirliche Feinde ihrer Fra3feinde durch verschiedene Methoden anlocken, um
sich iher eigenen FralRfeinde zu entledigen (Arimataal., 2009; Usha Raret al.,2010; Waret al.,

2011a; 2011b).

Werden die konstitutiven Barrieren dennoch Uberwunden, verfiigt die Pflanze Uber weitere
Mechanismen zum Schutz und zur Abwehr. Pflanzen besitzen zwar kein Immunsystem wiéeesrbe
bekannt ist, haben dafiir aber eigene Mechanismen entwickelt, um eindringende pathogene
Mikroorganismen gezielt bekampfen zu konnen. Mikroorgansimen weisen pathogenassoziierte
molekulare Muster auf, sogenanmpthogen-associated-molecular-patte(AMPSs). Diese PAMPs
werden von pflanzeneigenen Rezeptoren, gtern-recognition-receptoréPRRs) erkannt, welche

sich in der Plasmamembran befinden (Boller&Felix, 2009; Boller&He, 2MB)PRRs lassen sich in

zwei Gruppen unterteilen, derceptor-like-kinase§RLKs) und derreceptor-like-proteing RLPS).

RLKs gliedern sich in eine extrazellulare Doméane, eine Transmembrandoméane untra&zedutire
Kinasedomane. RLPs fadrizwar die intrazellularen Kinasedoménen, sie varfisdper ebenso Uber die
extrazellularen Doménen und die Transmembrandomanen (Boutrot&Zipfel, 2017; Couto&Zipfel,
2016) Als Ligand-bindende Ektodoméanen wurden bisléagein-rich-repeat{LRRS), Lysin-Motive
(LysMs), Lectin-ahnliche Motive undpidermal-growth-facto(EGF)-ahnliche Doméanen beschrieben
(Saijoet al.,2018.
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Durch das Erkennen der PAMPs wird eine Immunantwort in der Pflanze ausgel6st, diemnwBeryriff
PAMP-triggered-immunityPTI) bekannt ist (Jones&Dangl, 2006; Tsetlal.,2009). Die Kombination

aus konstitutiven Barrieren und der PTI wird als basale Resistenz bez¢brnwit, 2007; Sanabria

et al.,2008). PAMPs sind Epitope, welche innerhalb der Mikroorganismen konserviert und dssentiel
fir das Uberleben und die Fitness der Mikroorganismen sind (Bfoak, 2008). Dazu gehort unter
anderem flg22, welches aus einem Abschnitt von 22 Aminosauren des N-Terminustddslleak
Flagellins besteht. Flagellin ist Bestandteil des bakteriellen Flagellumsamid bei begeilelten
Bakterien zu finden. flg22 wird durch die Rezeptorkinase Flagellin-Insenitiv-2 (FLS2) erkannte welch
zusammen mit der Brassinosteroidrezeptor-assoziierten Rezeptorkinase BAKmhndimantwort
aktiviert (Chinchillaet al., 2006, 2007; Gomez-Gomet al.,2001; Zipfelet al.,2004).fls2 Mutanten

in Arabidopsis thalianaweisen eine erhohte Anfalligkeit fur den virulenten Stafseudomonas
syringaepv. tomatoDC3000 auf, was die Wichtigkeit der PAMP-Erkennung bei der Einschrankung
virulenter Pathogene unterstreicht (Zip&l al., 2004). Die Kristallstruktur der flg22 gebundenen
Ektodoménen von FLS2 und BAK1 deutet daraufhin, dass BAK1 als Co-Rezeptor(S@geet al.,
2013). Die Aktivierung von BAK1 erfolgt durch die Ligand-vermitteissoziation von FLS2 und
BAK1. Daraufhin erfolgt die Phosphorylierung der cytoplasmatischen Rekeatee Botrytis-
induzierte Kinasel (BIK1welche NADPH-Oxidase D aktiviert und so die Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffspeziegdactive oxygen specieROS) verursacht (Let al., 2010; Zhanget al., 2010;
Schwessingeet al.,2011; Linet al.,2013; Liet al.,2014). Neben flg22 gibt es noch zahlreiche weitere
PAMPs wie Epitope des bakteriellen Elongationsfaktors Tu (elf18 und elf26), Peptiaogl(lRGN,
Komponenten der bakteriellen Zellwand) oder auch Chitin (Hauptkomponente der Ramzdl|
(Boller&Felix, 2009). PGNs werden durch Rezeptomgt Lysin-Motiv-Domanen wahrgenommen. In
Arabidopsis nehmen Lysin-Domanen-Proteinl (LYM1) und Lysin-Domanen-Protein3 (LYM3) PGN
wahr und agieren vermutlich in einem Komplex mit Chitin-Elicitor-Rezefinasel (CERK1)
zusammen und leiten das Signal we{@illmannet al.,2011). CERK1 spielt auch bei der Erkennung
von Chitin eine Rolle. Durch die direkte Bindung von CERK1 an Chitin wirdcHign-triggered-
immunityausgelost (Miyat al.,2007; Waret al, 2008; lizasat al.,2010; Petutschnigt al.,2010).

Da es sich bei PAMPs um konservierte Strukturen handelt, welche sowohl bei pathogenen als auch
nicht-pathogenen Mikroorganismen vorkommen, muss gleichzeitig auch die Wahrnehmung von
damage-associated-molecular-patteffi®AMPs) betrachtet werden. DAMPs sind endogene Signale
des zellularen Verfalls und reprasentieren die Charakterisika einer émigkibntana&Vance, 2011;
Blander&Sander, 2012). Dakigh-mobility-group-box-protein(HMGB) beispielsweise wird mit
Chromatin im Zellkern in Verbindung gebracht und befindet sich in nicht-gestregstlen im Cytosol.
Extrazellular jedoch wirkt HMGB immunogen. In Arabidopsis wird HMGB3 in Folge von
Gewebeverletzungen durch eine Infektion Bdtyris cinerafreigesetzt und induziert so eine PTI-
ahnliche Immunantwort und die Resistenz gegen Pilze (€hall., 2016; Choi&Klessig, 2016;

Lotze&Tracey, 2005). Auch extrazellulares ATP ist in der Lage, Immunantworten auszuldsen. In
2
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Arabidopsis wird ATP in Folge von Verwundung, eines Herbivoren- oder Pathogenaingigiésetzt.
Die Erkennung erfolgt dabei Uber Lektin-ahnliche Rezeptorkidass-not-respontb-nucleotidesl
(DORNZY)/ lectin-receptor-kinase-clade-1(2ecRKI.9) und induziert eine PTI-ahnliche Abwehr (Choi
et al, 2014; Liet al, 2016; Ralevic&Burnstock, 1998; Tanakizal.,2014. Weitere DAMPS sind unter
anderem Oligogalakturonide, Fragmente der pflanzlichen Zellwand, welche durch Hydhatghe
Herbivoren oder Pilzinfektionen entstehen, und verschiedene endogene Peptide, welcheeiisend
Pathogenangriffsr den Extrazellularraum freigesetzt werden und immunogen wirken (Bartelleg,Bo
2015; Bergeet al.,1999; De Lorenzet al.,2001; Ferraret al.,2013; Yamaguchi&Huffaker, 2011

Durch die Wahrnehmung der PAMPs/DAMPs werden zigig frihe Abwehrantworten akiibrtl):
lonen-Kanale werden gedffnet, der intrazellularé*Gpiegel steigt an, ROS werden gebildet und
freigesetztDie ausgeltdste Kaskade aktiviert auchrdisogen-activated-protein-kinagMAPK) sowie

die Transkription von Abwehrgenen. Im Fall von flg22 sind an der Aktivierung berArgene die
Transkriptionsfaktoren WRKY?22/29 und WRKY25/33 beteiligt (Boller&Felix, 2009; Chinchtlial.,

2007; Gomez-Gomez&Boller, 2000; Jeworutegkial.2010; Nicaiseet al., 2009). Eine Analyse des
Transkriptoms vonArabidopsis thaliananach Behandlung mit PAMPs zeigte eine immense
transkriptionelle Antwort. Nach einer 30-minttigen Behandlung mit flg22 komnter Verwendung
eines Genom-Gen-Chip von Arabidopsis eine Hoch- bzw. Runterregulierung von mehr als 1000 Genen
registriert werden (Zipfeét al., 2004). Die dabei ausgelOste transkriptionelle Antwort ist zwischen
verschiedenen PAMPs im frihen Stadium relativ &hnlich. Im weiteren Verlauf wirch du
Differenzierung der transkriptionellen Antwort gewébhrleistet, dass rdiauhantwort adaquat zum
jeweiligen Pathogen ist (Gust al., 2007; Wanet al., 2008; Zipfelet al., 2006). Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass im Zuge der Erkennung von verschiedenen PAMPs die Pflanzenhormone
Salicylsaure, Jasmonsaure und Ethylen, welche im Zusammenhang mit der pflanaiivhemhtwort
stehen, hochreguliert werden. flg22 beispielsweise 16st die SalicylsdureproduktionMutanten mit
defekter Salicylsauresynthese wird PTI partiell gehemmt und die ExpressiorTeitseeder PAMP-
regulierten Gene ebenfalls beeinflusst (Mishina&Zeier, 2007; Teuala, 2008a; Tsudat al.,2008Hh).

fgl22 und PGN kbénnen das Markerprotei pathogenesis-related-genesl(PR1) der
Pflanzenimmunantworsystemic acquired resistan¢8AR) induzieren, welches durch Salicylsaure
reguliert wird. PAMPs von Pilzen wie Chitin sind dazu nicht in der Lage (&uat, 2007; Tsudaet

al., 2008b). Bakterielle PAMPs kénnen durch die Aktivierung Y¥eaminocyclopropane-1-carboxylate
synthase §ACS6), einem Ethylen-Biosyntheseenzym, die Produktion von Ethylen induziereat (Liu
al., 2004). In Kartoffeln konnte des Weiteren die Induktion von Jasmonsaureproduktion nach

Behandlung mit PAMPs nachgewiesen werden (Halial.,2009).
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Abb. 1 Eine Ubersicht der PTI. Die Wahrnehmung von PAMPs (MAMPs) und DAMPs durch PRRs erfolgth
dynamische Assoziation/Dissoziation mit Co-Rezeptoren und cytoplasmatisBlezeptorkinasen (RLCKs) u
Transphosphorylierung innerhalb der PRR-Komplexe, um die daraufftddgignalkaskade zu initiieren. PRR-Signale we
durch Phosphorylierungskaskaden ubertragen. Diese betreffen MAPKZalgidm-abhéngige Proteinkinasen (CDPKSs)
ihnre Ziele. Dazu z&hlen die NADPH-Oxidase (RBOHD), Plasmamembran-(PM)-standigdTHdse un
Transkriptionsfaktoren (TFs) wahrend der PTI.

Die PTI ist ein auRerst effektiver Schutzmechanismus der Pflanze, welcher den Jréiltder
eindringenden, mikrobiellen Pathogene erfolgreich abwehren kann. Um dennoch Pflanzen besiedeln
und die sehr wirksame Abwehrreaktion PTI Gberwinden zu kbnnen, entwickeltem Railgpgene ihre
Strategien weiter. Dafir entwickelten sie spezielle Effektorproteine. Bi#sktorproteine werden in

die Pflanzenzellen eingeschleust und unterdriicken die PTI, sodass es zur sogesiéeritan
triggered-susceptibilitfe TS kommt (Cunmcet al., 2009; Blocket al.,2008; Gohreet al.,2008). Die
Einschleusung der Effektorproteine erfolgt bei bakteriellen Pathogenen dber das Typ Il
Sekretionssystem (Bloakt al.,2008; Casper-Lindlegt al.,2002; Szurelet al.,2002). Um die ETS zu
vermeiden, haben Pflanzen Rezeptoren zur Erkennung der pathogenen Effektorproteine emieickel
Rezeptorproteine sind in der Lage, spezifisch Effektorproteine zu erkennen und wlzeR&Rs bei

der Erkennung von PAMPsAM Ps eine entsprechende Immunantwort der Pflanze auszultsen.

Die polymorphen intrazellularen Rezeptoren werden WResistenz(R)-Genen kodiert. Durch
Erkennung der Effektorproteine durch R-Proteine wird effector-triggered-immunityeTI initiiert
(Jones&Dangl 2006; Tsuda&Katagiri, 2010). Die Signalkaskade, welche durchusgelost wird,
fuhrt oft zur hypersensitiven ReaktiodR) und zum programmierten Zelltogrogrammed cell death
PCD), um lokal dem Pathogenangriff entgegevirken und die Ausbreitung der Pathogene eindammen
zu kénnen (Collet al., 2011). Allerdings exisitieren bereits einige Pathogene, welche mit ihren
Effektorproteinen auf die ETI stérend wirken (Rosekret al., 2007). Die meisten R-Proteine der
Pflanzen gehéren zur Familie deucleotide-binding site leucine-rich-repeAlBS-LRR-Proteing
welche auch unter dem Namen NLR bekannt sind. Diese Familie besteht in Pflanzeei &usippen.

Die CCNBS-LRR-Proteine besitzen eine N-terminalled-coitDomane, wahrend die TIRBS-
4
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LRR-Proteine Uber eine N-terminale Toll-Interleukin-1-Rezeptor-Doméandigef (Bonardiet al.,
2012; Dangl&Jones, 2001). Die LRR-Domane der Rezeptoren ist einigen Studien zwarFBlgéeein-
Protein-Interaktionen beteiligt (Feys&Parker, 2000). Digcleotide-binding(NB)-Doméane wird
hingegen teilweise mit der Bindung von ATP und der Hydrolyse von ATP in Verbirgklmgcht
(Tamelinget al.,2002). Durch die Bindung von ADP an die NB-Domane ist der Rezeptor im inaktiven
Zustand. Die Bindung von ATP versetzt den Rezeptor in einen aktiven Zustand. rBundiches
Zusammenspiel der LRR-Doméane und der N-terminalen TIR- beziehungsweise CC-Dandédie w
NB-Doméne daran gehindert, das inaktive ADP gegen ATP auszutauschen. Im Zuge der
Effektorprotein-Erkennung erfolgt eine Konformations&nderung. Der Austausch vorzABIPP an
der NB-Doméne kann erfolgen. Das Rezeptorprotein ist aktiv und die ETI karentinierden (Griebel
et al., 2014; Takken&Goverse, 2012). Anhand der sogenarquiardHypothese nach Dangl&Jones
(2001) kann erklart werden, wie es moglich ist, dass die relativ geringe AoralNBS-LRR-Proteinen
eine so grof3e Vielzahl unterschiedlicher Pathogene erkennen kann. Die Erkennung depEffeikie
verlauft dabei vorwiegend indirekt. Das R-Protein Uberwacht, ob ein Effekteirprotit eirem
zellularen Protein in Interaktion tritt. Diese Interaktion verursacht einagigvelches vom R-Protein
wahrgenommen wird und so zu dessen Aktivierung fihrt (Nishimura&Dangl, 20E0)guard
Hypothese liegt die Gen-flir-Gen-Hypothese nach Flor (1971) zugrunde. Demnachdie§iflanze
ein ResistenzgeR, zu welchem ein passendes Avirulenzden des Pathogens existiert (Balatral.,
1997). Das Avirulenzprodukt wird vom pflanzlichen Rezeptor erkannt, die HR wir@lassgnd die
Pflanze ist gegeniiber diesem Pathogen geschiitzt. In diesem Fall handelt es sichnkorepstible
Wirts-Pathogeninteraktion mit einem avirulenten Pathogen. Wird das eindringendeeRathciyt
erkannt und kommt es damit zur systemischen Ausbreitung des Pathogens innerhattspgéan¥e,
handelt es sich um eine kompatible Interaktion und das Pathogen ist virueioBelle nach Flor
und Dangl&Jones vereinen dabei die direkte und indirekte Interaktion von Effekeinpund

Rezeptor.

Ein Beispiel fur eine direkte Rezeptor-Effektorprotein-Interaktion ist di¢pRelsrankheit bei Flachs.

Fur den RostpilaMelampsora linikonnten einige Effektorgene identifiziert werdéwrL567, AvrM,
AvrP123 und AvrP4odieren fir kleine, sekretorische Proteine. Diese Effektorproteine werden von
TIR-NB-LRR R-Proteinen innerhalb der Pflanzenzelle erkannt (Cantaretaaiti, 2006; Dodd<t al.,

2004; 2006; Wanet al.,2007). AvrM wird wahrend der Infektion in die Wirtszelle eingeschleust und
interagiert direkt mit dem Resistenzprotein M von Flddnsim usitatissimunond 16st so die ETI aus
(Cantanzaritet al.,2010; Rafigiet al, 2010). Die Aminosauren 123 bis 153 im N-terminalen Teil des
Proteins sind fir die Internalisierung in die Pflanzenzelle notwendig. Die @itdencoiled-coit
Doméne, besonders die Aminosduren 225 bis 343, vermitteln die Bindung von AvrM an das
Resistenzprotein M. Es konnte gezeigt werden, dass fur die AvrM:M Interaktion multipl
Kontaktpunkte benétigt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es fig Alalpl moglich ist,

in Abwesenheit des Pathogédvislini in die Wirtszelle zu gelangen. Der genaue Mechanismus ist noch
5
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nicht vollstandig geklart. Es ist jedoch klar, dass fir die pathogen-unabhangigealisterung in
Pflanzenzellen ein konservierter, hydrophober Oberflachenabschnitt bei AvrM bendtijt w
(Cantanzaritet al.,2010; Rafigiet al, 2010; Veet al.,2013).

In Arabidopsis gibt es eiresistanceto-P.syringae pv. maculicola(RPM1)-interagierendes Protein4
(RIN4), welches als negativer Regulator der PTI identifiziert wurde. Rifitgtagiert mit den R-
Proteinen RPM1 undesistantto-P.syringa? (RPS2) (Kimet al., 2005; Mackeyet al., 2002, 2003;
Axtell&Staskawicz, 2008 RIN4 ist das Zielprotein der Effektorproteine AvriRpm1, AvrRpt2 und AvrB
von P. syringagMackeyet al., 2002, 2003; Axtell&Staskawicz, 2003). Die Effektorproteine AvrRpm1
und AvrB werden indirekt von RPM1 erkannt. Durch die Phosphorylierung von RIN4 in Folge einer
Infektion mit Bakterien, welché&vrRpmZlund AvrB exprimieren, wird das R-Protein RPM1 aktiviert
und die ETI ausgelost (Mackeyt al., 2002). Die Erkennung des Avirulenzproteins AvrRpt2 erfolgt
Uber das R-Protein RPS2 ebenfalls indirekt. Nach der Einschleusung itadizeRfelle wird AvrRpt2
vom wirtseigenen Cyclophilin aktiviert (Coaket al., 2005, 2006). Die so aktivierte Cysteinprotease
schneidet wirtseigene Proteine, unter anderem auch RIN4. Durch den Abbau von RINé&snire
Protein RPS2 aktiviert und somit auch die ETI (Mackewl., 2003; Axtell&Staskawicz, 20Q3Abb.

2).

$  AvrRom1/RPM1

Legende
- E T inaktives R-Protein  aktives R-Protein
or AvrB
%
Aerptz/RPSZ - Typ Ill Effektorprotein

<>

Typ Il Effektorzielprotein

f‘ . .
Amoo+

modifiziert nach Hurleyet al.,2014

Abb. 2 Aktivierung von NLR RPM1 und RPS2 durch RIN4.NLR-Proteine tiberwachen, ob Effektorproteine mit zellul
Proteinen in Interaktion treten. Durch Detektion einer solchen Interaktioomt es zur Konformationséanderung des M
Proteins und zur Initiierung der ETI. (A) NLR RPM1 (iberwacht dasilzed Protein RIN4. Die Interaktion zwischen R
und Effektorprotein AvrRPM1 oder AvrB verursacht die Phosphorylierumg RIN4 durch die zelluldre Kinase RI
(receptor-interacting serine/threonine-protein kinad&idd aktiviert RPM1. (B) RIN4 wird ebenso von NLR RPS2 uberw
Das Effektorprotein AvrRpt2 wird durch das zellulare Cyclophilin AtROf@fylator of cullins} aktiviert, verursacht d
Spaltung von RIN4 und aktiviert so RPS2.

Die transkriptionellen Anderungen wahrend der ETI Uberlappen sich im Wekentlimit den
Anderungen wahrend der PTI (Navaetoal.,2004; Tacet al.,2003). Auch die weiteren Merkmale der
ETI entsprechen qualitativ den Merkmalen der PTI. Die Produktion von reaktiven tSHspezies

wird initiert undeskommt zur Freisetzung der ROS in der Zelle. Die zellular&-Kanzentration

6
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erhoht sich, MAPK-Kaskaden werden aktiviert und Phytohormone werden produziert (TsudgigiKat
2010). Allerdings ist die durch ETI ausgeldste Immunantwort starker und vondébgerer als die der
PTI (Gaoet al.,2013; Tsuda&Katagiri, 2010; Tsu@h al.,2013). Durch die lokalen Immunantworten
wird die lang anhaltende Immunitat der Pflanze, die systemisch aktivierteeRegISAR), induziert.
Durch die SAR wird auch uninfiziertes Gewebe der Pflanzen gegen nachfolgene Infegtsokiitzt
(Fu&Dong, 2013).

1.1 Die systemisch aktivierte Resistenz (SAR) und ihre Hauptkomponenten

ETI wird oft mit der lokalen Auslosung des programmierten Zelltodes in Eamer hypersensitiven
Reaktion (HR) in Verbindung gebracht (Caplah al., 2008). Frank Ross beschrieb 1961 die
Beobachtung einer aktivierten Resistesys{emic acquired resistanc®AR) von Tabak gegehabak-
Mosaik-Virus(TMV). Bei Verwendung von Tabakpflanzen mit dem ResistenkbgegenTMV zeigte
sich, dass das Gewebe in unmittelbarer Umgebung von nekrotischen Lasionen, welchEVilrch
ausgeldst wurden, im hohen Mal3e gegetY undTabak-Nekrose-Virud NV) resistent war. Weiterhin
wurde beobachtet, dass auch systemisches Gewebe dieser Pflanzen eine erhéhte Rgsisiény g
zeigte und diese Resistenz auch von anderen Necroviren ausgelost werden kann. Durchtidie Induk
von Salicylsaure im lokalen wie auch im systemischen Pflanzengewebe wird die SARiteingele
(Malamy et al., 1990; Métrauxet al., 1990). Die SAR vermittelt eine Breitbandresistenz gegen
verschiedene Bakterien, Pilze, Oomyceten und Viren. Diese Resistenz ist nicht tgefdoeert,
sondern schitzt Uber einen langen Zeitraum von Wochen bis zu Monaten hinweg vor Infé¢Ktimnen
1987). Das Einsetzen der SAR wird einerseits mit einer gewaltigen transkrigonell
Reprogrammierung assoziiert (Dong, 2004; Pieterse&Van Loon, 2004). Andererseits mit der
systemischen Expression vpathogenesis-relatgPR)-Genen in uninfizierten, distalen Pflanzenteilen,
welche die Pflanze vor sekundéaren Infektionen schiitzt (Durrant&Dong, 200 REReoteine wurden
erstmals 1970 nach ihrer Entdeckung in Tabak wéhrend der ETI gdg®hbeschrieben (Van
Loon&Van Kammen, 1970). Bislang konnten die PR-Proteine in 17 Klassen unterteilt weaden (
Loon&Van Strien, 1999). Den PR-Proteinen wird allgemein eine antimikrobielle Wirkung
zugeschrieben (Nidermaret al., 1995). Einigen Tabak PR-Proteinen konnten enzymatische
Eigenschaften zugeordnet werden. PR2-Proteine zeigen beispielsweise eine 3-1,3-Gluisgtdhseak
(Kauffmannet al.,1987) und PR3-Proteine weisen Chitinaseaktivitdten auf (Legtaald1987) PR1-
Proteine zeigein vitro eine antimikrobielle Wirkung (Nidermaet al., 1995) Die Klasse der PR1-
Proteine in Tabak unterteilt sich in drei saure PR1-Proteine (PR1a, PR1b und PR1n)hasisehes
PR1-Protein. Die Expression d@R1-Gene wird durch Salicylsaure induziert (Watdal.,1991). Auch

in Arabidopsis wirdPR1 nebenPR2 und PR3 durch Salicylsaure induziert (Uknes al., 1992. Die
Expression voPR1-Genen erfolgt Salicylsdure-induziert und steht im direkten Zusammenhadermit
Ausbildung der SAR. Aufgrund dieser beiden Merkmale WRlLals Markergen bei der Analyse der

SAR verwendet.
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Durch verschiedene Versuche wurde deutlich, dass Salicylsaure das notwendige Siglhial fur
Etablierung der SAR ist. Sowolusl (isochorismate synthasgMutanten, welche einen Defekt in der
Biosynthese von Salicylsdure aufweisen als auch Pflanzen, welche das bakteriellsah®&:n
Uberexprimieren, waren nicht mehr in der Lage, die SAR einzuleiten (Dataaky1994; Gaffneyet

al., 1993 Wildermuth et al., 2001) nahG kodiert fur eine Salicylsdurehydroxylase des Bakteriums
Pseudomonas putid®as Flavoprotein katalysiert die Konvertierung von Salicylsaure zu Brenzkatechi
(1,2-Dihydroxybenzol) (Yamamotet al.,1965). Die Akkumulation freier Salicylsdure wird verhindert
und Brenzkatechin zeigt keine induktive Wirkung, sodass die Etablieruri§AdReunterbunden wird.
Allerdings konnte die SAR durch exogene Salicylsaure-Gaben weiterhin irtdugrden (Gaffneet

al., 1993; Friedriclet al., 1995). Die Induktion der SAR kann nicht nur durch die exogene Gabe von
Salicylsaure ausgeldst werden, sondern auch durch eine exogene Gabe der synthetischen Analoga 2,6-
Dichlorisonicotinsaure (INA) und Benzothiadiazol-S-Methyl-Ester (BTHawton et al., 1996;
Vernooijet al.,1995). Durch ein Pfropfungsexperiment mit einem WurzelstockabisPflanzen und
wildtypischen Propfreisen konnte demonstriert werden, dass Salicylsaure furldierttg der SAR

nur im systemischen Pflanzengewebe bendtigt wird. Nach Infektion des Wurzelstotké\nkionnte

zwar lokal keine Salicylsdureakkumulation nachgewiesen werden, aber dennoch kandess i
wildtypischen Pfropfreisen zuPRI-Expression (Vernooigt al., 1994). Salicylsdure ist zwar die
Signalsubstanz, welche flir die Etablierung der SAR in distalem Gewebe benétigt wird, jedoch
Ubernimmt sie nicht die Weiterleitung des Signals von lokalem Gewebe zum systantsnkebe.
Lokal-induzierte Nekrosen fuhren zur Bildung eines mobilen vaskularen Faktors, weldmsaiem
Gewebe Saligdsaure bendtigt, um die systemische Resistenz zu etablieren (Yerhalo, 1994). Ein
avirulentes Pathogen |6st nicht nur eine lokale Abwehrreaktion und die Produdti@alicylsaure in

der Pflanze aus, sondern induziert auch die Produktion verschiedener weiterer Signalsubstanzen wie
Methyl-Salicylsaure (MeSA), Azelainsaure, Glycerol-3-Phosphat (G3P) und Pipecoli(Sharelaet

al., 2011; Junget al.,2009; Malamyet al., 1990; Métrauxet al., 1990; Navarové&t al.,2012; Parlet

al., 2007). In Tabak wurde fir MeSA die Funktion des mobilen Signals fir die Indukti@AdRerm
systemischen Gewebe postuliert. Dabei soll lokal synthetisierte Salicylsaure enitgelSalicylsaure-
Methyltransferase in MeSA konvertiert werden, so in systemisches Gewebe gelangent uvidder

durch SABP2 (salicylic-acid-binding-proteinRin Salicylsaure konvertiert werden (Partkal., 2007).

Die weiteren Substanzen werden ebenfalls mit der Etablierung der SAR hind(erg gebracht.
Azelainsdure und G3P bilden einen parallel bendtigten Signalweg zur Induktion der SAR aus
Azelainsaure fordert im Fall einer Infektion nicht nur die Salicylsdurepradukiind die Expression
Salicylsaure-abhéngiger Gene, sondern induziert auch die Expression von G3P-Biosyettese-G
(Junget al., 2009; Yuet al., 2013). Die Akkumulation von G3P erfolgt vor der Akkumulation von
Salicylsaure in infiziertem Gewebe. Mutanten mit defekter G3P-Synthese waren in der Ausbildung der
SAR beeintrachtigt (Chands al.,2011). Auch die Pipecolinsdure scheint in direktem Zusammenhang

mit der Induktion der SAR zu stehen. Mutanten mit defekter PipecolinBdasgnthese waren nicht
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mehr in der Lage, die SAR einzuleiten und zeigten eine betrachtliche Reduktikkderulation von
Salicylsaure in systemischem Gewebe (Dénal., 2016; Navarovét al., 2012; Soncet al.,2004a).
Diese Fakten legen dabei die Vermutung nahe, dass es sich eventuell bei Pipecolinsiusslatmes

mobiles Signal handeln kénnte.

Neben der SAR gibt es noch eine zweite Form der induzierten Resistenzdirrte systemische
Resistenz (ISR) wird durch Rhizobakterien ausgeldst (Van Loon, 1998) und komratdadiiedenen
Pflanzenarten wie Gurken, Nelken und Arabidopsis vor (Piet¢rde 1996; Weiet al.,1991; Van Peer

et al.,1991). Anders als die SAR ist die ISR von Ethylen und Jasmonsaure abhangig undhwindtni

der Expression voRR-Genen in Verbindung gebracht (Pietegsal.,1999. Salicylsdure, Jasmonséaure

und Ethylen Ubernehmen wichtige regulatorische Rollen im Signalnetzwerk der pflanzlicivehrA
(Pieterseet al.,2012; Robert-Seilaniantt al.,2011). Salicylsaure tbernimmt die Induktion der Abwehr
gegen biotrophe Pathoge, wohingegen Jasmonsaure und Ethylen Uberwiegend fir die Abwehr von
nekrotrophen Pathogenen und Herbivoren bendtigt werden (Bari&Jones, 2009; Glae¢big@R05

Spoelet al.,2007). Die Signalwege wirken dabei nicht unabhangig voneinander, sondern beeinflussen
sich unter anderem auch antagonistisch. Eine gesteigerte Resistenz gegen nekrotrophe Pathogene
korreliert beispielsweise mit einer erhohten Anfalligkeit der Pflaezreglber biotrophen Pathogenen

und umgekehrt (Grant&Lamb, 2006). Das Zusammenspiel der Signalwege der Abwehr gegen
verschiedene Arten von Pathogenen ermdglicht es der Pflanze, sich effektiv migeger

Energieaufwand zu schitzen und zu wehren.

1.1.1 NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS RELATED GENS 1 (NPR1)

Unabhangige Arbeitsgruppen entdeckten Mutanten in Arabidopsis, welche nicht mehr in eler Lag

waren, auf SAR-induzierende Reize zu reagieren. Mit Hilfe einer chimdren Rgpakenstruktion

gelang es Cao und Mitarbeitern (1994), eine dieser Mutanten zu identifiziéban.

Reportergenkonstruktion bestand aus der kodierenden Regidh@rguronidasegen&GUS unter

der Kontrolle des Promotors dBER-Gensl3-1,3-Glucanas€éBGL2) (Donget al.,1991). Die Mutante

war nicht mehr in der Lage, die Salicylsaure-, INA- und pathogen-responsive Reportergenkonstruktion

zu aktivierennprl (nonexpresser of PR genegurde als einzelne rezessive Mutation identifizigprl

Mutanten waren in Folge einer Pathogeninfektion oder Behandlung durch SalicylsdurefodarhiN

mehr fahig, SAR zu etablieren od®R-Gene zu exprimieren. In unabhangigen Untersuchungen wurden

allelische Mutanten zoprl entdeckt, welche ebenfalls phanotypisch eine Insensitivitat gegeniber der

chemischen und biologischen Induktion der SAR und Resistenz, sowie eine deutliche Refirktion

PR-Genexpression zeigten (Delarstyal., 1995; Glazebrookt al.,1996; Shalet al.,1997). Dienim1

(non inducible immunityl Mutante konnte im Rahmen einer Analyse von mutagenisierten

Arabidopsispflanzen identifiziert werden. Die Mutante war nicht metieinLage, eine INA-induzierte

Resistenz gegeiReronospora parasiticauszubilden. Ebenfalls konnte bei dieser Pflanze weder durch
9
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INA noch durch Salicylsdure die Expression der SAR-GBR4, PR2und PR5 induziert werden
(Delaneyet al., 1995). Die allelische Mutantsail (salicylic acid insenitivelwurde mit Hilfe der
ReportergenkonstruktioPR1a:tms2in mutagenbehandelten Arabidopsis identifiziéms2 (tumor
morphology shoodykodiert fur eine Amidohydrolase volgrobacterium tumefacien®ieses Enzym
konvertiert biologisch inaktives.-Naphtalinacetamid €1$0 LQ ELRORJLVFK DNWLYHV
NaphtaliQ HV V L J V\-NAA)H(Thomashow et al., 1984). tms2 steht unter der Kontrolle des
Salicylsaure-induzierbaren Promotors von TaB&4da Durch Induktion des Promotors und der damit
verbundenen Expression vons2 Z L U-SAA gebildet. Ein erhOhter Spiegel des Auxins wirkt jedoch
toxisch auf Keimlinge und reduziert signifikant das Wurzelwachstum (Boetrijaln, 1995; Kinget al.,

1995). Die Selektion fand auf MS-ODW W H Q Y-NAAVIKI\SgI\ayIFauréistatt. Mutante Pflanzen,
welche nicht in Anwesenheit von Salicylsaure das Reportergen exprimierean wie¥ergleich zum
Wildtyp ein normales Wurzelwachstum auf. Die so selektionierte Mutailenar zusétzlich zu der
Reportergenkonstruktion nicht in der Lage, die Expression von endogdenPR2und PR5 in
Anwesenheit von Salicylsaure, INA und BTH zu iduzieren (Sdtath., 1997). Auch die Mutanteeds5
(enhanced susceptibility5und eds53 (enhanced susceptibilityb3sind allelisch zunprl. Die
Arabidopsismutanten wurden von der Arbeitsgruppe um Glazebrook (1996) aufgrund ihrer erhdhten
Anfalligkeit gegentibelPseudomonas syringgevy. maculicolaidentifiziert. Obwohl diese Mutanten
nicht entsprechend auf Salicylsaure reagierten, waren sie dennoch in der Lagé Satdicylsaure zu
akkumulieren. Daraus wurde geschlossen, dass NPR1/NIM1/SAI1 eine wichtige Komporente de
Regulation der SAR-Signaltransduktion ist und dabei unterhalb der Salreglsumulation, aber
oberhalb der SAR-Geninduktion und Resistenz agiert (Deleinaly, 1995).

Der Phanotyp der mutanten Pflanzen gab Grund zur Vermutung, dass es sich dabei um einen positiven
Regulator der Salicylsdure-Signaltransduktion handelt. Die CharakterisierutdP&IgNIM1Gens
zeigte, dass es flr ein 593 Aminosaure groRes Protein mit einem Molekuldtgewi©&6 kDa kodiert.
Dieses Protein verfligt tber vier zentral gelegene Ankyrinwiederholungere{@hp1997) und eine
N-terminale BTB/POZ-Doméanebfoad complex tramtrack bric-a-brac/pox virus and zinc finger
Aravind und Koonin, 1999). Beide Domanen sind in Protein-Protein-Interaktionen inv¢Baek et

al.,, 1993; Bardwd&Treisman, 1994). Eine unterbrochene Konsensussequenz der
Ankyrinwiederholungen wirkt sich dabei negativ auf die Funktionsfahigkeit RINaus (Caet al.,
1997). De Transformation eines intaktéMPR1Gens fuhrt zur Komplementierung deprl Mutante

und so zur Wiederherstellungrd-ahigkeit zur SAR-Induktion mit verbunderi®iR-Genexpression und
Resistenz (Caet al., 1997). Die konstitutive Expression von NPR1 wird durch Salicylsaure-, INA-
Behandlung oder Pathogeninfektion gesteigert (@aoal., 1997; Ryalset al., 1997). Durch
Uberexpression von NPR1 wird die Resistenz gegen Pilz- oder Bakterieninfektionen Bt
erfolgt eine starkere, aber nicht schnellere InduktionPdeGene (Cacet al., 1998). Allerdings muss

die Aktivierung von NPR1 durch Induktion erfolgen, damit die ExpressionP&Gene induziert

werden kann (Cacet al.,, 1997). NPR1 verfliigt Uber ein Zellkernlokalisierungssigrmalclear
10
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localization sequenge@LS) im C-Terminusm Bereich von Aminosaure 541 bis 554 (Kinkeetal.,
2000). Die Arbeitsgruppe um Xinnian Dong postuliert, dass NPR1 im uninduzierten Zustand als
Oligomer im Cytoplasma vorliegt, welches durch intermolekulare Disulfidbigeiu
zusammengehalten wird. Durch Induktion der SAR andert sich der zellulare Redorzusties
erfolgt die Reduktion von NPR1 in seine monomerische Form. Diese Reaktion vahdldimredoxine
(TRXs) katalysiert (Tadat al., 2008). Die monomerische Form von NPR1 wird in den Zellkern
transportiert, akkumuliert dort und aktiviert d-Genexpression (Kinkemet al., 2000; Mouet al.,
2003). Die Monomerisierung von NPR1 ist dabei wichtig fur die Induktion RieGene. Eine
Hemmung der Reduktion von NPR1 verhindert die Expression R&hGenen. Bei der
Oligomerisierung spielen C§€¢eine Rolle, da ihre Mutagenese eine konstitutive Monomerisierung
und Zellkernlokalisierung zur Folge hat (Metial.,2003). Die S-Nitrosylierung von Cy§des NPR1
durch S-Nitrosoglutathion (GSNO) erleichtert dabei die Oligomerisieiegviutation dieses Cysteins
fuhrt ebenso zur Hemmung der NPR1-vermittelten Resistenz @tadl, 2008). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des C-terminalé&#f fliyslen Import in den Zellkern und
die Etablierung der SAR bendtigt wird. Die Phosphorylierung erfolgt tleesudrose-non-fermenting

1 (SNF1) related kinase2.8 (SNRK2.8; Leet al.,2019. In uninduzierten Pflanzen wird monomeres
NPR1 im Zellkern kontinuierlich durch das 26S Proteasom degradiert. Der Abbau von NPRadarde
auch wahrend der SAR statt und ist wichtig fir die Etablierung der SAR und disEixyrder Zielgene
von NPRL1. Durch die Phosphorylierung der Sétitrevon NPR1 im Zellkern kommt es zur Cullin3-
vermittelten Degradierung (Spaatlal.,2009). Fir die Dagdierung von NPR1 wird die Sumoylierung
des Proteins durch SUMOS8nfall ubiquitin-like modifier Bbendtigt. Die Modifikation durch SUMO3
wird dabei durch die Phosphorylierung der Séfifleron NPR1 reguliert. Eine Phosphorylierung dieser
Serine inhibiert die Interaktion zwischen SUMO3 und NPR1. Die Interaktion von SUMQOSRRIL

ist aber fur die Phosphorylierung von SéY#§ notwendig, durch die wiederum der Abbau von
monomerischen NPR1 im Zellkern gewahrleistet wird. Posttranslationale Modifigatimn NPR1
erlauben eine dynamische, aber dennoch streng regulierte Kontrolle der Immunantworet(&aleh
2015).

Zusatzlich zum positiven Regulator NPR1 der SAR konnte auch ein mutmaflich negatjutat&
identifiziert werden. In denprl-1 Mutante (H334Y: Glazebrooét al., 1996) konnte eine rezessive
Mutation snil identifiziert werden, welche die Fahigkeit zur Etablierung der SAR in dMséainte
wiederherstelltSNI1(syppressor of nprl-1 induciblekpdiert fiir ein Leucin-reiches Protein, welches
vorzugsweise im Zellkern lokalisiert ist (et al.,1999). SNI1 verhindert die basale ExpressionRBn

Genen in Abwesenheit biologischer oder chemischer Induktion (Meshér2006).

Das Genom vorArabidopsis thalianaenthélt nebefNPR1 noch funf weiterdNPRX&hnliche Gene.
Anders als fur NPR1 ist Gber die Paraloge noch wenig bekannt. Aus phylogenedistineéstNPR2

NPRl1am ahnlichsterNPR3undNPR4sind untereinander recht ahnlich und weisen auf Proteinebene

11



1 Einleitung

eine vergleichbare Domanenstruktur wie NPR1 und NPR2NRR5und NPR6sind auch al80P2
(blade-on-petiole?d und BOP1 (bladeon-petiole]) bekannt und sind entferntere Paraloge von NPRL1.
Diese beiden Proteine werden mit der Entwicklung der Pflanze in Zusammegetaaght (Kharet

al., 2013). Die phylogenetische Analyse von NPR-dhnlichen Proteinen unterstitzt dievnmass

die drei Gruppen NPR1/NPR2, NPR3/NPR4 und BOP1/BOP2 mit jeweils zwei sehr ahnlichen Gen-

Paaren durch Gen-Duplikation im Laufe der Evolution entstanden sindt(&8hi2013).

NPR1homologe Gene sind in allen héheren Pflanzen vertreten. In @sjiga( satival.) sind funf
NPR1dahnliche Gene bekannt. Neb&sNPR1(NH1, NPR1 homologue;XChernet al., 2005) und
OsNPR2NH2, Chernet al.,2005) enthélt das Reis-Genom n@$NPR3, OsNPR4 und OsNPEme
phylogenetische Analyse deutet darauf hin, @a$PRIAtINPR1amahnlichsten ist (Yuaet al.,2007).

Die Uberexpression voiNH1 filhrt zu einer verstarkten Resistenz gey@mthomonas oryzapv.
oryzae Dabei kann es allerdings zur spontanen Aktivierung von Abwehrgenen kommen. Im Gegensat
zu Arabidopsis, denn dort erfolgt die Aktivierung der Abwehrgene erst nachtimdiChernet al.,
2005a). In Tabak sind dagegen nur dd@R1ahnliche Gene bekannt. Ebenso wie Arabidop§t&1
werden TabalNPR1undNIM1-like konstitutiv exprimiert. Auch die Domé&nenstruktur der Proteine ist
vergleichbar mit AtNPR1. Tabak NPR1 und NIM1-like verfigen ebenfalls Ulber Miterminale
BTB/POZ-Domane und eine zentral lokalisierte Ankyrin-Domane (Miat.,2011). Das Genom von
Tabak enthalt zusatzlich noch ein GenNil#RS welches fur ein BOP-Protein kodiert (Wual.,2012).

1.1.2 as-1Elemente

Im Verlauf der SAR wird die Expression vétR-Genen induziert. Dabei werden verschiedene PR-
Proteine je nach Pathogenart oder Stress induziert (Carr&Klessig, 1PBProteine weisen
verschiedene Wirkungen und biologische Funktionen auf. PR1 besitzt eine antimykotisktnegyVir
wahrend weiterd?R-Gene beispielsweise fir 3-1,3-Glucanasen, Chitinasen oder Defensine kodieren
(Antoniw et al.,1980; Melchergt al.,1994; Métrawet al.,1988; Terragt al.,1995; Van Loon1982).

Die Expression voRPR-Genen korreliert mit dem Resistenzstatus der Pflanze ¢€alr, 1985). Durch
exogene Gaben von Salicylsaure kanrRReGenexpression effektiv induziert werden, ebenso wie eine
erhdhte Resistenz gegenuber verschiedenen Viren und Pilzen (Hooft van Huijseughel©86; Ye

et al, 1989; Whiteet al, 1987; White, 1979). Malamy und Mitarbeiter (1990) konnten zeigen, dass nach
einer TMV-Infektion parallel zurPRZXInduktion der SalicylsduregehafMV-resistenter Pflanre

ansteigt und di®R-Gene transkriptionell durch Salicylsdure reguliert werden.

Innerhalb des 358NA-Promotors des Blumenkohlmosaikvirus konnte ein Salicylsdure-sensitives
Element identifiziert werden. Dies&ss-aktive Element ist fur die Salicylsaure-Induzierbarkeit des
Promotors verantwortlich. Dasis-Element beinhaltet eine Tandemwiederholung des TGACG-

Elements und wird alas-1 (activation sequence) bezeichnet (Lanet al, 1989; Qinet al., 1994).
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Durch funktionelle Analysen dé2R1aPromotors in Tabak konnte eine Region (-8filbis -553Bp)
identifiziert werden, welche die Expression deslSReportergens in Gegenwart von Salicylsaure
vermittelt. Diese Region enthélt zwei TGACG-Elemente in umgekehrter @riengg mit einem
Abstand von sechs Basenpaaren, welche anadgdsElement erinnern und aus diesem Grund im
Folgenden alsis 1-ahnliche Elemente bezeichnet werden. Mutationeadgriahnlichen Element des
PR1aPromotors reduzieren disUSReportergenaktivitéat deutlich. DRR1aExpression wird durch
dasas-lahnliche Element innerhalb dB®R1aPromotors reguliert (Gruner&Pfitzner, 1994; Strompen
et al., 1998). Mittels funktioneller Analyse des Arabidop$t®I1Promoters wurden im Bereich
zwischen -698 Bp und -621 Bp regulatorische Elemente identifiziert, welche fimddiktibn durch
INA benotigt werden. Unter anderem wurden zwei negativ regulatorische Eldimkatescan4(L4;
-666 Bp bis -675 Bp) unlinker scan5LS5 -664 Bp bis -661 Bp), sowie ein positives regulatorisches
Elementlinker scan7(LS7 -645 Bp bis -640 Bp) gefundehS5 und LS7 enthalten jeweils eiasl-
ahnliches Element mit der Sequenz ACGTCA, welche komplementéar zu der eigenflieA&IG-
Sequenz ist. Das positiv regulatorsiche ElenéSitist in die INA- und Salicylsdure-Empfindlichkeit
involviert und wird fir die Induktion ddPR1:-Genexpression benétigt (Lebst al., 1998). Durch die
enthaltenercis-aktiven Elemente innerhalb défRXPromotoren ist Salicylsdure in der Lage, die
Expression dieser Gene zu regulieren. Die Regulation der Transkription unteoli€oder cis-
Elemente findet durch die spezifische Bindung von Transkriptionsfaktoren stegh €5ial.,2002) In
vitro konnte beispielsweise die Bindung des bZIP-TGA-Transkriptionsfaktors TGAla aasdas
ahnliche Element dg3R1aPromotors nachgewiesen werden (Stromgieal., 1998). Fir Arabidopsis
TGAZ2 konnte gezeigt werden, dass esFRL:-Promotor von Arabidopsis sowohl &$7 als auch an
LS5hinden kann (Després al.,2000). Dies bedeutet, dass TGA-Transkriptionsfaktoren aRR&r
Induktion im Rahmen der SAR beteiligt sind.

1.1.3 bZIP-TGA-Transkriptionsfaktoren

Aufgrund der Tatsache, dass NPR1 zwar Uber zwei Protein-Protein-Interaktionsdoeding aber
keine DNA-Bindedomane aufweist, wurde vermutet, dass NPR1 die Regulation deis&aley
vermittelten Genexpression durch Assoziation mit weiteren Proteinen kieordider Nachweis der
direkten Interaktion von NPR1 mit Mitgliedern der bZIP-TGA-Transkriptiortsidmilie in Hefe
konnte eine direkte Verbindung zwischen NPR1 und der Regulatid?RieGenexpression herstellen
(Desprést al, 2000; Zhangt al, 1999; Zhotet al, 2000).

Transkriptionsfaktoren mit einer bZIP-Domane sind in Pflanzen ubiquitarb&e leucine zipper

(bZIP)-Doméane umfasst 40 bis 80 Aminosauren und enthalt zwei wichtige MoievbaBische Region

(b) gewahrleistet die spezifische Bindung der Transkriptionsfaktoren an die MAeldDas Leucin-

Zipper-Motiv (ZIP) ist fur die Dimerisierung von Bedeutung (Katagiral., 1992; Sheret al., 2016;

Wingender et al., 2001). Die Dimerisierung ist Voraussetzung fur die Bindung der bZIP-
13
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Transkriptionsfaktoren an die DNA. Das Leucin-Zipper-Motiv besteht aus mindesegriseuicinen,
welche durch sieben Aminoséuren voneinander getrennt sind. Die bZIP-Domménieeime .-helikale
Konformation an. Die Dimerisierung erfolgt durch die hydrophobe Verbindung denkssiiten der
Leucine, wobei eine coiled-coil Struktur entsteht und die beiden basischen Regionen
nebeneinanderstellt, welche nun an DNA binden korfeE#enbergeret al., 1992; Landschulet al.,

1988; Vinson, 1989). bZIP-Transkriptionsfaktoren sind an der Regulation eineaMialesentlicher
Prozesse in der Pflanze beteiligt. Als Beispielesehier die Differenzierung von Gewebe,
Energiestoffwechsel und Pathogen-Abwehr genannt. In Arabidopsis sind 77 solcher
Transkriptionsfaktoren mit einer maf3geblichen Rolle im pflanzlichen Lebenszyklus beékenwein(z

et al.,2003; Weiet al.,2012). Die Transkriptionsfaktoren wurden aufgrund von Sequenzahnlichkeiten
der basischen Regionen in zehn Gruppen unterteilt. bZIP-TGA-Transkriptionsfaktiolem dabei
Gruppe D und sind sowohl an der Abwehr von Pathogenen als auch an der Entwicklung der Pflanze
beteiligt (Alveset al., 2013; Jakobyet al., 2002; Weiet al., 2012). Die Bindung von bZIP-TGA-
Transkriptionsfaktoren erfolgt an TGACG-Sequenzwiederholungen assth und as-1-ahnlichen
Elementen, wie sie beispielsweise PRIPromotor zu finden und essentiell fir die Salicylsaure-
induziertePR1Genexpression sind.ebelet al.,1998; Johnsoat al.,2003; Strompeet al.,1998).

In Arabidopsis besteht die TGA-Transkriptionsfaktorfamilie aus zehn Mitgliedakokyet al.,2002).
Aufgrund von Sequenzhomologien sind die TGA-Transkriptionsfaktoren wiederum irGfiappen
unterteilt. AtTGAL (Schindleet al.,1992) und AtTGA4 (Zhangt al.,1993) bilden Gruppe I. AtTGA2
(Kawataet al., 1992), AtTGA5 (Zhanget al., 1993) und AtTGA6 (Xianget al., 1997) gehéren zur
Gruppe Il. Gruppe Il besteht aus AtTGA3 (Miabal.,1994) und AtTGA7 (Desprést al.,2000).Zur
Gruppe IV gehoren AtTGA9 und AtTGA10 (Murmat al.,2010). PERIANTHIA (PAN) ist in keiner
der aufgefithrten Gruppen eingeliedert und bildet alleine Gruppe V (Cetiahgl999). PAN und die
Mitglieder der Gruppe IV sind fur die Entwicklung der Pflanze von Bedeutung, watieMitglieder
der Gruppen | bis lll in der Pathogenabwehr eine Rolle spielen. Die TGAKTi@iensfaktoren der
Gruppen Il und Il kbnnen konstitutiv in Hefe uimdplantamit NPR1 interagieren, wohingegen TGA1
und TGA4 in Hefe nicht mit NPRL1 in Interaktion treten kdnnen (Despiads 8000; Fan&Dong, 2002;
Zhanget al., 1999; Zhouet al, 2000). Allerdings konnte diese Interaktion fur die Mitglieder der
Gruppe | in Salicylsdure-behandelten Blattern nachgewiesen wektlEBA1 undAtTGA4 besitzen
zwei Cysteine an den Positionen 260 und 266, welche Disulfidbriicken ausbilden und ruppa Gr
der TGA-Transkriptionsfaktoren zu finden sind. Durch Salicylsdure werden die i@lsutiken
reduziert und eine Interaktion mit NPR1 ist mdglich (Desptéa.,2003). Die gezielte Mutation von
Cys®0266erm@glicht eine Interaktion zwisch@tNPR1 undAtTGA1 undAtTGA4 auch in Hefen und
unbehandelten Blattern (Desprét al., 2003. Anhand einer Tripelmutantiya2-1tga5-1tga6-Ider
TGA-Transkriptionsfaktoren der Gruppe Il konnte diesen eine redundante Fumkifem positiven
Regulation der SAR sowie die Regulation der Salicylsduretoleranz &hnlich NPR1 zugeediest

Es konnte gezeigt werden, dass bei der TripelmutantePRieInduktion durch INA sowie die
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Ausbildung der SAR unterdriickt wird. Weiterhin zeigte die Tripelmutante eine ahnlichterho
Sensitivitat gegeniber der Phytotoxizitat von Gddéiure wie dienprl-1 Mutante (Cacet al., 1997).
Die Keimlinge waren weil3 und verblieben im KeimblattstadiumGegensatz dazu verhielten sich die
Mutantentga6-1undtga2-1tga5s-lunauffallig und ahnlich dem Wildtyp (Zhaweg al.,2003).

Mit AtNPR1 als Kdderprotein konnten in Hefe auch TGA-Transkriptionsfaktoren aus Reifizikti
werden. Die Transkriptionsfaktoren rTGA2.1, rTGA2.2 und rTGA2.3 weisen datseidentitat von
75%, 76% und 78% zu AtTGAZ2 auf. Die Bindung von Arabidopsis NPR1 an rTGA2.1 konntaauch
vitro nachgewiesen werden (Charnal.,2001). rTGA2.2 interagiert aber auchHefe mit dem Reis
NPR1-Homolog NH1 stark (Chept al.,2005a) und bindet an den Promotor B&H10(rice chitinase

10) Gens. Dieses Gen kodiert fur eine basische Chitinase und wird durch ParzkBAcitoren
induziert. rTGA2.2 ist auch in der Lagm,vitro an ein 3Bp langes Oligonukleotid zu binden, welches
der Sequenz des Arabidop$tR1 Promotors von Position -656 bis -625 entspricht L8d enthalt.
Dieses Oligonukleotid beinhaltet die TGACG-Sequenz, welche fir die SalicyRasponsivitat
bendtigt wird (Cherret al.,2001).

In Tabak sind bislang sechs Vertreter der bZIP-TGA-Transkriptionsfaktilifamkannt. NtTGAla
wurde 1989 von der Arbeitsgruppe um Katagiri entdeckt und beschrieben. Es weist dieselbe
Bindespezifitat fur das TGACG-Motiv des1Elements wie Faktor ASF-hg-1-binding factorllauf.
Wenig spater wurde ein NtTGAla-ahnlicher TGA-Faktor PG13 beschrieben (Frbahrh991). Auch
dieser ist in der Lag@s-1zu binden. Beide TGA-Faktoren werden Uberwiegend in Wurzelgewebe und
eher moderat in Blattgewebe exprimiert. TGAla und PG13 gehoren der KlassédZIlderGA-
Transkriptionsfaktoren an. Aufgrund ihrer hohen Ahnlichkeit auf Aminosaureebene zuldysisi
Klasse Il TGA-Transkriptionsfaktoren wurden NtTGA2.1 und NtTGA2.2 der Kldszugeordnet.
Diese beiden TGA-Faktoren sind ebenfalls wie NtTGAla und PG13 in der Lage;laru binden.
Anders als NtTGAla werden NtTGA2.1 und NtTGA2.2 berwiegend in Blattern exprimiert, giebei
Expression von NtTGA2.2 wesentlich geringer ist. Nur NtTGAla wird bevoinugiurzelgewebe
exprimiert (Niggeweget al., 2000). Ein weiteres Mitglied der bZIP-TGA-Transkriptionsfaktorfamilie
ist NtTGA10. Es ist hinsichtlich der Aminosauresequenz am ahnlichsten zu Atbdtdesurde, um
die Tabak-Klassifikation der von Arabidopsis anzupassen, Klasse |V zugeordn&ANTbindet
ebenso wie die im Vorfeld beschriebenen GAFTranskriptionsfaktoren an das-1 Element. Die
Expression von NtTGA10 findet, so wie die Expression von NtTGAla, in Wurzelgewatte st
Allerdings beschréankt sie sich in diesem Fall exklusiv auf diesen Bereich. Es komatd&=kpression

in Blattern, Stangeln oder Bluten nachgewiesen werden (Schieretegler2003). Ferner gibt es noch
ein relativ neues Mitglied der TGA-Transkriptionsfamilie in Tabak, welcBagpe Il zugeordnet
wird. NtTGA7 wird nicht in jungen Blattern exprimiert. Die mMRNA kansten &lterem Blattgewebe
nachgewiesen werden. In jingeren Pflanzen wird NtTGA7 Uberwiegend in Blattstielen, Stiohgel
Wurzeln exprimiert (Stos-Zweifedt al, 2018). In Hefe weisen NtTGAla, NtTGA2.1, NtTGA7 und
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NtTGAL0 ein Transaktivierungspotential auf, wenn diese an die GAL4-DNA-Bindiu®fusioniert
werden. Bei NtTGA2.2 ist eine Transaktivierungsaktiygdoch kaum messbar. NtTGA2.1, NtTGA2.2
und NtTGAY sind des Weiteren in der Lage, in Hefe sowohl mit Arabidopsis NPR1 alsiadebak
NPR1 zu interagieren. NtTGAla und NtTGAL0 besitzen diese Fahigkeit nicyeiMeget al, 2000;
Schiermeyeet al, 2003; Stos-Zweifedt al, 2018).

1.1.4 NIMIN-Proteine

Die NIMIN (NIM1l-interacting -Proteine bilden eine weitere Protein-Familie, die mit NPR1 in
Interaktion treten kann. Die Identifizierung dieser bis dahin unbekannten Proiéméafolgte mittels
des Hefe-Zwei-Hybridsystems. NIMIN1, NIMIN2 und NIMIN3 aAsabidopsis thalianaind relativ
kleine Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 13 kDa und 15 kDa. Bei Sequeizadginit
der Datenbank konnte NIMIN1b als weiteres Mitglied dieser Proteinfamilie ideetifwerde. Die
Ahnlichkeit zu NIMIN1 liegt dabei bei 64% und die Identitat bei 44%. NNIlWbh weist ebenfalls die
Eigenschaft der NPR1-Interaktion auf (Weigehl.,2001).

Die Expression voNIMIN1 und NIMIN2 wird durch Salicylsaure induziert. Die Akkumulation von
NIMIN1- und NIMIN2-Transkripten erfolgt moderat transient in behandelten Pflanzen, bevor die
Akkumulation vonPR1sein Maximum erreicht. Die Expression WIMIN2 scheint anders als die von
NIMIN1 und PR1 nur teilweise von NPR1 abhangig zu sdiiMIN2 ist ein frihes Salicylsaure-
responsives Gen, wahreNdMIN1 erst deutlich spater induziert wird. Die Expression NMovIN1 wird
allerdings bereits vor dem Beginn der Akkumulation von PR1 wieder eingestettgHeet al.,2013
Weigel et al., 200)). Anders als die Induktion vofPRIPromotoren beruht die Induktion der
ArabidopsiNIMIN1 undNIMIN2 Promotoren auf Salicylsédure, aber nicht auf Zelltodsignalen (Glocova
et al., 2005). Die Salicylsdure-Sensitivitat ist auf zws$-aktive TGACG-Motive innerhalb des
NIMIN1-Pomotors zuriickzufiihren. Durch Mutation eines dieser Motive wird die S@asiim
Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert (Fonsetal.,2010). Im Gegensatz NIMIN1 undNIMIN2

wird NIMIN3 konstitutiv in geringem Mal3 exprimiert und dabei weder von SalicylsaurBTiddoch
durch Auslésen von HR beeinflusst. Des Weiteren ist die ExpressioNMdiN3 unabhangig von
einem intakten NPR1 (Hermaenal.,2013).

NIMIN1, NIMIN1b und NIMIN2 konnen Uber die zentrale DXFFK-Doméane wigr C-terminale
Region von NPRL1 interagieren (Weiged al., 2001). Die Bindung an NPR1 wird in Hefe durch
Anwesenheit von Salicylsaure signifikant reduziert (Mag¢ral., 2011). Die Bindedoméne fur
NIMIN1/2-Proteine wurde in Arabidopsis NPR1 im C-Terminus zwischen Aminosaureitf312
kartiert (Maieret al.,2011). Die Phenylalanine an Position 507/508 innerhalb dieser Doméane sind dabei
essentiell fur die Bindung der NIMIN-Proteine. Die Mutante AtINPR1 F507/508S KévitN1 und
NIMIN2 nicht mehr binden (Hermanet al., 2013). Die Phenylalanine in der DXFFK-Domane sind
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innerhalb der NIMIN-Proteine konserviert und spielen bei der Interaktion mit NPPR Erischeidende
Rolle. In Hefe undn plantakonnte gezeigt werden, dass der Austausch dieser Phenylalanine zu Serinen
(F49/50S) die Bindung von NIMIN1 an NPR1 vollstéandig unterbindet (Weigell., 2005). Diese
Doméne ist zwischen den Mitgliedern der NIMIN-Proteinfamilie verschiedenanzehspezies
konserviert (Zwickeret al., 2007). Eine Ausnahme hingegen bildet NIMIN3. NIMIN3 verfugt nicht
Uber eine DXFFK-Domane und interagiert auch nicht mit dem C-TerminusRBA Nsondern mit einer
geringeren Affinitat iber den N-Terminus von NPR1 (We&ddl.,2001). Die Bindung von NIMIN3
an NPR1 in Hefe wird durch Salicylsaure nicht beeinflusst (Maieral., 2011). Trotz der
unterschiedlichen Bindestellen von NIMINL/NIMIN1b/NIMIN2 und NIMIN3 isine simultane
Bindung der NIMIN-Proteine an NPR1 nicht mdglich. NIMIN1, NIMIN1b und NINIKonkurrieren
moglicherweise um die Bindestelle, wahrend die Bindung von NIMIN3 an MRRBindestelle fur die
weiteren NIMIN-Proteine unzuganglich macht (Hermanal.,2013).

Die transiente Uberexpression ddMIN-Gene unter der Kontrolle des konstituti@SPromotors in
transgenenNicotiana benthamianaflanzen mit der Reportergenkonstruktieft633PR1a,:GUS
zeigte unterschiedliche Effekte auf die Aktivité&r&Reportergenkonstruktion der transgenen Pflanzen.
Die Uberexpression vadIMIN1 undNIMIN3 wirkte sich reprimierend auf die Salicylsaure-vermittelte
Aktivitat desPR1aPromotors aus. Die Repression warEvIN3 im Vergleich zNIMIN1 schwécher
ausgepragt. Die Uberexpression WiMIN2 hingegen zeigte eine solche reprimierende Wirkung nicht.
Durch die Uberexpression vorNIMIN1 und NIMIN3 wird nicht nur die Aktivitat der
Reportergenkonstruktion reprimiert, sondern auch die end@jRk&enexpression iN. benthamiana
Auch hier konnte keine reprimierende Wirkung fiir die UberexpressiolNiMiN2 beobachet werden
(Hermannet al., 2013). Mittels transgenédIMIN1-Uberexpressions-Linien iArabidopsis thaliana
konnte gezeigt werden, dass sich die Uberexpression NiMiN1 neben der Repression der
Salicylsaure-vermittelterPR1:Geninduktion auch negativ auf die endogadMIN1-Expression
auswirkt und die Pflanzen sowohl in der SAR als auch in Ri€&en-vermittelten Resistenz
beeintrachtigt sind. Diese gaiven Effekte hdngen mdglicherweise direkt mit der Bindung von
NIMIN1 an NPR1 zusammen. Die UberexpressionNidiIN1-Mutante F49/50S, welche nicht mehr
an NPR1 binden kann, beeintrachtigt die Pflanze in dieser Hinsicht nicht und verhalt sich dem Wildty
entsprechend. Die Analyse variminl-Nullmutanten, welche durch DNA-Insertion oderdouble-
stranded RNA interferend¢dsRNAI) in Arabidopsis generiert wurden, zeigten hingegen eine veestarkt
PRZXInduktion nach Salicylsaure-Behandlung, allerdings ohne einhergehende erhéhtenResist
Vergleich zum Wildtyp. NIMIN1 wirkt als negativer Regulator @8 1-Genexpression und kontrolliert
die eigene Expression und & 1-Expression durch direkte Interaktion mit NPR1 (Wedagedl.,2005).

In Hefe interagieren NIMIN-Proteine nicht direkt mit TGA2 und TGAG.efAdings kdnnen sie
zusammen mit NPR1 im Hefe-Drei-Hybrid-System ternare Komplexe ausbildegeMseal.,2001).
Dabei ist der ternarere Komplex aus NPR1, TGA2 oder TGA6 und NIMIN1 entspredeend
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Interaktion zwischen NPR1 und NIMIN1 Salicylsaure-sensitiv, wohingegen der teroédmgldx unter
Beteiligung von NIMIN2 in Anwesenheit von Salicylsaure stabil bleibt (Hernstrad., 2013). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dasvivo eine Interaktion von NPR1 mit déPNA-gebundenen
TGA-Transkriptionsfaktoren 2 und 6 in Anwesenheit von NIMIN1 mdglichuistl so auch eine
Assemblierung des ternaren Kompexauf demPRLPromotor in Betracht kommt (Weigek al.,
2005).Am C-Terminus der Arabidopsis NIMIN-Proteine befindet sich ein LXL-Motiv. Diese§wlo
erfillt den Konsensus eines EAR-Motiethylene-responsive element binding factor (ERF)-associated
amphiphilic repression mojif Dieses Motiv kommt in Transkriptionsrepressoren vor, welche nicht
direkt an DNA binden, jedoch durch Interaktion mit dem EAR-Motiv Transkriptidivedoren
inaktivieren konnen (Ohtaet al., 2001). Des Weiteren verfigen NIMIN-Proteine Uber ein
Zellkernlokalisierungssignal. Zusammen mit der Tatsache, dass NIMIN1 gememisa\NPR1 und
TGA-Transkriptionsfaktorernin vivo an ein PRLPromotorelement binden kann, bekraftigt das die
Annahme, dass es sich bei NIMIN-Proteinen um direkte Transkriptionsrepressoren hWapagt €t

al., 2001; 2005).

NIMIN-Proteine sind im gesamten Reich der hoheren Pflanzen verbreitet. Auch in monokotylen
Pflanzenspezies wie in Reis konnten NIMIN-&hnliche Proteine identifiziert werdeReis sind
mittlerweile vier NIMIN-Homologe bekannt. Neben NRRefative regulator of resistancgibt es

noch RH1, RH2 und RH3\RR repressor homologye€hernet al., 2005b; 2012). NRR ist in der
Lage, sowohl mit Arabidopsis NPR1 als auch mit Reis NH1 zu interagieren. Es konnte \geradgt,

dass diese Interaktionen tber zwei verschiedene Domanen von NRR vermitteh vizde Arabidopsis
NPR1-Bindung erfolgt tber eine Sequenz von 25 Aminosauren, welche sich von Aminosaure228 bis
erstreckt. Diese Sequenz weist nur eine beschrankte Ahnlichkeit zu den NPR1-Bifuedloron
NtNIMIN2a und AtNIMIN2 auf. Im Anschluss an die NPR1-Bindedoméane befindet diesiNH1-
Bindedoméne, welche sich tUber 24 Aminosauren von Aminosaure 53 bis 76 erstrecktetGliern
2005b). Die Uberexpression viWRRgeht ebenfalls wie die Uberexpression ViiNIMINL mit der
Repression der Induktion von Abwehrgenen und der Vermehrung von Pathogenen einherféind betri
die basale Resistenz (Cheen al., 2005b). In Arabidopsis flhrte die Expression WdRR zur
Unterdriickung dePR1-Geninduktion durch verschiedene SAR-Induktoren und der Pathogenresistenz
(Chernet al., 2008). NRR enthélt ebenso wie die Arabidopsis NIMIN-Proteine ein EAR-Motiv im
C-Terminus und ist im Zellkern lokalisiert, was ebenfalls auf eine diielppression der Abwehr-Gene
hinweist (Cherret al.,2005b).

Eberso konnten in Tabak NIMIN-&hnliche Proteine identifiziert und charakterisiert werden. Anhand
eines Sequenzvergleichs konnte zwischen dem bis dato unbekannten Ger(@8atluktl Arabidopsis
NIMIN2 eine Ahnlichkeit festgestellt werde@8-1 wurde von Horvath und Mitarbeitern (1998) als ein
Salicylsaure-induzierbares Gen in Tabak identifiziert, welches bereits bei geikiageentrationen von

Salicylsaure exprimiert wird. Die Ahnlichkeit beider Proteine liegt338 und die Identitat bei 43%.
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Die Sequenz von G8-1 enthélt neben einer DXFFK-ahnlichen Domane, welche wichtige fur
Interaktion mit NPR1 ist, auch ein potentielles Zellkernlokalisierungssignaig@het al., 2001). Im
C-Terminus befindet sich ferner ebenfalls ein EAR-Motiv. NeB&l, welches nun NtNIMIN2a
genannt wird, wurden noch NIMIN2b und NIMINZ2c als weitere Mitglieder défIN-Proteinfamilie

in Tabak identifiziertDiese drei Proteine sind strukturell miteinander verwandt, beinhdikselben
Doméanen/Motive und sind AtNIMIN2 am &hnlichsten (Zwicletral., 2007). Ferner konnten spater
noch zwei weitere NIMIN-Proteine gefunden werden. NIMIN-likeBPY und NIMIN-like2 (FS)
enthalten ebenfalls alle charakteristischen Domanen der NIMIN-Proteine. Andexieakuvor
beschriebenen Tabak NIMIN-Proteine enthéalt NIMIN-likel ein zusatzliches EDF-Nidi@sroor,
2013). Das EDF-Motiv wurde zuerst fir Reis NRR beschrieben. Die Aminoséaulgsabf
WRPXFX[W/M]EDF istin der NH1-Bindedomane lokalisiert. Innerhalb der Sequenzen von Arabidopsis
NIMINZ, NIMIN1b und NIMIN3 konnte ebenfalls eine sehr &hnliche Sequenz zum EDR+sadiacht
Aminosauren (P A/S FQPEDF) identifiziert werden. Arabidopsis NIMIN2 sowie di#NR-ahnlichen
Proteine aus Tabak verfligen nicht Gber ein solches Motiv (Gtexin 2012; Masroor, 2013; Weigel
et al.,2001). Die Funktion dieses Motivs ist bislang noch nicht vollstandig etet;taer aufgrund von
verschiedenen Analysen wird eine Rolle des Motivs bei der Bindung von AralsidéiddIN3 an
AINPR1 und ein Zusammenhang mit der Repression des Salicylsaure-induzi&tRasgPromotors

in Tabak vermutet (Masroor, 2013).

In Hefe interagieren die NIMIN2-Proteine von Tabak sowohl mit Tabak NPR1 als aughaimidopsis
NPR1 (Zwickeret al.,2007). Neben Tabak NPR1 ist auch Tabak NIM1-like in der Lage, sowohl mit
NIMIN1- und NIMIN2-Proteinen aus Arabidopsis als auch mit NIMIN2-Proteinen Balsak zu
interagieren, bindet aber ebenso wie NtNPR1 nicht an AtNIMIN3 (Maiatf., 2011; Zwickeret al.,
2007). Ebenfalls konnen NIMIN-likel und NIMIN-like2 mit Tabak NPR1 und NIMZE-likteragieren
(Masroor, 2013). Die Bindung von NIMIN-Proteinen an Tabak NPR-Proteine wird durch die
Anwesenheit von Salicylsdure nahezu vollstandig unterdriickt. Die Bindedomand/iN-Rroteine
wurde in Tabak NPR1 zwischen Aminoséure 491 und 510 kartiert. Auch fiir Tabak NRRé& gezeigt
werden, dass die Phenylalanine an Position 505/506 essentiell fur die BirtuNgWIN2-Proteinen

an NPR1 sind. Die Mutation F505/506S unterbindet diese Interaktion, wirkt sich abemuaf die
Bindung zwischen NtNPR1 und NtTGA7 aus (Ma¢eal.,2011).

Die Expression deMIMIN2-Gene wird in jungeBlattern unbehandelter Tabakpflanzen nicht induziert
und kann auch nach.B- oder Scheinbehandlung nicht beobachtet werden. In &lteren Blattern
unbehandelter Pflanzen konnten hingebMIN2-Transkripte nachgewiesen werden, welche mit der
Akkumulation von PR1a einhergem(Griner&Pfitzner, 1994; Zwickest al.,2007). Allerdings konnte
beispielsweise fiir die Promotoren vatNIMIN1 und AtNIMINZ2 in transgenen Tabakpflanzen eine
schwache Aktivitdt nachgeweisen werden (Glocewal., 2005), sodass dies auch auf NiEBVIN2-

Promotoren in Tabak zutreffen kdnnte. In jungen Bléattern wird die ExpressidilMiN2-Genen wie
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die PRXExpression durch Salicylsdure oder Auslosen der HR induziert (Zwitkal:, 2007).Die
Expression vorNIMIN2 in Tabak findet im friihen Stadium der SAR vor der Induktion RlRd-
Expression statt. Eine Uberexpression MiMIN2afiihrt zu einer Verzégerung der PR1-Akkumulation

in der frihen SAR, wohingegen eine Reduzierung des mRNA-Spiegels von NIMIN2 zu einer
verstarkten PR1-Akkumulation fuhrt (Zwickeral.,2007). Allerdings konnte auch hier ebenso wie bei
dem Ausschalten vadIMIN1 in Arabidopsis undNRRin Reis keine erhéhte Resistenz gegen Bakterien
und Pilze nachgewiesen werden (Chetral.,2005a; Weigeét al.,2005).

1.2 Modelle der Salicylsaurewahrnehmung wahrend der SAR

NPR1 ist bereits seit geraumer Zeit als zentrales Regulatorprotein ReurgirdePR1-Geninduktion
bekannt und wird von Salicylsdure reguliert (Gacaal., 1997; Ryalset al., 1997). Dennoch konnte
bislang der Mechanismus der Salicylsaurewahrnehmung und der damit verbundenen InduR&dn der
Genexpression nicht eindeutig entschlusselt werden. Im Laufe der Zeit haben sdheders
Hypothesen zur Wahrnehmung des Salicylsdurespiegels wahrend der SAR entwickelt. dEsi gibt
Modelle, welche im folgenden Abschnitt erlautert werden.

1.2.1 Modell der Salicylsdurewahrnehmung nach Fuet al. (2012)

Die systemisch aktivierte Resistenz wird Uber den Salicylsdurespiegel derePflesteuert. Das
zentrale Regulatorprotein NPR1 zeigt aber unter verschiedenen Bedingungen keitended&ndung

von Salicylsaure. Trotzdem reguliert Salicylsaure die Verflgbarkeit von NPRtagndinter anderem

so einen Teil zur Aufrechterhaltung der pflanzlichen Abwehr bei. Fir die systemiscbrékiResistenz

ist eine Kombination aus Akkumulation und Abbau von NPR1 notwendig (8pakl 2009). Fir die
Aufrechterhaltung der Homdostase von NPR1 miissen also noch weitere Faktoren existielien, um

Anderung des umgebenden Salicylséaurespiegels wahrnehmen zu kénnen.

Durch die Hemmung des Abbaus von NPR1 sowie in der Cullin3-Mutat@acul3bverstarkt sich
durch die Akkumulation von NPR1 die basale Abwehr der Pflanze, die SARedindh nicht mehr
induziert. Fur die Induktion wird namlich die anschlielende Cullin3-vezt@tDegradierung von
NPR1 bendtigt. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass sich die Doppelmpt@mgr4in dieser
Hinsicht entsprechend der Cullin3-Mutante verhalt (Sgaedl., 2009). Fu und Mitarbeiter (2012)
konnten zeigen, dass die Akkumulation von NPRIpn3 und npr4 Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp hoher ist und schneller unter Salicylsaure-Einfluss ansteigt. Der Tiaspiegel vorNPR1
steigt dabei nicht an, sodass die verstarkte Akkumulation von NPR1 postiptosél gesteuert
werden muss. In einemn vitro Abbau-Experiment konnte gezeigt werden, dass rekombinantes GST-
NPR1 in Pflanzenextrakten wildtypischer Arabidopsis innerhalb von 15 Minulerise abgebaut
wurde. Dieser Abbau konnte bei Extrakten wpn3npr4Mutanten nicht beobachtet werden. Allerdings

konnte durch Zugabe von gereinigtem, rekombinanten NPR3 und NPR4 die defekte Degradierung von
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NPR1 wiederhergestellt werden. Arabidopsis NPR3 und NPR4 scheinen eiaeb&pil Abbau von
NPR1 zu spielen. Ebenso wie AtNPR1 besitzen beide Proteine im N-terminalen BeeBhER/POZ-
Domaéne, welche charakteristisch fur Cullin3-Substratadapterproteine ist. In ieinvitno pull-down
Experiment wurde die Interaktion zwischen Cullin3a und AtNPR3 und AtNPR4 nachgewiesen.
Weiterhin konnte durch Co-Immunoprazipitation gezeigt werden, dass die Birdun@ullin3a an
AINPR1 die Anwesenheit von AtNPR3 und AtNPR4 bendtigt. Die Bindung von AtNPR1, sowohl an
Arabidopsis NPR3 als auch an Arabidopsis NPR4, wurdéro durch einpull-downExperiment und

in vivoin Hefe nachgewiesen. Hierbei wurde beobachtet, dass diese Interaktionen Salicylsdure-sensitiv
sind. Weiterhin wurde gezeigt, dass Arabidopsis NPR3 und NPR4 Salicylsaurerezepidrediesi
binden Salicylsdure mit unterschiedlichen Affinitaten. AtNPR3 weist dabei die geriAferitat auf.
AtNPR3 und AtNPR4 reagieren hinsichtlich der Bindung an AtNPR1 unterschiedlich auf<zalieyl

Die Anwesenheit von Salicylsaure verstarkt die Interaktion von AtNPR1AMNPR3 deutlich,
wohingegen die Bindung von AtNPR1 an AtNPR4 durch Salicylsaure gestort wied &Fu2012).

a b d
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Abb. 3 Schematische Darstellung des Modells der Salicylsdurewahtmaung nach Fuet al. (2012).(A) In Pflanzel
mit fehlerhafter Salicylsdurebiosynthese wird NPR1 durch Cullin3-NPR#ittelte-Degradierung durch das Protea
abgebaut. Dieser Umstand fuhrt zu einer verstéarkten Pathogenanfiél(igkén wildtypischen Pflanzen wird durch ¢
basalen endogenen Salicylsaurespiegel die Bindung von Cullin3-MRRPR1 reduziert, sodass eine ausreict
Menge von NPR1 akkumulieren kann und die basale Resistenz rimstah ist. (C) und (D) Der endoge
Salicylséurespiegel der Pflanze steigt im Fall einer Infektion sowoldkaten als auch im systemischen Gewebe ar
Innerhalb der Lé&sion ist der Salicylsédurespiegel am hdchsten unadidéiner Cullin3-NPR3-vermittelten Degradier
von NPR1, um PCD und die Ausbildung der Resistenz zu erlauben. (@nirbenachbarten Pflanzenzellen ist
Salicylsdurespiegel niedriger und begrenzt die Interaktion zwischen NRRIRR3, sodass NPR1 akkumulieren k
um PCD zu hemmen und SAR zu etablieren. [Hibiquitin; TF +Transkriptionsfaktor]

Arabidopsis NPR3 und NPR4 sollen demnach die Feinregulation der Homoostase von NPR1 in
Abhangigkeit des Salicylsaurespiegels innerhalb der Pflanze gewahrleisten. Ein KompléxXRigg-A
AtNPR4-Cullin3 stellt dabei die Degradierung von NPR1 bei einem nied8gegel von endogener
Salicylsaure in der Pflanze sicher und vermeidet so eine unndétige Aktivieruigsistenz. Durch
Pathogeninfektion steigt der Salicylsaurespiegel in der Pflanze an und esiblidein Komplex aus
AtNPR1-AtNPR3-Cullin3. NPR1 wird abgebaut und die hypersensitive AntwatieET] erfolgen. In

den benachbarten Zellen ist die Konzentration der Salicylsdure geringer. AtNPR3 bintdetefic an
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AtNPR1. Dennoch ist der Spiegel der Salicylsdure hoch genug, damit auch AtINPR4 AitiP&1
binden kann. AtNPRL1 ist so in der Lage, zu akkumulieren, damit die systemisdbrak Resistenz
induziert werden kann (Fet al.,2012; Fu&Dong, 2013, Abb.)3

1.2.2 Modell der Salicylsdurewahrnehmung nach Wet al. (2012)

Im Gegensatz zu Studien wie von &wual., (2012) ist Wu und Mitarbeitern der Nachweis gelungen,
dass Salicylsaure und NPR1 vitro binden kénnen. Uber eine Gleichgewichtsdialyse konnte eine
Dissoziationskonstantesk/on 140 nM berechnet werden. Auerdem zeigte sich, dass die C-terminale
Transaktivierungsdoméandb13 (Aminosaure 513 bis 593;¢KL49 nM) direkt mit Salicylsdure
interagiert und beispielsweise nicht die N-terminale BTB/POZ-Doma&meinpsaure 1 bis 190;

Kq 597 uM). Der K-Wert ist dabei vergleichbar mit demy-MVert anderer Pflanzenhormonrezeptor-
Ligand-Interaktionen und passt zum endogenen Salicylsdurespiegel von Arabidopsis. Waiterte
gezeigt werden, dass inaktive strukturelle Analoga der SalicylsdureBreiezkatechin, Methyl-
Salicylsaure oder 4-Hydroxysalicylsdure, weléheivo die PREExpression nicht induzieren kénnen
(Attaranet al.,2009; Biet al., 1995; Conratlet al.,1995; Delaneet al.,1994),in vitro auch nichtan
NPR1 binden kdnnen. Im Gegensatz dazu kénnen aktive strukturelle Analoga wie chlrersteD

der Salicylsaure oder BTH, welchrevivo PR1:Geniduktoren sind (Conra#t al.,1995; Gorlaclet al.,
1996; Lawtoret al.,1996) auchin vitro direktan NPR1 mit gleicher oder sogar hoherer Affinitat wie
Salicylsaure binden. Durch die niedrige Dissoziationskonstante, die Sattéjuggeft durch
Salicylsaure und die chemische Spezifitdt der NPR1-Salicylsaure-Interaktibthfmdbidopsis NPR1

die Kennzeichen eines Rezeptors. Bereits in vorangegangenen Versuchen konnte gezeiglagsrden,
die Cystein#®?° im C-Terminus von NPR1 fur die Aktivierung d&R1-Genexpression durch
Salicylsauren vivo benétigt werden (Rochoet al., 2006). Wu und Mitarbeiter konnten fortfiihrend
zeigen, dass C$8°?°fiir die Bindung von NPR1 und Salicylsidure essentiell sind. Diese Bindung
bendtigt das Ubergangsmetall Kupfer, welches tibef?@38an NPR1 bindet. Durch Mutation der
beiden Cysteine wird die Bindung von Kupferionen an NPR1 unterbunden und somit auciddiggBi
von Salicylsdure. Durch die Bindung von Salicylsaure wird die Konformation von NE&ddert.
Diese Konformationsanderung kann durch Entzug der Kupfamidnrch Einsatz von EDTA oder
Mutation von Cy#®2°inhibiert werden. Mou und Mitarbeiter (2003) konnten zeigen, dass NPRL1 in
unbehandelten Gewebe als Oligomer vorliegt, welches durch Disulfidbricken zwiscsn€y
zusammengehalten wird. Durch die Akkumulation von Salicylsdure werden reduziBestidgungen

in der Zelle geschaffen, welche zur Reduktion der Disulfidbriicken fuhren. In dieske &unnte
allerdings gezeigt werden, dass nicht die reduzierenden Bedingungen, sondern di8idideiig der

Salicylsaure an Cy&/52°zur Disassemblierung der Oligomere fiihrt.
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Im Gegensatz zum Volllangen NPR1 konnte fir die C-terminale Transaltigggtomandb13in vivo

eine Trankriptionsaktivierung in Abwesenheit von Salicylsaure nachgewiesen werddorfRoal.,

2006), was auf eine autoinhibitorische Doméane innerhalb von NPR1 hindeutet8TBIROZ-
Doménen beispielsweise sind autoinhibitorische Funktionen bekannt (Bardwell&Treisman, 1994
Espinaset al., 1999; Katsanet al.,1999). Es konnte zwischen der BTB/POZ-Domane (bt3 eine
Interaktion nachgewiesen werden, welche durch Salicylsaure unterbrochen wird. Die BTB/POZ-
Domane kann dabei die Transkriptionsaktivierung vasil3 in Abwesenheit von Salicylsaure
unterdriicken, ohne dabei selbst als autonomer Transkriptionsrepressor zu agiel@hB/Pi©Z-
Doméne scheint die C-terminale Transaktivierungsdoméne so zu verdecken, dass deren Funktion
unterdruckt wird. In Arabdiopsis wird nach dem Modell von Wu und Mitarbeitern &slioe direkt

von dem Rezeptor NPR1 gebunden. Das flihrt zur Konformationsanderung und zur Disessegnbl

der Oligomere. Die Interaktion der autoinhibitorischen BTB/POZ-Doméne und dermihalen
Transaktivierungsdomand®13) wird dabei durch rdumliche Trennung oder Konformationsanderung
von Salicylsdure unterbunden (Abb. 4). Die Transaktivierungsdomane wird fréjigeleg die

Vorraussetzung z#?R1-Genaktivierung ist.
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Abb. 4 Modell der Salicylsaurewahrnehmung nach Wuet al. (2012).NPR1 ist der Rezeptor fir Salicylsdure und bi
Uiber ein Kupferion, welches mit den Cysteinen 521 und 529 interegiditylsédure. Die Reaktion darauf ist die Freileg
der C-terminalen Transaktivierungsdoméane von der autoinhibitorischen BYBII®®mMane.

Neben Wuet al. (2012) konnten noch weitere Arbeitsgruppen nachweisen, dass es sich bei NPR1 um
ein Salicylsaure-bindendes Protein handelt. Manohar und Mitarbeiter (2014) demenstdiert
Bindefahigkeit von Salicylsdure an NPR1 in drei unterschiedlichen Versuchenadderem konnten

sie durch GroRenausschlusschromatographie zeigen, dass NPR1 mit relativ finhiat édd einem
Kg¢-Wert von 191 nM Salicylsédure bindet. Dieser\Kert ist relativ nah an dem ermittelten-Wert

von Wu et al. (2012) mit 140 nM. Im Zuge der Etablierung eines Testsystems fir potentielle
Chemikalien zum Schutz von Kulturpflanzen konnte mittels eittesmal shift assaydur die
C-terminale Transaktivierungsdomar®13 von NPR1 erneut gezeigt werden, dass diese in der Lage
ist, Salicylsaure zu binden (Kuat al., 2017). Aufgrund dieser Sachlage sollte davon ausgegangen

werden, dass NPR1 selbststandig Salicylsaure binden und wahrnehmen kann.

23



1 Einleitung

1.2.3 Modell der Salicylsdurewahrnehmung nach Maieret al. (2011)

In diesem Modell wird der Transkriptionskomplex aus TGA-TranskriptionsfaktoreNBRA tUber die
Interaktion mit NIMIN-Proteinen reguliert. Wesentlicher Bestandteil dedélls ist die entscheidene
Rolle des C-Terminus von NPR1 bei der Wahrnehmung von Salicylsdure. &yals (1997)
charakterisierten eineprl-Mutante inArabidopsis thalianawelche gegentiber dem Wildtyp in der
Resistenz gegelReronospora parasiticatark beeintréchtigt und ebenso die chemische Induktion von
PR1-Genen stark reduziert war. Durch eine Punktmutation erfolgt beiiadr4 Mutante an Position
432 ein Aminosaureaustausch von Arginin zu Lysin. Die Wichtigkeit des Argimrinservierten
LENRV-Motiv im C-Terminus wurde durch Maiet al. (2011) deutlich herausgestellt. In Hefe fihrte
der Aminosaureaustausch in Arabidopsis NPR1 (R432K) sowie in Tabak NPR1 (R431H9 mwei
Aufhebung des dissoziierenden Effekts der Salicylsdaure auf die Bindung von NIMIN N Mihe2-
Proteinen an den C-Terminus von NPR1. Weiterhin konnte dadurch fir Tabak NFRAL4IBD-
Fusion der Verlust der Transkriptionsaktivitat in Hefe festgestellt werden. Ddieken
Aminosaureaustausch wurde aber weder die Akkumulation des Proteins bhegttréch wirkte sich
diese Mutation negativ auf die Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMINeiRest an
NPR1 aus.

Aufgrund dieser Studien kristallisierte sich die bedeutende Rolle der LEDdRNWane und der NIMIN-
Bindedoméane im C-terminalen Bereich des NPR1-Proteins fiir die Signaltransduktion des
Pflanzenhormons Salicylsdure heraus. Weitere Ergebnisse deuten darauf hin, dass in Folge der
Salicylsaure-Wahrnehmung eine strukturelle Umwandlung im C-Terminus von NPIRft. &6 konnte
gezeigt werden, dass beide C-terminalen Domanen von Tabak NPR1, LENRV-Doméne uNd NIMI
Bindedomaéne, eine Salicylsaure-induzierbare Affinitat zueinander besitzen und stuektiemellen
C-Terminus mit Transaktivierungsaktivitat bilden kénnen (D. Neeley & U.Mzi¥it personliche
Mitteilung). Moéglicherweise ibernimmt die Rekonfiguration des C-Terminus dieselbe Funktion wie in
dem Modell nach Wt al. (2012) die Trennung der autoinhibitorischen BTB/POZ-Domane von der
C-terminalen Transaktivierungsdomanme.Hefe scheint Salicylsaure hauptsachlich den C-Terminus
von NPR1 zu beeinflussen. Das zeigt nicht nur die unterdriickte Bindung von NIAdNNIMINZ,
sondern auch die C-terminale Konformationsdnderung des Proteins in Tabak. Die Bindung von
Interaktionspartnern im zentralen Bereich oder im N-Terminus von NPR1 werdesg&magicht
signifikant durch Salicylsdure beeinflusst (Maigr al., 2011). Auch die Ergebnisse der Struktur-
Funktions-Analyse von NPR1 durch Canet und Mitarbeiter (2010) liefert Faktezheadie tragende

Rolle des C-Terminus von NPR1 bei der Wahrnehmung von Salicylsdure unterstiitzen. Von
mutagenbehandelten Arabidopsispflanzen wurden Individuen selektioniert, welche nach BTH
Behandlung nicht mehr die charakteristischen Wachstumsdefizite aufwiesen undh dedBer waren.
Innerhalb vorNPR1dieser Pflanzen konnten verschiedene Mutationen identifiziert werden. Auffallig

ist die Verteilung der Mutationen innerhalb von NPR1. Neben wenigen Mutationen BT&/POZ-
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und Ankyrin-Domane haufen sich die identifizierten Mutationen im C-terminaldnvdrei NPR1.
Einige dieser Mutationen wurden bis zu drei Mal gefunden. 68% der identifiZidatationen befinden

sich im Bereich von Aminosaure 428 bis 515 (Abb. 5). Innerhalb dieses Bereichs befimdattgiaur

das LENRV-Motiv (Aminosaure 429 bis 433), sondern auch die von Aminoséaure 493 bis 51fkartier
NIMIN1/2-Bindedoméne (Maieet al.,2011). Die NIMIN1/2-Bindedoméane wiederum befindet sich in
der als Repressordoméne beschrienétegion von Aminosaure 463 bis 513 (Rockoal.,2006). Es
konnte also nicht nur eindeutig gezeigt werden, dass NPRL1 in der Lage ist, Salicytdéuren@ehmen,
sondern auch der verantwortliche Bereich der Wahrnehmung von Salicylsdure in NPRéaltermit

werden.
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Abb. 5 Verteilung der identifizierten Mutationen in Arabidopsis NPR1 nach Mutagenbehandlung (Canetet al.,2010)
Punktmutationen sind durch Pfeile und Leserahmenverschiebungem eln F gekennzeichnet. Sterne kennzeichne
Stoppkodon und das Dreieck steht fiir eine interne Deletion.

Auf Grundlage dieser Fakten wurde ein Modell entwickelt, wie die Wahrnehmung hMoylsdare und

die Weiterleitung des Signals bis zur Induktion der ExpressionRRiGenen wahrend der SAR
erfolgen kdnnte. Das Modell ist prinzipiell auf beide Modellpflanzen Tabak und Arabidopseéndbar
und basiert auf der negativ-regulatorischen Funktion der NIMIN-Proteine und de¢ediBikdung von
Salicylsaure an NPR1. Im Folgenden soll das Modell am Beispiel von Arabidopsit ¢éiRRtert
werden (Hermanet al.,2013). Die Expression vadIMINS erfolgt konstitutiv in Arabidopsis. Durch
die Bindung von NIMIN3 an den N-Terminus von NPR1 wird der TranskriptionskonapieXNPR1
und TGA-Transkriptionsfaktoren inaktiviert. In Folge einer Pathogeninfektiontsiier endogene
Salicylsaurespiegel der Pflanze an und es erfolgt die InduktioMNildiN2. Durch die Bindung von
NIMIN2 an den C-Terminus von NPR1 wird NIMIN3 verdrangt. Es konnte gezeigt watdes eine
simultane Bindung der Proteine an NPR1 nicht erfolgen kann. Dadurch wird moglictesiwé/erlauf
des Anstiegs des Salicylsaurespiegels die Aktivierung friiher SalicylsaurdPiRidabhangiger Gene
wie NIMIN1 erméglicht. NIMIN2 wird dann durch die Bindung von NIMIN1 an den C-Terminus von
NPR1 verdrangt und ersetzt. Sobald ein gewisser Schwellenwert der Salicylsaurekonzentration
uberschritten wird, erfolgt die Dissoziation der NIMIN1-NPR1-Inte@ktDer Transkriptionskomplex

ist nun aktiv und die Expression vBR1beginnt. Die Feinregulation der Induktion éR1-Expression
durch Salicylsaure erfolgt durch die negativ-regulatorische InteraktionskasaléMIN-Proteine an
NPR1. Die Dissoziation der NIMIN1-NPR1-Interaktion muss allerdings dunaktdi Bindung von

Salicylsaure erfolgen (Abb)6
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Abb. 6 Salicylsdurewahrnehmung und Kontrolle derPR1-Geninduktion durch die Bildung verschiedener NIMIN-
NPR1-TGA-Komplexe auf demPRI1-Promotor im Verlauf der SAR. In diesem Modell wird angenommen, dass
Wahrnehmung des Salicylsaurespiegels in erkrankten Pflanzen durarstibiedenen NIMIN-NPR1-Komplexe erfolgt (
die Aktivierung derPRGene an einem bestimmten Schwellenwert der Salicylsdurekonzenteatigglicht. In diese
Szenarium wird das AbwehrgdPR1 im spaten Verlauf der SAR durch die direkte Wirkung von Salicylsdureden
regulatorischen Komplex aus NIMIN1 und NPR1 induziert (Hernedrat., 2013).

1.2.4 Kiritischer Vergleich der Modelle und Zielsetzung der Arbeit

Die Modelle nach Fet al. (2012) und Wet al. (2012) werfen viele bislang noch nicht beantwortete
Fragen auf. Der beschriebene Mechanismus der Salicylsaurewahrnehmung und die dadurch verbundene
Induktion derPR1-Genexpression dieser Modelle ist spezifisch fiir Arabidopsis. Die Hauptmerkmal

der Modelle sind nicht konserviert, sodass sich die Modelle nicht aufrev@iftanzenspezies ohne

Weiteres Ubertragen lassen.

Die Aktivitat und der Abbau von NPR1 wird durch postranslationale Modifizieruregariert. Diese
Modifizierungen wie Phosphorylierungen, Sumoylierungen und S-Nitrosylierungen sind hochkomplex
und beeinflussen sich zum Teil in ihrer Funktion gegenseitig. NPR3 und NPRémelach Fet al.
(2012)eine bedeutende Rolle in der Feinregulierung der Homéostase von NPR1 und der Wahrnehmung
von Salicylsdure ein. Es wird erwahnt, dass NPR3 und NPR4 in der Lage sind, Homo-arodibhetre

zu bilden und dadurch einer Art Selbstregulation unterliegen. Dennoch stellesidieltrage, ob diese
wichtigen Akteure der Regulation der Abwehr ebenfalls zusétzlich einer iRemg durch solch

komplexe Modifizierungen unterliegen wie NPR1.

NPR1 ist laut Fet al. (2012) nicht selbst in der Lage, Salicylsdure zu binden und als Rezeptor das
Signal der Salicylsdure weiterzuleiten. Das Signalmolekul Salicylsaure wirh digr Paralogen NPR3

und NPR4 durch direkte Bindung wahrgenommen und zeigt sich in der Salicylsdure-abhéngigen
Regulation der Verfiigbarkeit von NPR1. NPR3 und NPR4 binden mit unterschiedlichenfdh
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Salicylsaure, um die Aufrechterhaltung der Homdostase von NPR1 zu gewahrleistatingdlast

bislang nicht bekannt, wo und vor allem wie Salicylsaure an diese Proteine bintlegias diese
Bindung bewirkt. NPR3 und NPR4 fungieren als Adapterproteine fur Cullin3, welches den
proteasomalen Abbau von NPR1 vermittelt. NPR3 und NPR4 sowie NPR1 verfligen Uber eine sehr
ahnliche Domaéanenstruktur. Ebenso wie NPR3 und NPR4 besitzt auch NPR1 eine N-terminale
BTB/POZ-Domane, welche charakteristisch fur Cullin3-SubstratadapterpraseingErotzdem kann

Cullin3 nicht direkt an NPR1 binden und ist fiir die Bindung auf die Vermittiung von NPR3 und NPR4
angewiesen. Es ist nicht bekannt, wie NPR3 beziehungsweise NPR4 an NPR1 binden kénnen und aus
welchem Grund Cullin3 zwar an NPR3 beziehungsweise NPR4 direkt binden kann, aber trotz
vorhandener BTB/POZ-Doméne nicht mit NPR1 direkt in Interaktion treten kann.

Das Modell nach Fet al. (2012) kann aufgrund von Besonderheiten im Arabidopsiskontext nicht als
allgemein gultiger Mechanismus angesehen werden. In Arabidopsis gibt es sechsavlitifiddPR -
Proteinfamilie, welche sich in drei Gruppen unterteilen und vermutlich dwobuplikation entstanden

sind. NPR1/2 und NPR3/4 werden mit der Salicylsdure-abhangigen Genexpression in Verbindung
gebracht, wahrend BOP1/2 Uberwiegend in der Entwicklung der Pflanze involviert zu senerschei
Tabak beispielsweise verflgt lediglich Uber drei Mitglieder der NPR-Protelidaheben NPR1 gibt

es noch NIM1-like (NPR3) und NPR5 (BOP1). Es stellt sich hier also die Frage, welchieirTabak

NPR3 in diesem Kontext nach dem Modell von dtual. (2012) einnimmt und welches Protein die
entsprechend andere Funktion auslbt, welche zur Aufrechterhaltung der Homéostase von NPR1
benotigt wird. Aul3erdem dréngt sich die Frage auf, aus welchem Grund keine MutakitdRRS8 und
AtNPRA4 in den zahlreichen Untersuchungen identifiziert wurden. Arabidopsis NPR3 und NIER4 sol

fur die Wahrnehmung des endogenen Salicylsaurespiegels der Pflanze verantwortliErerseath
wurden ausschlieBlich Mutationen innerhalb von NPR1 bei Salicylsaure-insensitivatzeRfla
identifiziert. Dies deutet darauf hin, dass das Signal der Salicylsdure Uber aideren Weg
weitergeleitet wird als von Fu und Mitarbeitern angenommen und direkt mindigktion derPR1

Genexpression zusammenhangt und nicht indirekt durch NPR3 und NPR4 wahrgenommen wird.

Im Modell nach Wtet al. (2012) sowie in weiteren Studien konnte allerdings im GegensatzetuaFu

(2012) mehrmals in unabhéngigen Experimenten basierend auf unterschiedlichen Methoden gezeigt
werden, dass Arabidopsis NPR1 direkt Salicylsaure binden kann. Diese Tatsache $fielttalbisach

Fuet al.(2012)in Frage. Es wird postuliert, dass NPR1 mit Hilfe eines Kupferions Salicglbinden

kann. Dieses Kupferion bindet an G3§?° im C-Terminus von NPR1. Durch die Bindung von
Salicylsaure wird eine Konformationsanderung von NPR1 bewirkt, welche in der Induktion der
Expression vo®R1-Genen resultiert. Die fur die Bindung verantwortlichen Cysteine sind jedaiemn
NPR1-Proteinen anderer Pflanzenspezies wie Tabak, TomatdB@sica napusicht konserviert.

Auch innerhalb von AtNPR3 un&tNPR4 sind diese Cysteine nicht konserviert, obwoldtral. (2012)
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auch hier nachweisen konnte, dass es sich um Salicylsaurerezeptoren handelt. So mussHaltliesem

ein anderer Mechanismus der Bindung von Salicylsdure zugrunde liegen.

Auffallig ist, dass bereits identifizierte Mutationen in NPR1 nicht dieroat al.(2012) und Wet al.
(2012) als essentiell betrachteten Aminosauren fir die FunktionaitdhNPR1 betreffen. Allerdings
sind beispielsweise die Mutationen, welche in der Studie von Canet und Mitarbeiterrig2afifiyiert
wurden auch innerhalb der Paralogen von Arabidopsis NPR1 konserviert. Die RoNgMibl-
Proteine wurde in den Modellen nachdfal. (2012) und Wet al. (2012) vollig aul3er Acht gelassen,
obwohl es genlgend Daten der Beteiligung von NIMIN-Proteinen an der Salicylsaure-abhangig
Induktion dePRX:Genexpression und der Etablierung der SAR gibt. NIMIN-Proteine kommenrin alle
hoheren Pflanzen vor. Die NIMIN1/2-Bindedomé&ne im C-Terminus von AtNPR1 sowie das LENRV
Motiv sind in allen NPR-Proteinen mit Ausnahme der BOP-Proteine konsemiekbmmen ebenfalls

in allen héheren Pflanzen vor. NIMIN1/2-Proteine binden an NPR1 in der Nahe dler &t
nachgewiesener Weise auch Salicylsaure agiert. Somit sind NIMIN-Proteine gut geeymditiatén

fur Regulatoren der NPR1- und Salicylsdure-abhangigen Genexpression im Rahmen der SAR.

Der Mechanismus der Salicylsaurewahrnehmung und der Signaltransduktion basierend auf dem Model
nach Maielet al. (2011) wurde im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht. Besonderes Augdagner

auf den NPR1-Homologen und Paralogen aus Arabidopsis und Tabak. Hier sollten die bidwremisc
Eigenschaften sowie die Fahigkeit der Salicylsaurewahrnehmung naher charaktemsben.
Fortfihrend sollte die Funktion von TabdRR1undNPR3in plantamit Hilfe von durch CRISPR/Cas9
generierten Mutanten genauer beschrieben und die moglichen AuswirkungenRE@eninduktion

untersucht werden.
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2 Material

2.1 Enzyme und Chemikalien

Die verwendeten Standardchemikalien wurden von den Firmen Duchefa (Haarlem, NL), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezoges.R@striktionsenzyme
sowie DNA-modifizierende Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs (Schwalbach) und
Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) hergestellt. Abweichende Bezugsquellen sind gesonder

Text aufgefuhrt.

2.2 BiologischeMaterialien

2.2.1 Pflanzen

Arabidopsis thalianal. var. Columbia (Col-0)
Herkunft: Prof. Dr. X. Dong und Prof. Dr. Jane Glazebrook
-1533PR-1a,:GUS Nicotiana benthamiana
Herkunft: transgene Linie erzeugt von Prof. Dr. Artur J. P. Pfitzner
Nicotiana tabacumL. var. Samsun NN
Herkunft: Tobacco Institute, North Carolina, USA

Prof. Dr. K.-W. Mundry, Universitat Stuttgart
PR1ax.:GUS Nicotiana tabacuni. var. Samsun NN (Linie 138)

Herkunft: transgene Linie erzeugt von Dr. Ursula M. Pfitzner

2.2.2 Bakterienstamm

Escherichia coli'+ . (Hanahan, 1983)

Genotyp: ) B0dlac = M15 O lacZYA-argF) U169dedR recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+)phoA
sup( -thi-1,recAl, gyrA96 relAl
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2.2.3 Hefestamm

Saccharomyces cerevisiat-7c (Bartelet al, 1993)

Genotyp: MATaura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trp1-901, leu2-3, 112, gal4-542, gal80-
538, LYS2::GAL1-HIS3, URA3::(GAL4 17-mers)3-CYC1-lacz

Der Hefestamm HF7c verfugt Uber die Reportergéi&3 undlacZ

2.2.4 Virenstamm

Tabak-Mosaik-Virus (TMV)AFRPPRQ VWUDLQ 3

Herkunft: American Type Culture Collection, USA

2.2.5 DNA-GroRRenstandard

Fir die Bestimmung der Gré3e von DNA-Fragmenten nach Auftrennung tber ein Agarosegel wurde
je nach Bedarf zwei verschiedene Arten von DNA-GroRenstandards eingesetzt:

GeneRulerTM 1 kBp DNA Ladder (Fermentas SM0313)

10000Bp | 8000Bp | 6000Bp | 5000Bp | 4000Bp | 3500Bp | 3000Bp | 2500Bp | 2000Bp | 15008p
| 1000Bp | 750Bp | 500Bp | 250Bp

GeneRuler 100Bp DNA Ladder (Thermo Scientific SM0241)

1000Bp | 900Bp | 800Bp | 700Bp | 600Bp | 500Bp | 400Bp | 300Bp | 200Bp | 100Bp

2.2.6 Protein-Molekulargewichtsstandard

Fur die Bestimmung des Molekulargewichts der Proteine, welche Uber ein SDS-Polyagglam
aufgetrennt und anschlieBend einer Immunodetektion unterzogen wurden, wurde ails- Prote
Molekulargewichtsstandard der PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo §cientifi
verwendet. Referenzproteine, welche mit einem roten Farbstoff gekoppelt sirietsirervorgehoben:

250 kDa | 130 kDa | 100 kD)&0 kDa| 55 kDa | 35 kD#25 kDa| 15 kDa | 10 kDa
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2.3 Kits

2.3.1 Plasmid-Praparation

Die PlasmidbNA-Praparation fiir den Einsatz zur Sequenzierung wurde mit Hilfe des GéMeJET
Plasmid MiniPrep Kits der Firma Fermentas (#K0503) und des Nucl€td8asmid Kits von
Macherey-Nagel (REF 740588.250) durchgefihrt.

2.3.2 DNA-Elution aus Agarosegelen

Fur die Elution von DNA aus Agarosegelen wurde das Silica Bead DNA Gel kxtriat der Firma
Thermo Scientific (#K0513) verwendet.

2.3.3 RNA-Isolation aus Pflanzengewebe

Fur die Isolation der Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe wurde das innuPREP Plant RNA Kibaer Fi
analyticjena (843<S-2060050) verwendet.

2.4 Vektoren

2.4.1 pBluescript Il KS (+)/ T-Vektor

pBluescript Il KS(+) der Firma Stratagene (La Jolla, USA) ist ein 258roRer Plasmidvektor. Der
Vektor verfugt Uber eine Polylinkerregion, welche innerhalb der codierenden Region [®ines
Galaktosidase-Gen$at2) lokalisiert ist. Die .-Komplementation der 3-Galactosidase beispielsweise
in E. coli DH5. ermdglicht eine Blau/Weil3-Selektion rekombinanter Klone. Ferner verfligt der
Plasmidvektor tiber eine Ampicilinresistenz (Atp

Der Vektor wurde fur die Klonierung von PCR-Produkten von Dr. Bernhard Roth imedif Der
Plasmidvektor wurde Ub&coRV aus der Polylinkerregion linearisiert und anschliel3end mit terminaler
Desoxynucleotidyl-Transferase (TDT) in Anwesenheit von 2',3'-DideoxythymidintEiphosphat
(ddTTP) behandelt. Dies diente dazu, Desoxythymidine an d@H3Enden des glatt geschnittenen
DNA-Doppelstranges zu hangen. Vidleermus aquaticuélag)-Polymerasen tendieren dazu, ein
zusétzliches Adenosin an die QH-Enden amplifizierter DNA-Doppelstrénge zu flgen. Die
angefugten Adenosine kdnnen mit den tberhangenden Thyminen des VektorsieybndDer

der modifizierte Vektor (T-Vektor) ist so bestens fiir die Klonierung von ProduRten geeignet.

31



2 Material

2.4.2 pGBT9

Der Vektor pGBT9 (Bartekt al., 1993) findet Anwendung bei der Untersuchung von Protein-
Protein-Interaktionsstudien im Hefe-Zwei-Hybridsystem. Der Vektasitieeine Grol3e von 5,4
kBp und kann sowohl irkE. coli als auch inS. cerevisiaeautonom replizieren. Die enthaltene
Ampicilinresistenz erlaubt die Selektion in Bakterien, wohingegei B&®1Gen die Selektion von
Hefen auf Minimalmedium erlaubt. Die Polylinkerregion befindeh si;m 3"-Ende des offenen
Leserahmens der GAL4-Bindedomane (BD). Der GAL4-Bindedomane ishA@khl-Promotor
vorgeschaltet. Zur erfolgreichen Expression des Fusionsprodukts aus GAL4l@imitee und dem
gewunschten Gen ist es notwendig, dass die Klonierung im korrekten Leserahnggtn erfol

2.4.3 pGADA424

Der Vektor pGAD424 (Bartett al., 1993) findet Anwendung bei der Untersuchung von Protein-
Protein-Interaktionsstudien im Hefe-Zwei- und Hefe-Drei-Hybridsystear Vektor besitzt eine
Grofl3e von 6,6 Bp und kann sowohini E. coli als auch irs. cerevisia@utonom replizieren. Die
enthaltene Ampicilinresistenz erlaubt die Selektion in Bakteriehjwgegen durch dd€£U2-Gen

die Selektion von Hefen auf Minimalmedium mdglich ist. Die Polylinkgion befindet sich am
3’-Ende des offenen Leserahmens der GAL4-Transkriptionsaktivierungsdoman®ekAL4-
Transkriptionsaktivierungsdoméne ist e®DH1-Promotor vorgeschaltet. Zur erfolgreichen
Expression des Fusionsprodukts aus GAL4- Transkriptionsaktivierungsdoméne und dem
gewunschten Gen ist es notwendig, dass die Klonierung im korrekten Leserahmen erfolg

2.4.4 pBridge/pBD

Der Vektor pBridge (Tirodet al.,1997) findet Anwendung bei der Untersuchung von Protein-Protein-
Interaktionen im Hefe-Drei-Hybridsystem bei Anwesenheit eines dritten Ititamagartners Der
Vektor besitzt eine Grol3e von 6,Bfkund kann sowohl i&. colials auch irs. cerevisia@autonom
replizieren. Die enthaltene Ampicilinresistenz erlaubt diekdiele in Bakterien, wohingegen das
TRP1Gen die Selektion von Hefen auf Minimalmedium erlaubt. Die Pigtregion befindet sich
am 3"-Ende des offenen Leserahmens der GAL4-Bindedoméne (BD). Der GAL4-Bindedstna
ein ADH1-Promotor vorgeschaltet. Zur erfolgreichen Expression des Fusionprodukts ads GA
Bindedomé&ne und dem gewtinschten Gen, ist es notwendig, dass die Klonmerkogekten
Leserahmen erfolgt. Durch eine zuséatzliche Expressionskassette nst dem pBridge-Vektor
madglich ein zweites Gen zu exprimieren. Diese Expressionskas@ettedurch denMET25
Promotor MET25:0) kontrolliert. In Gegenwart von Methionin wird der Promotor reprimiert und

die Expression des Gens dieser Expressionskassette unterdriickt. In AbwesenMsgthionin
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hingegen wird der Promotor und die Expression des Gens induziert. Der pBD-igektoe leicht
modifizierte Form von pBridge (Weigel, 2000). Mit diesem Vektor ist eslicfgglas Gen unter
der Kontrolle vonMET25%, als Fusion mit einem Kernlokalisierungssignal (NLS) und einem
humanen Influenza Hamagglutinin (HA)-Epitop zu exprimieren. Diese Madifinen erlauben
die Sicherstellung des Transports des Proteins in den Zellkern deenigetektion des Proteins

mittels eines Antikorpers gegen HA-Epitop.

2.5 Synthetische Oligonukleotide

Alle verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Dajmstad

bezogen.

Primer fur die Klonierung von A. thaliana NPR1 H80Y

nprl forward: 5-ACG GAT CCCCAT GGA CAC CAC CAT TGA TGG -3’
AINPR1-M6: 5-GCG TCG ACT AAT TCAGGG ATC TTG -3

AtNPR1 H80Y fwd: 5°-GAA GTT TCT TTC TAC CGG TGC GTT TTG TCA GCSGA AGC
TCTTTC TTC AAGAGC GCT T -3

AtNPR1 H80Y rev:  5°-CTG ACA AAA CGC ACC GGT AGA AAG AAACTTC -3

Primer fir die Klonierung von A. thaliana NPR2

AINPR2-3: 5"-AAG GAT CCA GAT GCC TTC TCT GAA AGG CGG ATT ATG C-3°
AINPR2-4: 5"-AAG GAT CCA GAT GCA TCA CAT TGG TGA AAA GCG G-3
AINPR2-5: 5"-AAG TCG ACT TAC TCG AGA TCA GGC TCG AGA CTA GAA GB-
AINPR2-6: 5"-AAG TCG ACT TAC TCG AGA TCC CCG TTC CCG TAA GGT &5-
AINPR2-7: 5-TCG GTT TTC ATA ATA GAG CAA CCT CAT CCT C-3

AtNPR2-8: 5-GAG GAT GAG GTT GCT CTATTATGA AAACCG AGTGC ACT TGC TCG
ACT TCT CTT TCC AG-3

AINPR2-9: 5-GCATTT GAG TAG ACT AAG AGC ACT TTG TAAAACGT GGA ACT GGG
GAA ACG CTACTT CAA ACGT’

AtNPR2-10:  5°-GGT TTT ACA AAG TGC TCT TAG TCT ACT CAA ATG*
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AtNPR2-11: 5-GCGAGTTTACAGCTT CTAGGGTCCC TCGAGC CRGCATCACATTG
GTG AAA AGC GGJ

AtNPR2-12: 5°-GAT CAG GCT CGA GAC TAG AAG CTG TAA ACT CGg-

Primer fur die Klonierung von A. thaliana NPR4 (373/455) K418R R419K LERKYV

AINPR4-5: 5-TTG GAT CCA TAT GGA ACC TGATAAATACCG C -3

AtNPR4-6: 5"-AAG TCG ACT TAC TCG AGT GAT GGA GGT GGA GTT AG -3
AtNPR4-15 neu: 5-GAG GTT GTT ATA CTT AGA AAG GAA AGT GGG ACT TGC TCA G -

AINPR4-16: 5-CTGAGC AAG TCCCACTTT CCT TTC TAAGTATAACAACCT &

Primer fir die Klonierung von A. thaliana TGA3
AtTGA3-1:  5-CCG GAT CCA TAT GGA GAT GAT GAG CTC TTC-3

AtTGA3-2: 5-AAG GAT CCA GTG TGT TCT CGT GGA CGA GC-3

Primer fir die Klonierung von A. thaliana TGA7
AtTGA7-1:  5-AAG GAT CCA TAT GAT GAG TTC TTC TTC TTC TCC AAG

AtTGAT-2: 5-AAG GAT CCA GTT GGT TCT TGT GGA CGA GC-3

Primer fir die Klonierung von N. tabacumNPR1 H81Y
NgNPR1-1: 5°-CCG GAT CCA TAT GGA TAATAG TAG GAC TGC G -3
NgNPR1-32: 5°-TTG GAT CCC AAA ACC TCA ACC AGG AAT GCC -3

NgNPR1 H81Y fwd: 5-GAA ATT CCG GTG TAC CGG TGC ATT TTG TCG GAAGG AGT
CCG TTCTTT AAG AAT TTG -3

NgNPR1 H81Y rev: 5-CGA CAA AAT GCA CCG GTA CAC CGG AATTTC -3

34



2 Material

Primer fur die Klonierung von N. tabacumNPR3 INS ¢.433_443insATC TTG TCA GAT TCC
NtNIML-14: 5°-AAG GAT CCATAT GGC TTG TTC TGC TGA ACC -3

NtNIML-15: 5°-GCA AGG GAT CCA CAG GTAG3

NtNIML-16: 5°-ATC TTG TCA GAT TCC GTATGG ACA CTA TAT GG -3

NtNIML-17: 5-GGA ATC TGA CAA GAT CCT CCG GAG GGA AAT G -3

Primer fur die Klonierung von N. tabacumTGA2.2
NtTGA2.2-1: 5°-AAG GAT CCA TAT GGC TGA TAT CAG TCC TAG TAC ATCAC A-3

NtTGA2.2-2: 5-AAG GAT CCT TAT TCC CGG GGG CGA GCA AGC CAG AGA G/CT-3

Primer fur die Amplifikation des ersten Exons vonNPR1von N. tabacum
5NsNPR1-550: 5-ATG GAT AAT AGT AGG ACT GCG-3

3NsNPR1-550: 5-GAA ACT TGT CGA CCA ATT CAG-

Primer fur die Amplifikation des ersten Exons vonNPR3von N. tabacum
NtNIML-14: 5-AAG GAT CCA TAT GGC TTG TTCTGC TGA ACC-3’

3NtNIM1like-554: 5-GAA AAA GTG ATACTA GCT CTG-3

Primer fir die Transkriptanalyse der Linien 111H in N. tabacum

NtNPR1-17: 5°-GTC GGC GAG GAG TCC GTT CTT-3

NtNPR1-3: 5-TTC CAA GTA GGT GTC TCT GAA AC-3°
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2.6 Antiseren

2.6.1 Detektion von Tabak NPR1

Die Detektion von Tabak NPR1 erfolgte Uber das polyklonale Antiser@BT-cT-NtNPR1, welches

in einer Verdinnung von 1:1000 eingesetzt wurde. Das Serum wurde durch Immunisienung v
Kaninchen mit in E. coli exprimierten und dber Glutathionsepharose aufgereinigtes GST-
NtNPR1(386/588) gewonnen.

2.6.2 Detektion von Arabidopsis NPR1

Die Detektion von Arabidopsis NPR1 erfolgte Uber das polyklonale AntiserxHis-AtNPR1,
welches in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt wurde. Das Serum wurde durchsleromgnivon
Kaninchen mit irE. coliexprimierten und Uber Ni-NTA aufgereinigtem 6xHis-AtNPR1 gewonnen.

2.6.3 Detektion von Tabak PR1

Die Detektion von Tabak PR1 erfolgte liber das polyklonale Antiseri®R1a, welches in einer
Verdinnung von 1:200 beziehungsweise 1:500 eingesetzt wurde. Das Serum wurde durch

Immunisierung von Kaninchen mit gereinigtem PR1a-Protein aus Tabak gewonnen.

2.6.4 Anti-Kaninchen-Serum

Protein-gebundene Antikdrper wurden durch den sekundaren Anti-Kanincheé#Rg@mntikorper
(Rockland, USA) nachgewiesen. Dieser Antikdrper ist an die Meerrettich-Peroxidagspeikund

wurde in einer Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Standardmethoden und Nukleinsauretechniken

Die molekularbiologischen Standardmethoden wurden nach Sambrook und Mitarbeitern (1989)
durchgefuhrt. Die Enzymreaktionen und Kits wurden nach Angaben der Hersteller verwendet.
Abweichungen wurden im Text vermerkt. Die pH-Werte verwendeter Losungen wurden mit Salzséure
Essigsaure, Natriumhydroxid oder Kaliumhydroxid eingestellt.

3.1.1 Anzucht vonE. coli

LB-Medium [1 1] Antibiotikakonzentrationen

109 Pepton 50 pg/ml Ampicilin

59 Hefeextrakt

109 NacCl Blau-WeiR-Selektionszusétze

adlldHO 10 pg/ml  Isopropylthiogalactosid (IPTG)

pH 7,5 (NaOH) 40 pg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-R-D-Galactopyranosid

(X-Gal) in Dimethylformamid

Fur LB-Agarplatten wurden 15 g/l Agar vor dem Autoklavieren dem LB-Medium hafigy Die
Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Flissigmedium mit den entspratgreAntibiotika bei 37°C

und 250 UpM uber Nacht. Die Anzucht auf LB-Festmedium mit den entsprechenden Antibiotika
beziehungsweise zuséatzlich X-Gal und IPTG erfolgte im Inkubator bei 37°C tber Nacht.

3.1.2 Herstellung chemisch kompetenteE. coli-DH5 .-Zellen

Tfb | Tfb 1l

30mM  KOAc 10mM  NaMOPSpH7
50 mM  MnCL; 75mM  CaCb

100 MM KCI 10mM KCI

10mM CaCh 15% Glycerin

15 % Glycerin autoklavieren

sterilfiltrieren

Aus einer Gefrierkultur wurde. coli ' + . -Zellen frisch Gber Nacht auf einer LB-Agarplatte bei 37°C
kultiviert. Eine Einzelkolonie wurde anschlieRend in 5 ml LB-Medium mit 10 mNS®gfir zwei
Stunden bei 37°C und 250 UpM angezogen und zum Animpfen von 100 ml LB-Medium versetzt mit
10 mM MgSQ verwendet. Diese wurde fir weitere zwei bis drei Stunden bei 37°C und 250 UpM
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inkubiert. Bei einer OBy von 0,6 wurden die Zellen fiir zehn Minuten bei 6000 rpm und 4°C geerntet.
Die nachfolgend beschriebenen Schritte zur Herstellung chemisch komp&entd¥ ' + . -Zellen
wurden ausnahmslos unter sterilen Bedingungen mit vorgekihlten Lésungen und Materialien
durchgefihrt. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in zweimal 4(ineBluspendiert. Die
Suspension wurde fur funf Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend wurde der Zentrifughtitinss
wiederholt. Der Uberstand wurde wieder verworfen und die Zellen in insge8aml Tfbll
resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden zu je 200 pl aliquotiertiiissigém N
schockgefroren und bet70°C bis zur Verwendung gelagert.

3.1.3 Transformation von E. coli

10 ul Ligationsansatz wurden 100 pl auf Eis aufgetauter kompetenter-Belten hinzugefiigt und fr

30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde der Transformationsansatz einenchiidedei 42°C

im Wasserbad fiir 30 Sekunden unterzogen und anschlieend fur weitere zwei Minutemiubi&igt i

Nach Zugabe von 900 pl warmen LB-Flussigmediums wurden die Zellen fur eine Stunde bei 37°C und
250 UpM inkubiert. 50 pl des Transformationsansatzes wurden nach der Inkubation auf eitre- Selek
LB-Agarplatte ausplattiert. Die restliche Bakteriensuspension wurde duraifuigatton pelletiert, der
Uberstand abgekippt und die Zellen im verbleibenden Restiiberstand resuspendiereinevesitere
SelektiviB-Agarplatte ausplattiert. Die Platten wurden tber Nacht im Inkubator bei 37°C kultiviert.

3.1.3.1 Blau/WeiR-Selektion vonE. coli '+

Die Blau/Weil3-Selektion findet Anwendung bei der Verwendung von pBluescript adal@uf
basierenden Vektoren wie der T-Vektor bei der Transformation von kompeEerdgeh ' + .-Zellen.
Der Polylinker dieser Vektoren befindet sich im Bereich des enthaltac&®ens, welches fur das N-
terminale .-Fragment einer IPTG-induzierbaren [[-Galaktosidase kodiert. Dieses Fragment
komplementiert ein durch das Genom véncoli '+ . N R G & Bewwhidales.-Fragment der 3-
Galaktosidase. Die komplementierte [3-Galaktosidase ist dann in der Lage, derodreiBadm-4-
Chlor-3-Indolyl-3-D-Galactopyranosi(K-Gal), welcher in den hierfir verwendeten LB-Agarplatten
enthalten ist, in einem blauen Farbstoff umzusetzen. Die entsprechende Koloaie g&tfarbt und die
Klonierung ist negativ. Durch die erfolgreiche Integration des gewiinschten DNA-Fragimeign
Polylinker des Vektors, wird das-Peptid dedacZ-Gens unterbrochen und nicht mehr vollstandig
exprimiert. Die 3-Galaktosidase kann nicht komplementiert werden und istfumétibnsfahig. Der

Indikator wird nicht umgesetzt, die Kolonie bleibt weil3 und die Klonierung ist positiv.
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3.1.4 Plasmidpraparation ausk. coli

Ldsung | Losung |l Ldsung 1l
50 mM  Glukose 0,2M NaOH 3 M Natriumacetat, pH 4,8
25mM  Tris/HCI pH 8,0 1% SDS mit Essigsaure eingestell
10mM EDTAPpH 8,0
autoklavieren IXTE

J PO 51DVH $ 10 mM  Tris/HCI pH 8,0

1 mM EDTA pH 8,0

Von einer 5 ml Ubernachtkultur des zu untersuchenden Bakterienklons wurden 1,5 ein in
ReaktionsgefaR tberfiihrt und fir drei Minuten bei Raumtemperatur (RT) zenttifgeiJberstand
wurde verworfen und der Zellniederschlag in 100 pl Lésung | resuspendiert. Anschlie3ded 200

pl Losung 1l hinzugefuigt und durch Invertieren vorsichtig gemischt. Nach Zugabe vqu 68ung

Il wurde wieder durch Invertieren gemischt. Die dabei ausgefallen Proteine upehdimische DNA
wurden bei einem 10-min(tigen Zentrifugationsschritt pelletiert. Der Ubenstamid dann in ein neues
Reaktionsgefall mit 1 ml kaltem Ethanol (96 84) Gberfuhrt und durch Invertieren gemischt. Die
Fallung der DNA erfolgte fir mindestens 30 Minuten B&0°C. Im Anschluss erfolgte ein weiterer
10-minutiger Zentrifugationsschritt. Der Uberstand wurde verworfen unddarNliederschlag in 100
pl 1x TE resuspendiert. 50 pyl 7,5 M Ammoniumacetat und 200 pl kalter Ethanol (BGaYavurden
hinzugefiigt und durch Invertieren gemischt. Die Fallung der DNA erfolgte fir 30 Minuter2beC.
Danach erfolgte ein dreiminiitiger Zentrifugationsschritt, der Uberstardbwerworfen und der DNA-
Niederschlag mit kaltem Ethanol (70 #a) gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
fur drei Minuten wurde der Uberstand verworfen. Die DNA wurde fiir 10 Minuten vajeinotknet

und dann in 50 pl 1x TE aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

3.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Fur die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren wurde diese 1:10 gaitailH ein Volumen
von 50 pl verdiinnt. Die Messung erfolgte in einer Eppendorf Uvéiber ein Photometer (Ultrospec
2100 pro Spectrophotometer; Amersham Biosciences). Als Referenzwert wurden d&a.Qul

verwendet. Mit folgender Formel wurde die Konzentration der Nukleinsduren anschlieRenchbestim
Konzentration = [(Absorption 260 nm) £(Absorption * 320 nm)] x F x \

) >J PO@ ; AOUUr' RI$A " 320 nm = Hintergrundwellenlange Vv = Verdunnung 1:10
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3.1.6 Sequenzspezifische Restriktion von DNA

Plasmid-DNA oder PCR-Produkte wurden mittels Restriktionsendonukleasen nach Angaben der
jeweilgen Hersteller unter Verwendung der empfohlenen Puffer verdaut. 0,2 bis 2 pgvidén in

einem Endvolumen von 20 pl mit jeweils 5-10 Enzymeinheiten bei der erforderlichen Beungér
mindestens zwei Stunden inkubiert. Wurde die restringierte DNA im nachsteit St in einer
Gelelektrophorese eingesetzt, war eine Inaktivierung der Restriktionsendonulddasgerlich. Die
Inaktivierung erfolgte dabei nach Angaben des Herstellers.

3.1.7 Auftrennung von DNA-Fragmenten (Gelelektrophorese)

50x TAE-Puffer 5x Ladepuffer

242 g Tris 50 % Glycerin

100ml  0,5M EDTA pH 8,0 1 mM EDTA

57,1 ml  Essigsaure (100 %) 0,25% Bromphenolblau
adlldHO 0,25%  Xylencyanol

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte tber eine Gelelektrophorese. Dafiur emrtieis
2%-iges Agarosegel verwendet. Die entsprechende Menge Agarose wurde eingewogel ARt 1x
Puffer versetzt und aufgekocht. Sobald die Agarosegelldsung auf ungefahr 55°C abgekiihitdesr,

10 pg/ml Ethidiumbromid (EtBr) hinzugefiigt. AnschlieRend wurde die Agarosegellésurigeim e
Gelschlitten gegossen und der Probenkamm eingefligt. Nach dem Festwerden des Agarosegels wurde
der Geltrager in die Elektrophoresekammer eingesetzt und mit 1x TAE-Puffdt, gefdidss das Gel
vollstandig bedeckt war. Der Probenkamm wurde vorsichtig entfernt, ohne die Probentaschen zu
beschadigen. Die Proben fir die Elektrophorese wurden 1:5 mit dem 5x Ladepuffer vesatatie
entsprechenden Probekammern pipettiert. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgtbibdiBD

Volt. Zur Abschatzung der jeweiligen Fragmentgrof3en wurde zusatzlich ein passender DNA
GroRRenstandard mit aufgetragen. Die Visualisierung der DNA-Fragmente erfolgte im Anschluss an die
Elektrophorese unter UV-Licht.

3.1.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten spezifischer Grof3e zu Klonierungszweckedemv
abgeschlossene Restriktions- oder PCR-Ansétze einer Gelelektrophorese unterasog#utiddi von
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte nach Angaben des Herstellers des KiBe&di€aNA
Gel Extraction der Firma Thermo Scientific (#K0513).
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3.1.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Vermeidung einer Religation von Plasmid-DNA, welche mit nur einem Ri®mtisSknzym
linearisiert wurde, wurden die terminalen 5°-Phosphatgruppen mittelsadfeintestine alkaline
phosphataséCIAP) hydrolisiert. Die linearisierte Plasmid-DNA wurde dafir vor der @ktebphorese
mit CIAP nach Herstellerangaben versetzt und 15 Minuten bei 37 °C inkubiert.

3.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der T4-Ligase. Dieses Enzymykas#l die
Ausbildung von Phosphodiesterbindungen zwischen dem 5°-Phosphat- und dem 3"-Hydroxylende in
doppelstrangigen DNA-Molekiillen. Fur eine Ligation wurde ein fiinffacher Uberschuss an Inser
gegeniuber dem Vektor eingesetzt.

Ligationsansatz [20 pl]

xul  Insert
yul  Vektor
2y 10xT4-Ligasepuffer

1l T4-Ligase
zul dHO

Der Ligationsansatz wurde anschlielRend entweder tiber Nacht bei 4 °C inkubieriirodiestens fir
eine Stunde bei RT. Nach der Inkubation konnte der Ansatz direkt bei einer Twaatgar mit

kompetentert. coliDH5 .-Zellen verwendet werden.

3.1.11 Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR-Ansatz [20 pl] PCR-Standardprogramm
2 ul 10x Puffer 1 Min. 94 °C Denaturierung
2 ul MgCl, (25 mM) 30 Sek. 94 °C Denaturierung
1l dNTPs (2 mM) 30 Sek. 60 °C Annealing 10 Zyklen
1u Primer 5" (10 mM) 90 Sek. 72 °C Elongation
1l Primer 3" (10 mM) 30 Sek. 94 °C Denaturierung
0,2 TagPolymerase 30 Sek. 60°C Annealing 20 Zyklen
11,8yl dHO 90 Sek 72 °C Elongation
+ 10 Sek./Zyklus
1l DNA 7 Min. 72 °C finale Elongation
’ 8°C Ende
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Die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente erfolgte (ber die Polymerassketktion
(polymerase chain reactipPCR). Als Negativkontrolle wurde ein PCR-Ansatz mit@Hstatt DNA
verwendet. Falls vorhanden, wurde stets eine Positivkontrolle mitgefihrtR&a&tion fand im
Thermocycler der Firma Eppendorf statt und wurde mit dem Standardprogramm durchdgifiihrt
Amplifikate wurden anschlielBend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und bei Beslalém Gel

eluiert.

3.1.11.1 Colony Screervia PCR

Der Colony Screenvurde dafiir verwendet, Bakterien auf eine erfolgreiche Transformaticestant
und das gewiinschte eingebrachte Transgen per PCR nachzuweisen. Diese Methode wurde, verwendet
wenn sehr viele Bakterienkolonien gepruft werden mussten. Dafir wurde in einem BGRn
Reaktionsgefal? 10 ul & vorgelegt. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurden Einzelkolonien der zu
untersuchenden Transformation gepickt. Durch leichtes Abstreichen der Pipettenspitzerandiain
Selektivagarplatte wurden Tochterklonien der gepickten Kolonien Uberimpft und paberen
Ruckverfolgung nummeriert. Die verbleibenden Bakterienzellen an der Pipettenspitze wnrden
jeweiligen Reaktionsgefal3 mit dem vorgelegteiOHesuspendiert. Die Selektivagarplatte mit den
Tochterkolonien wurde Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die resuspendierten Bakedien im
Reaktionsgefald wurden zunéchst im Thermocycler aufgeschlossen. Dafir wueddds|@rogramm
verwendet:

Aufschluss von Bakterienzellen

5 Minuten 96°C
90 Sekunden 50 °C
90 Sekundn 96 °C
1 Minute 45 °C
1 Minute 96 °C
1 Minute 40 °C
' 8°C

Die aufgeschlossenen Bakterienzellen wurden anschliel3end als Matrize in &indar@&PCR-Ansatz
eingesetzt. Die verwendete Primerkombination wurde passend zum jeweils eingebFaahsgen
gewahlt. Die PCR-Produkte wurden via Gelelektrophorese anschlieRend aufgetremmalysdbrt.
Beim Vorhandensein der gewtinschten Banden konnten die jeweiligen positiven Bakterienkalonien

der nummerierten Selektivagarplatte in selektivem Flissigmedium frisch angezogen werden.
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3.1.11.2 In vitro Mutagenese via PCR

Bei derin vitro Mutagenese mittels PCR wird eine Mutation gezielt Gber einen nicht vollgtandi
passenden Primer in beliebige DNA-Sequenzen eingebracht, welche spéter zu Klonierkegszwec
verwendet werden kénnen (Ha al., 1989). Hier wurde dién vitro Mutagenese mittels PCR dazu
verwendet, Punktmutationen in bestimmte Gensequenzen einzubringen, um die Rolledemech
Aminosauren und Domé&nen von Proteinen zu charakterisieren. Des Weiteren wudieségiethode
eine Insertion mehrerer Nukleotide in eine Gensequenz eingebracht. Die Mutationen wtegen
Verwendung deoverlap-extensiof?CR-Methode in die entsprechenden Sequenzen eingebracht. Far
diese Methode wurden jeweils vier Primer bendtigt. Von den vier Primern flankieeedizvbequenz,
wahrend die gewlnschte Mutation in die beiden weiteren Primer integriert isdid-igezielte
Mutagenese wurden insgesamt drei Standard-PCRs durchgefihrt. In der ersten und zweiterdBCR
die Mutation in die Teilfragmente der Sequenz eingebracht und befand sich im Uberlappenden Teil
Fragmente. In der dritten PCR wurden die Teilfragmente Uber die flankierenden frtsieander

verbunden.

3.1.12 DNA-Sequenzierung

Fur die Sequenzierung wurde Uber die Kits Gen&JEHlasmid MiniPrep der Firma Fermentas
(#K0503) und NucleoSpfiPlasmid von Macherey-Nagel (REF 740588.250) aufgereinigte Plasmid-
DNA verwendet. Es wurden davon 1,5 pg DNA fir die Sequenzierung an die Euroéins MWG
Operon (Ebersberg) gesendet.

3.1.13 Herstellung von Stammkulturen (Glycerinkulturen)

Zur Lagerung von Bakterienkulturen Uber einen langeren Zeitraum wurden Glycerimi&ttmen
angelegt. Dafiir wurden 200 pl einer frisch angezogenen BakterienlibernachtkuB00mitsterilem

Glycerin in einem sterilen Reaktionsgefal3 mit Schraubverschluss gemischi vdn@°Begelagert.

3.1.14 Isolation genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

DNA-Extraktionspuffer Lysepuffer

0,35 M Sorbitol 0,2M Tris

01M Tris 50 mM EDTA

5mM EDTA 2M NaCl

pH 7,5 2% Hexadecyltrimethylammoniumbromid
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Sarkosyl-Ldsung Mikroprap-Puffer (frisch angesetzt, RT)

5 % Natrium-N-Laurosylsarcosine 2,5 Volumenteile DNA-Extraktionspuffer
2,5 Volumenteile Lysepuffer
1 Volumenteil Sarkosyl-Ldsung
0,39,5 g pro 100 ml Puffer NaHS®zw. N&:S,0s5

Die Extraktion genomischer DNA aus Pflanzen erfolgte nach Felt@h (1995). FUr die Extraktion
wurde 100 mg frisches Pflanzenmaterial mit 200 pl frisch angesetztem MikfBpftgy in einem 1,5ml
Reaktionsgefald versetzt und mit einem Plastikpistill zerrieben. AnschlieRend woatenals 550l
Mikroprap-Puffer hinzugefligt und vorsichtig mit dem bereits homogenisierten Pflanzenmateria
vermischt. Die Suspension wurde dann ungefahr 60 Minuten bei 65°C im Wasserbad inkablert. N
der Inkubation wurden 800 pl Chloroform/Iso-Amylalkohol (1:24) der Suspensioudpefligt und
vorsichtig durch Invertieren des geschlossenen Reaktionsgefafes gemischt und bdpMADTinf
Minuten zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde danach in ein neues Reakifotibgefihrt

und mit 0,5 ml eiskaltem Isopropanol gemischt. Sobald die DNA ausfiel, wurde fur médiimhal
Minuten abermals bei 10000 UpM zentrifugiert. Das Isopropanol wurde verworfen uriziNder
Niederschlag mit 70 % Ethanol gewaschen. Dafir wurde nochmals funf Minuten bei 10000 UpM
zentrifugiert und das Ethanol anschlieRend verworfen. Der DNA-Niederschlag vined&tende lang
luftgetrocknet, bevor dieser bei 65°C fur 15 Minuten im Wasserbad in 3& [E geldst wurde.
AnschlieRend erfolgte ein letzter Zentrifugationsschritt fur zehn Minuten16600 UpM. Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefa tberfiihrt und enthielt die genonNgcheld eine
molekulare Analyse per PCR wurde 1 pl unverdiinnte genomische DNA verwendet.

3.1.15 RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial

Die Isolation von RNA aus Pflanzenmaterial erfolgte nach Angaben der Herstdllelerm Kit
innuPREP Plant RNA der Firma analyticjena (845-2060050). Die Konzentrationsbestimmung der
isolierten RNA erfolgte tber eine 1:50 Verdiinnung am Photometer. Als Referattermaul DEPC

versetztes bD verwendet.

3.1.15.1 RNA-Minigel

10x Minigel-Puffer 5x Ladepuffer

0,4 M Tris 50 % Glycerin

50 mM  Natriumacetat 5 X RNA-Minigel-Puffer
10mM EDTA Bromphenolblau
ad DEPC-dHO

pH 7,8 mit Essigsaure
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RNA-Minigele wurden fur die Qualitdtsbestimmung der isolieten RNA zusehtzliu der
Konzentrationsbestimmung verwendet. Dabei wurde fur ein Volumen von 50 ndirfid.5%
Agarosegel die bendtigte Menge Agarose in 1x Minigel-Puffer eingewogen und mit 50 @ DEP
versetzt. Das Gemisch wurde fur 15 Minuten unter dem Abzug bei RT stdhesege Anschliel3end
wurde das Gemisch in der Mikrowelle zum Kochen gebracht. Nach dem Abkuhlen wurde EtBr
(J B@inzugefigt und in einen speziellen Gelschlitten fir RNA-Gelesgan. Das 1.5% RNA-
Minigel wurde zeitnah verwendet und ist nicht fur langere Aufbewahrung vorgesehen. Die Gelkammer
wurde mit 1x Minigel-Puffer gefillt, sodass das Minigel vollstandig bedec&r. Fir die
Gelelektrophorese wurden jeweils 1,5 pg RNA mit der entsprechenden Menge 5x Ladprgétrty
verwendet. Die Auftrennung der RNA erfolgte bei 90 V.

3.1.15.2 Reverse Transkription

Fur die reverse Transkriptionsreaktion wurden 50 ng/pl RNA eingesetzt. Eine DNehsendlung war

in diesem Fall nicht notwendig, da laut Herstellerangaben des zur IsoldéionRNA aus
Pflanzenmaterial verwendeten Kits die RNA bereits frei von DNA vdrliegp Probe wurde je ein
Ansatz mit und ohne reverse Transkriptase zur Kontrolle verwendet, um zu zeigemdddishe
Amplifikate in der anschlieRenden PCR tatsachlich ihren Ursprung in der synthetisierten cDNA haben.

Die reverse Transkription wurde unter Verwendung des Thermocyclers durchgefihrt.

RT-PCR-Reaktionsansatz [20 pl] mit RT-PCR-Programm
50 ng/ul RNA

1l Primer 3

x ul DEPC-HO

5 Minuten, 70 °C; anschlie3end auf Eis

2ul 10x Puffer fur reverse Transkriptase
2 ul 2 mM dNTPs

0,5 ul RNAse Inhibitor Murine (40 U/pl)

5 Minuten, 25 °C

1ul M-MuLV Reverse Transkriptase (200 U/ul)
10 Minuten, 25 °C

60 Minuten, 42 °C

10 Minuten, 70 °C, anschlieRend auf Eis

Zum Nachweis des Transkripts wurden 3 pl cDNA in eine Standard-PCR miemtsprechenden

Primern eingesetzt. Die Lagerung der restlichen cDNA erfolgte:B@fC.
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Proteinextraktion aus Hefezellen

Eine Einzelkolonie aus einer vorangegangenen Transformation wurde in einer 5 ml Fltigsigkul
Minimalmedium angezogen. Das gesamte Volumen dieser Ubernachtkultur wuride firfuten bei
4°C und 3000xg pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und der ZellniederacHlagl kaltem
H-O gewaschen. Danach erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 4°C und 3000xg fuiriutéivDer
Uberstand wurde erneut verworfen und die Zellen in flissigensdNockgefroren. Die Lagerung
erfolgte bei £70°C. Vor der Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Zellen in 100 pl 1%-SD
Ladepuffer (mit DTT) resuspendiert und fir funf Minuten bei 100°C im etk gekocht. Im
Anschluss wurde die Probe fir funf Minuten bei maximaler Umdrehung der Tischaegerigf
zentrifugiert. 20 ul des Uberstandes konnte dann auf das SDS-Gel aufgetragen werdert. \Raicdges
bei +20°C gelagert.

3.2.2 Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial

1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,0 GUS-Lysepuffer

57,5 ml 1 M Di-Natriumhydrogenphosphat 50 mM  NaPhosphatpuffer pH 7
42,3 ml 1 M Natrium-di-hydrogenphosphat 10 mM EDTA

0,1% Triton-X 100

0,1 % Laurylsarkosin

10 mM  -Mercaptoethanol

Fur die Proteinextraktion aus Tabakpflanzen wurden zwei Blattscheiben mit épgtohrer

( #4mm) ausgestanzt, mit 150 pl GUS-Lysepuffer versetzt und mit einenkpistiit in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal? homogenisiert. Bei einer Proteinextraktion aus Arabidopsis wurde votadeenPf
zuerst Blattmaterial geerntet, in einem Moérser zusammen mit flissigemMlver verarbeitet und in
ein 2 ml Reaktionsgefal tberfuhrt. AnschlieRend wurden 500 pl GUS-Lysepuffer hiighigkfs
Pulver darin bei RT auftauen gelassen und dann fiir 20 Minuten bei 4°C auf derogidmittler
inkubiert. Die Suspension wurde anschlie3end bei 4°C und 15000xg fur zehn Minuten zentilifagiert.
proteinhaltige Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfuihrt und der Zeiunsghtitt
wiederholt. Der Uberstand wurde in ein BsReaktionsgefal berfiihrt und konnte fiir einen GUS-

Enzymtest oder eine Immunodetektion verwendet werden. Die Lagerung erfolgied3el.
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3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Extrakten erfolgte Uber die Methoderadtdrd
(1976). Dafur wurden 2 pl des entsprechenden Proteinextrakts in einem Reaktionsy@&siul HO
und 200 pl Roti-Quant Lésung (Roth) gemischt. Fiir die Referenzprobe wurddest&itoteinextraktes
H20 verwendet. Die Ansétze wurden fir finf Minuten bei RT inkubiert. Nach der Ineabagit wurde
die optische Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 595 nm bestimmt. Der gedtalhkonnte anhand
folgender Formel berechnet werden:

s -gH S Vé
”‘_i(oo‘oceio_”q%AZoMy

3.2.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Lésung | [100 ml] Lésung 11 10% [100 ml] Lésung 11 15% [100 ml]
18,3g Tris 20g Acrylamid 30g Acrylamid
115ul TEMED 0,5g Bisacryamid 0,75 g Bisacryamid
pH 8,9 HCI) 0,2g SDS 0,2g SDS
addH0O addH0O addH.O
Losung 111 [100 ml] Losung IV [100 ml] Lésung V [100 ml]
0,6 g Ammoniumpersulfat 6,19 Tris 12g Acrylamid
addHO 230yl TEMED 0,3g Bisacrylamid

pH 6,8 (HCI) 0,4g SDS

addH0 addH.O
Trenngel Sammelgel 10x Elektrodenpuffer 5x Probenpuffer
1Tell Lsgl 1Teil LsglVv 30g Tris 0,313 M Tris/HCI pH 8
2 Teile Lsgll 1Teil LsgV 144 g Glycin 10 % SDS
1Teil Lsglll 1Teil dHO 10g SDS 50 % Glycerin

1 Teil Lsglil ad 11dHO 0,05 % Bromphenolblau

Die Auftrennung von Proteinen wurde mittels der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli
(1970) durchgefiihrt. Uber eine Immunodetektion erfolgte der spezifische Nachwaigfgirennten
Proteine. Anhand eines zusatzlich aufgetragenen GrofRenstandards konnte das relative
Molekulargewicht der Proteine ermittelt werden. Ein Polyacrylamidgel besteht aus &amemelgel

und einem Trenngel. Das Trenngel macht etwa zwei Drittel des gesamten Gels duenbgsl| wurde

zuerst in eine Apparatur aus Glasplatte und Aluminiumoxidplatte getrennt ziuechAbstandshalter
gegossen und mitJd Uberschichtet, um eine gerade Abschlusskante des Gels zu erhalten. Sobald das

Trenngel vollstandig auspolymerisiert war, wurde da® Hnit einem Filterpapier entfernt. Der
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Probenkamm wurde in die GieRapparatur eingefiigt und das Sammelgel wurde Uber das Trenngel
gegossen. Nach  Auspolymerisierung des gesamten Gels wurde dies in die
Proteingelelektrophoreseapparatur (Mighty Small 1l SE250/SE260, Hofer Scientifigntesits, San
Fransisco) eingespannt. Die Apparatur wurde mit 1x Elektrodenpuffer geflillt urigetlaslistandig
Uberdeckt. Fur die Aufbereitung von Proteinproben aus Pflanzenmaterial wurden 20 pl £xt&akt
Probenpuffer und 1 ul 2 mM DTT hinzugefiigt, gemischt und funf Minuten bei 106°Beiizblock
denaturiert, kurz abzentrifugiert und anschlieRend in die Probentaschen des Gelsageri. Die
Vorgehensweise fur Hefeextrakte ist in 3.2.1 beschrieben. Der zusatzlich aufgetragene GrofRenstandard
diente der Ermittlung des relativen Molekulargewichts der aufgetrenntegirféroDie Elektrophorese

fand bei 120 V statt. Nach Beenden der Elektrophorese wurde das Gel fivasemn-Transfer mit

anschlieRender Immunodetektion verwendet.

3.2.5 Western-Transfer

Im Anschluss an die gelelektrophoretische Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert (porablot NCP; Macherey-Nagel, Dién)den Proteintransfer
wurde das Sammelgel vom Trenngel vollstandig entfernt. Das Trenngel wurde in eine Transferkasset
(peQLab, Erlangen) nach folgendem Schema eingefligt:

Aufbau Transferkassette Western- Transferpuffer
Lochplatte (Minuspol) 545¢ Tris
Schwammtuch 259¢g Glycin

Zwei Lagen Whatman 3 M Chromatographiepap 1620 ml  dH:O
Trenngel 180 mi Methanol

Nitrocellulosemembran

Zwei Lagen Whatman 3 M Chromatographiepap
Schwammtuch

Lochplatte (Pluspol)

Vor dem Zusammenbau der Transferkassette wurden die Schwammtucher, das Whatman 3 M
Chromatographiepapier und die Nitrocellulosemembran in Western-Transferpufieweicigt. Beim
Zusammenbau der Transferkassette wurde darauf geachtet, dass sich zwischen den einzelnen
Komponenten keine Luftblasen befinden, die den Transfer der Proteine behindern kdnnten. Die
Transferkassette wurde anschliel3end mit Klemmen zusammengestenie, Elektrotransferapparatur
(MiniTankTM Elektroblotter Modell VEP-2, peQLab, Erlangen) eingesetzt, welche rattékh-
Transferpuffer befullt wurde, sodass die Transferkassette vollstandigkbege. Die Proteine wurden

fur zwei Stunden bei 50 V im Kihlraum von dem SDS-Gel auf die Nitrocellulosemembran transferier
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3.2.6 Immundetektion von Proteinen

TBS TTBS[11] Blockierungslésung
20mM  Tris/HCI pH 7,5 11 TBS 5% Magermilch in TTBS
500 mM NacCl 0,5ml Tween 20

Losung A Lésung B [10 ml] Detektionslosung

0,1 M Tris/HCI pH 8,6 11 mg p-Hydroxycoumarinsaure 2 ml Lésung A
250mg/l  Luminol in Dimethylsulfoxid 0,6 Wl HO;
200 pl - Losung B

Im Anschluss an den Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran, wurdendieadezur
Absattigung unspezifischer Bindungstellen fiir mindestens zwei Stunden in Blockiesumgshi&i 4°C
unter standigen Schiutteln inkubiert. Dann wurde die Membran Uber Nacht bei 4°CmbipBtharer
Antikérperldsung hybridisiert. AnschlieBend wurde die Membran drei Mal fiir kénuten mit TTBS

bei RT gewaschen und dann in 25 ml sekundarer Antikdrperldésung fur zwei Stunden bieilR@rt.

Die primare sowie die sekundare Antikorperldsung wurde dabei mit Blockierungsldsung zngeset
Danach erfolgte ein erneuter Waschdurchgang von drei Mal zehn Minuten mit TTB$ badRm
Anschluss einmal zehn Minuten mit TBS. Aufgrund der Kopplung des sekundarerdrpatik an
Meerrettich-Peroxidase (HRP), konnte der Protein-Antikdrper-Komplex durch die Peeaktieiit
mittels einer Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen werden. Fir die Chemiluminesidenzreak
wurde die Membran mit Detektionsreagenz tberschichtet und fir zwei Minuten dariremkiigich

der Inkubation wurde das Detektionsreagenz entfernt und die Membran zwischen zgiehtftdien
gelegt. Die Membran wurde so in eine Expositionskassette Uberfiihrt und ein RonteujiilBuper

RX, Fuiji, Dusseldorf) wurde aufgelegt. Die Expositionsdauer variierte je nackeS3tés Signals.

AnschlieRend wurde der Film entwickelt.

3.2.7 Ponceau S-Farbung von Nitrocellulosemembranen

Die Nirtocellulosemembran wurde nach erfolgreicher Immunodetektion in dem ratefiaristoff
Ponceau S inkubiert. Die 0,1%-ige Farbeldsung wurde mit 5%-iger Essigsadure andeigetzt
angefarbten Proteine auf der Membran dienten als Ladekontrolle. Nach einer Inlazedttioon 20
Minuten wurde die Farbeldsung entfernt und die Reste des Farbstoffes duramliggs Schwenken

in H.O abgewaschen. Die gefarbte Membran konnte dann zur Dokumentation eingescannt werden.
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3.3 Experimente mit Saccharomyces cerevisiae

3.3.1 Hefemedien

SD-Medium [200ml]: YPAD-Medium [1 1]
0,425g Hefegrundmedium 2049 Pepton

1,25g Ammoniumsulfat 59 Hefeextrakt

ad 200 ml dHO 40 mg Adenin-Hemisulfat
pH 5,8 (KOH) ad950 ml dHO
autoklavieren pH 5,8 (KOH)

autoklavieren
50 ml 40 % Glukose (steril)

Vor Gebrauch des SD-Mediums wurden die jeweils benétigten geldstebO0dfidch konzentrierten
Aminosauren mit dkD 1:10 verdinnt und auf ein Gesamtvolumen von 25 ml gebracht. Nun wurden
25 ml sterile 20%-ige Glucose hinzugefligt. Anschlieend wurden die 50 ml 104rBkdsung den
200 ml SD-Medium hinzugefligt und gut gemischt. Fur Agarplatten wurden dem SD-Magiieinem
Volumen von 200 ml vor dem Autoklavieren 3,75 g Agar hinzugefligt. Fir YPAD-Agarplatten wurden

dem Flissigmedium bei einem Volumen von 100 ml vor dem Autoklavieren 1,5 g Agar hinzugefligt

Komponenten der Dropdn-L6sung [100x]:

Adenin-Hemiulfat 100 mg/ 50 ml
L-Histidinmonohydrochlorid (Monohydrat 100 mg/ 50 ml
L-Leucin 500 mg/ 50 ml
L-Lysindihydrochlorid oder 180 mg/ 50 ml
L-Lysinmonohydrochlorid 150 mg/ 50 ml
L-Methionin 100 mg/ 50 ml
L-Tryptophan 100 mg/ 50 ml
Uracil 100 mg/ 50 ml

mit dH.O ansetzen

sterilfiltrieren

3.3.2 Kultivierung von Hefezellen

Hefezellen wurden bei 30°C kultiviert. Flissigkulturen wurden dabei zuséatzlici2838e UpM
geschuttelt. Der verwendete Hefestamm HF7c ist fur bestimmte essenbtéiee&iiselkomponenten
auxotroph. Der Hefestamm kann auf Minimalmedium ohne Adenin, Histidin, Lysin, Leucin,
Tryptophan und Uracil nicht wachsen. Analog zur Selektion auf AntibiotikégaginE. coli kdnnen
Hefezellen auf eingebrachte Fremdgene durch Komplementation der Auxotrophie durch entsprechende
Plasmide selektioniert werden.
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3.3.3 Herstellung kompetenter Hefezellen (HF7c)

LOsung A:

10 mM Bicine, pH 8,35 (KOH)
1M Sorbitol
3% Ethylenglycol (v/v)

autoklavieren

Eine 5 ml Ubernachtkultur von HF7c wurde in YPAD-Medium angezogen. Die Kultudesoei
3000xg abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in ca. 500 pl Restuberstardigrors
resuspendiert. Mit der Zellsuspension wurde anschlie3end 100 ml YPAD-Medium irtokntigoei

30°C kultiviert. Bei einer Ok von 0,6 wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 3000xg geerntet
und in 20 ml Losung A gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen abermals bei 3000xg
abzentrifugiert und in 4 ml Lésung A resuspendiert. Die kompetenten Hefezellen viurded p
Aliquots langsam in einem Styroporbehdlter B20°C eingefroren und dann be&i70°C gelagert.

3.3.4 Transformation von Hefezellen

Lésung B: Losung C:

200 mM  Bicine, pH 8,35 (KOH) 10 mM Bicine, pH 8,35 (KOH)
40 % Polyethylenglycol 1000 (w/v) 150 mM NaCl

autoklavieren autoklavieren

Die bendtigten Mediumplatten wurden unter der Sterilbank fiir ungeféhr eine Setnolekget. Die
benotigte Plasmid-DNA sowie die Trager-DNA (Lachssperma-DNA; 10 mg/ifE) wurden beRT
aufgetaut. Die Trager-DNA wurde vor Gebrauch fir 5 Minuten auf 100°C erhitzt und anschliel3end auf
Eis gekunhlt. Die kompetenten Hefezellen wurden aus dem -70°C-Schrank direkt auf Eis tberfuhrt. 5 pl
der Trager-DNA wurden direkt an die Wand des Reaktionsgefaflies pipettiert. In den Tirdigien

DNA wurden 3-6 pl (je nach Konzentration) der entsprechenden Plasmid-DNA grip&tischliel3end
wurde der Ansatz fir 3 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Danach wurdld_dsung B
hinzugefiigt und das Reaktionsg@finvertiert, um die Hefezellen zu resuspendieren. Im Anschluss
wurde der Ansatz eine Stunde bei 30°C inkubiert. Nach der Inkubation wurdendatz Aur 20
Sekunden zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Hefezellen wurden vgrsici@00 pl
Losung C durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Es erfolgte aberma® fBekunden ein
Zentrifugationsschritt und der Uberstand wurde wieder verworfen. Die Hefezellen wardeg il
Losung C vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Die resuspendieliem\&@urden
anschliel3end auf den Selektiv-Agar-Platten ausplattiert. Die Platten wurden minPeaeasichlossen

und flr drei oder vier Tage bei 30°C inkubiert.
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3.3.5 Das Hefe-Zwei-Hybridsystem zur Charakterisierung von Protein-Protein-

Interaktionen

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ist eiie vivo Methode zur Identifikation und Charakterisierung von
Protein-Protein-Interaktionen. In dieser Arbeit fand das MATCHMAKER Zweihgisittm von
Clonrech (Heidelberg) Anwendung. Dieses System beruht auf dem Hefe-TranskptionSAL4
und demlacZ-Reportergen unter Kontrolle eines GAL4-regulierbaren Promotors, welchesnonG
des Hefestamms HF7c enthalten ist. Die funktionellen Domédnen von GAL4 werden ebn zw
verschiedenen Plasmid-Vektoren kodiert. DidA3Bindedoméne (GAL4BD) ist im pGBT9-Vektor
enthalten und die GAL4-Aktivierungsdomane (GAL4AD) im pGAD424-Vektor. Die GRNA-
Sequenzen, die fur die zu untersuchenden Proteine kodieren, sind an die jeweiligen Dosidmiert.
Beide Plasmide werden in den Hefestamm HF7c transformiert. Bei einer Irie@dtiProteine werden
die funktionellen Domanen des GAL4-Transkriptionsfaktors in raumliche Nahe mdemgebracht,
der Transkriptionsfaktor wird rekonstituiert und das Reportergen wird aktiibées erlaubt die

guantitative Messung der Interaktion anhand der 3-Galaktosidase-Aktivitat.

3.3.6 Das Hefe-Drei-Hybridsystem zur Charakterisierung von Protein-Protein-

Interaktionen

Das Hefe-Zwei-Hybridsystem bildet die Basis des Hefe-Drei-Hybridsyst In diesem System wird
zusétzlich zu den Fusionsproteinen mit DNA-Bindedomane und AktivierungsdomaneAdds
Transkriptionsfaktors Uber eine weitere Expressionskasse@&l#iBindedomanen-Vektor ein drittes
Gen exprimiert (Tirodet al.,1997). In dieser Arbeit wurde dafir der pBD-Vektor eingesetzt. Hibt st
die Expression des zuséatzlichen Gens unter der KontrollE&25Promotors. Dieser Promotor wird
durch Methionin reguliert. In Anwesenheit von Methionin wird die Expression regtimand in
Abwesenheit von Methionin im Hefe-Medium induziert. Binden die GAL4BD- und GAL4AD-
Fusionsproteine gleichzeitig an das zusatzlich vorhandene Protein, werden danéliekt Domanen
des GAL4-Transkriptionsfaktors in raumliche Nahe zueinander gebracht. Dekripaossfaktor wird

rekonstituiert und dasicZ-Reportergen des Hefestamms HF7c wird exprimiert.

3.3.7 Das Hefe-Ein-Hybridsystem zur Charakterisierung von DNA-Protein-

Interaktionen

Mit dem Hefe-Ein-Hybridsystem konnte die Transkriptionsaktivitdh \Proteinen untersucht
werden. Der Hefestamm HF7c enthalt in seinem Genom die Upsréam activating sequer)ce
desGAL4Gens, welche an das Reportergge¥ fusioniert ist. Die GAL4-DNA-Bindedomane ist
im pGBT9-Vektor enthalten und die cDNA-Sequenz, welche fir das zu uchersde Protein
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kodiert, wird im korrekten Leserahmen eingebracht und bildet mit der GAL4BD ei
Fusionsprodukt. Das Protein kann nun tber die GAL4BD an die UAS-Sequenz binden. Sofern das

Protein Transkriptionsaktivitat aufweist, wird die Expression des Reportergeiestinit

3.3.8 Bestimmung von 1Gso und ECso Werten

Der IGo-Wert gibt die halbmaximale inhibitorische Konzentration einer Substanzérend der Efs

Wert die mittlere effektive Konzentration einer Substanz angibt. In dieser Anbelen die Werte fur
ausgewahlte Protein-Protein-Interaktionen in Hefe bestimmt, um die Wirkurignioést Substanzen

auf eine Interaktion direkt miteinander vergleichen zu kénnen. Daflr wurdstilike der Protein-
Protein-Interaktionen in Abhangigkeit ausgewahlter Konzentrationen der Substanzenlen Mi
Einheiten bestimmt und daraus di&,, und EGo Werte berechnet. Fir die Berechnung wurde zuerst

der Gesamtmittelwert 0Uber alle Mittelwerte der Miller Einheiten der ausgewahlte
Substanzkonzentrationen berechnet. Anschlieend wurden die flankierenden Mittelwerte efer Mill
Einheiten fir den berechneten Gesamtmittelwert bestimmt. Der dekadische Logarithmus der
eingesetzten Substanzkonzentrationen der flankierenden Mittelwerte wurde ebenéalisibt. Nach

der Methode der kleinsten Quadrate konnte anhand dieser Werte der dekadische Logarithmus der
einzusetzenden Substanzkonzentration fur den berechneten Gesamtmittelwiit erenden. Durch
Potenzieren des dekadischen Logarithmus wurde die einzusetzende Substanzkonzentration berechnet
und somit der Il beziehungsweise E&EWert. Salicylsdure und Benzoesaure wurden vor
Verwendung in dbD geldst. Fir 3,5-Dichloranthanilsaure wurde aufgrund der schlechten
Wasserloslichkeit Dimethylsulfoxid (DMSO) als Ldsungsmittel verwendet. Dabedevdarauf
geachtet, dass die Konzentration von 0,5% DMSO im Hefe-Medium nicht Gbteschvird. Die
verwendeten Konzentrationen der Substanzen wurden entsprechend der Sensitivitat der zu
untersuchenden Protein-Protein-Interaktion gegeniiber der Substanz angepasst und sinddanDetail

Anhang zu entnehmen.

3.3.9 Quantitativer Test der Interaktionen

Z-Puffer ONPG-Substrat-Lésung
60 MM  NaHPQ; x 7H.0 (steril) 4 mg/ml  o-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosi
40 mM  NaHPQ: x H.O (steril) in Z-Puffer

10 mM  KCI (steril)
1 mM MgSQy (steril)
pH 7,0

Fur Z-Puffer/ 3-Mercaptoethanol (MSF
135 pl/ 50 ml MSH hinzufligen

Lagerung=20 °C; lichtgeschitzt
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Das lacZ-Reportergen wurde fur die Quantifizierung der Interaktionen mittels der zdnedr
aufgefuihrten Hefesysteme verwendet. Die Aktivitat der R-Galaktosidase ist ptapertional zur
Affinitat der Interaktionspartner. Als Substrat fir die [3-Galaktosidiieate die Verbindung o-

Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosid (oNPG).

Fur jede Transformation wurden drei unabhéngige Kolonien tGber Nacht in 5 ml Selektivnidium
30°C angezogen. Als Negativkontrolle wurden 5 ml des verwendeten Selektivmediwgefilnmit
welches nicht inokuliert wurde. Von jeder Ubernachtkultur wurde jeweils f miei Reaktionsgefalie
Uberfuihrt. Davor wurden die Kulturen durch Pipettieren durchgemischt. DineRinschluss wurde
abermals 1 ml der Ubernachtkultur in eine Kiivette tiberfiihrt und die,@Orde am Photometer gegen

den Negativwert gemessen. Die &i¥ollte dabei zwischen 1,0 und 1,5 liegen. Die Zellen in den
Reaktionsgefalen wurden durch 3 Minuten Zentrifugation geerntet. Der Uberstand amvdegen

und die Zellen in 100 ul Z-Puffer durch Vortexen resuspendiert. AnschlieRend wdied2ellen fir 1

min in flussigem N eingefroren und dann bei 37°C im Wasserbad fiir 80 Sekunden aufgetaut. Dieser
Vorgang wurde noch zwei weitere Male wiederholt, um die Zellen aufzuschlieRen. Nun wurden 750 pl
Z-Puffer mit Mercaptoethanol (MSH) hinzugefiigt und anschliel3end 150 pl der oNPG-Sabstratl
Durch Invertieren der ReaktionsgeféaRe wurde die Enzymreaktion gestartet. Digomdggfalie
wurden bei 30°C im Schiittler inkubiert bis sich eine Gelbfarbung zeigtacheEnzymaktivitéat konnte

die Zeitspanne zwischen einigen Minuten und bis zu drei Stunden variieren. Di®Reakde mit

400ul 1 M NaCO; abgestoppt. Die Ansatze wurden fir 3 min zentrifugiert und der Uberstand wurde in
Kivetten tberfuhrt. Die O wurde nun gegen den Negativwert gemessen. Dabei sollte der Wert der
ODua20 1,5 nicht Uberschreiten, da andernfalls die Proben verdiinnt werden missen. Die Milleeiicinheit

konnten anschliel3end aus den Messwerten mit folgender Formel berechnet werden:

JEHHAN 'EJD%«[EE:'A%]%_E“
8 H& 44

t xInkubationszeit [min]  V+£Volumen der Zellsuspension [1 ml]

3.4 Experimente mit Pflanzen

3.4.1 Anzucht und Kultur

Die Anzucht von nicht transgenen Pflanzen fand im Gewéachshaus statt, mit mindestens 16 Stunden
naturlicher oder kinstlicher Belichtung pro Tag und Temperaturen zwischen 22°C un®@83@men
wurden auf feuchter Einheitserde in Pikierschalen ausgesét und zur Keimung ans Licht gestellt. Sobald

die Pflanzen grol3 genug waren, wurden diese in Einzeltopfe mit gedampfter Erde umgetopft.
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3.4.1.1 Anzucht auf MS-Medium

Durch eine eingebrachte Antibiotikumresistenz ist es mdglich, eine Vorseléiiimsgener Samen

durchzufiihren. Bevor Samen auf MS-Medium-Agarplatten ausgesat wurden, wurden diese sterilisiert.

MS-Medium [500 ml]

1,15¢ MS-Salze (Murashige&Skoog)
5009 Saccharose (1%)
49 Phyto-Agar (0,80)

ad500 ml dHO
pH 5,7 (KOH oder NaOH)

autoklavieren

400 pg/ml - Kanamycin
60 pg/ml Hygromycin

Die Samen wurden dafir in ein steriles Reaktionsgefald gefillt. Zu den Samen wurdendti@ %
technisches Ethanol hinzugefligt. Nach einer Einwirkzeit von 30 Sekunden wurde dieder w
vorsichtig abgenommen und verworfen. Nun wurden die Samen in 5 % Natrium-Dichlorisatyanur
Dihydrat inkubiert. Wahrend der Einwirkzeit von 20 Minuten wurden die Samen imieder leicht
geschuttelt, invertiert und kurz abzentrifugiert, damit alle Samen mdogligishigiaig mit Natrium-
Dichlorisocyanurat Dihydrat benetzt wurden. Natrium-Dichlorisocyanurat Dattydrkt sterilisierend.
AnschlieRend wurden die Samen drei Mal mit sterilei® gewaschen. Dann wurden sie auf M
Medium-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum bei transgenen Pflanzen hoder o
Antibiotikum bei nicht transgenen Pflanzen, verteilt und circa 4 Wochen uatate@dbedingungen im
Lichtschrank inkubiert bis die Keimlinge grof3 genug waren, um auf Erde pikieverden. Sollte der
Effekt von Salicylsédure auf die Keimung untersucht werden, so wurde dem MS-Medium zusétzlich die

gewiinschte Konzentration steriler Salicylsdure zugesetzt.

3.4.2 Virus-Inokulation von N. tabacum

TMV ist mechanisch Ubertragbar und kann Uber verletzte Epidermiszellen in die Tabakpflanze
eindringen. Fir die Virus-Inokulation wurde eine kleine Menge Graphitschleifstauboi@nd) auf

das zu infizierende Blatt aufgebracht und 50 pl eifdV-Suspension (1:50 in 50 mM Tris/HCI, pH

7,5) in Tropfchen auf das Blatt verteilt hinzu pipettiert. Die Virus-Suspensiodenanschliel3end
vorsichtig mit dem Finger in das Blatt eingerieben. Durch das Carborund wirdlatteplermis

verletzt und ermdglicht das Eindringen des Virus in die Zelle.
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3.4.3 Induktion des GUSReportergens und der endogenen Gen-Expression durch

aullere Stimuli

Fir die Induktion des GUS-Reportergens oder der endogenen Gen-Expression wurden Bttschei
mit einem Korkbohrer @ 14 mm) aus den entsprechenden Tabakpflanzen ausgestochen und in
Petrischalen auf verschiedenen Substanzen inkubiert. Als Negativkontrolle wurdenhgiatn auf

dH.O inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von drei bis vier Tagen wurden digs@lieiben auf
FlieRpapier getrocknet und eine Proteinextraktion durchgefihrt.

Fur Induktion der endogenen Gen-ExpressioA.itihalianawurden die Pflanzen mit 1mM Salicylséure,
0,3 mM BTH in Form von Bion oder mitJ ausgiebig bespriuht. Das Blattmaterial wurde dann nach
14 Stunden beziehungsweise 20 Stunden geerntet und eine Proteinextraktion durchgefihrt.

3.4.4 Nachweis der induzierten Reportergenaktivitat durch GUS-Enzymaktivitat

1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,0 GUS-Lysepuffer

57,5ml 1 M Di-Natriumhydrogenphosphat 50 mM  NaPhosphatpuffer pH 7
42,3 ml 1 M Natrium-di-hydrogenphosphat 10 mM EDTA

0,1%  Triton-X 100
10 mM MUG-Lésung 0,1% Laurylsarkosin

0,35¢ 4-Methylumbelliferylglucuronid 10 mM  R-Mercaptoethanol
in 100 ml GUS-Lysepuffer

MU Stammldsung

100 pM 4-Methylumbelliferon
in 96 % Ethanol

Lagerung: dunkel beit20°C

Fur den Nachweis der induzierten Reportergenaktivitat GldSReportergens wurde zuerst eine
Proteinextraktion aus dem entsprechenden Blattmaterial durchgefiihrt. Anschliel3end wyrdées20
Proteinextrakts mit 70 ul GUS-Lysepuffer und 10 yl 10 mM MUG (4-Methylunfieefliglucuronid)

in einem ReaktionsgefalR gemischt und bei 37°C inkubiert. Die durch die Indwitmmierte
B-Glucuronidase setzt das Substrat MUG um. Es entsteht dabei das Produkt MU (4-
Methylumbelliferon), welches durch UV-Anregung fluoresziert. Als Referenz diente ein Ang&i@

pl GUS-Lysepuffer und 10 pl 10 mM MUG. Die Enzymaktivitdt wurde bei einer esbschatzung

der Fluoreszenzintensitat nach 30 Minuten unter UV-Licht bewertet. Zu einegmefea Zeitpunkt
wurde die Reaktion durch Zugabe von 400 ul 0,2 MO abgestoppt. Die abgestoppten Ansatze
konnten anschlielend bei 4°C gelagert werden. Die quantitative Auswertung der Fluoreszstigint

erfolgte am Fluorimeter. MU wird durch UV-Licht bei einer Wellenlange vonmdssnaximal angeregt
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und emittiert blaues Licht der Wellenlange 455 nm. Die Detektion des etaittldauen Lichts erfolgte
mittels Fluorimeter quantitativ. Fur die Berechnung der GUS-Enzymaktivitdtereine Eichgerade im
Bereich von 0 bis 5000 pM&liU erstellt.

Die Reaktionsansatze wurden vor der Messung im Fluorimeter mit der Eichgerad&\dstieht
abgeglichen und bei Bedarf mit 0,2 M 488 verdinnt. Etwaige Verdinnungsfaktoren wurden bei der
Berechnung bertcksichtigt. Jeweils 250 pl der Proben und der Eichgerade wurden dann in eine
schwarze, 96-Loch Flachboden-Mikrotiterplatte (Costar, Bodenheim) pipettiert. Rafvde die
Eichgerade in die oberste Reihe pipettiert und die Proben auf die verbleibenden freienelRkitze v

Die Messung fand im Spectra Fluor (Tecan, Crailsheim*) statt. Die Eichgerade wwgddemu
Eichmesswerte ermittelt und erméglichte die Berechnung des Eichgeradenfaktors. Uber die Messwerte
des Fluorimeters konnten mit Hilfe der Eichgeraden, der Inkubationszeit des GUS-Etivitstiest

sowie der Proteinkonzentration, der jeweilig verwendeten Proteinextrakte nach Bradfded)di
(Q]\PDNWLYLWIW >SO0RI)ber8chdetveraie. H L Q

(*) Messparameter: Excitationsfilter: 360 nm, Emissionsfilter: 455 nrhiitBelzeit: 0 s, Schittelmodus: Aus,

Gainmode: Manual, Gain: 60, Blitzanzahl: 3, IntegrationsstartY0 ,QWHJUDWLRQV]HLW V 30D\
Inkubationszeit: 0 s, Temperatus:

3.4.5 Vorselektion der mit CRISPR/Cas9 erzeugten transgenen Linien

Die Vorselektion der mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems erzeugten transgemgnihhi tabacum

erfolgte imS1-Gewachshaus unter Standard-Wachstumsbedingungen. Es wurden 1000 Samen (75 mg)
der zu untersuchenden Linien auf eine Flache von 28 cm x 23,5 cm feuchter Anzuchterde ausgebracht.
Als Kontrolllinien wurden je nach Transformationshintergrund entweder Samen dageinan Linie

138 verwendet oder Samen vidntabacuncv. Samsun NN verwendet. Nach ungefahr zwei Wochen,
sobald die Keimblatter der Keimlinge vollstandig ausgebildet waren ab&eiidinge so klein wie
moglich waren, wurde mit der Bion-Behandlung begonnen. Die Keimlinge wurden tGbeZaitraum

von vier Wochen zweimal pro Woche gleichmaRig mit 0,3 mM BTH in Form von Bion bespriht. Bion
ist ein kommerziell erhaltlicher Pflanzenaktivator mit dem WirkstofHBT,144g/l Bion entsprechen

0,3 mM BTH. Als Positivkontrolle wurden Keimlinge der Kontrolllinie ebelsfder Bion-Behandlung
unterzogen. Als Negativkontrolle wurde ein separater Ansatz mitlkgem der Kontrolllinie mit HO
behandelt. Im Anschluss an die Bion-Behandlung wurden die groRten Pflanzen ausgetofiit

weitere Analysen verwendet.
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4.1 Charakterisierung von Tabak NPR-Proteinen in Hefe

Fur Nicotiana tabacumsind bisher zwei Gene bekannt, die Ahnlichkeiten zu Arabidopsis NPR1
aufweisen. Ein weiteres Gen dieser Genfamilie in Tabak ist homolog zBAIdDE-ON-PETIOLE
GenenBOP1undBOP2in Arabidopsis. TabaBOP2kodiert fur ein Protein mit hoher Homologie zu
AtBOP2. Die Identitat der Proteine liegt bei 77% (\&fwal.,2012). Dieses Gen ist in Tabak auch als
NtNPR5bekannt. Die Beteiligung ddBOP-Gene an der Salicylsdure-vermittelteR12 und SAR-
Induktion ist bislang wenig untersucht. Aus diesem Grund weB@#mGene in der vorliegenden Arbeit

nicht betrachtet.

Eines der beideNlPRX&hnlichen Gene in Tabak weist eine hthere Homologie zu Arabiddpstd
auf als das andere. Dieses Gen wurde entspre®itéiiRR1genannt und genauer charakterisiert gtiu
al., 2002; Zwickeret al., 2007). NtNPR1 und AtNPR1 kodieren fur Proteine mit 588 bzw. 593
Aminosauren. Die Identitat der Proteine liegt bei 52% und die Ahnlichkestken 68% und 72%. Die
Domaénenstruktur beider Proteine ist ebenfalls sehr ahnlich. Arabidopsis NPRdctvitabak NPR1
besitzen nahe dem N-Terminus eine BTB/POZ-Doméne und im zentralen Bereich des Rintei
Ankyrin-Domane. Der C-terminale Bereich beider Proteine setzt sich aus EEERV-Motiv und
einer NIMIN-Bindedoméne zusammen. Das LENRV-Motiv steht im engen Zusammenhadgrmit
Wahrnehmung von Salicylsdure. NIMIN1- und NIMIN2-Proteine interagieren mit ddrar@inus
sowohl von AtNPR1 als auch von NtNPR1. Diese Bindung wird durch Anwesenheit hoyisGare
inhibiert (Maieret al.,201]). TGA-Transkriptionsfaktoren interagieren differentiell mit Tabak NPR
Diese Interaktion ist weitgehend insensitiv gegeniber Salicylsaure. NtTGAQ MtlIGA2.2 binden
an eine Region von Aminoséure 1 bis 465, wahrend NtTGA7 mit diesem Teilstick nunaharg
interagieren kann. Tabak TGA7 bindet praferentiell an den C-Terminus von NtNPRhiddakiion
erfolgt Uber einen Bereich zwischen Aminosaure 386 bis 525. NtTGA7 istdpitareinzig bekannte
TGA-Transkriptionsfaktor, welcher spezifisch an den C-Terminus von NPREDH(Stos-Zweifekt
al., 2018. Zudem weist Tabak NPR1 in Hefen eine Transaktivierungsaktivitat auf. lorFosi der
GAL4-Bindedomane des Volllangenproteins von NtNPR1 ist eine schwache, konstitutives Akigyi
des Reportergens messbar. Diese Aktivierung kann durch die Anwesenheit von Satigdsieigert
werden. Die Deletionsmutanten NtINPR1(1/228) und NtNPR1(1/315) zeigen auch einetenbdera
sehr starke Transaktivierungsaktivitat in Hefen, allerdings ist diese durdbyl&aire nicht
beeinflussbar. Der C-terminale Teil von NtNPR1 von Aminosaure 386 bis 588 hingegstreine
schwache Transaktivierung auf, welche durch Salicylsaure verstarkt wirdr@tal.,2011). Anders
als in Tabak ist beAtNPR1 keine Transaktivierungsaktivitat in Hefe messbar. Lediglich bei de

Deletionsmutante AtNPR1(1/177) konnte eine Transaktivierungsaktivitat imggariMalle gemessen
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werden (Zhanget al, 1999; Maieret al, 2011). Daflr konntén plantaim C-terminalen Teil von

AtNPRL1 eine Salicylsaure-induzierbare Transaktivierung nachgewiesen werden (Bbahd006).

N. tabacunbesitzt noch ein weiteres Gen mit Ahnlichkeiten zu Arabidopsis NPR1 dikitey ist die
Homologie nicht so hoch wie bei dem BIENPRlidentifizierten Gen. Dieses Gen wurdéNintabacum
alsNIM1-likelidentifiziert (Lawtonet al.,2004 GenBank AY640382). In der vorliegenden Arbeit wird
das Gen ald\itNPR3bezeichnet. Diese Bezeichnung beruht auf der hohen Homologie zu Arabidopsis
NPR3. AtNPR3und NtNPR3kaodieren fiir Proteine mit 586 beziehungsweise 588 Aminosauren. Die
Identitat dieser Proteine liegt bei 58% und die Ahnlichkeit bei 74%.Sbiektur der Proteine ist
ebenfalls sehr @hnlich und vergleichbar mit den NPR1-Proteinen. Nahe des N-Terminus biefindet
auch hier eine BTB/POZ-Doméne, ebenso wie im zentralen Bereich des Protefskgitie-Domane.

Der C-Terminus von NtNPR3 ist entsprechend der NPR1-Proteine und AtNPRBautf¢Er beinhaltet
das LENRV-Motiv, wobei es sich im Fall von AtNPR3 um ein LEKRV-Motiv handelt. téviein
beinhaltet der C-Terminus die NIMIN-Bindedoméane. NIMIN1- und NIMIN2-Proteiiankn an
NtNPR3 binden. Diese Bindung wird durch Salicylsaure negativ beeinfluagtr@ al, 2011). Ferner

ist NtINPR3 in der Lage, mit NtTGA2.1, NtTGA2.2 und NtTGA?7 zu interagieAnders als bei Tabak
NPR1 weist diese Interaktion eine moderate Salicylsdure-SensitivitaDalégley&U.M.Pfitzner,
personliche Mitteilung). Im Gegensatz zu NtNPR1 zeigen NtNPR3 und AtNPRZfen Hkeine
Transaktivierungsaktivitat (Maieat al, 2011).

Im folgenden Abschnitt erfolgt eine weitere vergleichende CharakterisierunlgRieiProteine aus
Tabak. Es wurden die biochemischen Eigenschaften im Hefesystem untersucht, um diese mit
Arabidopsis NPR-Proteinen vergleichen zu koénnen. Die verwendeten mutanten NRRBdkene
wurden entweder durch Deletion umd vitro Mutagenese hergestellt oder lagen bereits in den
entsprechenden Hefevektoren pGAD424, pGBT9 oder pBD vor. Abbildung 7 gibt eine Ukidsicht
die verwendeten Teilkonstruktionen. Anhand dieser Konstruktionen sollte im heterologeydtie

die Aktivitat einzelner Doméanen in beiden Tabak NPR-Proteinen untersucht werdenwDadeedas
Hefe-Zwei-Hybridsystem (Y2H) und das Hefe-Drei-Hybrid-System (Y3H) bastauf dem GAL4-
aktivierbaren lacZ-Reportergen verwendet (3.3.5; 3.3.6). Der fur das Hefe-Drei-Hybrid-System
verwendete pBD-Vektor ist in der Lage, zwei Gene unter Kontrolle zRetgnotoren zu exprimieren.
Dabei wird die Sequenz in der ersten Expressionskassette an die GAL4BD-Sequenz fuBieniert
Sequenz des zweiten zu exprimierenden Gens steht unter der KontrMietd&®romotors 1et25).
Dieser Promotor wird durch Anwesenheit von Methionin im Hefe-Medium reptinddme Zugabe

von Methionin zum Hefe-Medium wird die Expression des Gens gewdhrleistet. Ciers&ides
zusatzlichen Proteins kann nun auf die Interaktion der GAL4BD- bzw. GAL4AD-Fusoies@
analysiert werden. Die entsprechenden Plasmide fur den Hefe-Zwei- bzw HeddyDridtest wurden

in HF7c-Hefezellen co-transformiert. Als Negativkontrolle wurden dafur die ilewleeren

Hefevektoren verwendet. Die Analyse der Interaktionen wurde mittels eines quaartifatZ-
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Reportergen-Tests durchgefuhrt. Zur Untersuchung des Einflusses von Salicydséudéverse
Interaktionen wurden die Hefekolonien zusatzlich in mit Salicylsdure-verset3D-Medium

angezogen. Die Standardkonzentration betrug 0,3 mM.

$ %
NtNPRL1 1-588 AS NtNPRS3 1-588 AS
BTB/POZ ANK LENRV N2BD BTB/POZ ANK LENRV N2BD
[ NN N0 Mea Rt [ RSN v
LENRV N2BD LENRV N2BD
386-588 AS R - I -] cT 389-588 ASERRR T ] T
LENRV LENRV
386-465 AS Y LENRV 389-468 As RN LENRV
N2BD N2BD
466-588 AS N2BD 469-588 AS N2BD

Abb. 7 Schematische Darstellung der verwendeten Teilstiicke von Bak NPR1 und NPR3.(A) NtNPR1. (B
NtNPR3. Der Balken in der LENRV-Domane stellt das LENRV-Motiv dar. Der Balkeier NIMIN2-Bindedomar
stellt den Bereich der NIMIN-Bindestelle d&fL, Volllange; cT, C-Terminus; LENR, LENRV-Doméane; N2BLC
NIMIN2-Bindedomane.

4.1.1 Dimerisierung von Tabak NPR-Proteinen

Laut X. Dong und Mitarbeitern spielt die Bildung von Heterodimeren der NPR-Proteineiehtige

Rolle bei der Salicylsaure-Wahrnehmung in Arabidopsis. Dabei soll Uber die Dimerggigon
AtNPR1 mit AtNPR3 beziehungsweise AtNPR4 Salicylsdure-abhéngig die Verfégbark AINPR1
reguliert werden (Fet al., 2012). Auf Grund dieser Ergebnisse wurde untersucht, ob Tabak NPR-
Proteine Dimere bilden kdnnen. Tabak NPR1 ist im heterologen Hefesystem in derstagél
Homodimere als auch Heterodimere mit NtNPR3 zu bilden. Im Vergleich zur Heterodimerisiérung m
NtNPR3 weist die Homodimerisierung von NtNPR1 eine relativ stiaid@ Reportergenaktivitat auf.
Dabei ist die Homodimerisierung insensitiv gegeniiber Salicylsaure, wohingegen die
Heterodimerisierung mit NtNPR3 durchaus eine moderate Sensitivitdt aufigsDimerisierung
erfolgt moglicherweise tber die N-terminale BTB/POZ-Doméane (D.Neeley&Rfitzner, personliche
Mitteilung). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Einfluss dritter Imvesgiditner, wie TGA-
Transkriptionsfaktoren und NIMIN-Proteine, auf das Dimerisierungsverhalten vofPRtNund
NtNPR3 in Hefe untersucht.

4.1.1.1 Einfluss von TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMIN-Proteinen auf die Dimerisierung

von Tabak NPR-Proteinen

Fir die Untersuchung des Einflusses von TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMIRkReotauf die
Dimerisierung der Tabak NPR-Proteine wurde neben den Wildtypvarianten von NPR1 und NPR3 auch

die Deletionsmutante NtNPRR (1/228) verwendet (Abb. 8A). Diese Deletionsmutante enthalt als
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bekannte Protein-Protein-Interaktionsdoméne lediglich die BTB/POZ-Domane uretldrsich von
Aminosaure 1 bis 228. In Abbildung 8B ist zu sehen, dass die BTB/POZ-Domiile Elimerisierung
ausreicht. Die Homodimerisierung des Volllangen NtNPR1 wird durch die AnwesgoheittTGA7
deutlich inhibiert (Abb. 8C und D). Die Anwesenheit von Salicylsdure hat ketifiekt auf die
Interaktion (Abb. &). Durch Repression dédet25Promoters durch Methionin im SD-Medium wird
die Expression von NtTGA7 reprimiert und der negative Effekt auf die Dirmeimg aufgehoben.
Ferner wird deutlich, dass die Homodimerisierung von NtNPR1 unter BeteiligungdtioDsmutante
deutlich schwécher ist als in der reinen Wildtypsituation (Abb. 8D). Die AnwesemmeNtTGA2.2
zeigt ahnliche Auswirkungen auf die Dimerisierung wie NtTGA7, obwohl NtTGA7 und NETZan
unterschiedliche Stellen von NPR1 binden.

BTB/POZ ANK LENRV N2BD
1588 As [ [N I ESEE T NNeRi
BTB/POZ

1228as [ T ] nineRi@

1
% &
8 30 - 8 3
] c 3
s 2 25} !
= 61 g 6 3
g c 20 ]
€ °] i 5 3
o 4] 3 3
- 4 T 15 4
E 3] = 10 33
24 23
1 4 51 1]
0 1 0 1 T T 0 H T
AD AD  NINPRIR AD  NINPRL AD NINPRL NINPRIR AD  NINPRL AD NINPR1 NINPRIZ
BD NINPRL BD  NINPRL NINPRL/NITGA7 BD  NINPRL NINPRL/NITGA7
] sD-Medium
35 ; 25 o
B + 0,3 mM Salicylsaure
c ¥ c 20] B + 10 X Methionin
S 251 2
5] 3]
£ 201 < 157
w [im]
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= = 51
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AD AD NINPRL AD  NtNPR1 AD AD NINPRL AD  NINPR1
BD NINPRL NINPRL/N{TGAZ.2 BD NINPRL NINPRL/NINIMIN2a

Abb. 8 Homodimerisierung von Tabak NPR1 in Hefe in Gegenwart voif GA-Transkriptionsfaktoren und NIMIN-
Proteinen $ 6FKHPDWLVFKH 'DUVWHOOXQJ GHU '"HOHW LR Q WA X% DRLWH
in An- und Abwesenheit von Salicylsaure in Hefe (Y2H). (C) Esflvon NtTGA7 auf die Dimerisierung von NtNF
und NtNPR1 bzw.1 W1 35 ifi An- und Abwesenheit von Salicylsaure in Hefe und ahmgabe von Methionin zu
Hefemedium (Y3H) NtTGAZExpression steht unter der Kontrolle véfet2%r. (D) Einfluss von NtTGA7 auf d
Dimerisierung von NtNPR1 und NtNPR1 bzdvW 1 3 5 il An- und Abwesenheit von Methionin in Hefe (Y3NETGA?Z
Expression steht unter der Kontrolle vidiet2%r.. (E) Einfluss von NtTGA2.2 auf die Dimerisierung von NtNPR1 in
und Abwesenheit von Salicylséure in Hefe und ohne Zugab®tethionin zum Hefemedium (Y3HNtTGA2.2Expressio
steht unter der Kontrolle voMet2%r. (F) Einfluss von NtNIMIN2a auf die Dimerisierung von NtNPR1AN- unc
Abwesenheit von Salicylsaure in Hefe und ohne Zugabe vdhidfén zum Hefemedium (Y3HNINIMIN2aExpressio
steht unter der Kontrolle vaviet25ro.
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Die Dimerisierung wird ebenfalls nahezu vollstandig unterbunden und dieser isffSdlicylsaure-
insensitiv (Abb. 8E). Fur die Dimerisierung wird die BTB/POZ-Domane tiginénd die Interaktion

von NtTGA2.2 erfordert sowohl die BTB/POZ-Domaéane als auch die Ankyrin-DomameNtNPR1
(D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung). Der negative Einfluss des -Falors auf die
Dimerisierung konnte von einer Konkurrenz um einen Uberlappenden Interaktionsbereich herriihren,
sodass beide Interaktionen nicht simultan erfolgen kénnen. Aufgrund des stark negagies o
TGA-Transkriptionsfaktoren auf die Dimerisierung scheint die InteraktioNtbiPR1 mit den TGA-
Transkriptionsfaktoren gegentber der Dimerisierung bevorzugt zu sein. NtNIMINEZdlus=st die
Homodimerisierung von NtNPR1 genauso wie die TGA-Transkriptionsfaktoren wedgser
negative Effekt ist ebenso wie die Bindung von NIMIN-Proteinen an NPR1 gegenliloyisSate
sensitiv. Durch Zugabe von Salicylsdure kann der negative Effekt durch die Anwesenheit von
NtNIMIN2a zwar nicht vollstandig aufgehoben werden, es ist aber dennoch einehgeMtistarkung

der Protein-Protein-Interaktion messbar (Abb. 8F).

Ahnliche Effekte dritter Interaktionspartner konnten auch auf die Heterddiereng von Tabak NPR1
und NPR3 festgestellt werden. Die Dimerisierung von NtNPR1 mit NtNPR3ghgichermal3en durch
TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMIN-Proteine beeinflusst. Die Anwesenheit NdGIGA7 und

NtTGA2.2 wirkt sich negativ auf die Dimer-Bildung aus und unterbindet diake zu vollstandig.
Dieser Effekt wird durch Salicylsaure nicht beeinflusst. NtNIMIN2&kivebenfalls stérend auf die
Protein-Protein-Interaktion zwischen NtNPR1 und NtNPR3. Dieser Einflusdléstings durch die
Zugabe von Salicylsdure in einem gewissen Maf3e umkehrbar (Adim ®lefe-Drei-Hybridsystem
konnte gezeigt werden, dass sowohl TGA-Transkriptionsfaktoren als auch NIMIN-Protegnéagd

sind, die Dimerisierung negativ zu beeinflussen.

A frlﬁmhtl

AD AD NtNPR3 AD NtNPR3 AD NtNPR3 AD NtIR3
BD NtNPR1 NtRER/TGA7 NtNPR1/TGA2.2 NtNPR1/NtNIMIN2a

] sb-Medium
B + 0,3 mM Salicylsaure

Miller Einheiten
O P N W b U1 O N 0 ©

Abb. 9 Heterodimerisierung von Tabak NPR1 und NPR3 in Anwesenheit vo TGA-Transkriptionsfaktoren und
NIMIN-Proteinen in Hefe. Einfluss von NtTGA7, NtTGA2.2 oder NtNIMIN2a auf die Dimerisierung von NtlRRc
NtNPR3 in An- und Abwesenheit von Salicylsaure in Hefe und dtugabe von Methionin zum Hefemedium (Y3
NtTGA?Z, NtTGA2.2 undNtNIMIN2a-Expression stehen unter der Kontrolle \Wat25pr.
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4.1.2 Mutanten von Tabak NPR1

Fur die weitere Charakterisierung von Tabak NPR1 wurden verschiedene Mutanten detioim Ddéer

in vitro Mutagenese generiert. NPR1-Proteine mit einzelnen Aminosaureaustauschen basieren auf
NPRZAllelen, welche in Arabidopsis-Pflanzen mit blockiertem SAR-Signalweg ifiigatt wurden

(Ryals et al, 1997; Canetet al, 2010. Fur weitere Charakterisierungszwecke wurden die
Aminosaureaustausche in den Tabakkontext eingeflhrt.

4.1.2.1 NNPRL (L (466/525)

Die Deletionsmutante NtNPRIL erstreckt sich von Aminosaure 1 bis 525. Die NIMIN-Bindedoméne
ist durch die Deletion der 63 C-terminalen Aminosauren nicht betroffen. DieseoDstatitante wurde

fur die Analyse der Bindungsfahigkeit verschiedener TGA-Transkripastmfen generiert. Flr den
C-Terminus von Tabak NPR1 konnte hinsichtlich dieser Deletion bereits im Vodeéigy werden,
dass sowohl die Deletion mit vollstandigem C-Terminus NtNH3B6/588) als auch die Deletion mit
den fehlenden 63 Aminoséduren NtNP&R1F(B86/525) in Hefe eine Salicylsaure-abhangige
Transkriptionsaktivitat aufweisen und in der Lage sind, unabh&angig von Salic\e&@A7 zu binden
(Stos-Zweifelet al, 2018). Weiterhin interagieren NtTGAla, NtTGA2.1, NtTGA2.2 und NtTGAIO i
Anwesenheit von Salicylsdure schwach mit der Deletionsmutante NtNPR1cT(386/588&)dvdiese
TGA-7TUDQVNULSWLRQVIDNWRUHQ QLFKW PHKU DQ 1W135 0 F7

Im nachfolgenden Versuch wurde die Deletion im Kontext der NIMIN-Bindedoménen-
Deletionsmutante NtNPRIL(466/525) untersucht (Abb.10A). Mittels eines Hefe-Drei-Hybrid-
Versuchs sollte geprift werden, ob TGA-Transkriptionsfaktoren an die assozi@teminalen
Domanen LENRV(386/465) und NIMIN-Bindedomaing466/525) von NtNPR1 binden konnen.
Zuvor wurde bereits fir die NIMIN-Bindedoméne mit vollstandigem C-TieusiiNtNPR1(466/588)
gezeigt, dass alle zur Verfliigung stehenden TGA-Transkriptionsfaktoren in @Bgstam eine erhdhte
Reportergenaktivitat aufweisen (D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung).

Abbildung 10 zeigt, dass die C-terminalen Domanen LENRV(386/465) und NIMIN-Bindedoméne
0 (466/525) in Anwesenheit von Salicylsaure trotz der fehlenden 63 Aminosaurereingsetiieren
Entsprechend dem deletierten C-Termirdié/ 135 O F7 diestlagsGriierten C-terminalen
Domaénen allerdings nur noch in der Lage, mit NtTGA7 zu interagieren. Die Reporiaiggitader
Interaktionen mit NtTGAla, NtTGA2.1, NtTGA2.2 und NtTGAL1O0 erhebt sich nichtr (ihe
Transkriptionsaktivitat beider assoziierten C-terminalen Doménen (Abp.Té&z der fehlenden 63
Aminosauren am Ende des C-Terminus von NPR1, bleibt dieser weitgehend funktionefitlidlese
Interaktionen, wie die Assoziation der C-terminalen Domanen und die Bindung vorAR(t3iGd

weiterhin gewéhrleistet.
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Abb.10 $VVR]JLDWLRQ YRQ 7DEDN 135 XQG 135 0QJ YRQ XQ@GE

Transkriptionsfaktoren in Hefe. $ G6FKHPDWLVFKH 'DUVWH@&5%23) (B)RIQterakidri vt
1 W 135 (466/525) mit NtNPR1(386/465) und TGA-Transkriptionsfaktoren in émd Abwesenheit von Salicylséure

Hefe und ohne Zugabe von Methionin zum Hefemedium (Y3H)N 135 (O 25)Expression steht unter der Kontr
von Met25ro.

4.1.2.2 NtNPR1 R431F

Der C-Terminus von NPRL1 spielt eine wesentliche Rolle in der Wahrnehmung voylsaalie. In
Arabidopsis thalianavurde mehrmals unabhangig voneinander epré Mutante identifiziert, welche
nicht mehr auf die Behandlung mit den Salicylsdureanalogen BTH und INA ansprachambeiekt
im SAR-Signalweg aufwies. Dieim1-4 Mutante tragt an der Position 432 im C-Terminus von NPR1
einen Aminosaureaustausch von Arginin zu Lysin (Rgal., 1997; Caneet al.,2010). Das Arginin
an der Position 432 im LENRV-Motiv ist dabei essentiell fir die Wahrnehmun§alicylsaure. Durch
die Mutation R432K verliert NPR1 samtliche Salicylsaure-abhéngigen EigenschaisrgilDinicht
nur fur Arabidopsis NPR1, sondern ebenso fiur Tabak NPR1. Allerdings wirdraleidapsis NPR1
R432K und Tabak NPR1 R431K weder die Akkumulation des Proteins noch die Intestiltigkeit
mit TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMIN-Proteinen in Hefe beeintrachtigt ¢Mat al., 2011;
D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung). Bei der NtINPR1 R431F Mutante handelthesrsic
eine Variation der NtNPR1 R431K Mutante. Hierbei wurde das Arginin stagimétn Lysin mit einem
Phenylalanin getauscht. Im Weiteren sollte geprift werden, ob sich dieidamiNPR1 R431F

entsprechend deiml1-4Mutante in Tabak verhalt.

Durch die Mutation R431F verliert der C-Terminus von NtNPR1(386/588) (Abb. 4aAdhl seine
basale als auch seine Salicylsaure-induzierte Transkriptionsaktivitat (Abh. RiEBFahigkeit des
C-Terminus, TGA-Transkriptionsfaktor NtTGA7 zu binden, wird durch dieseinésaureaustausch
ebenfalls unterbunden (Abb. 11C). Die Bindung von NtNIMIN2a an den C-Terminus von NBBak
wird nicht beeintrachtigt, jedoch ist diese Interaktion nicht mehr Salicgssamsitiv (Abb. 11D). Des
Weiteren verlieren die C-terminalen Doméanen LENRV-Domé&ne und NIMIN-Bindedomacie diem

Austausch des Arginins zu Phenylalanin an der Position 431 ihre Salicylsaure-indezidflratat
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zueinander, interagieren aber dennoch geringfligig spontan miteinanderl(&bhbDer C-Terminus
und die LENRV-Domane von NtNPR1 R431F verhalten sich im Hefe-Zwei-Hybridsysten@éhnlich
wie der C-Terminus und die LENRV-Doméane von NtNPR1 R431K (D.Neeley&U.Mrefitz
personliche Mitteilung). Beide Deletionen verlieren durch die Mutation ihrey&sure-abhangigen

Eigenschaften. Ferner ist der C-Terminus nicht mehr in der Lage, NtTGA7 zu binden.
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4.1.2.3 NtNPR1 R491K

Im Zuge der Analyse von Arabidopsispflanzen nach Behandlung mit einem Mutagen wurden mehrere
Pflanzen identifiziert, welche ein verstarktes Wachstum nach Behandlung mit BT¥iesairf.
Innerhalb dieser verschiedenen Pflanzen konnte unter anderem auch eine Mutante mit einem
Aminosaureaustausch von Arginin zu Lysin an Position 493 im NPR1-Protein ideritifigieden
(Canetet al.,, 2010). Die NIMIN-Bindedomane wurde fir Arabidopsis NPR1 im Bereich von
Aminosaure 496 bis 512 kartiert. Das betroffene Arginin liegt unmittelbadieser Domane und ist

bei NPR1-Proteinen verschiedener Pflanzenspezies konserviert. In Tabak NPR1 Iséfimdizs
Arginin an Position 491 und ist ebenfalls nahe der NIMIN-Bindedomé&ne lokalisedhevin Tabak

im Bereich zwischen Aminoséure 494 bis 510 kartiert wurde (Meatieml, 2011). Aufgrund des
konservierten Vorkommens innerhalb verschiedener Pflanzenspeeie®atde des Arginins zur
NIMIN-Bindedoméne und der Insensitivitdt gegeniiber BTH wurde diese Mutante im Tabakkontext im
Hinblick auf ihre Interaktionsfahigkeit sowie Salicylsaure-Sensitivitat weiter cteaisilert.

Bereits im Vorfeld konnte gezeigt werden, dass diese Mutation auf die Sali®deduzierte
Assoziation der beiden C-terminalen Doménen LENRV-Doméane und NIMIN-Bindedoméane keinen
Einfluss hat. Die Assoziation findet weiterhin unter Einfluss von Salicylsédure statt. Ebenso verhalt s
die C-terminale Deletionsmutante NtINPR1(386/588) R491K in Hinsicht auf diesKriptionsaktivitat

und der Bindung von NtNIMIN2a &hnlich dem Wildtyp. Das heifl3t NINPR1(386/588) R491K weist ein
wildtyp-ahnliches Transaktivierungspotential auf und bindet auch NtNIMIN2a ahofdichWildtyp.

Die Bindung von NtNIMINZ2a ist ebenfalls weiterhin Salicylsaure-sengiNeeley&U.M.Pfitzner,
personliche Mitteilung).

Zusétzlich zu den bereits durchgefihrten Versuchen wurde im Hefe-Drei-Hpp&timent geprift,

ob TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMIN-Proteine an die assoziierten C-teenieiméanen binden
kdnnen. Wie in der Wildtyp-Situation kénnen die C-terminalen Doménen trotz der MutatioiK R491
(Abb. 12A) durch NtNIMIN1-like in Abwesenheit von Salicylsdure assoziieren (Abb. 1RR).
C-terminalen Domé&nen kdnnen weiterhin einen funktionellen C-Terminus bilden. In émvesisder
TGA-Transkriptionsfaktoren ist eine Salicylsdure-induzierbare Verstgrkler Reportergenaktivitat
messbar. Die assoziierten Doméanen sind im gleichen Maflie wie das wildtypischentPind
Anwesenheit von Salicylsaure in der Lage, sowohl den TGA-Transkriptionsfal@AR.1 als auch
NtTGA7 zu binden (Abb12C). Weder durch die zuvor durchgefiihrten Analysen noch durch das Hefe-
Drei-Hybrid-Experiment konnten in Hefe wesentliche Unterschiede zwischen denpiatiiign Tabak
NPR1 und der Mutante NtNPR1 R491K in Hinsicht auf die biochemischen Eigenschafterntdiistges
werden. Obwohl diese Mutante aufgrund ihrer Insensitivitat gegentber demisialieyAnalogon

BTH in plantaidentifiziert wurde, kann in Hefen kein Effekt auf die Salicylsdure-Senéitiiin Tabak
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NPR1 festgestellt werden. Die Mutante verhielt sich in allen durchgefihrten Test&lligaund

ahnlich dem wildtypischen Tabak NPR1-Protein.
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Abb. 12 Einfluss von R491K in Tabak NPR1 auf die Assoziation der C-terminah Subdomanen LENRV und NIMIN-
Bindedomé&ne im Zusammenhang mit NtNIMIN1-like, NtTGA2.1 und NtTGAY7 in Hefe. (A) Schematische Darstellu
von NtNPR1 R491K (466/588(B) Interaktion von NtNPR1(466/588) und NtNPR (466/588) R4&1NtNPR1(386/46}
und NtNIMIN1-like ohne Zugabe von Methionin zum Hefemedium (Y3(@) Interaktion von NtNPR1(466/588) L
NtNPR1(466/588) R491K mit NtNPR1(386/465) und TGA-Transkriptidttefen in An- und Abwesenheit von Salicylsé
in Hefe und ohne Zugabe von Methionin zum Hefemedium (Y3NPR1(466/588) und NtNPR1(466/588)R491
Expression stehen unter der Kontrolle \Wat25ro.

4.1.2.4 NtNPR1 H81Y

Die Wahrnehmung von Salicylsaure wird stark mit dem C-Terminus von NPR1 agsoziier
Interessanterweise konnte durch Analyse mutagenbehandelter Arabidopsis Pflanzen vam&€ane
Mitarbeitern (2010) eine Mutante fir NPR1 identifiziert werden, welche imeNrihus einen
Aminosaureaustausch von Histidin zu Tyrosin aufweist. Diese Mutante wieakbeit verstarktes
Wachstum nach BTH-Applikation auf. Der Aminosaureaustausch ist an Position 80albnéehn
BTB/POZ-Domane von Arabidopsis NPR1 lokalisiert. In Tabak NPR1 ist diesedbe fur die
Dimerisierung wichtig und zusammen mit der Ankyrin-Doméane fir die Inferakmit TGA-
Transkriptionsfaktoren von Bedeutung (D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mittgildng Analyse
ihrer Eigenschaften wurde diese Mutation in den Tabakkontext eingefiihrt. Hieddbesich der

Aminosaureaustausch von Histidin zu Tyrosin an Position 81 (Abb. 13A).

Die Expression von NtINPR1 H81Y als GAL4BD-Fusion konnte in Hefezellen immunologisclemit

Antikorper .-GSTT-NtNPR1 nachgewiesen werden. Das Fusionsprodukt weist ein Molekulargewicht
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von 81 kDa auf (Abb. 13B). Aufgrund des Aminosaureaustausches in der BTB/POZ-Dariiraevn
sich die biochemischen Eigenschaften von Tabak NPR1 in Hefe deutlich. Durch dieigtatabak
NPR1 nicht mehr in der Lage, mit NIMIN-Proteinen zu interagieren, wedddtiIMIN1-like noch
mit NtNIMIN2a (Abb. 13C). Dieses Ergebnis ist Uberraschend, da die BindedofinamdMIN-
Proteine im C-Terminus kartiert wurde (Maiet al, 2011). Weiterhin wurde deutlich, dass die
Interaktion zwischen NtNPR1 H81Y und NtTGA2.2 stark reduziert, jedoch nicht arodist
unterbunden wird. Die Fahigkeit, mit NtTGA107/363) zu interagieren wird aufgrund dieser
Mutation ebenfalls reduziert (Abb. 13D). Allerdings wird diese Interaktion nszhtdrastisch
beeintrachtigt wie im Fall von NtTGA2.2. Dieser Umstand ist vermutlicldeuéxklusive Eigenschaft
von NtTGAY zurickzufihren, mit dem C-Terminus von NtNPR1 interagieren zu ké8tem4weifel

et al, 2018).
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Abb. 13 Auswirkung von H81Y in Tabak NPR1 auf die Interaktionsfahigkeit in Hefe. (A) Schematische Darstellung \
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Die Transkriptionsaktivitat von NtINPR1 H8L1Y ist im Gegensatz zundiil deutlich starker, erfolgt
spontan und ist gegentber Salicylsdure insensitiv. Die Eigenschaft, Dimere zu bilderduh die
Mutation in der BTB/POZ-Domane sehr stark reduziert. Uberraschenderwete aveser Effekt nur
beobachtet, sobald sich NtNPR1 H81Y im pGAD424-Vektor befand. Diese BeobacHftisgurohl

fur die Homodimerisierung als auch fur die Heterodimerisierung mit NtNPR3 zu (Abp. 13E

4.1.2.5 NtNPR1 P341S

Zusatzlich zu der Mutante in der BTB/POZ-Doméne von Arabidopsis NPR1 konnte aeh&malyse

von mutagenbehandelten Arabidopsispflanzen eine Mutante mit einem Aminosaureaustausch von
Prolin zu Serin im zentralen Bereich von NPR1 identifiziert werden. Audlesem Fall reagierten die
betreffenden Pflanzen nicht mit Wachstumsreduktion auf die Behandlung mit dem Sakeylsaur
Analogon BTH. Der Aminosaureaustausch von Prolin zu Serin befindet sich an dionP84R
innerhalb der Ankyrin-Doméane von NPR1 (Caetal.,2010) Die Ankyrin-Doméane von NPR1 wird

in Arabidopsis in Zusammenhang mit der TGA-Transkriptionsfaktor-Interaggbracht (Zhangt al.,
1999). In Tabak spielt sie zusammen mit der N-terminalen BTB/POZ-Domane &beimalRolle bei

der Interaktion mit TGA-Transkriptionsfaktoren (D.Neeley&U.M.Pfitzner, persbgaliMitteilung).

Das ausgetauschte Prolin befindet sich im Tabak NPR1 an Stelle 341. Zur UntersuchWivgudey
dieser NPR1-Mutante in Tabak wurde diese in den Tabakkontext eingefuhrt (A)b. 14

Die Expression von NtNPR1 P341S als GAL4BD-Fusion konnte in Hefezellen immunologisidmmit
Antikorper .-GSTT-NtNPR1 nachgewiesen werden. Das Fusionsprodukt weist ein Molekulargewicht
von 81 kDa auf (Abb. 14B). Durch den Aminosaureaustausch ist NINPR1 P341S im Gepgemsatz
Wildtyp nicht mehr in der Lage, NIMIN-Proteine zu binden. Weder NtNIMIN1-like nod\lMiN2a
interagieren mit der Mutante (Abb. 14C). Zuerst scheint dieses Ergebniadibend, da die NIMIN-
Bindedoméne im C-Terminus von NPR1 kartiert wurde (Meieal.,2011) und sich die Mutation in

der Ankyrin-Doméne im zentralen Bereich des Proteins befindet. Allerdings @uirchaus maoglich,
dass durch den Austausch des Prolins zu Serin die biochemischen Eigenschaften sowie die
Konformation des Proteins drastisch verandert werden. Prolin hat einen starken Eofludie
Sekundarstruktur von Proteinen. Aufgrund der Unféahigkeit, Wasserstoffbricken aushilki&mnzn

und der zyklischen Struktur, werden helikale Strukturen unterbrochen und die Konfigutato
Proteins wird starr. Serin wirkt sich wiederum véllig anders auf die Sekunddustaus. Deshalb ist

es moglich, dass dieser Aminosdureaustausch besonders schwerwiegende Folgen Hah kébter
sich die Transkriptionsaktivitat von NtINPR1 P341S kaum noch vom allgemeinen IHingrdes
Messsystems ab. Auch die Interaktionsfahigkeit mit TGA-Transkriptionsfaktorereriblich
eingeschrankt. Dennoch ist eine schwache Reportergenaktivitat tber die geringaptramsiktivitat
hinaus bei den verwendeten TGA-Transkriptionsfaktoren NtTGA2.1, NtTGA2.2 und Ntfiteasbar
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(Abb. 14D). Die Ausbildung von Dimeren ist dennoch weiterhin mdglich, wenn auch ateutli
eingeschrankt. Die Voraussetzung ist jedoch, dass es sich bei einem der Interaktiemsiea
Homodimerisierung um ein wildtypisches NPR1-Protein handelt. Die Heteraslieneng mit NtNPR3
ist ebenfalls noch moglich, allerdings ist auch diese im Vergleich zur yWilituation deutlich
reduziert (Abb. 14k
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Abb. 14 Auswirkung von P341S in Tabak NPR1 auf die Interaktionsfahigkeit in Hfe.(A) Schematische Darstellung \
NtNPR1 P341S. (B) Immunologischer Nachweis von GAL4ABD-NtNPR1 [#) kind GAL4BD-NtNPR1 P341S (81 kDa) r
dem Antikdrper.-GST-T-NtNPR1 in Hefeproteinextrakten. Als Kontrolle dient die LeervektortransformationGBTP unc
pGADA424. (Q Test auf Interaktion zwischen NtNPR1 bzw. NtNPR1 P341S und NIMIkePen. (D) Interaktion von NtNPI
und NtNPR1 P341S mit TGA-Transkriptionsfaktoré®) Interaktion von NtNPR1, NtNPR1 P341S und NtNPR3 mit NtN
NtNPR1 P341S und NtNPR3. Die Interaktionen fanden im Hefe-Hybridsystem in Anund Abwesenheit von Salicylséat
statt.
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4.1.3 Mutanten von Tabak NPR3

Tabak NPR3 ist ein weiteres Mitglied der NPR-Proteinfamilie, ein ParadagNINPR1. NtNPR3
reagiert ebenfalls sensitiv auf die Anwesenheit von Salicylsaure. Zwisebak NPR1 und NPR3 gibt
es Ahnlichkeiten, aber auch Unterschiede im Hinblick auf die biochemischen Eigémsdbeitier
Proteine. Beispielsweise konnen beide NPR-Proteine mit NIMIN-Proteinen Salieybsingig
interagieren. Ebenso ist die TGA-Transkriptionsfaktorbindung beiden gemeindiAderist diese
Bindung bei NtNPR3 moderat Salicylsaure-sensitiv, was bei NtNPR1 nicht zu beobsthi2aflr
weist NtNPR1 ein Transaktivierungspotential in Hefen auf, welches durch Salicys#std@kt wird.
Tabak NPR3 hingegen besitzt keine Transaktivierungsaktivitat in Hefe. Zur n&texsakterisierung
von Tabak NPRS3 hinsichtlich der Salicylsdure-Sensitivitdt und NIMIN-Proteinbindundewutafiir
ahnliche Mutanten wie fir Tabak NPR1 generiert.

4.1.3.1 NtNPR3 R435K

Tabak NPR3 besitzt eine ahnliche Doméanenstruktur wie NPR1. Neben der BTB/POZ-Domaéane und der
Ankyrin-Doméne im N-terminalen beziehungsweise zentralen Bereich des Proteingt gerélbenso

uber die konservierte NIMIN-Bindedoméne sowie das hochkonservierte LENRV-Motiv im
C-Terminus. Das Arginin innerhalb des LENRV-Motivs von NPR1 ist dabei edtefiire
Wahrnehmung von Salicylsaure (Maetral.,2011). Entsprechend deim1-4Mutante in Arabidopsis

NPR1 und denim1-4 Mutante in Tabak NPR1 wurde eine Mutante mit einem Aminosaureaustausch
von Arginin zu Lysin im LENRV-Motiv von NPR3 generiert. Mit Hilfe von NtNPR3 R435K sollte die

Salicylsaure-Sensitivitat von NPR3 genauer charakterisiert werden 154)p.

Im Hefe-Zwei-Hybrid-Test konnte gezeigt werden, dass der C-Terminus von N®R3des
Aminosaureaustauschs R435K ohne Beeintrachtigung NIMIN1-like weiterthdierbikann. Allerdings
verliert die Bindung durch die Mutation ihre Salicylsdure-Sensitivitat. Die Irtierakon NtINPR3 mit
NtNIMIN1-like wird durch Salicylsdure nicht mehr negativ beeinflusgtbl. 15B). Im
Volllangenkontext wird die Interaktion zwischen den NIMIN-Proteinen NtNMIN2a utidINIIN1-

like und NtNPR3 R435K ebenfalls nicht beeintrachtigt. Die Bindung veriddgh auch hier die fir
diese Protein-Protein-Interaktion charakteristische Salicylsdure-Sensithbtat 15Q. Des Weiteren

ist in Bezug auf die Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an NPR3 durch die MutatiorKR435
ebenfalls keine Beeintrachtigung zu beobachten. Allerdings wird die moderate n¥gakiveg von
Salicylsaure auf die Interaktion von NPR3 und NtTGA2.2 durch die Mutation aufgehoben (Abb. 15D
Durch den Aminoséureaustausch R435K im LENRV-Motiv WiNPR3 kann es ebenso wie NPR1
nicht mehr Salicylsdure wahrnehmen. Die Bindung von NIMIN-Proteinen und TGA-
Transkriptionsfaktoren an NPR3 wird dadurch aber nicht gestort. Das Arginin ilR\/EAbtiv spielt

auchin Tabak NPR3 eine essentielle Rolle bei der Wahrnehmung von Salicylséure.
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Abb. 15 Auswirkung von R435K in Tabak NPR3 auf die Interaktionsféhigkeit inHefe. (A) Schematische Darstellung \
NtNPR3 R435K. (B) Interaktion von NtNPR3(389/588) und NtNPR3(3BY/3R435K mit NtNIMIN1-like. (C) Interaktic
von NtNPR3 und NtNPR3 R435K mit NIMIN-Proteinen. (D) Interaktion von RS und NtNPR3 R435K mit NtTGA2
Die Interaktionen fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystem in An- und Abenheit von Salicylséure statt.

4.1.3.2 NtNPR3cT(389/588) Y508S F509S

Die Bindedoméne fur NIMIN-Proteine wurde im C-Terminus von Tabak NPR1 im Bereich von
Aminosaure 494 bis 510 kartiert. Die Bindung der NIMIN-Proteine kann durch den Austauseh zwei
Phenylalanine an den Aminoséaurepositionen 505 und 506 zu Serinen unterbunden werden, ohne NPR1
hinsichtlich seiner weiteren biochemischen Eigenschaften in Hefe zu verandernnAratidopsis

NPR1 konnte mit der analogen Mutante AtNPR1 F507/508S die Bindung von NIMIN1- und BHMIN
Proteinen vollig unterbunden werden. Die NIMIN-Bindedoméne befindet sich bei Tabak NPR3
innerhalb des Bereiches von Aminosaure 497 bis 513. Aufgrund von Sequenzunterschieden handelt es
sich in diesem Fall bei den entsprechenden Aminosduren um ein Tyrosin und ein Phenylalanin an
Position 508 und 509 (Maiet al.,2011; Hermanet al.,2013). Analog zu der Mutante in NPR1 wurden

die betreffenden Aminosauren in NPR3 durch Serine ersetzt und so die MutanteSNBIBES F509S

erzeugt. Allerdings wurde diese Mutante vorerst lediglich im Kontext des C4iesmvon
NPR3(389/588) generiert (Abb. Ap. Bei Protein-Protein-Interaktionstests in Hefe wurde deutlich, dass
durch den Aminosaureaustausch Y508S F509S in der C-terminalen Deletionsmutante va¥PR®ak

dieser im Gegensatz zum Wildtyp nicht mehr in der Lage ist, NtNIMIN2&izden (Abb. 16B).
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Anhand der C-terminalen Deletionsmutante kann also festgestellt werden, dass Ratitvon Tabak

NPR3 diese Aminosauren essentiell fir die Bindung von NIMIN-Proteinen sindsi€bb der
Aminosaureaustausch Y508S F509S in Tabak NPR3 ebenso wie der Austausch FF505/506SS in Tabak
NPR1 verhalt und das NPR-Protein in seinen weiteren biochemischen Eigenschaften inittefen

weiter beeintrachtigt, muss im Volllangenkontext weiter analysiert werden.

$ %
GAD-NtNPR3(389/588) cT
5,0 3
4,5 4
c 401
LENRV N2BD S e
389-588 AS @ :\S}\:. “ NtNPR3 cT Y508S F509S g 3,0 3
= 251
Y508S F509S a___, 2,03
5 1,5 %
1,0 J
0,5 4
0,0 ™ H—FEI—|
AD Wt Y508S F509S
BD NtNIMIN2a

[0 sb-Medium [ + 0,3 mM Sadicylsaure

Abb. 16 Auswirkung von Y508S F509S in Tabak NPR3 auf die Bindung von NtNIMIN& in Hefe. (A) Schematisctk
Darstellung von NtNPR3 Y508S F509S (389/588). (B) Test auf Interakisischen NtNPR3(389/588) bz
NtNPR3(389/588) Y508S F509$1d NtNIMIN2a im Hefe-Zwei-Hybridsystem in An- und Abwesenheit volicysaure.
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4.2 Charakterisierung von Arabidopsis NPR-Proteinen in Hefe

Zusétzlich zuNPR1 beinhaltet das Genom volrabidopsis thaliananoch funf weitere Gene, die
Ahnlichkeiten zuNPR1 zeigen. Die NPR-Protein-Familie von Arabidopsis unterteilt sich in drei
Gruppen. Arabidopsis NPR2 hat die groRte AhnlichkeiNPR1. Die Identitat liegt hier bei @3p.
AtNPR1 und AtNPR2 bilden eine Gruppe. Arabidopsis NPR3 und NPR4 bilden ebenfalls eine Gruppe.
Die Ahnlichkeit zu AtNPR1 ist nicht mehr so stark ausgepragt wie bei AtNPR2Identitat zu
AtNPRL1 liegt bei 34% fur AtNPR3 beziehungsweise bei 3% fir AtNPR4 Arabidopsis NPR3 und
NPR4 weisen zueinander eine Identitdt von 72% auf. Eine weitere Gruppe besteht BRS Atid
AINPR6, welche auch unter den Namen BOP2 und BOP1 bekannt sincet(ldal, 2005) Die
Beteiligung deBLADE-ON-PETIOLEGene bei der Salicylsaure-induzierteR:Genexpression im
Rahmen der systemisch aktivierten Resistenz ist allerdings noch wenig untevewmr und liegt

nicht im Fokus dieser Arbeit.

Arabidopsis NPR2 wurde im Gegensatz zu den weiteren Paralogen von NPR1 bislang eslafiv w
Beachtung geschenkt. Wie alle sechs Mitglieder MleR-Genfamilie in Arabidopsis wird AtNPR2
konstitutiv exprimiert, dabei weist es allerdings die geringste Expressionsratergteich zu den
anderen Mitgliedern auf. Am héchsten ist die ExpressionAtbiPR2in seneszentem Blattgewebe (Shi
et al., 2013). Die Doméanenstruktur des Proteins ahnelt der von Arabidopsis NPR1 dNR&R1,
AINPR2, AtNPR3 und AtNPR4 gemein. Im N-terminalen und im zentralen Bdbefiidet sich eine
BTB/POZ-Domane beziehungsweise eine Ankyrin-Doméane. Der C-Terminus beiialtdENRV-
ahnliches Motiv und einen homologen Bereich zur hoch konservierten NIMIN-Bindedomane von
AtNPRL1. Das LENRV-ahnliche Motiv ist in AtNPR2 YENRYV und bei AtINPR3 und AtMREKRV.
Arabidopsis NPR3 und NPR4 kénnen Salicylsaure mit verschiedenen Affinitaten bindemdusahsit
Rezeptoren fir Salicylsaure (Fet al., 2012). Weiterhin sind beide Paraloge in der Lage, mit
verschiedenen Mitgliedern der bZIP-TGA-Transkriptionsfamilie zu interagi€Liu et al., 2005;
Zhanget al., 2006). Fur Arabidopsis NPR4 ist ferner bekannt, dass es in Hefe nicht miNBlIMI
interagieren kann (Liet al.,2005).

Hinsichtlich der biochemischen Eigenschaften der Paralogen von Arabidopsis NPR1 istvestagiv
bekannt. Aufgrund dessen erfolgen im folgenden Kapitel weitere vergleichéadak&risierungen.
Abbildung 17 gibt eine Ubersicht (iber die verwendeten Teilkonstruktionen. Weitere eNP&Gene
wurden entweder durch Deletion odieritro Mutagenese erstellt. Die Aktivitat der einzelnen Domanen
der verschiedenen NPR-Proteine wurde im heterologen Hefesystem untersucétfdljesim Hefe-
Zwei-Hybridsystem (Y2H) und im Hefe-Drei-Hybridsystem (Y3H) basierend dem GAL4-
aktivierbarenlacZ-Reportergen. Bei Untersuchungen des Einflusses von Salicylsaure auf Protein-

Protein-Interaktionen wurde die Standardkonzentration von 0,3 mM eingesetzt.
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Abb. 17 Schematische Darstellung der verwendeten Teilstiicke von Aratipsis NPR1, NPR2, NPR3 und NPR4A)
AtNPRL Der Balken in der LENRV-Doméne stellt das LENRV-Motiv dar. Der BalkeseinNIMIN1/2-Bindedoméne ste
den kartierten Bereich der NIMIN-Bindestelle dar. (B) AtINPR2. Der Balken inv&RV-Domaéne stellt das YENR'
Motiv dar. Der Balken in der NIMIN1/2-Bindedoméne stellt den homaidgereich der NIMIN-Bindestelle zu NPR1 ¢
(C) AtNPR3. Der Balken in der LEKRV-Domane stellt das LEKRV-Motiv dar. Der Balkeder NIMIN1/2-Bindedomar
stellt den homologen Bereich der NIMIN-Bindestelle zu NPR1 dar. (D) AtNPRr Balken in der LEKRV-Doméne st
das LEKRV-Motiv dar. Der Balken in der NIMIN1/2-Bindedoméne stellt demdiogen Bereich der NIMIN-Bindestelle
NPRL1 darVL, Volllange; cT, C-Terminus; XEXR XExRV-Doméne; N/2BD, NIMIN1-NIMIN2-Bindedoméane.

4.2.1 Charakterisierung von Arabidopsis NPR1

Die identifizierten Mutanten aus der Analyse von mutagenbehandelten Arabidopsispiiamzesnet

und Mitarbeitern (2010) veranderten die biochemischen Eigenschaften von Tabak NPR1 und NPR3 im
heterologen Hefesystem drastisch. Zur Prifung auf etwaige &hnliche Veréanderungen der Eigenschaft
wurden die Mutanten auch in Arabidopsis NPR1 getestet. Ferner sollte die BimdongGA-

Transkriptionsfaktoren an AtNPR1 mit Hilfe von Deletionsmutanten naher charaktemsregn.
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4.2.1.1 Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an AtNPR1(387/596) und AtNPR1(1/467)

Arabidopsis NPRL1 interagiert mit bZIP-TGA-Transkriptionsfaktoren. Es ist bekdags die TGA-
Transkriptionsfaktoren AtTGA2, AtTGA3, AtTGA6 und AtTGA7 an AtNPR1 binden (Zheng.,
1999; Desprést al.,2000; Zhotet al.,2000). Die zentrale Ankyrindomane ist wichtig fur die Bindung
der TGA-Transkriptionsfaktoren (Zhareg al, 1999). Mit Hilfe der Deletionsmutanten AtINPR1(1/467)
und AtNPR1(387/593) sollte nochmals die Wichtigkeit bestimmter Domanen von AthiP&R& TGA-
Transkriptionsfaktorbindung analysiert werden (AbBA).

Die Expression von AtNPR1(387/593) cT konnte als GAL4BD- und GAL4AD-Fusion in Hefezel
LPPXQRORJLVFK PLW-ANPR1 $azhgeweserbwetdlen. Das Fusionsprodukt weist ein
Molekulargewicht von 39 kDa beziehungsweise 36 kDa auf (Abb. 18B). In Abbildung 18 ist di
normale Situation im Volllangenkontext dargestellt. AtNPR1 bindet die TGaSkriptionsfaktoren
AtTGA2, AtTGA3 und AtTGA7 in Hefe. Diese Interaktion wird nur unwesentldlrch die
Anwesenheit von Salicylsdure beeinflusst. Im Vergleich dazu ist die Bindung dér- TG
Transkriptionsfaktoren an die Deletion AtNPR1(1/467) deutlich schwacher, aber dennoch gsigtihrlei
Besonders deutlich wird dieser Effekt bei dem direkten Vergleich der BindungV@#A2 an AtINPR1

und AtNPR1(1/467) (Abb. 18D). Wird nun anstelle von AtNPR1(1/467) AtNPR1(387/59 3seitz),
konnen die TGA-Transkriptionsfaktoren nicht mehr binden. Der C-Terminus voRRENeicht nicht

als Bindeplattform fur TGA-Transkriptionsfaktoren aus (Abb. 18E). Durch AtNPRAT)/wird
deutlich, dass die 126 Aminosduren am C-terminalen Ende, welche die NIMIN-Bindedoméne
beinhalten, keine wesentliche Rolle bei der TGA-Transkriptionsfaktor-Bindung tibernehmen.

In Tabak gibt es einen besonderen TGA-Transkriptionsfaktor. NtTGA7 bindetrgmééll an den
C-terminalen Teil von Tabak NPR1 und hebt sich so von den weiteren Mitglietsr TGA-
Transkriptionsfaktorfamilie ab. Es ist bereits bekannt, dass NtTGA7 in Hdierauarabidopsis NPR1
interagieren kann (Stos-Zweifet al,, 20198. Hier sollte nun getestet werden, ob diese Eigenschaft von
NtTGA7 auch fur den C-Terminus von Arabidopsis NPR1 zutrifft. Die Bindumg Arabidopsis
NIMIN2 (Klon AtNIMIN2pA(20/122)) an den C-Terminus von AtNPR1 und drgeraktion von
NtTGA7 mit dem C-Terminus von NtNPR1, welche als Kontrolle dienen, funktemiemnwandfrei.
Allerdings kann NtTGA7 nicht an den C-Terminus von AtNPR1 binden. HinsichtlicBideestelle

von NtTGA7 unterscheiden sich die C-Termini von Arabidopsis NPR1 und Tabak NPRthehs
(Abb. 18H.
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Abb. 18 Interaktion von Arabidopsis NPR1(1/467) und AtNPR1(387/593) mit TGA-Trankriptionsfaktoren. (A)
Schematische Darstellung von AtNPR1(1/467) und AtNPR1(387/593). (Bjutmlogischer Nachweis von GAL4B
AtNPR1(387/467) LENRV (26 kDa), GALABD-AtNPR1(387/593) cT (39 kDa) @#AL4AD-AtNPR1(387/493) cT (36kD.
mit dem Antikdrper.-AtNPR1 in Hefeproteinextrakten. Als Kontrolle diente die LeervektortransformatippGBT9 unt
pGAD424. (C) Interaktion von AINPR1 mit TGA-Transkriptionsfaktoren. (D) Intesaktion AtNPR1 mit AtTGA2 un
AtNPR1(1/467) mit TGA-Transkriptionsfaktoren. (E) Test auf Interaktioisawen AtNPR1 und AtTGA2 und zwisch
AtNPR1(387/593) und TGA-Transkriptionsfaktoren. (F) Interaktion von NtNB®8/588) mit NtTGA7 un
AtNPR1(387/593) mit NtTGA7 und AtNIMIN2pA(20/122). Die Interaktionen fandm Hefe-Zwei-Hybridsystem in An- u
Abwesenheit von Salicylsaure statt.
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4.2.1.2 AINPR1 H80Y

Die BTB/POZ-Domane ist flr Protein-Protein-Interaktionen von Bedeutung. Innelieally Doméne

an Position 80 konnte von Canet und Mitarbeitern (2010) bei Analysen mutagenbehandelter
Arabidopsispflanzen ein Aminosaureaustausch von Histidin zu Tyrosin identifizédsbnl9). Diese
betroffenen Pflanzen wiesen ein verstarktes Wachstum bei BTH-Behandlung auf. Imobeterol
Hefesystem konnten fir die analoge Mutation H81Y in Tabak NPR1 drastische Veraededang
biochemischen Eigenschaften festgestellt werden. Die Fahigkeit zur Interaktioi@rsthiedenen
Proteinen wird durch diesen Aminosaureaustausch negativ beeinflusst. Im Folgendenr diliftude

des Aminosaureaustauschs H80Y auf die biochemischen Eigenschaften von ArabideRdis N

untersucht werden.

Die Expression von AtNPR1 H80 konnte als GAL4BD- und GAL4AD-Fusion in Hefezellen
LPPXQRORJLVFK PLW-AANPR1 dazhgeviesertweldlen. Das Fusionsprodukt weist ein
Molekulargewicht von 81 kDa beziehungsweise 79 kDa auf (Abb. 19B). Aufgrund der Mutation in der
BTB/POZ-Doméane des Arabidopsis NPR1-Proteins wird dessen Fahigkeit, an verschiedene
Interaktionspartner zu binden, ebenfalls negativ beeinflusst. AtNPR1 istmétitin der Lage, mit
NIMIN-Proteinen zu interagieren (Abb. €@ Uberraschenderweise wird dabei auch die Bindung von
AtNIMIN1 und AtNIMIN2 vollstandig inhibiert, obwohl die NIMIN1-NIMN2-Bindedoméane in
Arabidopsis NPR1 im C-Terminus im Bereich von Aminoséure 469 bis 512 des Pkaitiert wurde
(Maier et al., 2011). Fur AtNIMIN3 ist allerdings bekannt, dass dieses Mitglied der NiMI
Proteinfamilie im N-terminalen Bereich von AtNPR1 bindet. AtINIMIN3 hat die Fahigkeit, nodiean
Deletionsmutante AtNPR1(1/264) zu binden (Wemgfehl.,2001). Diese Deletionsmutante enthéalt die
BTB/POZ-Domaéane und endet vor der Ankyrin-Domane. Hier kbnnte es durchalishg#in, dass
sich die Mutation in der Binderegion von AtNIMIN3 befindet. Da die BTB/POZ-Bxaengenerell eine
Plattform flr Protein-Protein-Interaktionen ist, kann sich diese Mutation chégliveise auch im
Allgemeinen auf die Interaktionsfahigkeit der Proteine auswirken. Die entsprechendeMataibibak
NPR1 an Position 81 wirkt sich ahnlich negativ auf die Bindung von NIMIN-Pmtewie in
Arabidopsis NPR1 aus (4.1.2.4). Die Interaktion der NIMIN-Proteine wird auch in NtRBRY vollig
unterbunden. Zusétzlich zu der inhibierten NIMIN-NPRZ1-Interaktion ist bePRINH80Y auch die
Bindung der TGA-Transkriptionsfaktoren betroffen. Die Interaktion vdedei ohne Salicylsdure
anndhernd vollstandig unterbunden, entsprechend der NIMIN-Protein-InteraktidaNRiR1 H80Y.

In  Anwesenheit von Salicylsdure wird die Intensitat der Interaktion zwisch&A-
Transkriptionsfaktoren und AtNPR1 HB80Y wesentlich gesteigert, ist aber demtmodargleich zum
wildtypischen AtNPR1 deutlich reduziert. Besonders gut ist die Reduktiomteaktionsstarke im
direkten Vergleich bei der Bindung von AtTGA2 mit AtNPR1 und AtNPR1 H80¥ehen (Abb. 19).

In Tabak NPR1 bewirkte der entsprechende Aminoséureaustausch ebenfalls eicleed@etiiuktion

der Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an NPR1, welche im Fall von NtTGAZI2 stérker
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ausgepragt war. Allerdings konnte hier kein verstarkender Salicylsaure-Béfabachtet werdelie
Auswirkung des Aminosaureaustauschs in der BTB/POZ-Domane auf die TGA-
Transkriptionsfaktorbindung lasst vermuten, dass auch die BTB/POZ-Doméane neb&nkgen-
Doméne (Zhangt al., 1999 eine Bedeutung bei dieser Interaktion hat. Mdglicherweise erfolgt die
Bindung der TGA-Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis und Tabak NPR1 nicht Uber wemsel
Aminosauresequenzbereich, sodass sich die Mutation in der BTB/POZ-Domati¢FRRJAnicht so

stark auf die Interaktion mit den TGA-Faktoren auswirkt wie vergleichsweise in Tabak NPR1.
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Abb. 19 Einfluss der Mutation H80Y in Arabidopsis NPR1 auf die Bindung von NIMIN-Proteinen und TGA-
Transkriptionsfaktoren. (A) Schematische Darstellung von AtNPR1 H80Y. (B) Immunologischer Nashwer
GAL4BD-AtNPR1 (81 kDa), GAL4ABD-AtNPR1 H80Y (81 kDa), GAL4AAD-AtNPR1 (79 kD&)d GAL4AD-AtNPR!
H80Y (79 kDa) mit dem Antikdrper-AtNPR1 in Hefeproteinextrakten. Als Kontrolle diente die Leervektortransforn
mit pGBT9 und pGAD424. (C) Test auf Interaktion zwischen AtNPRA. B#NPR1 H80Y und NIMIN-Proteinen. (I
Interaktion von AtNPR1 und AtNPR1 H80Y mit TGA-Transkriptionsfaktoren. IDieraktionen fanden im Hefe-Zw
Hybridsystem in An- und Abwesenheit von Salicylsaure statt.

4.2.2 Charakterisierung von Arabidopsis NPR2

Bisher ist wenig Uber das Mitglied NPR2 der Arabidopsis NPR-Proteinfamkanbe obwohl NPR2
die groRte Ahnlichkeit zu NPR1 innerhalb der Proteinfamilie aufweist. Mittets heterologen
Hefesystem sollten im Folgenden die biochemischen Eigenschaften von Arabidopsis NPB2ranaly
und charakterisiert werden und mit den bereits bekannten Eigenschaften der weitglieddviiter

NPR-Proteinfamilie verglichen werden.
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4.2.2.1 Interaktion von NIMIN-Proteinen mit Arabidopsis NPR2

NIMIN1- und NIMIN2-Proteine binden an Arabidopsis und Tabak NPR1 sowie an das Tabak-NPR1-
Paralog NPR3. Die Bindung erfolgt dabei an eine Domane im C-terminalen Bdgelloteine. Diese
Domaéne ist innerhalb der NPR-Proteinfamilie und verschiedener Pflanzenspezies hoch kbnservie
(Maier et al.,2011). Arabidopsis NPR2 besitzt im C-terminalen Bereich eine dazu homologinBom

Im nachfolgenden Versuch sollte die Fahigkeit von AtNPR2 untersucht werden, NIMI&iFerau
binden. Zuerst wurde mit Hilfe einer C-terminalen Deletionsmutante AtNPR2(386/600) gepriift, ob die
NIMIN-Proteine entsprechend der C-terminalen Deletionsmutante von AtNPR1 daran binden kdnnen
(D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilun@bb. 20A). Der C-Terminus von Arabidopsis NPR2

ist nicht in der Lage, NIMIN1 und NIMINZ2 zu binden. Weiterhin konnte in diegest gezeigt werden,

dass der C-Terminus von AtNPR2 ebenso wie der von AINPR1 keine Traresaktjsgaktivitat
aufweist (D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilyngbb. 20B). Im Volllangenkontext war
Arabidopsis NPR2 allerdings auch nicht in der Lage, NIMIN-Proteine zu binden. Asidefs$NPR1

kann AtNPR2 weder mit AtNIMIN1 und AtNIMIN2 noch mit AtNIMIN3 interagieréAbb. 20C). Im
Hinblick auf die Interaktion von NIMIN1 und NIMIN2 war dies allerdings zu amen, da diese im

Vorfeld schon nicht mit der C-terminalen Deletionsmutante interagieren konnten.
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Abb. 20 Bindung von NIMIN-Proteinen an Arabidopsis NPR2.(A) Schematische Darstellung von AtNPR2(387/600)
AtNPR2. (B) Test auf Interaktion zwischen AtINPR1 bzw AtNPR2(387/600)mifl NIMIN-Proteinen. (C) Test a
Interaktion zwischen AtNPR1 bzw. AtNPR2 und NIMIN-Proteinen. Die Interakticfanden im Hef@wei-Hybridsyster
in An- und Abwesenheit von Salicylsaure statt.
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4.2.2.2 Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Arabidopsis NPR2

bZIP-TGA-Transkriptionsfaktoren binden an Mitglieder der NPR-Proteinfamili@ Dieraktion
zwischen den TGA-Transkriptionsfaktoren und Arabidopsis NPRL1 ist dabei weithemsensitiv
gegenlber Salicylsaure (Maier al.,2011). Hier sollte nun die Interaktionsfahigkeit von Arabidopsis

NPR2 mit TGA-Transkriptionsfaktoren geprift und charakterisiert werden.

Wie in Abbildung 21B zu sehen ist, binden TGA-Transkriptionsfaktoren der Klassed Il an
Arabidopsis NPR2. Die Interaktion von AtINPR2 mit AtTGA2, AtTGA3, AtTGAG6 édGA7 erfolgt
dabei spontan mit moderater Starke. Anders als bei Arabidopsis NPR1 ist die Inteyagféntiber der
Anwesenheit von Salicylsaure sensitiv und wird dadurch erheblich intensiviedndgss grol3 ist
dieser verstarkende Effekt unter Beteiligung von AtTGA7. Ebenfalls wie APR1 ist bei

Arabidopsis NPR2 keine Transaktivierungsaktivitat in Hefe messbar.
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Abb. 21 Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Arabidopsis NPR2. (A) Schematische Darstellung \
AtNPR2(386/600) cT und AtNPR2(1/467). (B) Interaktion von AtNPR1 und AtNRR TGA-Transkriptionsfaktoren. (i
Test auf Interaktion zwischen AtNPR1 bzw. AtNPR2(386/600) cT und-T@&#skriptionsfaktoren. (D) Test auf Interaki
zwischen AtNPR2 und AtTGA7 bzw. AtNPR2(1/467) und TGA-Transkriptidkiefan. Die Interaktionen fanden im He
Zwei-Hybridsystem in An- und Abwesenheit von Salicyls@ure statt.
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4 Ergebnisse

Mit Hilfe zweier Deletionsmutanten sollte die Bindestelle der TGA-Trapskrisfaktoren an AtNPR2
naher charakterisiert werden. Die Deletion AtINPR2(386/600) umfasst dabei demi@aien Teil mit
YENRV-Motiv und NIMIN-Bindedomane. AtNPR2(1/467) beinhaltet neben der BTB/PO&idbe
und der Ankyrin-Doméane noch das YENRV-Motiv. Die NIMIN-Bindedomane fehlt (fiéb. 21A).
Ebenso wie bei AtNPR1 ist der C-Terminus von AtNPR2 nicht in der Lage, TGIA-
Transkriptionsfaktoren zu interagieren (Abb.C31Die Deletionsmutante AtNPR2(1/467) hingegen
bindet AtTGA2, AtTGA6 und AtTGA7Y stark eingeschrankt. Lediglich die Bindumg AtTGA3 hebt
sich davon ab und zeigt mehr Reportergenaktivitat (AbD).2ln Vergleich dazu ist die Interaktion
von AtNPR1(1/467) mit den TGA-Transkriptionsfaktoren allgemein nicht s& stageschréankt wie
bei AtNPR2. Aber auch hier ist die Bindung von AtTGA3 am starksten inedralverwendeten TGA-
Transkriptionsfaktoren (Abb. T3.

4.2.2.3 Affinitdt der C-terminalen Doméanen YENRV-Doméane und NIMIN-Bindedoméane von

Arabidopsis NPR2

Die C-terminalen Domanen LENRV-Doméne und NIMIN-Bindedoméane von Tabak NPR1 zeigen i
Hefe eine Salicylsdure-induzierbare Affinitdt zueinander. Fir die Cralem Doménen von
Arabidopsis NPR1 konnte dies nicht nachgewiesen werden. Allerdings assoziieretethaénalen
Domanen der Paralogen AtNPR3 und AtNPR4 in Anwesenheit von Salicylsdure amilein
(D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung). Mit Hilfe zweier Deteiskonstruktionen,
AtNPR2(386/467) und AtNPR2(468/600), welche die jeweiligen Domé&nen enthalten, wharde
Affinitat der C-terminalen Domanen von Arabidopsis NPR2 zueinander in Hefiesuoht (Abb. 28).

$ %
25
BTBIPOZ ANK  YENRV  N1/2BD ’o
c 20]
1600 A - | Em—:-l-:-:-:-:jAtNPm £
------ @
£ 151
YENRV =
g m
467 A AiNPR2 W
306467 A5 NN vEnRV 8 O
N1/2BD s 051
AINPR2 ’
468-600AS
VU T T T T
AD  ANPR3(463/586) AD__ AINPR2(468/600
BD  AINPR3(383/462) AINPR2(386/467)

[0 sbMedium [ +0,3 mM Salicylsaure

Abb. 22 Interaktion der beiden C-terminalen Domé&nen von Arabidopsis NPR2(A) Schematische Darstellung
C-terminalen Doménen AtNPR2(386/467) und AtNPR2(468/600). (B) Test mnfktion zwischen AtINPR3(383/462) (
AtNPR3(463/586) bzw. AtNPR2(386/467) und AtNPR2(468/600) im Hafei-Hybridsystem in An- und Abwesenheit \
Salicylsaure.

Wie in Abbildung 22Bzu sehen ist, zeigen die C-terminalen Domé&nen von Arabidopsis NPR2 weder
eine spontane noch eine Salicylsdure-induzierbare Affinitat zueinander. Die Galernmidomanen von

NPR2 kénnen ebenso wie die C-terminalen Domanen von NPR1 nicht assoziieren. Allistdimgs
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4 Ergebnisse

Gegensatz zu den LENRV- bzw. LEKRV-Doméanen von Arabidopsis NPR1, NPR3 und NPiRt bei

YENRV-Doméane von NPR2 eine geringfligige Transaktivierungsaktivitat messbar.

4.2.3 Charakterisierung von Arabidopsis NPR3

Arabidopsis NPR3 wurde im Zusammenhang mit der Degradierung von NPR1 als Salicylsftoerez
beschrieben (Fet al., 2012). Weiterhin ist bekannt, dass NPR3 mit TGA-Transkriptionsfaktoren in
Interaktion treten kann. Im folgenden Abschnitt sollten die biochemischen Eigensclaft&éiPR3

naher betrachtet werden.

4.2.3.1 Interaktion von Arabidopsis NPR3 mit NIMIN-Proteinen

Arabidopsis NPR3 enthalt im C-Terminus einen homologen Bereich zur hoch korieeidiN-
Bindedoméne von Arabidopsis NPR1. Bisher konnte gezeigt werden, dass der C-TeomiAtiRR3
im Gegensatz zum C-Terminus von AtNPR1 nicht in der Lage ist, ArabidogditNiNlund NIMIN2
zu binden (D.Neeley&U.M.Pfitzner, persdnliche Mitteilung). Nun sollte Uberprift wealemiese
Tatsache auch fir das Volllangenprotein AtNPR3 zutrifft. Das Volllangenprkégin ebenso wie der
C-Terminus von AtNPR3 nicht mit AtNIMINL1 und AtNIMIN2 interagieren.eBiwar aufgrund der
Ergebnisse flr den C-Terminus von AtNPR3 zu erwarten. AtNIMIN3, welchestaminalen Bereich
von AtNPR1 bindet, kann allerdings ebenso wie AtNIMIN1 und AtNIMINZ2 nicht an AtNBIR&en.
Arabidopsis NPR3 interagiert wie AtNPR2 nicht mit NIMIN-Proteinen in Hefe (Abp. 23
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Abb. 23 Bindung von NIMIN-Proteinen an Arabidopsis NPR3. Interaktion von AtNIMIN1 mit AtINPR1 und Test ¢
Interaktion zwischen AtNPR3 und NIMIN-Proteinen im Hefe-Zwei-Hybrideyn in An- und Abwesenheit von Salicylsa

4.2.3.2 Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Arabidopsis NPR3

Arabidopsis NPR3 interagiert mit bZIP-TGA-Transkriptionsfaktoren der Kldasnd Il in Hefe. Fir
AtTGA2, welcher zur Klasse Il der TGA-Transkriptionsfaktoren geharpke dies nicht nur in Hefen
gezeigt werden, sondern auch mittels bimolekularer Fluoreszenzkomplementation

Zwiebelepidermiszellen und im Zellkern von Arabidopsis MesophyliprotopléZteanget al.,2006).
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4 Ergebnisse

Allerdings wurde der mdgliche Einfluss von Salicylsadure auf die Interaktionuritdtsucht. Dies sollte

nun im folgenden Versuch analysiert werden.

Wie in den Abbildunge24B und C zu sehen ist, ist die Bindung von AtTGA2, AtTGA3 und AtTGA7
an Arabidopsis NPR3 insensitiv gegeniber Salicylsédure, vergleichbar mitel@ktion dieser TGA-
Transkriptionsfaktoren mit AtNPR1 (4.2.). Die Interaktion von AtNPR3 mit AtTGA6 scheint aber
eine moderate Sensitivitat aufzuweisen. Des Weiteren besitzt AINPR3,MiRAtund AINPR2 keine
Transaktivierungsaktivitdt in Hefe. Mit Hilfe der Deletionsmutante AtR@R235) sollte der
Bindebereich der TGA-Transkriptionsfaktoren an AtNPR3 naher charakterisiednv&iese Mutante
enthalt nur die BTB/POZ-Domaéne als wichtige Protein-Protein-InteraktionsdofAibe24A). Wie
Abbildung 24D zeigt, ist die Deletion AtNPR3(1/235) nicht mehr in der Lagi, TGA-
Transkriptionsfaktoren zu interagieren. Die BTB/POZ-Domane reicht nicht aus,nemnéeraktion
zwischen AtNPR3 und TGA-Transkriptionsfaktoren zu gewdhrleisten. Das ist mdjerdicht sehr
Uberraschend, da die zentral gelegene Ankyrin-Doméane bei dieser Deletionsmighhteeahr
vorhanden ist. Die Ankyrin-Doméane wird als wichtig fur die Bindung von TIe&nskriptionsfaktoren
an NPR-Proteine beschrieben (Zhangl.,1999; Liuet al.,20095.
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Abb. 24 Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Arabidopsis NPR3. (A) Schematische Darstellung \
AtNPR3(1/235). (B) Interaktion von AtNPR3 mit AtTGA6. (C) Interaktion von AtNPRnit TGA-
Transkriptionsfaktoren. (D) Test auf Interaktion zwischen AINPR3 bzw. AtNFRIFH) mit TGA
Transkriptionsfaktoren. Die Interaktionen fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystéin- und Abwesenheit von Salicylsa
statt.
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4 Ergebnisse

4.2.4 Charakterisierung von Arabidopsis NPR4

Ebenso wie NPR3 wurde NPR4 als Salicylsaurerezeptor beschriebengl52012). Es ist weiterhin
bekannt, dass NPR4 ebenfalls TGA-Transkriptionsfaktoren binden kann. Die Interaktionsfahigkeit von
NPR4 mit TGA-Faktoren sowie weitere biochemische Eigenschaften des Proteims isoliiesem
Abschnitt ndher untersucht werden.

4.2.4.1 Interaktion von NIMIN-Proteinen mit Arabidopsis NPR4

Arabidopsis NPR4 enthélt im C-Terminus ebenso wie NPR2 und NPR3 einen homologeh Berei

hoch konservierte NIMIN-Bindedomane von Arabidopsis NPR1. Allerdings konmie i
vorangegangenen Untersuchungen gezeigt werden, dass der C-Terminus von Arabidopsis NPR4 ebenso
wie der C-Terminus von AtNPR3 und AtNPR2 im Gegensatz zu dem C-Terminus Vv@tRAIN
NIMIN1 und NIMINZ2 nicht binden kann (D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung, 4.2.811).
folgenden Versuch sollte analysiert werden, ob sich Arabidopsis NPR4 itfangeinkontext
entsprechend Arabidopsis NPR3 und NPR2 hinsichtlich der NIMIN-Proteininteraktion verhalt.

Arabidopsis NPR4 ist analog zu den Paralogen NPR2 und NPR3 nicht in der LadenmitMIN-
Proteinen NIMIN1 und NIMIN2 zu interagieren. Dies war hinsichtlich dehleénden
Interaktionsfahigkeit des C-Terminus von AtNPR4 mit NIMIN1 und NIMINZ2 zu erwarten. Wedtbe
fur AtNPR4 beschrieben, kann NIMIN3 in diesem Versuch auch nicht an AINPRen{Adb. 25Liu
et al.,2005). Die Fahigkeit mit NIMIN-Proteinen zu interagieren, bleibt innerhalbddidopsis NPR-
Proteine ausschlie3lich NPR1 vorbehalten.
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Abb. 25 Bindung von NIMIN-Proteinen an Arabidopsis NPR4. Test auf Interaktion zwischen AtINPR1 bzw. AtNF
NIMIN-Proteinen im Hefe-Zwei-Hybridsystem in An- und Abwesenkeit Salicylsdure.
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4.2.4.2 Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Arabidopsis NPR4

Ebenso wie die Mitglieder NPR1, NPR2 und NPR3 der Arabidopsis NPR-Proteinfaanieauch

NPR4 mit TGA-Transkriptionsfaktoren interagieren (ketual.,2005; Zhangt al.,2006. Der Einfluss

von Salicylsaure auf diese Bindung wurde noch nicht untersucht. Wie in den Abbildungen 26B und C
zusehen ist, ist die Interaktion von AtINPR4 mit AtTGA2, AtTGA3 und AtT GAs®nsitiv gegenltber
Salicylsaure. Die Bindung von AtTGA7 hingegen weist eine geringflgige Setasitiif. Weiterhin
konnte bestatigt werden, dass AtNPR4 ebenso wie AtNPR1, AtNPR2 und AtNPR3 Kkeine
Transaktivierungsaktivitat in Hefe aufweist (letial.,2005).
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Abb. 26 Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Arabidopsis NPR4. (A) Schematische Darstellung \
AtNPR4(1/185) und AtNPR4(183/574). (B) Interaktion von AtNPR4 mit AtTGE®). Interaktion von AtNPR4 mit TG,
Transkriptionsfaktoren. (D) Test auf Interaktion zwischen AtNPR4 bzw. AINFRBRYund TGA-Transkriptionsfaktoren.
Test auf Interaktion zwischen AtNPR4 bzw. AtINPR4(183/574) und T@#hgkriptionsfaktoren. Die Interaktionen fandel
Hefe-Zwei-Hybridsystem in An- und Abwesenheit von Salicylsaute sta
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In der Studie von Liu und Mitarbeitern (2005) wird die Ankyrin-Doméne im zentiBégnich von
Arabidopsis NPR4 als notwendig fur die Interaktion mit TGA-Transkriptionsfaktoren etsehr Mit
Hilfe verschiedener Deletionsmutanten sollte die Bedeutung der Domanen innverinaiNPR4 fur
die Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren naher charakterisiert werden (Abb. B&ADeletion
AtNPR4(1/185) enthalt lediglich noch die BTB/POZ-Doméane als bekannte Interakticiiselodie
Interaktion von AtTGA2 und AtTGAG ist hier nicht mehr mdglich. DIEEBPOZ-Domane allein von
AINPRA4 ist kein adaquater Interaktionspartner fir die TGA-Transkripa@temien (Abb. 26D). Die
Deletion AtNPR4(183/574) beinhaltet die NIMIN-Binde-Doméane, das LEKRV-Motivdiadzentral
gelegene Ankyrin-Doméane. Der N-Terminus und die BTB/POZ-Doméne fehlen DierTGA-
Transkriptionsfaktoren AtTGA2 und AtTGA6 kdnnen auch an diese Deletionsmutantebimdan,
obwohl diese die fur die Bindung als wichtige beschriebene Ankyrin-DoméanetéAibiél 26E; Liuet
al., 2009. Fur die Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Arabidopsis NPR-Proteinenschei
neben der Ankyrin-Doméne ebenfalls die BTB/POZ-Domane wie bei Tabak MiIRfig zu sein
(D.Neeley&U.M.Pfitzner, persénliche Mitteilujhg

4.2.5 Zusammenspiel von Arabidopsis NPR-Proteinen, NIMIN-Proteinen und TGA-

Transkriptionsfaktoren in He fe

Die Mitglieder AtNPR1, AtNPR2, AtNPR3 und AtNPR4 der NPR-Proteinfamilie mabfdopsis

kénnen mit verschiedenen bZIP-TGA-Transkriptionsfaktoren interagieren. Histbaiffallig, dass

diese jeweils mit demselben Spektrum der Mitglieder der TGA-Transkriptioosfakin Interaktion

treten. Dabei handelt es sich um bZIP-TGA-Transkriptionsfaktoren depé&mul und lll. Diese beiden
Gruppen sind neben Gruppe | in der Pathogenabwehr und der allgemeinen Stressantwort der Pflanzen
involviert (Zhanget al.,2003; Keserwanit al.,2007; Shearest al.,2012; Gatz2013.

4.2.5.1 Bildung ternarer Komplexe mit Arabidopsis NPR-Proteinen in Hefe

Arabidopsis NPR1 bindet sowohl NIMIN-Proteine als auch TGA-Transkriptionsfaktor&se D

Interaktionen kénnen simultan erfolgen und Arabidopsis NPR1 kann zusammen mit NIMINwehotei

und TGA-Transkriptionsfaktoren der Klasiégerndre Komplexe in Hefe bilden (Weigslal.,2001)

Der Komplex aus NPR1, TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMIN1 ist in AnwesenheBaticylsdure

instabil. Salicylsaure hat eine dissoziierende Wirkung auf diesen Komplex. WéhiNNBn der

Bildung des ternaren Komplexes beteiligt ist, reagiert dieser nicht acylSalre, obwohl Salicylsaure

die Bindung von NIMIN2 an NPR1 negativ beeinflusst (Hermeatnal.,2013). Hierbei stellte sich nun

die Frage, ob die Insensitivitdt gegeniber Salicylsaure moglicherweise kotiaeséifzhangig ist und

ein bestimmter Schwellenwert Uberschritten werden muss. Ausgehend von der verwendeten

Standardkonzentration von 0,3 mM wurde die Konzentration schrittweise bis zu einer Endkoorentrati
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von 1 mM erhoht. Die Endkonzentration war dabei der limitierende Faktor, da Saliey$séh ab etwa
1 mM negativ auf das Wachstum der Hefen auswirkt. Wie in AbbilduAgz2i7sehen ist, haben die
verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Stabilitét des terndren Komplexes. Der Komplex
aus NPR1-TGA2-NIMIN2 bleibt auch bei Konzentrationen von 1 mM weiterhin gege8ébieylsaure
insensitiv. Ferner wurde untersucht, ob Arabidopsis NPR1 auch mit TGA-Traiwisfpktoren der
Klasse Il terndre Komplexe in Hefe bilden kann. Hierfir wurden die TGA-Trigtisksfaktoren
AtTGAS3 und AtTGA7 verwendet. Arabidopsis NPR1 bindet diese Faktoren im HefetZybeidtest
(Zhanget al., 1999; Despréet al., 2000; Zhouet al., 2000. AtNPR1 ist ebenso in der Lage, mit
AtTGA3 und AtTGAY ternare Komplexe in Hefe zu bilden wie mit AtTGA2 #dGA6 (Weigelet
al., 200)). Die ternaren Komplexe mit AINIMIN1 sind weiterhin sensitiv gegeniberc8sdiure,
wohingegen die Komplexe unter Beteiligung von AtNIMINZ2 ihre Stabilitategéber Salicylsaure
beibehalten (Abb27B; Hermanret al.,2013).
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Abb. 27 Bildung und Stabilitét ternéarer Komplexe aus Arabidopsis NPR-Protein@, TGA-Transkriptionsfaktoren
und NIMIN-Proteinen. (A) Interaktion von AtNIMIN2 und AtTGAZ2 in Anwesenheit von AtNPR1dwon Salicylsaul
in den Konzentrationen 0,3 mM, 0,5 mM, 0,75 mM und 1 inMHefe (Y3H). AtNPRXExpression steht unter «
Kontrolle von Met2%r. (B) Interaktion von AtNIMIN1 bzw. AtNIMIN2 mit TGA-Transkriptionsfaktoren
Anwesenheit von AINPRIAtNPRIEXxpression steht unter der Kontrolle vdBt25. (C) Test auf Interaktion zwisch
NIMIN2 und AtTGA2 in Anwesenheit von AINPR1, AINPR3 und AINPRINPR1-, AtNPR34ndAtNPR4EXpressio
steht unter der Kontrolle vaMet2%r. Die Interaktionen fanden im Hefe-Drei-Hybridsystem in An- unavégenhe
von Salicylsaure und ohne Zugabe von Methionin zum Hefemestiai

Es ist bekannt, dass TGA-Transkriptionsfaktoren nicht mit NIMIN-Proteineneife khteragieren
(Weigel et al., 2001). Die Paralogen NPR3 und NPR4 von Arabidopsis NPR1 kdnnen in Hefe keine
Bindung mit NIMIN-Proteinen, aber mit TGA-Transkriptionsfaktoren eingehé2.3; 4.2.4).
Moglicherweise konnten aber Arabidopsis NPR3 und NPR4 in Anwesenheit von TGA-

Transkriptionsfaktoren zusammen mit NIMIN-Proteinen wie Arabidopsis NPR1 tekwinplexe
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bilden. Dabei wirden die TGA-Transkriptionsfaktoren eine Art Adapterrolle UbesreHdm diese

Annahme zu prifen, wurde ein Hefe-Drei-Hybridtest mit den Arabidopsis NPR-Prowftieh NPR3

und NPR4, dem Transkriptionsfaktor AtTGA2 uddNIMIN2 durchgefuhrt. Die Bildung eines
Komplexes aus AtNPR1, AtTGA2 und AtNIMIN2 erfolgte einwandfrei und war auch ine&anheit

von Salicylsaure stabil. Mit den Paralogen AtNPR3 und AtNPR4 war weder in Ab- nontvasAnheit

von Salicylsédure eine Bildung ternarer Komplexe in Hefe mdglich. Die Fahigkeitire Komplexe zu
bilden, ist ebenso wie die Bindung von NIMIN-Proteinen fiir Arabidopsis NPR1 aitigigAbb. 2TC).

4.2.5.2 Einfluss von NIMIN-Proteinen auf die Bindung von Arabidopsis NPR-Proteien mit
TGA-Transkriptionsfaktoren

Arabidopsis NPR1 besitzt die Fahigkeit, simultan TGA-TranskriptionsfaktorNUMIN-Proteine zu
binden. Es ist allerdings nicht bekannt, ob die Bindung des einen Interaktionspaserigrelding des
zweiten Interaktionspartners an AtNPR1 beeinflusst. Zunachst erfolgte die Adalydeffekts von
NIMIN-Proteinen auf die Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an AtNHR@.Interaktion von
AtTGA2, AtTGA3 und AtTGA7 mit AtNPR1 wurde durch die Anwesenheit von AMNN1,
AtNIMINZ und AtNIMIN3 eingeschrankt (Abb. 28). Der negative Einfluss der NINAMteine war in
Anwesenheit von AtNIMIN1 am starksten ausgepragt gefolgt von AtNIMINS. DéekEfvon
AINIMINZ auf die Interaktion von AtNPR1 mit TGA-Transkriptionsfaktoren \&ar geringsten. Dieser
Einfluss muss direkt mit der simultanen Bindung von NIMIN-Proteinen und TGA-
Transkriptionsfaktoren an AtNPR1 in Verbindung stehen, denn NIMIN-Proteine interagieremiticht
Transkriptionsfaktoren in Hefe. Somit ist eine Art von Konkurrenz in demuraltie Bindung mit
TGA-Transkriptionsfaktoren zwischen AtNPR1 und NIMIN-Proteinen als EmGifir diesen Effekt
ausgeschlossen. Der Einfluss der NIMIN-Proteine auf die AtNPR1-Transkripticshaldraktion

war weitgehend unbeeinflusst von Salicylsdure, obwohl die Bindung und der ternére Kontplex mi
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Abb. 28 Einfluss von NIMIN-Proteinen auf die Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Arabidopsis NPR1
Interaktion von AtNPR1 mit TGA-Transkriptionsfaktoren in Anwesenheit MbllIN-Proteinen. AtNIMIN1-, AtNIMIN2
und AtNIMIN3-Expression stehen unter der Kontrolle \Wet2%r. Die Interaktionen fanden im Hefe-Drei-Hybridsystel
An- und Abwesenheit von Salicylséaure und ohne Zugabe \&thibhin zum Hefemedium statt.
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AINIMIN1 instabil in Anwesenheit von Salicylsaure ist, die TGA-Transkvipgfaktor-Bindung
hingegen durch Salicylsaure nicht beeinflusst wird (Meiex., 2011 4.2.1.7.

Wie bereits beschrieben, konnen die Paralogen AtNPR2, AtNPR3 und AtNPR4 nichtMiiN-NI
Proteinen interagieren. Weiterhin kdnnen AtNPR3 und AtNPR4 keine ternaren Komplegde imiti
TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMIN-Proteinen bilden. Trotzdem sollte einiotigyl Einfluss von
NIMIN-Proteinen auf die Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an diese NPR-Pratedthygsiert

werden.
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Abb. 29 Einfluss von NIMIN-Proteinen auf die Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Arabidopsis NPR-
Proteine. (A) Interaktion von AtNPR2 mit TGA-Transkriptionsfaktoren in Anwegghtion NIMIN-Proteinen. (B) Interaktic
von AtNPR3 mit TGA-Transkriptionsfaktoren in Anwesenheit von NIMINtBnen. (C) Interaktion von AtNPR4 mit TC
Transkriptionsfaktoren in Anwesenheit von NIMIN-Protein@dtNIMIN1-, AtNIMIN2- und AtNIMINZExpression steh:
unter der Kontrolle vorMet2%r,. Die Interaktionen fanden im Hefe-Drei-Hybridsystem in An- und Abwesi vor
Salicylséaure und ohne Zugabe von Methionin zum Hefemediattn st

90



4 Ergebnisse

Uberraschenderweise konnte auch hier eine Einschrankung der Interaktionsstarke zwisthen TG
Transkriptionsfaktoren und NPR-Proteinen in Anwesenheit von NIMIN-Proteinen gemessianw

Die Salicylsdure-Sensitivitat der Interaktion von AtNPR2 mit TGA-$kaiptionsfaktoren bleibt dabei
erhalten. Auf die Bindung von AtTGA3 und AtTGA6 an AtINPR2 hat AtNIMIN2 ander&@NsVIIN1

und AtNIMIN3 keinen wesentlichen Effekt. Die Interaktion von AINPR2 mit@AR und AtTGA7

wird hingegen durch alle verwendeten NIMIN-Proteinen negativ beeinflusst (Abk). Z%ie
Interaktion von Arabidopsis NPR3 mit TGA-Transkriptionsfaktoren erfahrt durch die Anwesenheit der
NIMIN-Proteine ebenso eine Einschrankung der Intensitat. Die Bindung von AINPRI@AZAwird

dabei durch AtNIMIN2 am geringsten beeinflusst und reagiert nicht auf Salicylsiarénteraktion

von AtTGA3 mit AtNPR3 wird ebenfalls durch NIMIN-Proteine eingeschrankgher aber durch
Salicylsaure einen Interaktionsverstarkenden Effekt. Die Bindung von AtTGA6 [HRR® wird
wiederum durch NIMIN-Proteine negativ beeinflusst, allerdings ohne SalicylEffield- Der negative
Einfluss der NIMIN-Proteine auf die Interaktion zwischen AtNPR3 und AtTGA7 wird hingegen
Anwesenheit von Salicylsdure umgekehrt (AbBR®Die Bindung zwischen Arabidopsis NPR4 und
TGA-Transkriptionsfaktoren wird durch die Anwesenheit der NIMIN-Proteine eingesc¢hkiekbei

wird ungeachtet der beteiligten TGA-Transkriptionsfaktoren deutlich, dd$ivifti2 auch hier den
geringsten Einfluss auf die Interaktion hat. Bei AtTGA2 und AtTGA3 kansedi&ffekt durch
Anwesenheit von Salicylsaure umgekehrt werden. Dies trifft in gewisser Waibeaaf AtTGA7 zu
(Abb. 29C). Obwohl NIMIN-Proteine nicht mit den Paralogen von Arabidopsis NPR1 interagieren und
keine ternaren Komplexe mit TGA-Transkriptionsfaktoren bilden kénnen, beemflsisdie Bindung

der TGA-Transkriptionsfaktoren an die Paralogen negativ und schrénken diese ein.

4.2.6 Dimerisierung von Arabidopsis NPR-Proteinen

Ein Modell der Salicylsaure-Wahrnehmung wahrend der systemisch aktivierten Resistenzabsiert
der aktiven Beteiligung der Arabidopsis NPR1 Paralogen NPR3 und NPR4. Hiertben AtNPR3
und AtNPR4 jeweils Salicylsaure-abhangig an AtNPR1. Die paralogen NPR-Prhtegieren als
Adapterproteine fir die Cullin3 E3 Ligase und gewahrleisten so die DegradierungNBR A (Fuet

al., 2012).

4.2.6.1 Homo- und Heterodimerisierung der Arabidopsis NPR-Proteine

Laut der Studie von Fu und Mitarbeitern konnen die Mitglieder der NPR-Protdiefaom Arabidopsis
Homo- und Heterodimere bildeAtNPR1 undAtNPR3 sollen in Anwesenheit von Salicylsaure oder
dem funktionellen Analog INA Heterodimere formen. Durch Salicylsdure wirdelierodimerisierung
von AtNPR1 undAtNPR3 gefdrdert, wohingegen die Dimerisierung zwiscAPR1 undAtNPR4
durch Anwesenheit von Salicylsaure gestort wird. Weiterhin kbnnen ArabidapdtR3 undAtNPR4
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untereinander Homo- und Heterodimere in Gegenwart von Salicylsdure oder INA bilden 1/48IB®
kann jedoch keine Homodimere bilden, allerdings kann AtNPR1 mit AtNPR2 unabhangig von
Salicylsaure in Hefe interagieren. Die jeweiligen DimerisierungsfahigkeiterAiddridopsis NPR-
Proteine wurden unter anderem im qualitativen Hefe-Zwei-Hybridtest nachgewiesen. In einem

guantitativen Hefe-Zwei-Hybridtest sollten die Ergebnisse voatRl (2012) Gberprift werden.
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Abb. 30 Dimerisierung von Arabidopsis NPR-Proteinen(A) Interaktion von AtNIMIN1 und AtNPR1 und Test auf
Interaktion zwischen AtNPR1 und Arabidopsis NPR-Proteinen. (B) und (C) Intaraidh AtNIMIN1 und AtNPR1 und Test
auf Interaktion zwischen AtNPR2 und Arabidopsis NPR-Proteinen. (D) InteraldioAtNPR3 mit AtTGA6 und Test auf
Interaktion mit AtNPR3 und AtNPRA4. (E) Interaktion von AtNIMIN1 und AtNPIRT Test auf Interaktion zwischen AtNPF
und AtINPR1 und AtNPRA4. (F) Interaktion von AtNIMIN1 und AtNPR1 und Testraefaktion zwischen AtNPR3 und
AtNPRA4. Die Interaktionen fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystem in Amd Abwesenheit von Salicylséure statt.
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Es konnte bestatigt werden, dass&tNPR1 in Hefe keine Homodimere bilden kann
(D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung). Allerdings konnte auch keine Fahighsit
Heterodimerisierung festgestellt werden. AtNPR1 interagiert in Hefe wat&tMPR2 und AtNPR3

noch mit AtNPR4, unabhéngig von der Fusion an die GAL4-Bindedomane oder GAL4-
Aktivierungsdomane. Dies steht in Diskrepanz zu den Daten von Fu und MitarbEaerar wurde

klar, dassAtNPR2 keine Homodimere und auch keine Heterodimere mit AINPR3 und AtNPR4 bilden
kann. AtNPR3 und AtNPR4 kdnnen ebenfalls keine Homodimere bilden und sind nicht in der Lage,
heterodimere Interaktionen einzugehen (Abb. 30). Die Ergebnisse von Fu und Mitarbeitern konnten
quantitativen Hefetests nicht reproduziert werden.

4.2.6.2 Interaktion von Arabidopsis NPR3 und NPR4 mit CULLIN3

In dem Modell von Fu und Mitarbeitern wird die Verflgbarkeit von ArabidopSIRN Salicylsaure-
abhangig durch die Interaktion mit AINPR3 und AtNPR4 reguliert. Dabeirsbdthbidopsis NPR3 und
NPRA4 liber die BTB/POZ-Domane nitCullin3 interagieren und somit die proteasomale Degradierung
von AtNPR1 gewahrleisten. Der Nachweis der Interaktion erfalgt@itro Gber einpull down
Experiment. Es sollte nun geprift werden, ob NPR3 und NPR4 im quantitativen Hefe-Zwei-
Hybridsystem mit AtCullin3 interagieren kénnen. Abbildung 31 zeigt, dass keinetBemoraktivitat

bei der Interaktion zwischeftCullin3 und Arabidopsis NPR1 gemessen werden konnte. Dies wurde
auch so von Fu und Mitarbeitern (2012) beschrieben. Ddemmunoprazipitation wurde gezeigt,
dass fur diese Interaktion AtNPR3 und AtNPR4 benétigt werden. Allerdings komnbestihriebene
Interaktion zwischen AtNPR3 urtCullin3 in Hefe nicht nachgewiesen werd@nCullin3 interagiert
auch nicht mit Arabidopsis NPR4. Tabak NPR1 besitzt ebenfalls im NrAen Bereich eine
BTB/POZ-Domane. Aber auch in diesem Fall komt€ullin3 nicht an Tabak NPR1 binden.

9,0 5
8.0 [0 sb-Medium
7,0 3
6,0 3
5,0 3
4,0 3
3,0 3
2,03
1,0 3

B + 0,3 mM Salicylsaure

Miller Einheiten

0.0 F—T=1 —rr Tt
AD AtNPR1 AD AtNPR1 AtNPR3 NtNPR1

BD AtNIMIN2 AtCullin3

Abb. 31 Bindung von AtCullin3 an Arabidopsis NPR-Proteine. Interaktion von AtNIMIN2 mit AtNPR1 und Test ¢
Interaktion zwischen AtCullin3 und AtNPR1, AtNPR3 und NtNPR1 sowie TesIramskriptionsaktivitit von AtCullin3. D
Interaktionen fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystem in An- und Abwesiénon Salicylséure statt.
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4.2.6.3 Einfluss von AtTGA2 auf die Homodimerisierung von Arabidopsis NPR1

Die Homodimerisierung von Arabidopsis NPR1 ist in Hefe nicht méglich (4.2.6.1). Boyle und
Mitarbeitern (2009) zufolge kann Arabidopsis NPR1 aber in Anwesenheit von TGA-
Transkriptionsfaktor AtTGA2 Homodimere bilden. Dies wurde mit Hilfe girfeflanzen-Drei-
Hybridtests nachgewiesen. Zur Uberprifueg Brgebnisses sollte das Experiment in Hefe wiederholt
werden Die Kontrollinteraktion verlief wie erwartet. Arabidopsis NPRIinisdler Lage, in Anwesenheit
von AtTGA2 mit AtNIMIN1 (Klon AtNIMIN1pA(35/142)) zu interagieren. Diednteraktion zeigte
auch den erwarteten negativen Effekt der Salicylsdure. Im Gegensatz dazu kémwesenheit von
AtTGA2 bei der Homodimerisierung von AtNPR1 allerdings lediglich eine achw
Reportergenaktivitat gemessen werden, welche sich nur marginal vom allgerdeitengrund des
Messsystems abhebt (Abb. 32). Eine geringe Tendenz ist dadurch mdglicherweise erkemnbar. |
heterologen Hefesystem ist die Homodimerisierung von AtNPR1 in Anwesenheit V&AZAtnicht

eindeutig nachweisbar.

=
o
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O R N W Hh O oo N 0 ©

AD AD AtNIMIN1pA AtNPR1
BD AINPRI/ATTGA2

Abb. 32 Einfluss von AtTGA2 auf die Homodimerisierung von Arabidopsis NPR1Test auf Interaktion zwischen AtNP
und AtNIMIN1pA(35/142) bzw. AtNPR1 in Anwesenheit von AtTGARITGA2Expression steht unter der Kontrolle
Met2%r. Die Interaktionen fanden im Hefe-Drei-Hybridsystem in An- und é&ewnheit von Salicylsaure und ohne Zu
von Methionin zum Hefemedium statt.

4.2.6.4 Heterodimerisierung von AtNPR1, AtNPR3 und AtNPR4 mit Tabak NPR1

Die Homo- und Heterodimerisierung zwischen MitgliedernAt®&PR-Proteinfamile konnte entgegen
den Angaben von Fet al. (2012) in dieser Arbeit nicht gezeigt werddiNPR1 hingegen besitzt die
Fahigkeit, in Hefe Salicylsaure-unabhangig Dimere zu bilden. NtNPR1 kann sowoh| Ham®diis
auch Heterodimere mit NtNPR3 bilden. Fur die Dimerisierung wird dabei G&/HDZ-Domane
bendtigt (D.Neeley&U.M.Pfitzner, persdnliche Mitteilung). Aufgrund der erfolgeiddimerisierung
derNtNPR-Proteine in Hefe sollte nun versucht werden, HybriddNéNBR1 und Arabidopsis NPR1,
NPR3 und NPR4 zu bilden. Allerdings konnte weder in Anwesenheit noch in Abwedseahei
Salicylsaure eine nennenswerte Interaktion zwischen den Proteinen gemessen werdeardiiaée
Aktivitat konnte bei der Interaktion zwischeNdtNPR1 und AtNPR3 beziehungsweise AtNPR4
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gemessen werden. Eine Heterodimerisierung zwis®tt&PR1 und Arabidopsis NPR1 scheint in

diesem Fall nicht mdglich zu sein (Abb.)33

] SD-Medium
B + 0,3 mM Salicylsaure

Miller Einheiten

BD NtNPR1 AtNPR1 AINPR3  AtNPR4
AD NtNPR1

Abb. 33 Heterodimerisierung von Tabak NPR1 mit Arabidopsis NPR-Proteinernin Hefe. Interaktion von NtNPR.
AtNPR1, AINPR3 und AtNPR4 mit NtNPR1 im Hefe-Zwei-Hybridsystem in Amd Abwesenheit von Salicylsaure.

Die Basis des Modells der Salicylsaure-Wahrnehmung naat Bu(2012) konnte im quantitativen
Hefe-Zwei-Hybridsystem nicht reproduziert werden. Weder die Homo- und Heteriglerung der
AtNPR-Proteine noch die Bindung von AtNPR3 und AtNPRABRuUIiN3 lielRen sich nachweisen.
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4.3 Einfluss vonSalicylsédure und analogen Verbindungen auf Arabidopsis NPR-

Proteine in Hefe

In vorangegangenen Studien und Kapitel 4.2 konnte gezeigt werden, dass Salieyls&uadidopsis

NPR1 und seine Paralogen NPR2, NPR3 und NPR4 eine direkte Wirkung in Hefen bgls&tab

bewirkt die Dissoziation der Interaktionen von NPR1 mit NIMIN1 beziehungsweise NsMihd
verstarkt die spontane Interaktion von NPR2 mit Vertretern der TGAsKiiationsfaktorfamilie
signifikant. Diese intensivierende Wirkung ist besonders bei der InteraktioNFR2 mit AtTGA7 zu
beobachten. Fur die Paralogen NPR3 und NPR4 konnte gezeigt werden, dass Salicylséaure én der Lag
ist, die Affinitat der beiden C-terminalen Domanen LEKRV und NIMINBi@dedomane zu induzieren
(D.Neeley&U.M.Pfitzer, personliche Mitteiluhg

Neben Salicylsaure sind noch weitere Substanzen bekannt, welche EinflusP&iduktion haben
oder in der Pflanzenabwehr aktiv sind. Benzoesaure beispielsweise ist nicht Awissimenprodukt

in der Salicylsdurebiosynthese, sondern ist ebenso wie Salicylsdure sidindtage, die Abwehr gegen
TMV zu induzieren (White, 1979). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Benzoesaureisowohl d
Expression voPR1:Genen als auch die systemisch aktivierte Resistenz induzieren kann éMalier
2011; Xieet al., 1998).2,6-Dichlorisonicotinsdure (INA) ist wie Salicylsaure ein Ausléser der SAR.
INA induziert Resistenz gegen eine Bandbreite von Pathogenen, dabei wirken M&deddst noch
Metaboliten von INAIn vitro antimykotisch (Métrauet al.,1991). Durch INA werden dieselben SAR-
Gene induziert wie bei Salicylsdure und biologischer Induktion durch Pathogeng W\, 1991,
Ukneset al., 1992). INA induziert aber nicht die Akkumulation von Salicylsaure, denrt @sich in
transgenen Pflanzen effektiv, welche nicht mehr in der Lage sind, Salicyls&waieunulieren
(Vernooij et al., 1995). Neben Salicylsdure und INA ist auch S-Methyl-1,2,3-benzothiodiazol-7-
carbothioat (BTHSchurteret al.,1987; Schurteet al.,1993) ein chemischer Aktivator der SAR. BTH
hat keine direkte antimykotische Wirkung, ebenso wie der Hauptmetabolit 1,2,3-Beriaatiiiad
carboxylsaure und verschiedene andere Metaboliten (Frieefriah, 1996). BTH schiitzt Pflanzen
gegen dasselbe Spektrum von Pathogenen wie Salicylsdure-, INA- und Pathogen-induziddigr &§AR.
die Behandlung der Pflanzen mit BTH wird die Akkumulation W@RZLTranskripten induziert,
allerdings geht dies nicht mit der Akkumulation von Salicylsaure einhiedfiehet al.,1996; Lawton

et al.,1996). Ferner ist BTH in der Lage, wie Salicylsdure Tabak-Mosaik-Virus (TM) denPR1a
Promotor zu aktivieren (Friedriat al.,1996; Ukneset al.,1993; Van de Rheet al.,1990). Ebenso

wie INA kann BTH in NahGPflanzen die Akkumulation vo®R1 mRNA und Resistenz gegen
Pathogene induzieren (Friedrieh al., 1996; Lawtonet al., 1996). NahGPflanzen exprimieren das
bakterielle GenNahG welches fir das Enzym Salicylsdure-Hydroxylase kodiert. Diese Pflanzen
kénnen dadurch keine signifikanten Mengen von Salicylsaure mehr akkumulieren (@aHhgh993).

Die Arabidopsis. thaliana nimhprl Mutante ist nach der Salicylsdureakkumulation im SAR-

Signaltransduktionsweg fehlerhaft. Die Behandlung monl/nprl Mutanten mit Salicylsdure, INA
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oder BTH induziert weder die Akkumulation v&@R1 mRNA noch eine Resistenz gegen Pathogene
(Caoet al.,1994; Delaneyt al.,1995; Ryal®t al.,1997). Des Weiteren ist die Wirkung von BTH nicht
von der Sensitivitat gegenlber Ethylen oder Jasmonsaure abhéngig (leavadqri996). Aufgrund
phytotoxischer Eigenschaften von INA wurde diese Substanz nie kommerziell limrmbrirtschaft
eingesetzt. BTH hingegen war fur den Schutz der landwirtschaftlichen Nuzph adaquat und wird
kommerziell unter dem Handelsnamen Biam Europa und Actigafdin den USA genutzt (Schurtet

al., 1987; Schurteet al.,1993; Kunzet al.,1997; Oostendoregt al.,2001).

Bei der Analyse verschiedener Verbindungen wurde als chemischer Induktor der Patispgesiven
CaBP22-: GUS Reportergenkonstruktion in  Arabidopsis die Substanz 3,5-Dichloranthranilsaure
identifiziert (Knothet al., 2009; Knoth&Eulgem, 2014). 3,5-Dichloranthranilsdure schitzt Pflanzen
gegen Hyaloperonospora parasiticaind Pseudomonas syringadurch 3,5-Dichloranthranilsaure
werden verschiedene Salicylsdure-responsive Gene, welche im Zusammenhang mitediersédiven,

hoch reguliert. Dazu gehor&RKY70, PRLndCaBP22. Ebenso wie bei INA und BTH bendtigt die
Wirkung von 3,5-Dichloranthranilsdure keine Salicylsaure-Akkumulation. Im GegensdiA und

BTH wird die durch 3,5-Dichloranthranilsdure vermittelte Resistenz aatgtandig innprl Mutanten
unterbunden, allerdings wird die Wirkungwrky70 Mutanten ebenfalls teilweise unterbunden. Dies
bedeutet, dass 3,5-Dichloranthranilsdure vermutlich neben dem NPR1-abhangigen Signalweg noch
teilweise auf einen WRKY70-abhéngigen Zweig der Pflanzenabwehr, welcher kein NPRLthendéti
wirkt (Knoth et al., 2009; Bektas&Eulgem, 2015). Im Zuge dieser Analyse wurden auch strukturelle
Analoga der 3,5-Dichloranthranilsdure getestewie beispielsweise Anthranilsaure und
3,5-Dichlorbenzoeséure. 3,5-Dichlorbenzoeséure ist in der Lage, sowohl die basale Abgerhr g
Hyaloperonospora. parasiticaals auch die Expression voBaBP22-:GUS in Arabidopsis zu
induzieren (Knottet al.,2009).

In diesem Kapitel sollte die Wirkung der Salicylsdure auf NPR1 und seine Parslieg2y NPR3 und

NPR4 in Hefe miteinander verglichen werden. Zusatzlich sollten die Spezifitésemsitivitat der
jeweiligen Salicylsdure-sensitiven Interaktionen untersucht werden. Hierfidemustrukturelle
Analoga der Salicylsaure getestet. Die Analyse fand im heterologen Hefe-Zimetidystem statt. Als
Hintergrundkontrolle des Messsystems wurde eine Co-Transformation der jewelégesn
Hefevektoren verwendet. Samtliche zu testende Substanzen wurden dem Hefe-Medium in
entsprechender Konzentration hinzugefiigt. Es ist bekannt, dass Hefen in der Lage siadz&ulbse

Sdicyl- und Benzoesaure aus dem Medium aufzunehmen und diese nicht in ihrem Metabolismus
umzusetzen (Henriquest al., 1997; Macris, 1975; Scharét al., 1982). Somit eignet sich das Hefe-
Zwei-Hybridsystem als adéaquates Testsystem fiur die verschiedenen Substanzen im Hinbtiek auf
direkte Wirkung auf NPR-Proteine. Die Wirkung der ausgewahlten Substanzen wuitei in
verschiedenen Konzentrationen untersucht: 0,3 mM, 0,03 mM und 0,003 mM. 4-Chlorbenzoesaure,

3,5-Dichlorbenzoesaure und 3,5-Dichloranthranilsdure wurden aufgrund ihrer schlec$liehkked
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statt in HO in DMSO gel6st. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Konzentration von 0,5% DMSO
im Hefe-Medium nicht Gberschritten wird. In dieser geringen Menge hat DMSO kdinfarsg& auf das
Wachstum der Hefen. Zur Kontrolle wurde der Negativkontrolle jeweils ebenfals OBISO
beigefugt. Es zeigte sich allerdings, dass sich die chlorierten Substanzen 4-Cbkshere,
3,5-Dichlorbenzoesaure und 3,5-Dichloranthranilsaure in einer KonzentrationdvorvDnegativ auf

das Wachstum von Hefen auswirkten.

4.3.1 Einfluss von Salicylsaure und analogen Verbindungen auf Arabidopsis N¥L

Zunachst wurde der Einfluss verschiedener analoger Verbindungen im Vergléeticgusaue auf

die Dissoziation von NPR1 und NIMIN2 analysiert. Zu den untersuchten Substanzen gehdrten
Benzoesaure, Anthranilsaure, 3,5-Dichloranthranilsaure, 4-Chlorbenzoesaure und
3,5-Dichlorbenzoeséure (Abb.)34
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Salicylsaure Benzoeséure Anthranilséure  3,5-Dichloranthranilséure4-Chlorbenzoeséaurg,5-Dichlorbenzoeséure

Abb. 34 Strukturformeln von Salicylsdure, Benzoesdure, Anthranilsdte, 3,5-Dichloranthranilsaure,
4-Chlorbenzoeséure und 3,5-Dichlorbenzoeséaur&trukturformel von Salicylsdure (PubChem CID 338); Strukturfc
von Benzoesédure (PubChem CID 243); Strukturformel von Anthranilg®uieChem CID 227); Strukturformel v
3,5-Dichloranthranilsaure (PubChem CID 76036); Strukturformel von 4-Chhatesdure (PubChem CID 63
Strukturformel von 3,5-Dichlorbenzoeséure (PubChem CID 5811).

Bereits bei einer Konzentration von 0,3 mM sind wesentliche Unterschiedeatinder Substanzen
auf den Effekt der NPR1-NIMIN2-Interaktion zu erkennen. Die dissoziierende Wirkiamgy
Salicylsaure ist vergleichbar mit der Wirkung von 4-ChlorbenzoesaureEfikt von Benzoesaure
und Anthranilsdure ist im Vergleich zur Salicylsdure wesentlich schwachedjradke ist der negative
Effekt im Vergleich zur Kontrolle ohne zusatzliche Substanz dennoch sichtbar. Die befdenatten
Substanzen 3,5-Dichloranthranilsaure und 3,5-Dichlorbenzoesaure weisen eine deuttere star
dissoziierende Wirkung auf die Interaktion zwischen NPR1 und NIMIN2 als Salioylséibst auf.
Diese Unterschiede werden mit abnehmender Konzentration noch deutlicher. BaM) f8gen die
dichlorierten Substanzen weiterhin den starksten Effekt. Benzoesaure ebeAsthnémilsdure sind
bei dieser Konzentration bereits wirkungslos und zeigen keinen Effekt mehr auifteliakiion
zwischen NPR1 und NIMIN2. Auch der Effekt von Salicylsaure lasst nun deutlich nach. @iertéh
Substanzen zeigten auch bei einer Konzentration von 0,03 mM die starkste Wirkung iatefr dieidn
im Vergleich zu Salicylsaure und den weiteren Substanzen. Bei 0,003 mM lassirkimg\der

Substanzen im Allgemeinen sehr stark nach. 3,5-Dichloranthranilsdure und 3,5-Dicldedaeme
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zeigen aber weiterhin einen geringen Effekt. Bei den weiteren Substanzen so wie auch bei Salicylsaure
ist kein Effekt mehr zu erkennen (Abb.A85

$ %
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= s .y 1 10
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r T T T 0
200- -4 -3 2 -1 0
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o 5 +
O 5 2003
<
c
o 15,01
3 100 g &ICSO MVert fir 3,5-Dichloranthranilsaure
=
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(0]
o _ 35,0 £ s * 1 20
o g 009 w * 115
T 2501 e 3
£ b = .
S 2001 i S - 10
e IC. = 3,54 uM s 15
& 150] - 2> H . 0
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B Bp/AD [] SD-Medium* [l + Salicylsaure + Benzoesauref + Anthranilsaure %] + 3,5-Dichloranthranilsaure*

B + 4-Chlorbenzoesaure* B+ 3,5-Dichlorbenzoesaure* * + 0,5% DMSO

Abb. 35 Einfluss von Salicylsdure und analogen Verbindungen auf Arabigpsis NPR1. (A) Interaktion vol
AtNIMIN2 und AtNPR1 in Anwesenheit von Salicylsaure, Benzoesaurehranilsdure, 3,5-Dichloranthranilsét
4-Chlorbenzosaure und 3,5-Dichlorbenzoesaure in den Konzentrat8e mM, 0,03 mM und 0,003 mM. (
Abhé&ngigkeit der Interaktion von AtNIMIN2 und AtNPR1 von Salicylsay@) Abhéngigkeit der Interaktion v
AtNIMIN2 und AtNPR1 von 3,5-Dichloranthranilsdure. Die Interaktionen ésmidn Hefe-Zwei-Hybridsystem statt. [
Substanzen 4-Chlorbenzoesaure, 3,5-Dichlorbenzoesaure unBicBl&éranthranilsaure wirken sich bei ei
Konzentration von 0,3 mM hemmend auf das Wachstum der Hefen aus.

Zum Vergleich der dissoziierenden Wirkung der Substanzen zu Salicylsdure auf edaktion
zwischen NPR1 und NIMIN2 wurden d&Werte aufgenommen. Hierfir wurde neben Salicylsaure
beispielhaft die 3,5-Dichloranthranilsdure verwendet, welche auch bei geringeertiainn die
starksten Effekte auf die NPR1-NIMIN2-Interaktion zeigte. [Mks-Wert betragt bei Salicylsaure fur
die Dissoziation von NPR1 und NIMIN2 17,03M (Abb. 33B). Der IGoWert fir
3,5-Dichloranthranilsdure ist mit 3,5%M (Abb. 38C) annéhernd funf Mal geringer als der Wert fir
Salicylsaure. Anhand der d&Werte wird deutlich, was sich bereits im Vorfeld vermuten liel3: Die

Wirkung von 3,5-Dichloranthranilsdure ist im Vergleich zur Salicylsdure wesentiektieér.
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e I8N

S-Methyl-1,2,3-Benzothiodiazol-7-carbothioz 1,2,3-Benzothiadiazol-7-carboxylséur 2,6-Dichlorisonicotinsaure

BTH Acibenzolarsaure INA

Abb. 36 Strukturformeln von BTH, Acibenzolarsdure und INA. Strukturformel von S-Methyl-1,2,3-benzothiodiazc
carbothioat (BTH PubChem CID 86412); Strukturformel von 1,2,3-Benzothiadiazol-7-cgidiinxe (Acibenzolarsau
PubChem CID 10921109); Strukturformel von 2,6-Dichlorisonicotirs@NA; PubChem CID 94830

Zusatzlich zu diesen strukturellen Analoga wurde weiterhin die WirkungB¥ah und INA auf die
Dissoziation von Arabidopsis NPR1 und NIMIN2 getestet. Neben INA und BTH vaurde als freie
Saure vorliegendes BTH (1,2,3-Benzothiodiazol-7-carboxylsaure, Acibenzolarséwwendet (Abb.

36). Die drei Substanzen wurden ebenfalls in drei verschiedenen Konzentrationen (0,3 mMM0,03 m
und 0,003 mM) getestet. Bereits bei einer Konzentration von 0,3 mM wirdittedass die Substanzen

in Hefe nicht dasselbe Potential wie in Pflanzen aufweisen. Salicylsadutehiar mit Abstand am
effektivsten auf die Interaktion zwischen AtNPR1 und NIMIN2. Acibenzolarsaigt imnerhalb der

drei Substanzen die starkste dissoziierende Wirkung auf die Interaktion beidaneRralieirdings ist

der Unterschied in der Wirkung zu INA relativ gering.

GBD-AtNIMIN2 + GAD-AtNPR1
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Abb. 37 Einfluss von BTH, Acibenzolarsdure und INA auf Arabidopsis NPR1Interaktion von AtNIMIN2 und AtNPR1
Anwesenheit von Salicylséure, BTH, Acibenzolarsaure und INAmnkadmzentrationen 0,3 mM, 0,03 mM und €
mM. Die Interaktionen fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystem statt.
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Den geringsten negativen Effekt auf die Interaktion von AtNPR1 und NIMIN2 weée$BRiH auf. Bei

0,03 mM werden die Unterschiede wesentlich geringer. Die negative Wirkung von Salicylsaure ist nun
etwa vergleichbar mit der von Acibenzolarsaure und INA und weitaus wenigktivefils bei 0,3 mM.

Auch hier zeigt BTH den geringsten Effekt auf die Interaktion und unterscheidédasichnoch von

der Kontrolle ohne zusatzlich hinzugefugte Substanz im Hefe-Medium. Bei degeyeKonzentration

von 0,003 mM sind keine negativen Wirkungen mehr von Salicylsdure und den verwendeten drei
Substanzen auf die Interaktion von AtNPR1 und NIMIN2 messbar (Abb. 37).

Arabidopsis NPR1 ist als einziges Mitglied der NPR-Proteinfamilie irLdge, mit NIMIN-Proteinen
und TGA-Transkriptionsfaktoren terndre Komplexe in Hefe zu bilden. Dabei istmigire Komplex
aus NPR1, TGA-Faktoren und NIMIN1 gegeniber Salicylsdure sensitiv. StelftiragieNIMIN2 ein
Teil des terndren Komplexes dar, ist dieser insensitiv gegeniiber Salieylsbwohl die Interaktion
zwischen NPR1 und NIMIN2 Salicylsaure-sensitiv ist (Hermetral.,2013, 4.2.5.1

Im Weitern sollte geprift werden, ob die getesteten strukturellen Analog&8atieylsaure einen
Einfluss auf die ternaren Komplexe aus NPR1, NIMIN1 oder NIMIN2 sowie den TGA-
Transkriptionsfaktoren TGA2, TGA3 und TGA7 zeigen. Fur die Analyse wurden fol@arustanzen

in der Standardkonzentration 0,3 mM eingesetzt: Salicylsdure, Benzoesaumdrodyldgnzoesaure

und 4-Chlorbenzoesaure. 3,5-Dichloranthranilsaure wurde dabei abweichend von der
Standardkonzentration mit 0,03 mM verwendet. Hinsichtlich des terndren KompftgeB8eteiligung

von NIMIN1 verhalten sich die Substanzen ungeachtet der verwendeten TGA-Transkdftimesf
anndhernd ahnlich. 4-Hydroxybenzoesaure hat keinen Effekt auf die Stabilitét des ternaren &omplex
und die Interaktionsstarke ist &hnlich der Kontrolle ohne zuséatzliche Substar@edensatz zur
Benzoesaure ist 4-Hydroxybezoesaure inaktiv in Bezu@R®Geninduktion und SAR (White, 1979;

Xie et al, 1998). 4-Chlorbenzoeséaure weist eine relativ geringe Wirkung auf die lidarakiischen
NPR1-TGA-NIMIN1 auf. Benzoesdure verhalt sich dabei &hnlich wie 4-Chlorbenzoesaure.
3,5-Dichloranthranilséure zeigte eine dhnliche dissoziierende Wirkung auf den ternargiexwmn

Salicylsaure, obwohl es zehnmal geringer konzentriert vorlag (Abb. 38).

Die ausgewahlten Substanzen hatten wie Salicylsdure keine dissoziierende Wirkung auf dam terna
Komplex, wenn NIMIN2 beteiligt war. Unter Beteiligung von TGA2 und TGA3 dintsichtlich der
Substanzen und der Kontrolle keine nennenswerten Unterschiede zu erkennen. Im Falle von TGA7
jedoch scheinen sich Salicylsaure und die weiteren Substanzen verstéarkend auf dé 8esaidirnaren
Komplexes auszuwirken. Die Stabilitdt des NIMIN2-NPR1-TGA-Transknistiaktor-Komplexes

wird also weder von Salicylsaure noch von weiteren potentiellen Substanzen, welche dinss &

die Interaktion von NPR1 mit NIMIN2 aufweisen, verringert (Abb. 38).
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Abb. 38 Einfluss unterschiedlicher Verbindungen auf die Bildung ternédrer Komplexe von Arabidopsis NPR1 mi
NIMIN-Proteinen und TGA-Transkriptionsfaktoren. (A) Interaktion von AtNIMIN1 bzw. AtNIMIN2 mit AtTGA2 i
Anwesenheit von AtNPR1. (B) Interaktion von AtNIMIN1 bzw. AtNIMIN2 mitTRGGA3 in Anwesenheit von AtNPRL1. (
Interaktion von AtNIMIN1 bzw. AtNIMIN2 mit AtTGA7 in Anwesenheit von AtNPRDie Interaktionen fanden im He
Drei-Hybridsystem in Anwesenheit von 0,3 mM Salicylsaure, 0,3 mizBesaure, 0,3 mM @H-Benzoesaure, 0,03 ir
3,5-Dichloranthranilsdure und 0,03 mM 4-Chlorbenzoeséure urelfilgabe von Methionin zum Hefemedium ststNPR1
Expression steht unter der Kontrolle Vidiet25ro.

4.3.2 Einfluss von Salicylsdure auf Arabidopsis NPR2

Wie bereits in Kapitel 4.2.2.2 beschrieben, interagiert NPR2 migligdern der bZIP-TGA-
Transkriptionsfaktorfamilie. Die Interaktion zwischen den Proteinen erfolgtapand wird durch die
Anwesenheit von Salicylsaure verstarkt. Dieser verstarkende Effekt der Salieylvurde besonders

bei der Interaktion von NPR2 mit TGA7 beobachtet. Bei Arabidopsis NPR1 wie auch bei Tabak NPR1

ist das Arginin in der LENRV-Domaéane im C-terminalen Teil der Proteirssaliaggebend fur die
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Wahrnehmung von Salicylsaure. Das wurde durchisiel-4 Mutante in Arabidopsis NPR1 und einer
vergleichbaren Mutante in Tabak eindeutig nachgewiesen. Durch den Austausch des Argiimamz
Lysin verlieren die Mutanten die Fahigkeit, auf Salicylsaure zu reagieres@yal., 1997; Maieret

al., 2011). Analog zur LENRV-Domane in NPR1 gibt es im C-terminalen BerdshNPR2 eine
YENRV-Doméane. Mittelsoverlap extensiorPCR wurde eine analogaml-4 Mutante fir NPR2
generiert. Mit Hilfe von NPR2 R432K (Abb. B89 sollte untersucht werden, ob das Arginin auch hier
wichtig fur die Salicylsdure-Sensitivitat der Interaktion zwischen NPR2 undl-H&ktoren ist. Die
Analyse fand im heterologen Hefe-Zwei-Hybridsystem sksttivurde beispielhaft die Interaktion von
NPR2 mit Transkriptionsfaktor TGA7 untersucht. Die Wildtyp-Situation wurdeMigiante direkt
gegenibergestellt. Fir den Hefe-Test wurde die Standardkonzentration von 0,3 mMciis&baé
verwendet. Wie in Abbildung 39B zusehen ist, interagieren NPR2 und TGA7 in der Wadtyation
spontan miteinander. Durch Zugabe von Salicylsdure vervierfacht sich die Interaktiensaigchen
den Proteinen. NPR2 R432K interagiert ebenso wie der Wildtyp spontan mit TGAVZNgabe von
Salicylsaure verbleibt aber die Interaktionsstarke der beiden Proteine auf dera 8vespontanen
Interaktion. Durch den Aminosdureaustausch R432K konnte ebenso wie in NPR1 der Einfluss von
Salicylsaure unterbunden werden. Das bedeutet, dass auch in NPR2 das Arginin ind-VIBN\R

essentiell fir die Wahrnehmung von Salicylsaure ist.

BTB/POZ ANK YENRV ~ N1/2BD
1-600AS| - | | :-:I:-:-:-:-l AtNPR2 R432K
R432K
% & e
AtNPR2 R432K EC,, #Vert flir Salicylsaure
45,0 5 25
40,0 3
gss,o- s ;*II 1 20
S 3001 = *
€ 2501 < {1 15
W 20,0 m s *
2 150 3 ‘ 110
= 10,0 3 s 3 15
50 ] 1 EC.= 19,02 M
0,0 T T T t T T T T 0
BD AtNPR2 MPR2 R432K -4 2 - 0

-3 - 1
AD AT log Konzentration [mM]

[ sb-Medium [l + 0,3 mM Salicylséure

Abb. 39 Einfluss der R432K Mutante im YENRV-Motiv von Arabidopsis NPR2 auf die Wahrnehmung vor
Salicylsaure.(A) Schematische Darstellung von AtINPR2 R432K. (B) Interaktion zwischidRR2 bzw. AINPR2 R432
und AtTGA7 in An- und Abwesenheit von Salicylséure. (C) Konzentrsaéibhangigkeit der Interaktion zwischen AtNF
und AtTGA7 von Salicylsaure. Die Interaktionen fanden im HefeiZybridsystem in An- und Abwesenheit \
Salicylsaure statt.
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Zum besseren direkten Vergleich der Salicylsaure-sensitiven Interaktionen dérbtieRe wurde flr
die Interaktion zwischen NPR2 und TGA-Transkriptionsfaktoren desc-W®@rt fur Salicylsaure
ermittelt. Dabei wurde beispielhaft wieder die Interaktion von NPR2 @& verwendet. Der Ef
Wert liegt hier bei 19,02M (Abb. 39C) und ist vergleichbar mit demsyWert fur die Interaktion
zwischen NPR1 und NIMIN2, welcher bei 17,03 uM liegt.

4.3.3 Einfluss von Salicylsaure und analogen Verbindungen auf Arabidopsis NPR3

Anders als bei Arabidopsis NPR1 ist die Salicylsdure-abhéngige Assoziation delir@temdomane
LEKRV und NIMIN-Bindedoméane bei Arabidopsis NPR3 ebenso wie bei Tabak NPRlichmdgl
(D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung). Es ist bekannt, dass die Phenylalanimen
Positionen 505 und 506 in Tabak NPR1 und entsprechend Tyrosin an der Stelle 508 undarenylal
an Stelle 509 in Tabak NPR3 essentiell fur die Bindung von NIMIN-Proteinen sind. Adaing
befinden sich in Arabidopsis NPR1 in der NIMIN-Bindedoméne an den Positionen 507 und 508
Phenylalanine, welche auch hier notwendig fir die Bindung der NIMIN1- und NINPig&ine sind
(Maieret al.,2011; Hermanet al.,2013; 4.1.3.2). Anders als Arabidopsis NPR1 und Tabak NPR1 und
NPR3 ist Arabidopsis NPR3 nicht in der Lage, mit Mitgliedern der NIMIN-Proteiiieamnau
interagieren (Weigedt al.,2001; Zwickeret al.,2007; Maiert al.,2011 4.2.3.1). Dennoch weist NPR3

im C-Terminus einen Bereich mit hoher Homologie zur konservierten NIBlildedomane von
AtNPR1 auf. Analog zu Tabak NPR1 befinden sich an Position 502 und 503 bei NPR3 ebenfalls zwei
Phenylalanine. Diese Phenylalanine wurden zu Serinen ausgetauscht. Die Mutation F508r8@3S

in den C-terminalen Domanenklon NPR3(463/586) eingebracht (AB). #0 heterologen Hefe-Zwei-
Hybridsystem wurde nun getestet, ob diese Mutation Auswirkungen auf die Fahigkeit der lraatanier

Affinitat der C-terminalen Domanen von NPR3 hat.

$ %
GAD-AtNPR3(463/586) F502/503S

8,0 1
7,0 3
6,0 3 M + 0,3 mM Salicylsaure

[ sb-Medium

N1/2BD

463-586 AS AtNPR3 N1/2BD

* F502/503S

eiten

5,0 %
4,0 5
3,0 3
2,0 4

F502/503S

Miller Einh

1,04
0,0 1

AD Wt F502/503S
BD AINPR3 (383/462)

Abb. 40 Einfluss der Mutation F502/503S auf die Salicylsaure-induzierbare Affindt der C-terminalen Doméanen vol
Arabidopsis NPR3.(A) Schematische Darstellung von AtNPR3(463/586) F502/503S. (B) Ititeralon AtNPR3(383/46:
und AtNPR3(463/586) bzw. AtNPR3(463/586) F502/503S in ymd Abwesenheit von 0,3 mM Salicylsdure im Hefe-Z
Hybridsystem.
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Die Interaktion des mutanten Doméanenklons wurde der Wildtyp-Situation direkt gegpesibbt. Bei
der wildtypischen Situation ist eine klare Assoziation der beiden Domanen bei eathedsvon
Salicylsaure zu erkennen. Im Falle der F502/503S Mutation in der DeletionsenMRRB(463/586)

sind die beiden Domanen nicht mehr in der Lage, miteinander zu interagieren (Abb. 40B).

Des Weiteren sollte in diesem Kapitel die Spezifitat der Salicylsautadalktor der Interaktion der
C-terminale Domanen von NPR3 sowie die Wirkung verschiedener Verbindungen auf diese
Interaktion analysiert werden. Daflr wurden dieselben Verbindungen verwemrdigt Mapitel 4.3.1.

Im Gegensatz zur Interaktion von NPR1 mit NIMIN2 zeigt sich bei der indern Affinitat der
C-terminalen Doménen ein anderes Bild der Wirkung der verwendeten Substaneés. ligereiner
Konzentration von 0,3 mM sind nun deutliche Unterschiede erkennbar. Anders als bei NPR1 ha
Anthranilsaure keine nennenswerte Wirkung auf die Assoziation der C-terminai@mBo, die tber

das Niveau der spontanen Interaktion hinausgeht. Auch die induzierende Wirkung dersBare ist

hier sehr schwach ausgeprégt. Im Fall von NPR1 hatte 4-Chlorbenzoesdure eine ausgepragte
dissoziierende Wirkung auf die NPR1-NIMIN2-Interaktion. Hier allerdingjs die Wirkung der
Substanz auf die Assoziation der C-terminalen Domé&nen gleich Null. Die dkctdar Substanzen
3,5-Dichlorbenzoeséure und 3,5-Dichloranthranilsiure zeigten eindeutig die dférksteg innerhalb

der getesteten Substanzen. Allerdings konnten sie Salicylsdure in diesem Fall imdilzerenden
Wirkung nicht Gbertreffen. Hierbei gilt es aber zu beachten, dass das WachstHefatebei dieser
Konzentration durch die dichlorierten Substanzen erheblich eingeschrankt wird undestgpdass
differenziert zu betrachten ist. Bei einer Konzentration von 0,03 mM wird jedoclicdediss die
dichlorierten Substanzen 3,5-Dichlorbenzoesaure und 3,5-Dichloranthranilsdure eine déukiesk st
induzierende Wirkung auf die Affinitat der C-terminalen Domanen von NPR3 haben aldsaalie.

Die induzierende Wirkung von Salicylsaure hebt sich nur geringfligig vom Nigeaspontanen
Interaktion ab. Der Effekt von Benzoesaure, Anthranilsaure und 4-Chlorbenzoesaure dtihidi A

der C-terminalen Domanen geht bei 0,03 mM gegen Null. Ein noch deutlicheresfBilcdie Wirkung

der Substanzen bei einer Konzentration von 0,003 mM. Alle Substanzen einschliel3lich Saioyisaur
Ausnahme der dichlorierten Verbindungen zeigen bei dieser niedrigen Konzentratiole Kaiirkuing

auf die zu untersuchende Interaktion mehr. Der Effekt von 3,5-Dichlorbenzoeséure ist dabei nicht ganz
so stark ausgepragt wie der Effekt von 3,5-Dichloranthranilsaure auf diet#ffiler C-terminalen
Doménen von NPR3 (Abb. A).

Ebenso wie bei NPR1 haben die dichlorierten Verbindungen auch bei NPR3 eine beks#ekiivere
Wirkung als Salicylsaure. Zum direkten Vergleich der Wirkungen auf die jeeriligteraktionen
wurden auch flr die induzierbare Affinitat der C-terminalen Domanen von3NE&-Werte fir
Salicylsaure und 3,5-Dichloranthranilsdure ermittelt. DegoBZert flr Salicylsaure ist groRer als
121,12 pM (Abb. 41B) und ist siebenmal héher als der Wert fir die Interaktion von NPR1. Fur
3,5-Dichloranthranilsdure liegt der Wert bei 58 (Abb. 41C) und ist im Vergleich zur Salicylsaure
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deutlich geringer. Der EgWert von 3,5-Dichloranthranilséure ist aber im Vergleich zu desm\Wert
fur die NPR1-NIMIN2-Interaktion fur 3,5-Dichloranthranilsaure mit 3,54 uM recht ahnlich.
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Abb. 41 Einfluss von Salicylsdure und analogen Verbindungen auf Arabopsis NPR3. (A) Interaktion voi
AtNPR3(383/462) und AtNPR3(463/586) in Anwesenheit von SalicylsauBenzoesaure, Anthranilsal
3,5.Dichloranthranilséure, 4-Chlorbenzosaure und 3,5-Dichlorbenmeestiden Konzentrationen 0,3 mM, 0,03 mM
0,003 mM. (B) Abhéangigkeit der Interaktion von AtNPR3(383/462Q ultNPR3(463/586) von Salicylsaure.

Abhangigkeit der Interaktion von AtNPR3(383/462) und AtNPR3(468/%8n 3,5-Dichloranthranilsdure. Die Interaktio
fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystem statt. Die Substanzen 4-ChlooleefBare, 3,5-Dichlorbenzoesaure

3,5-Dichloranthranilsédure wirken sich bei einer Konzentration von 83emmend auf das Wachstum der Hefen aus.

Zusatzlich zu den getesteten Analoga der Salicylsdure wurde auch higéir widNPR1 die Wirkung
von BTH, Acibenzolarsaure und INA auf die Assoziation der C-terminalen DomaneXrabidopsis
NPR3 getestet. Bei 0,3 mM wirkt Acibenzolarsdure induzierend auf die Aseoziti C-terminalen
Domanen von AtNPR3. Allerdings ist die Wirkung nicht so stark wie die dery&slure. INA weist
lediglich eine sehr geringfigige induktive Wirkung auf, wahrend BTH keinen ussfauf die
induzierbare Affinitéat der C-terminalen Doméanen besitzt. Bei einer Konzentrain 0,03 mM bleibt
das Bild im Wesentlichen erhalten, allerdings ist die Reportergenakimi Allgemeinen relativ gering.
Bei der geringen Konzentration von 0,003 mM ist kein Unterschied mehr zwischen 8alieysd
den Substanzen erkennbar. Die Reportergenaktivitat hebt sich nicht mehr vangidimd des
Messsystems ab (Abb. 42). Die Wirkung von BTH, Acibenzolarsaure und INA #of/ISiure-
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sensitive Reaktionen von Arabidopsis NPR1 und NPR3 ist ahnlich. Die beste Wireigtg
Acibenzolarsaure. Diese Wirkung ist aber nicht so effektiv wie die der Saliayldeinen moderaten
Effekt zeigt INA bei einer Konzentration von 0,3 mM. BTH hat in Hefe weileen nennenswerten
Effekt auf AtNPR1 noch auf AtNPR3.

GBD-AtNPR3(383/462) + GAD-AtNPR3(463/586)
3,01 H 8D/AD
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Abb. 42 Einfluss von BTH, Acibenzolarsaure und INA auf Arabidopsis NPR3Interaktion von AtNPR3(383/462) u
AtNPR3(463/586) in Anwesenheit von Salicylsaure, BTH, Acibenzolaeesénd INA in den Konzentrationen 0,3 n
0,03 mM und 0,003 mM im Hefe-Zwei-Hybridsystem.

4.3.4 Einfluss von Salicylsdure und analogen Verbindungen auf Arabidopsis NPR4

Durch Salicylsaure lasst sich wie bei NPR3 die Affinitat der C-terminalen Doméme NPR4
induzieren (D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung). Im Nachfolgendernesdié Spezifitat
von Salicylsaure und die Wirkung analoger Verbindungen auf diese Interaktion getestet werden. Dabei

wurden dieselben Verbindungen benutzt wie bereits in den vorangegangenen Versuchen.

Anders als NPR1 und NPR3 reagiert NPR4 sehr spezifisch auf SalicylsdurendBei@nzentration

von 0,3 mM ist deutlich zu sehen, dass aul3er Salicylsdure keine weitere Substanz die Fahigkeit besitzt,
induzierend auf die Assoziation der C-terminalen Doménen von NPR4 zu wirken. Aucimdrei e
Konzentration von 0,03 mM bleibt das Bild bestehen, dass nur SalicylsauneEenfleiss auf NPR4

hat. Bei 0,003 mM sind keine Unterschiede mehr zwischen Salicylsaure und der Kontrolle ohne Zusatz
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erkennbar. Die Interaktion der C-terminalen Domanen von NPR4 ist sehr spezifigien fiinduktor
Salicylsaure. Selbst die dichlorierten Verbindungen, welche sich in vorangegangenen rAaiyse

aulRerst potent erwiesen, sind nicht in der Lage, bei dieser Interaktion irddzearwirken (Abb. 43A).

Weiterhin wird klar, dass die Wahrnehmung von Salicylsaure bei NPR4 nicht doefenflgt, wie
beispielsweise bei NPR1. Fir eine deutlich erkennbare Wirkung der Induktionfish@fler beiden
C-terminalen Domanen muss Salicylsaure in Konzentrationen >0,03 mM vorliegen. Zuterdirek
Vergleich der Wirkung von Salicylsdure auf die Interaktion von NPR4 mit dimaktionen der
weiteren NPR-Proteine wurde der &@Vert fir Salicylsdure ermittelt. Der B&Nert liegt hier bei
66,59 uM (Abb. 43B). Dieser Wert liegt ungefahr im Mittelfeld innerhalb der untersuchten NPR-
Proteine. Der E§-Wert fur die Interaktion der C-terminalen Domanen von NPR3 ist mitL231M
deutlich der hochste Wert, gefolgt von demsE@ert fliir NPR4 mit 66,59 uM. Die Interaktionen von
NPR1 und NPR2 mit 1§~ bzw. EGe-Werten von 103 uM beziehungsweise 19,02 uM sind dabei mit
Abstand die niedrigsten Werte und weisen darauf hin, dass die Dissoziation vékd2Nikd NPR1
und die gesteigerte Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an NPR2 mdglise am sensibelsten
innerhalb der untersuchten NPR-Proteine auf Salicylsédure reagieren.
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Abb. 43 Einfluss von Salicylsdure und analogen Verbindungen auf Aradopsis NPR4. (A) Interaktion vo
AtNPR4(373/455) und AtNPR4(456/574) in Anwesenheit von SalicylsduBenzoesaure, Anthranilsat
3,5-Dichloranthranilsaure, 4-Chlorbenzosaure und 3,5-Dichlorbeémoe in den Konzentrationen 0,3 mM, 0,03 mM
0,003 mM. (B) Abhé&ngigkeit der Interaktion von AtNPR4(373/4550 URNPR4(456/574) von Salicylsaure. |
Interaktionen fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystem statt. Die SubstanZ&motbenzoeséure, 3,5-Dichlorbenzoeséaure
3,5-Dichloranthranilsaure wirken sich bei einer Konzentration von 3hemmend auf das Wachstum der Hefen aus
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Aufgrund der hohen Induktorspezifitdt der NPRA4-Interaktion flr Salicylsdure kanntdem

Zusammenhang kein BEWert fur 3,5-Dichloranthranilsaure ermittelt werden.

Die Induktorspezifitait von AtNPR4 sollte nun zuséatzlich mittels der tfan&llen Analoga der
Salicylsaure BTH, Acibenzolarsaure und INA genauer charakterisiert werdeh.3BaM ist deutlich

zu erkennen, dass die Assoziation der C-terminalen Domanen von NPR4 nur durclsdBadicy
induziert werden kann. Auch bei 0,03 mM ist dieser Effekt zu erkennen, auch wenn bei diese
Konzentration und bei 0,003 mM die allgemeine Reportergenaktivitat beegitsgering ist. Bei
0,003 mM haben weder Salicylsdure, noch BTH, Acibenzolarsaure und INA einen Effedie au
induzierbare Affinitat der C-terminalen Domanen. Auf3er Salicylsdure hat\keitere der getesteten
Substanzen einen Einfluss auf AtNPR4 (Abb. 44). AtNPR4 reagiert aul3erst spezifiSaiicylsaure.
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Abb. 44 Einfluss von BTH, Acibenzolarsaure und INA auf Arabidopsis NPR4.Interaktion von AtNPR4(373/455) u
AtNPR4(456/574) in Anwesenheit von Salicylsdure, BTH, AcibenzolarsédndeINA in den Konzentrationen 0,3 m
0,03mM und 0,003 mM im Hefe-Zwei-Hybridsyste

Wie bereits bekannt ist, ist bei Tabak NPR1 und NPR3 sowie Arabidopsis NPR1 und NPRgidas Ar
R innerhalb des XENRV-Motivs fir die Wahrnehmung der Salicylsdure essentiedr @flai., 2011;
4.1.3.1; 4.3.2). Bei der induzierten Affinitat der C-terminalen Domanen von NPR4 hesdslth
ebenfalls um eine Salicylsure-sensitive Reaktion. Analog zu den bisher gentemttetern der NPR-
Proteinfamilie besitzt NPR4 im C-terminalen Bereich einRExMotiv mit dem konservierten Arginin.

Durchin vitro Mutagenese wurden drei verschiedene Mutanten generiert4B&)n.Diese dienten zur
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Uberpriifung, ob das Arginin ebenfalls essentiell fiir die Salicylsaure-WahrnehvonNPR4 ist
und ob die Position des Arginins innerhalb des R¥xMotivs eine Rolle spielt. Die Analyse der
Mutanten erfolgte im heterologen Hefe-Zwei-Hybridsystem. Die verwendete Koazemt der

Salicylsaure lag bei 0,3 mM. Die Mutanten wurden jeweils direkt mit der WilBtigmation verglichen.
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Abb. 45 Einfluss von Aminoséureaustauschen im LEKRV-Motiv von Arabidopsis NPR4&uf die Wahrnehmung vor
Salicylsaure.(A) Schematische Darstellung von AINPR4(373/455) K418R, AINPRM4S83B3R419K und AtNPR4(373/4¢
K418R R419K. (B) Interaktion von AtNPR4(373/455) bzw. AtNPR4(373/43&118R und AtNPR4(456/57:
(C) Abhangigkeit der Interaktion AtNPR4(373/455) K418R und AtNPR4(436/8@n Salicylsdure. (D) Test auf Interak
zwischen AtNPR4(373/455) bzw. AtNPR4(373/455) R419K und AtNPR4%44§/ (E) Test auf Interaktion zwisct
AtNPRA4(373/455) bzw. AtNPR4(373/455) K418R R419K und AtNPR4(456/3714)Interaktionen fanden im Hefe-Zw
Hybridsystem in An- und Abwesenheit von Salicylsédure statt.

Bei der Mutante NPR4(373/455) K418R wurde anstelle des Lysins ein Arginin eingeboalags zwei
Arginine innerhalb des LEKRV-Motivs vorlagen und das LEKRV-Motiv zum LERRWtv
umgewandelt wurde. Im Hefe-Zwei-Hybrid-Experiment war die Starke der IndultéioAffinitat der

beiden C-terminalen Domanen von NPR4 durch Salicylsaure ungefahr 1,5-mal héher als bei der
Wildtyp-Situation (Abb.45B). Um zu Uberprufen, ob das zusatzliche Arginin anstelle des Lysins
eventuell eine verstarkende Wirkung auf die Affinitdt der C-terminalen Doméanébtausirde fur

diese Interaktion der BgWert fur Salicylsdure ermittelt. Mit einem Wert von 79N (Abb. 45C)
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ist er vergleichbar mit dem Wert von 66,88 (Abb. 4B) der Wildtyp-Situation. Demnach hat das
doppelte Vorliegen von Arginin in dem LEKRV-Motiv keine affinitatssteigerndekWig auf die
C-terminalen Domanen. Die Mutante NPR4(373/455) R419K ist eine AnlehnungramdlidMutante

in Arabidopsis NPR1 (Ryakt al. 1997; Maieret al.2011). Mit Hilfe dieser Mutante sollte in Erfahrung
gebracht werden, ob das Arginin im LEKRV-Motiv auch in NPR4 eine essentielle Bail der
Salicylsaure-Wahrnehmung spielt. Wie Abbildung 45D zeigt, wird in der Wildtym&in die
Affinitat der C-terminalen Domanen durch Salicylsdure induziert, wohingegen beVidkante
NPR4(373/455) R419K keine Interaktion mehr messbar ist. Das Arginin im LEMBiX-ist also auch

bei NPR4 essentiell fur die Wahrnehmung von Salicylsdure. Anhand der Doppelmutante
NPR4(373/455) K418R R419K sollte ermittelt werden, ob die blo3e Anwesenheirdesns
innerhalb des LEKRV-Motivs fir die Wahrnehmung der Salicylsaure ausoelehdie genaue Position
von Bedeutung ist. Die Assoziation der beiden C-terminalen Domdanen lassh glein Wildtyp-
Situation durch Salicylséure induzieren. Unter Beteiligung der Doppelmutante BIR¥R¥ES5) K418R
R419K kann die Assoziation jedoch nicht mehr durch Salicylsdure induziert werden (A)bD4S
Arginin muss sich also exakt auf dieser Position innerhalb des LEKRV-Motivs befindee, sei

Anwesenheit alleine reicht nicht aus.

4.3.5 Interaktion zwischen der XxExRV-Domane und der NIMIN-Bindedoméne

unterschiedlicher Arabidopsis NPR-Proteine

Im Gegensatz zu Tabak NPR1 sind die C-terminalen Domédnen LENRV-Doméane un®l-NIMI
Bindedoméne von Arabidopsis NPR1 nicht in der Lage, miteinander unter Einfluss vors&atieyu
interagieren (D.Neeley&U.M.Pfitzner, persotnliche Mitteilung). Die C-termindlméanen der
Paralogen NPR3 und NPR4 zeigen jedoch eine Salicylsaure-induzierbare Affinitat zueinagidem
Hybrid-Experiment konnte gezeigt werden, dass die NIMIN-Bindedomdne von NPR1 unter
Salicylsaure-Einfluss chimare Interaktionen mit den LEKRV-Doménen von NPR3 urdl élRgehen
kann. Unter Beteiligung der LENRV-Domane von NPR1 ist solch eine chimére Imaarakit den
NIMIN-Bindedomanen von NPR3 und NPR4 nicht moglich. Die NPR1 LENRV-Doméne scheint
inaktiv zu sein (D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung). Die C-tern@inaDomanen von
Arabidopsis NPR2 sind ebenso wie die von NPR1 nicht in der Lage, miteinander in Anwegemhei
Salicylsaure zu interagieren. In einem weiteren Hybrid-Experiment sollte untevgeicten, ob sich

die C-terminalen Domanen von Arabidopsis NPR2 entsprechend denen von NPR1 verhalten. Zusatzlich
wurde untersucht, wie sich die bereits im Vorfeld getesteten SubstanzenSadiogisaure auf die
chimaren Interaktionen auswirken. Abweichend von der Standardkonzentration von 0,3 mMdigirden
chlorierten Substanzen mit einer geringeren Konzentration von 0,03 mM eingesetzt, db br Si

0,3 mM negativ auf das Hefewachstum auswirken (Abb. 46).
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Die LENRV-Domane von Arabidopsis NPR1 kann weder mit den NIMIN-Bindedomanen R&3 N

und NPR4 noch mit der NIMIN-Bindedomane von NPR2 chimare Interaktionen unter Saliey
Einfluss eingehen. Im Fall der C-terminalen Doméanen von NPR2 verhélt es sich genatuanddier

ist unter Beteiligung der NIMIN-Bindedomane von NPR2 weder eine chimare Interakit der
LENRV-Domane von NPR1 noch mit den LEKRV-Domanen von NPR3 und NPR4 durch Salicylsaure
induzierbar. Mit der YENRV-Domane von NPR2 allerdings sind jegliche chiimégeaktionen unter
Salicylsaure-Einfluss mit den NIMIN-Bindedomanen der untersuchten Mitglieter NPR-
Proteinfamilie moglich. Selbst die Interaktion mit der NIMIN-Bindedoméne von NiBR#urch
Salicylsaure induzierbar. Uberraschenderweise ist gerade diese chimére Intecaktiesonders hoher
Intensitat.

In Bezug auf die Wirkung der getesteten Substanzen ist eine Tendenz zu den jewddigpisehen
Interaktionen erkennbar. In 4.3.1 wurde klar, dass die Dissoziation der Idarakim NPR1 und
NIMIN2 nicht sehr spezifisch fur Salicylséure ist, sondern dass analoggntliengen, besonders die
dichlorierten Substanzen, einen gleichwertigen oder sogar gro3eren Einfluss auf diddntbedten.
Dies kommt auch bei den chiméren Interaktionen mit der NIMIN-Bindedomé&ne von NRR1 zu
Ausdruck. Besonders bei der Interaktion mit der YENRV-Domane von NPR2 komarwieadialt der
potentiellen Induktoren zum Vorschein: Neben den dichlorierten Verbindungen 3,5-D@&tdoesaure
und 3,5-Dichloranthranilsaure wirkt auch die sonst eher etwas schwach wirkende®eme stark
induzierend (Abb46A). Bei der chiméaren Interaktion mit der LEKRV-Doméne von NPR3 ist diese
Eigenschaft der Vielfaltigkeit der Induktoren eher bedingt ausgepragt. Hier &klasit
Induktorenspektrum eher der wildtypischen Interaktion der C-terminalen DomirerNPR3
(Abb. 4). Unter Beteiligung der LEKRV-Domane von NPR4 zeigt sich allerdings die Eigafisier
NIMIN-Bindedomane von NPR1 wieder, die Affinitat der C-terminalen Doméanenhdeirt breit
gefacherteres Substanzspektrum induzieren zu kdnnen. Anders als die strikt Sadispsiifische
wildtypische Interaktion der C-terminalen Doménen von NPR4, ist die chim@mktion durch alle

eingesetzten Substanzen mit Ausnahme von 4-Chlorbenzoesaure induzierbar GAbb. 46

Unter Beteiligung der NIMIN-Bindedoméne von NPR3 ist die Vielfaltigkeit kieluktoren bei der
chimaren Interaktion mit der YENRW@omane von NPR2 nicht mehr ganz so stark ausgepragt wie bei
der Interaktion mit der NIMIN-Bindedomdne von NPR1. Allerdings wirken alle erde&ten
Substanzen weiterhin induzierend. Die dichlorierten Substanzen 3,5-Dichlorbenzoesaure und
3,5-Dichlorantharnilsdure zeigen die starkste Wirkung (ABD). Im Falle der LEKRV-Doméne von

NPR4 wirkt neben Salicylsdure nur die 3,5-Dichloranthranilsdure auf diritAffider C-terminalen

Doménen induzierend (Abb. Bb

Wird anstelle der NIMIN-Bindedoméane von NPR3 die von NPR4 bei der chiméren Irdaraktider
YENRV-Domane von NPR2 verwendet, verringert sich das Induktorenspektrum wselNgben

Salicylsaure wirken lediglich noch die dichlorierten Verbindungen induzierend. Woieei
112



4 Ergebnisse

3,5-Dichloranthranilsaure dabei mit einer relativ starken Wirkung herv@abti. 485). Die chimare
Interaktion zwischen der LEKRV-Doméane von NPR3 und der NIMIN-Bindedoméne von PRt
sich entsprechend der chimaren Interaktion zwischen LEKRV-Doméne von NPR4 uNtVdisF
Bindedoméne von NPR3: Neben Salicylsaure wirkt lediglich noch 3,5-Dichloranthranilsautie auf
Interaktion der C-terminalen Domanen induzierend (Abl)4@&uf die wildtypischen Interaktionen
von NPR3 und NPR4 in Bezug auf die getesteten Substanzen wurde bereits in 4.3.3 imdDetaid
eingegangen (Abb. 46E und I).

Die Induktorspezifitat der chiméaren Interaktionen der C-terminalen Doménen igtam#nation aus
den jeweiligen Interaktionspartnern. Die Mannigfaltigkeit der Induktoren untéeiliBang der
YENRV-Domane von NPR2 bei den chiméren Interaktionen der C-terminalen Doméanen, deutet darauf
hin, dass NPR2 ebenso wie NPR1 auf eine Vielzahl von weiteren analogen Verbindungen der
Salicylsaure reagiert. Besonders deutlich wird diese Eigenschaft bei der lateraktder NIMIN-

Bindedomane von NPR1.

Abb. 46 Einfluss analoger Verbindungen von Salicylsdure auf die chimarénteraktion zwischen den C-terminaler
Ddoménen der Arabidopsis NPR-Proteine in Hefe(A) Interaktion von AtNPR2(385/467) und AtNPR1(468/593).
Interaktion von AtNPR3(383/462) und AtNPR1(468/593). (C) Interaktimm AtNPR4(373/455) und AtNPR1(468/593).
Interaktion von AtNPR2(385/467) und AtNPR3(463/586). (E) Interaktimm AtNPR3(383/462) und AtNPR3(463/586).
Interaktion von AtNPR4(373/455) und AtNPR3(463/586). AINPR3(463/586)).If@raktion von AtNPR2(385/467) u
AtNPRA4(456/574). (H) Interaktion von AtNPR3(383/462) und AtNPR4(458/5(I) Interaktion von AtNPR4(373/455) u
AtNPRA4(456/574). Die Interaktionen fanden im Hefe-Zwei-HybridsysteAniwesenheit von 0,3 mM Salicylsaure, 0,3
Benzoesaure, 0,3 mM Anthranilsdure, 0,03 mM 3,5-Dichlorantiséam, 0,03 mM 4-Chlorbenzoeséaure und 0,03
3,5-Dichlorbenzoeséure statt. 113
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4 Ergebnisse

4.4 Einfluss von Salicybdure und analogen Verbindungen auf TabakNPR-

Proteine

Salicylsaure hat einen direkten Effekt auf Tabak NPR-Proteine. Fir Tabak MiERItes Salicylsaure-
sensitive Reaktionen bekannt. Durch Salicylsaure wird das TransaktivierungspotentiaiNRR1N
verstarkt und die Dissoziation von NtNPR1-NIMIN-Interaktionen bewirkt (Maderal, 2011)
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die C-terminalen Domanen LENRV-DaméniIMIN-
Bindedoméne eine Salicylsdure-induzierbare Affinitdt zueinander besitzen. (D.Neeléy&itrner,
personliche Mitteilung). Ferner ist auch fir Tabak NPR3 eine Salicylsauresseirgitaktion bekannt.
NPR3 kann ebenso wie NPR1 mit NIMIN-Proteinen interagieren. Diese Interaktibauch durch die

Anwesenheit von Salicylsdure negativ beeinflusst (Metied, 2011).

Neben Salicylsaure und den bereits in Kapitel 4.3 beschriebenen Verbindumherisére Substanzen
bekannt, eine wichtige Rolle in der Pflanzenabwehr zu Ubernehmen odeR-datinduktoren zu
fungieren. Salicylsaure, Azelainsaure und Glycerol-3-Phosphat G3P bilden zwei p&ighelevege

aus, welche fir die Induktion der systemisch aktivierten Resistenz gleicHmsiiidigt werden. Der
Azelainsdure-G3P-Signalweg wirkinterhalb der freien Radikalen Stickoxid NO und den reaktiven
Sauerstoffspezies ROS, welche in einer Art Rickkopplung miteinander arbe#@eret(@l., 2014;
Wendehennet al.,2014; Singtet al.,2017). Azelainsaure induziert die Expression von Genen fir die
G3P-Biosythese (Yet al.,2013). G3P ist ein phosphoryliertes Zuckerderivat, das eine wichtige Rolle
in der ETI spielt, welche zur SAR fuhrt. Des Weiteren ist es bei deeAbdes hemibiotrophen Pilz
Colletotrichum higginsianummon Bedeutung (Chands al., 2008). Die Akkumulation von G3P geht

der Akkumulation von Salicylsaure in infiziertem Gewebe voran. Mutanten, welcheSidE bilden
kénnen, sind in der Ausbildung der SAR beeintrachtigt. Durch eine exogene Gabe von G3P kann diese
Beeintrachtigung allerdings wieder aufgehoben werden (Cretrad2017). In Folge einer bakteriellen
Infektion steigt auch die Akkumulation von Azelainsédure in der Pflanze an. Trotz nacbeesvie
schwacher antimikrobieller Wirkurig vitro gegen Bakterien, beruht die durch Azelainsaure induzierte
Resistenz nicht auf der direkten Inhibierung der Pathogene. Die Pflanzen missenfeld der
Infektion mit dieser Substanz behandelt werden, sodass sich die Wirkung der Dicarbentdaliem

kann. In Folge einer Infektion kénnen in Azelainsaure-behandelten Pflanzen gréf3ere Mengen von
gebildeter Salicylsdure undPR1 Transkripten im Vergleich zu Schein-behandelten Pflanzen
nachgewiesen werden. Azelainsédure fordert die Salicylsdureproduktion und die Expression v

Salicylsaure-assoziierten Genen in Pflanzen im Falle einer Infektion €9ahg2009).

Salicylsaure kann in der Pflanze Uber zwei verschiedene Wege synthegsdteh. Ausgehend von der
Shikimisdure erfolgt die Biosynthese entweder Uber den Isochorismatweg (Wildestralth2001;
Catinotet al.,2008) oder den Phenylalaninweg. Der verbreitetste Weg der Salicylsduresynthese fihrt

Uiber das Phenylalanin (Khanal.,2015). Durch das Enzym Phenylalaninammoniumlyase PAL entsteht
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aus Phenylalanin Zimtsaure. Aus Zimtsaure entsteht Uber zwei verschiedene enzyritdégehe
entweder Coumarinsaure oder Benzoesaure. Aus diesen beiden Produkten wird letztendlisiiuBalic
gebildet (EIBasyouniet al.,1964; Klambtt al.,1962; Leoret al.,1995; Silvermaret al.,1995; Yalpani
et al., 1993). Die Zimtsdure ist nicht nur ein Vorlaufer der Salicylsaurejesanwird auch unter
Stressbedingungen in der Pflanze gebildet. Das Phenylpropanoid ist an der Besd#ig8abaden
durch abiotischen Stress beteiligt (Waaal.,2007; Singtet al, 2008; Singlet al, 2013).

3-AminobuttersaureBABA ist eine nicht-proteinogene Aminosaure. Weder BABA selbst noch
Metaboliten davon zeigen eine direkte antimikrobielle Wirkung (Cohen&Gisi, 1994n@bhl.,1994;

Li et al., 1996; Sunwocet al., 1996; Honget al., 1999; Zimmerliet al., 2000). Anders als bei
Salicylsaure induziert die Behandlung von Pflanzen mit BABA nicht die AkkumulatbonPR1
mMRNA. Durch eine BABA-Behandlung der Pflanze im Vorfeld eines Pathogenbefiatlsdiese
allerdings konditioniert und ist in der Lage, diese Abwehrgene schneller zuaretuais unbehandelte
Pflanzen. BABA verstarkt also den Abwehrmechanismus der Pflanze ohne Veranderungen vor de
Infektion zu bewirken (Zimmerlet al., 2000). Dieses Phdnomen wurde als Konditionierung oder
Potenzierung beschrieben (Katsal.,1993; Kessmanat al.,1994; Katzet al., 1998).

Pipecolinsaure ist ebenfalls eine nicht-proteinogene Aminoséaure, ein Katabolit des Lysinigen
Formen der induzierten Pflanzenabwehr ist Pipecolinsdure ein entscheidender Regulator. Die
Akkumulation von Pipecolinsaure erfolgt An thalianaPathogen-induziert sowohl in den inokulierten
Blattern und deren Blattstielen als auch in nicht direkt an dem Pathogenbediiyiea Blattern der
Pflanze (Navarovét al.,2012).ALD1 (AGD2-LIKE-DEFENSE-RESPONSE-PROTE)Xdiert fur

eine Aminotransferase, welche eine hoheitro Aktivitat fir Lysin aufweist (Songt al.,2004b). Bei
Pflanzen mit defekterALD1-Gen ist die induzierte Pipecolinsdurebiosynthese vollstandig unterbunden
(Navarovéet al., 2012).ald1 Pflanzen sind nicht mehr in der Lage, sowohl die systemisch aktivierte
Resistenz SAR einzuleiten als auch die BABA-induzierte Resistenz gegamingaezu etablieren
(Songet al., 2004a; Navarovét al., 2012). Neben ALD1 wurde SARD4 (SAR-DEFICIENT4) als
entscheidendes Enzym und kritischer Faktor der Pipecolinsauresynthese identifiziert. Loysiarahr
ALD1 zu (-Piperidin-2-carboxylsaure umgesetzt (P2C). Dieser Katabolit des Lysins \titdilfa

von SARD4 zu Pipecolinsaure reduziert. Nach Inokulation samd4Pflanzen mitP. syringaeist in
systemischen Blattgewebe eine betrachtliche Reduktion der Akkumulation von Sal&yliu
beobachten (Dingt al.,2016).

Die beschriebenen Verbindungen stehen im Zusammenhang mit der Etablierung der SAR (Abb. 47)
Einige davon haben eine konditionierende Wirkung auf die Pflanze und kdnnen eine verstarkte
Akkumulation von Salicylsaure und PR1-Proteinen infolge einer Infektion bewirken oder stehen in
direkter Verbindung zur Salicylsaurebiosynthese. Anders als die bertstegen Substanzen, wie zum
Beispiel BTH, INA und 3,5-Dichloranthranilsaure, unterscheiden sich diese VerbinduAgsnahme

der Zimtsaure strukturell von Salicylsdure. Im folgenden Kapitel sgifgriift werden, ob diese
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Substanzen einen direkten Effekt auf Tabak NPR1 und NPR3 in Hefe zeigenplaitafahig sind,

den PR1aPromotor zu induzieren. Des Weiteren sollte auch der Einfluss strukureller Anadog
Salicylsaure auf Tabak NPR1 und NPR3 analysiert werden. Zu diesen SubstanzendjeHigegits
beschriebenen Verbindungen INA, BTH, Benzoesaure, Anthranilsaure, 3,5-Dichlorbenzoeséaure
3,5-Dichloranthranilsdure und 4-Chlorbenzoeséaure. Die Analyse fand dabei im heterologenéiafesyst

analog zu den bereits in Kapitel 4.3 erlauterten Bedingungen statt.
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Azelainséure Zimtsaure 3-Aminobutterséure Pipecolinséaure

Abb. 47 Strukturformeln von Azelainsaure, Zimtsdure, R-Aminobutersdure und Pipecolinsaure
Strukturformel von Azelainsaure (PubChem CID 2266); Strukturformal Zimtséaure (PubChem CID 4445:
Strukturformel von R-Aminobuttersdure (PubChem CID 10932); StrukturforomePipecolinsédure (PubChem (
849).

4.4.1 Einfluss von Salicylsdure und analogen Verbindungen auf Tabak NPR1

Zunachst wurde der Einfluss von Benzoesaure, Anthranilsaure, 3,5-Dichlorbenzoeséaure,
3,5-Dichloranthranilsdure, 4-Chlorbenzoesaure und Zimtsaure im Vergleich imyts3alre auf Tabak
NPR1 untersucht. Zum einen wurde der Einfluss auf die Affinitdt der C-termiBalmanen LENRV

und NIMIN2-Bindedoméane getestet und zum anderen auf die Dissoziation der IntevaktidtNPR1

und NtNIMIN2a.

Wie in Abbildung 48A zu sehen ist, beeinflussen die untersuchten Substanzen digtAdtniC-
terminalen Domé&nen LENRV und NIMIN2-Bindedomane von NtNPRZ1unterschiedlich. Keinen
Einfluss auf diese Interaktion zeigte Zimtsaure. Auch die Anthranilsaure beigi&onzentrationen
<0,3 mM nur noch eine geringe Wirkung. 4-Chlorbenzoesaure und 3,5-Dichlorbenzdesdegen

sich hinsichtlich ihres Einflusses auf diese Interaktion im Mittelfelehz8eséure und Salicylsaure
hingegen zeigten einen starken positiven Einfluss auf die Affinitdt der C-terminaleéarien. Das
dichlorierte Derivat der Anthranilsaure, 3,5-Dichloranthranilsurigieelie starkste Wirkung auf die
Interaktion. Selbst bei Konzentrationen von 0,003 mM wirkte es induzierenddieaiffinitat der C-

terminalen Domanen als Salicylsdure selbst.

Analog dazu wurde auch der Einfluss dieser Substanzen auf die Interaktion zwischen NiMPR1
NtNIMINZ2a getestet (Abb. 48B). Es wurden dieselben Substanzen, mit Ausnahme veauzentie

in Abbildung 48A verwendet. Bei einer Konzentration von 0,3 mM zeigte sich kein Sdnied
zwischen den Substanzen und Salicylsdure in Hinsicht auf die dissoziierende Wirkunge auf di

Interaktion zwischeNtNPR1 und NtNIMIN2a. Bei Betrachtung der niedrigeren Konzentrationen wird
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deutlich, dass sich die Substanzen auch hinsichtlich dieser Art von Interaktion @almlicAbbildung

48A verhalten. Anthranilsdure zeigt auch hier den geringsten Effekt, gefwlgt-Chlorbenzoesaure
und 3,5-Dichlorbenzoesaure. Benzoe- und Salicylsaure haben weiterhin einen starken ndfgiltiven E
auf die NtINPR1-NtNIMIN2a- Interaktion. 3,5-Dichloranthranilsaure zeigte amafiesem Fall die
starkste Wirkung.
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Abb. 48 Einfluss von Salicylsdure und analogen Verbindungen auf TalklaNPR1. (A) Interaktion von NtNPR1(386/4€
und NtNPR1(466/588) (B) Interaktion von NtNIMIN2a und NtNPR1. Die Interaktidanden im Hefe-Zwei-Hybridsyst:
in Anwesenheit von Salicylsédure, Benzoesaure, AnthranilsaureDiéhyeranthranilsédure, 4-Chlorbenzoeséure
3,5-Dichlorbenzoeséure in den Konzentrationen 0,3 mM, 0,02imivD,003 mM statt. Die Substanzen 4-Chlorbenzoe:
3,5-Dichlorbenzoeséure und 3,5-Dichloranthranilsédure wirken sichriesi Konzentration von 0,3 mM hemmend auf
Wachstum der Hefen aus.

3,5-Dichloranthranilsdure zeigte in beiden Versuchen einen starkeren Effekt auf diktilonen von
Tabak NPR1 als Salicylsaure. Zum direkten Vergleich der Wirkungen beider Substanden W@
beziehungsweiseECso-Werte fir die untersuchten Interaktionen bestimmt. Ebenso wurde fir
Salicylsaure, 3,5-Dichloranthranilsdure und zusatzlich Benzoesdure dieWE@Ge fur das
Transaktivierungspotential von Tabak NPR1 ermittelt. [IBer-Wert fur die Dissoziation von NtNPR1
und NtNIMINZ2a betrégt fur Salicylsdure 0,7 uM und fur 3,5-Dichloranthranilsdurq)Z@&bb. 49A).

Der EGoWert fir die Assoziation der C-terminalen Domdnen von NtNPR1 liegt fur

3,5-Dichloranthranilsdure mit 1,0 uM niedriger als fur Salicylsdure mit 3,16 Alb. 49B). Dieser
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direkte Vergleich der Wirkung zeigt, was sich anhand der Analyse indainlgi 48 im Vorfeld vermuten
lie3: 3,5-Dicholranthranilsaure wirkt starker als Salicylsaure auf dierauthten Interaktionen von
NtNPR1 in Hefe. Die verstarkende Wirkung von Salicylsaure, Benzoesaure
3,5-Dichloranthranilsdure auf das Transkriptionspotential von NtNPR1 in Hefen ieidetcsich
allerdings nur marginal zwischen den Substanzen. Salicylsdure hat den besten Effelktemit
EGso-Wert von 0,45 uM, gefolgt von Benzoesaure mit 0@ und 3,5-Dichloranthranilsdure mit
0,7 UM (Abb. 49C).
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GBD-NtNIMIN2a + GAD-NtNPR1 GBD-NtNIMIN2a + GAD-NtNPR1
- 60 1 50
4 50 .
§ ¢ * 3 g 31 N
2 : 14 2 1 30
£ * <
] 4 30 ]
- = }E 1 20
2 5 120 2 .
= - 1 10 = s 110
IC,,= 0,70uM 3 . IC,,= 0,28 uM t .
- -4 o2 0 - -4 -2
log Konzentration [mM] log Konzentration [mM]
%
GBD-NtNPR1(386/465) + GAD-NtNPR1(466/588) GBD-NtNPR1(386/465) + GAD-NtNPR1(466/588)
1 35 1 50
1 30
c = 4 40
2 3 ¢ $ |25 £ $
g i g 30
ye s { 20 < $ 1
w 115 o *
£ * o 2 :
b= «* c = s 1 10
** EC,,=3.16 pM e s & £ 3 EC,,=1,00 pM 0
5 -4 -3 -2 -1 0 -6 -4 -2 0
log Konzentration [mM] log Konzentration [mM]
&
GBD-NtNPR1 + GAD
Salicylsaure 3,5-Dichloranthranilséure Benzoeséaure
2 2,5 1,5
g ¢ 5 2 8
E - § 1,5 E . 3 E = 1
£ $ = s 15 £ s
] 1 o i L3
- L3 - 3 1 U =
3 !§ 05 & §§ & - 05
s - s - 05 3 = -
2. *+*  EG=045umM| = s s ~ EC,=066uM | E. se EC,=0.7uM |
-6 -4 -2 0 -6 -4 -2 0 -6 -4 2 0
log Konzentration [mM] log Konzentration [mM] log Konzentration [mM]

Abb. 49 ICso und ECso Werte von Tabak NPR1 fur Salicylsdure, Benzoesaure und 3,5-Dioranthranilséure. (A)
Abhéangigkeit der Interaktion NtNIMIN2a und NtNPR1 von Salicylsédure yaeD8chloranthranilséure. (B) Abhangigkeit
Interaktion NtNPR1(386/465) und NtNPR1(466/588) von Salicylsande35-Dichloranthranilsaure. (C) Abhangigkeit
Transkriptionsaktivitdt von GAL4BD-NtNPR1 von Salicylsaure, Benzoes&aumd 3,5-Dichloranthranilsaure. [
Interaktionen fanden im heterologen Hefesystem statt.
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BTH und INA induzieren ebenso wie Salicylsaitig1 Genexpression in Pflanzen (Friedriehal.,
1996; Lawtoret al.,1996; Vernooijet al., 1995). Im heterologen Hefe-Zwei-Hybridsystem wurde der
Einfluss dieser beiden Substanzen in drei verschiedenen Konzentrationen (0,3 mM, 0,03dmM
0,003 nM) auf die Dissoziation von NtNPR1 und NtNIMIN2a sowie auf die Assoziatigideb
C-terminalen Doméanen LENRV und NIMIN2-Bindedoméne untersucht. Zusétzlich zu INBTIiHd
wurde noch Acibenzolarsaure verwendet (Abb. 36). Wie in Abbildung 50A zu sehen ist,astelne
Konzentration von 0,3 mM kein wesentlicher Unterschied zwischen den Substanzen urda8edicy
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Assoziation der C-terminalen Domé&nen von TRk
erkennbar. Bei niedrigeren Konzentrationen (0,03 mM und 0,003 mM) werden allerdings Unterschied
sichtbar. Im Gegensatz zu Salicylsaure nimmt der Effekt von BTHgAzdarsaure und INA deutlich
ab. Bei einer Konzentration von 0,003 mM zeigt Acibenzolarsdure noch den starksteraifffeiet
Assoziation der C-terminalen Domé&nen von NtNPR1. Allerdings ist dieser Eibétdem signifikant

schwacher als die Wirkung von Salicylsédure auf diese Interaktion.

0,
$ GBD-NtNPR1(386/465) + GAD-NtNPR1(466/588) A)GBD-NtNIMINZa + GAD-NtNPR1
45,0 5 20,0 5
40,0 3 18,0 3 -
O g 3501 s 16,0 §
O 5 300 = 14,01
€ 2501 < 1204
W 50,0 w 1203
g 15,0 § g 2:8:
= 10,01 = 40 %
5,0 3 2,0 4
0,0 1 T T r-|| T 0,0 1 T T T 1 T T T I'-u-ﬂl Ir—-‘_-dl 1

45,0 5 50,0 3

40,0 45,03
35,0 40,0 §
35,0 3

c c
o g g
Q. 5 300 5]
< 2501 < 300 I
W 50,0 i 2.0
5 e 5 20,0
= 15,01 =
= = 1501
= 10,0 = 100
5,0 4 5,03
0,0 T T+ 1 0,0 LI T
14,0 7 60,0 1
12,0 3 3
o c c 50,0
10,0 3 2
o 5 S 40,01
£ 50 £
= = 30,0
M 60 -
2 0] 2 200
= =
2.0 10,0 ]
0,0 I B 0,0 | B S e

[l soia0 || sD-Medium* [l + Salicylsaure[< + BTH* [H + Acibenzolarsaure*] + INA*

*+0,5% DMSO

Abb. 50 Einfluss von Salicylsdure, BTH, Acibenzolarsdure und INA auf TabBk NPR1. (A) Interaktion vol
NtNPR1(386/465) und NtNPR1(466/588) (B) Interaktion von NtNIMIN2a und RNMDie Interaktionen fanden im He
Zwei-Hybridsystem in Anwesenheit von Salicylsdure, BTH, Acibenzalaesénd INA in den Konzentrationen 0,3 n
0,03 mM und 0,003 mM statt.
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Ahnlich verhalt es sich auch mit dem Einfluss von BTH, Acibenzolarsaure #nduf\die Dissoziation

von NtNPR1 und NtNIMIN2a. Hier zeigt sich jedoch schon bei einer Konzentratio®,3 mM ein
Unterschied zu Abbildung 50A: BTH hat nicht denselben negativen Einflussalritdraktion wie
Salicylsaure und die anderen beiden Substanzen. Bei 0,03 mM zeigt Acibenzolarsdure einen
vergleichbaren Effekt auf die Interaktion von NtNPR1 und NtNIMIN2a wie Saliggdsdllerdings ist

der Einfluss bei einer Konzentration von 0,003 mM nicht mehr mit dem von [Salicg auf die
NtNPR1-NtNIMINZ2a-Interaktion vergleichbar, sondern signifikant geringer (ABB).

Nicht nur BTH und INA werden mit der SAR in Verbindung gebracht, sondern autdrev8ubstanzen

wie beispielsweise Pipecolinsdure, Azelainsaure und R-Aminobuttersauje Adigh fir diese
Substanzen wurde die Wirkung auf Tabak NPR1 in Hefe untersucht. Dabei zeigtediadeim Fall

nun deutlich, dass Pipecolinsdure und Azelainsaure keinen Einfluss auf die Assodet
C-terminalen Domanen LENRYV und NIMIN2-Bindedoméane haben (Abb. 51A). Ebenso beeinflusst
3-Aminobuttersdure weder die Assoziation der C-terminalen Domanen noch die Intexation
NtNPR1 und NtNIMIN2a (Abb. 51A und B). Pipecolinsdure, Azelainsdure und [Rakmitersaure
haben demnach im Gegensatz zu BTH und INA keine direkte Wirkung auf Tabak NPR1 in Hefe.

0,
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. BD/AD D SD-Medium* . +0,3mM Salicylsaure + 0,3 mM Benzoesaure

+0,3mM B—Aminobuttersaur + 0,3 mM Pipecolinsdure ﬁ + 0,3 mM Azelainsaure* * + 0,5% DMSO

Abb. 51 Einfluss von Salicylséure, Benzoeséaure, R-Aminobutterséure,g&icolinsaure und Azelainsaure auf Taba
NPR1. (A) Interaktion von NtNPR1(386/465) und NtNPR1(466/588) in AnwesenbaiSalicylsédure, Benzoesaure
Aminobuttersaure, Pipecolinsdaure und Azelainséure in der Konzent@gBonM. (B) Interaktion von NtNIMIN2a ui
NtNPR1 in Anwesenheit von Salicylsdure und 3-Aminobuttersiureritkalezentration 0,3 mM. Die Interaktion
fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystem statt.

Im Anschluss an die Protein-Protein-Interaktionstests in Hefe wurde dagi&#ader Substanzen zur
PR2-Promotorinduktion getestet. Hierfir wurden Blattscheiben definierter Grol3etransgenen
Nicotiana benthamianandNicotiana tabacuniPflanzen fur drei Tage schwimmend auf den jeweiligen
Substanzen inkubiert. Als Negativkontrolle wurdgHerwendet, da Wasser keinen induktiven Effekt
auf denPR1aPromotor zeigt. Zusatzlich zu,8 wurde als weitere Negativkontrolle 0,5% DMSO
verwendet, da Azelainsaure in DMSO geldst vorlag. Nach drei Tagen wurden Pioa&ieexon den
Blattscheiben hergestellt (3.2.2, 3.4.3, 34Hei den verwendeten Pflanzen handelt es sich um

[PR1a: GUY Linien. Diese Linien tragen eine Fusionskonstruktion auslRteaPromotor und dem
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nachgeschalteteBUSReportergen. Da&USReportergen kodiert fir das Enzym R-Glucuronidase.
Anhand eine§SUS-Enzymaktivitatstests kdnnen tber die ermittelten Aktivitatswerte Rickschlisse auf

die Aktivitat des vorgeschaltetéR1aPromotors gezogen werden.

Wie in Abbildung 52B zu sehen ist, ist BTH wie auch Benzoeséaure in der LageRdefPromotor in
diesem Versuch zu induzieren. Allerdings ist das Induktionspotential von Benmésadergleich

zum Potential der Salicylsaure deutlich geringer, wahrend das Potential voadg@HgroRRer als das
von Salicylsaure ist. Die Induktionsfahigkeit d@RlaPromotors von Benzoeséaure und BTH wurde
bereits im Vorfeld beschrieben (Friedriehal. 1996; Maieret al. 2011). Zwischen den Ergebnissen in
Abbildung 51 und Abbildung 52A gibt es eine klare Diskrepanz. 3-Aminobuttersaure, Pipio@ins
und Azelainsdure zeigen in Hefe keine direkte Wirkung auf Tabak NPR1, kénnen ali@R1ken
Promotor in planta induzieren. Im Vergleich zu Salicylsdure ist das Induktionspotential dieser

Substanzen allerdings wesentlich geringer.

B
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Abb. 52 Induktionspotential des PRla-Promotors von Salicylsdure, Benzoesaur&8TH, [3-Aminobuttersaure,
Pipecolinsdure und Azelainséure. (A) GUS-Assay nach Inkubation voMN. benthamianal[-1533PR1ar:GUY
Blattscheiben auf ¥D, 0,5 % DMSO, 1 mM Salicylsaure, 1 mM R-Aminobuttersiure, 1 mMcBliips&ure und 1 m|
Azelainsaure. (B) GUS-Assay nach Inkubation frtabacun{PR1ar:GUS Blattscheiben auf D, 1 mM Salicylsaur
1 mM Benzoeséaure und 0,3 mM BTH.

4.4.2 Einfluss von Salicylsdure und analogen Verbindungen auf Tabak NPR3

Analog wie in 4.4.1 wurden dieselben Substanzen wie in Abbildung 34 verwendet, Uivirkuag

auf Tabak NPR3 zu untersuchen. Salicylsdure bewirkt die Dissoziation von NiNIRIRIN2a. Bei

einer Konzentration von 0,3 mM sind zwischen Salicylsaure und den Substanzen keinechesentl
Unterschiede hinsichtlich ihrer Wirkung zu beobachten. Benzoesdure, Anthranilsiure,
3,5-Dichloranthranilsdure, 4-Chlorbenzoesaure und 3,5-Dichlorbenzoesaure sind in deriéage, d
Interaktion zwischen NtNPR3 und NtNIMIN2a zu inhibieren. Mit abnehmender Kontientraird
deutlich, dass auch hier Anthranilsdure den geringsten Einfluss auf die tiotetzdt. Des Weiteren
zeigte sich, dass die chlorierten Substanzen und auch Benzoesaure eine bessere inhibrkrende

auf die Interaktion zwischen NtINPR3 und NtNIMIN2a haben als Salicylsalrer gélbb. 53A). Zum
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direkten Vergleich des Einflusses von Salicylsaure und 3,5-Dichloranthranilsaure wOsgévelte
fur die Dissoziation von Tabak NPR3 und Tabak NIMIN2a bestimmt. DglV@ért fir die Dissoziation
von NtNPR3 und NtNIMIN2a betragt fur Salicylsaure 0,14 uM und fur 3,5-Dichtbranilsaure
0,4 uM (Abb. 53B und C). Vergleichsweise dazu liegt ld&r-Wert fir die Dissoziation von Tabak
NPR1 und Tabak NIMIN2a fur Salicylsaure bei 0,7 uM und fir 3,5-Dichloranthranilsaute2BgiM
(Abb. 49A).
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+ 3,5-Dichloranthranilsaure * + 4-Chlorbenzoesaure* ﬁ + 3,5-Dichlorbenzoeséaure ** + 0,506 DMSO

Abb. 53 Einfluss von Salicylsdure und analogen Verbindungen auf TalkaNPR3. (A) Interaktion von NtNIMIN2a un
GAL4AD-NtNPR3 in Anwesenheit von Salicylsdure, Benzoesdure, Amthéare, 3,5-Dichloranthranilsau
4-Chlorbenzoesaure und 3,5-Dichlorbenzoeséure in den KonzentmaigheM, 0,03 mM und 0,003 mM. Die Substar
4-Chlorbenzoesaure, 3,5-Dichlorbenzoesaure und 3,5-Dichloraitgitar wirken sich bei einer Konzentration von 0,3
hemmend auf das Wachstum der Hefen @jst (C) Abhéngigkeit der Interaktion NtNIMIN2a und NtNPR3 von Salicyls
und 3,5-Dichloranthranilsure. Die Stéarke der Protein-Protein-Wedhsahg wurde durch Hefe-Zwei-Hybridanaly:
bestimmt.

Im Anschluss wurde ebenfalls die Wirkung von BTH, Acibenzolarsdure und INA alis§oziation

von NtNPR3 und NtNIMIN2a untersucht. Im heterologen Hefe-Zwei-Hybridsysteener Einfluss

dieser beiden Substanzen in drei verschiedenen Konzentrationen (0,3 mM, 0,03 mM und 0,003 mM)
analysiert. Bei einer Konzentration von 0,3 mM ist zwischen Salicylsdure, BTH, Acibenzolansdure

INA in ihrer Wirkung kein wesentlicher Unterschied zu erkennen. Diedktien von NtINPR3 und

NtNIMIN2a wird durch den Einfluss der Substanzen gehemmt. Etwas geringer konzenttiert
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0,03 mM wird ein Unterschied zwischen den Substanzen sichtbar. Im GegensaticylsdBet haben
die Substanzen BTH, Acibenzolarsaure und INA einen geringeren Einfluss auf die loteralsichen

NtNPR3 und NtNIMINZ2a. Dabei zeigt INA die geringste Wirkung, wahrend BTHAgilbenzolarsaure
ungefahr gleich effektiv sind. Bei einer Konzentration von 0,003 mM wird sehriatgeutlass

Salicylsaure den starksten Effekt auf die Dissoziation von NtNPR3 und NtNIMiAI2ENA dagegen
hat bei dieser geringen Konzentration keinen Effekt mehr. BTH und Acibenzolarséger noch eine
moderate Wirkung auf die Interaktion zwischen NtNPR3 und NtNIMIN2a, wobei Aciberéotarsier

etwas effektiver ist (Ablb4).

GBD-NtNIMIN2a + GAD-NtNPR3

0.8 3 I BD/AD
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2 05
£ 04 + BTH*
T 033 B + Acibenzolarsaure*
S 021 + INA*
0,11
2,0 5
1,8
o s 1,6 3 _I_
[a B .40:) 1,43
< 1243
c
{5 103
5 0,8 3
= 067
= 041
023
o0 N .
35
o _ 30; =
o 2251
[0}
<€ 201
Wosd
Q
£ 10
051
0,0 {— ==, T

Abb. 54 Einfluss von Salicylsdure, BTH, Acibenzolarsdure und INA auf TabBk NPR3. Interaktion von NtNIMIN2a un
NtNPR3. Die Interaktionen fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystem in Annlesié von Salicylséure, BTH, Acibenzolarsédure
INA in den Konzentrationen 0,3 mM, 0,03 mM und 0,003 mM statt.

4.4.3 Interaktion zwischen der LENRV-Doméane und NIMIN-Bindedoméne von Tabak

NPR1 und NPR3

Tabak NPR3 ist Arabidopsis NPR1 biochemisch ahnhthlPR3 ist ebenso wiatNPR1 in der Lage,
NIMIN-Proteine zu binden. Diese Interaktion wird durch Salicylsaure negatinflusst. Des Weiteren
interagiert NINPR3 ebenfalls mit TGA-Transkriptionsfaktoren und diese Interaktion wird von
Salicylsaure nicht beeinflusst. B¢iNPR3 ist wie inAtNPR1 eine Salicylsdure-abhangige Assoziation

der LENRV-Doméne und NIMIN-Bindedomane nicht méglich. Die biochemischen Eigerestluiit
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C-terminalen Domanen voNtNPR1 (Abb. 58) und NtNPR3 (Abb. 5B) sollten mit Hilfe von
Chimarbildung im Hefe-Zwei-Hybridsystem naher charakterisiert werden. FUCHimarbildung
wurden neben den wildtypischen C-terminalen Doméanen von NtNPR1 und NtNPR3 auch trunkate
Versionen der jeweiligen NIMIN2-Bindedomanen verwendet. In Abbildung 55C zeigt sichdidass
Assoziation der C-terminalen Domanen VAINPR1 LENRV und NIMIN-Bindedoméane spontan
erfolgt und die Interaktion durch Salicylsdure verstarkt wird. Wird nurebeader wildtypischen
NIMIN-Bindedoméne die trunkate Version fir diese Interaktion verwendet, kommcttgsmehr zur
spontanen Interaktion und die durch Salicylsdure induzierte Assoziation ist wesestindeg Die
Chimérbildung zwischen NtNPR1 LENRV und NtNPR3 NIMIN-Bindedoméne ist nach Zugabe v
Salicylsaure mdoglich, fallt aber relativ gering aus. Die Salicylsdure-indeiZdfinitat von NtNPR1
LENRYV ist zu der trunkaten Version NtNPR3 NIMIN-Bindedomane (469/528) daigtarker als bei
der wildtypischen NIMIN-Bindedomane voNtNPR3. Wird nun anstelle voNtNPR1 LENRV
NtNPR3 LENRYV eingesetzt, zeigt sich ein ganz anderes BildPR3 LENRYV ist weder in der Lage,
mit der wildtypischen noch mit der trunkanten NIMIN-Bindedoméne von NtNPR3 apaer in
Anwesenheit von Salicylsdure zu assoziieren. Eine Chimarbildung mit der witditgpisNIMIN-
Bindedoméne und der trunkaten Version (466/525) von NtNPR1 NtfIPR3 LENRYV ebenfalls nicht

moglich. Die C-terminale Doméne LENRYV ist auch hier inaktiv, vergleichbar mit AtNPR1.
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N2BD N2BD
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AD NtNPR1 NtNPR1 NtNPR3 NtNPR3 NtNPR3  NtNPR3 NENPR1 NENPR1
(466/588)  (466/525) (469/588)  (469/528) (469/588)  (469/52B) (466/588)  ( 466/528)

BD NtNPR1 (386/468) NtNPR3 (389/468)

D SD-Medium . + 0,3 mM Salicylsaure

Abb. 55 Chimérbildung der C-terminalen Subdoménen von Tabak NPR1 od NPR3. Interaktion von NtNPR1(386/4€
und NtNPR3(389/468) mit NtNPR1(466/588), NtINPR1(466/528) NtNPR3(469/588) und NtNPR3(469/52&)L. Die
Interaktionen fanden im Hefe-Zwei-Hybridsystem in An- und Abwesiinvon Salicylsdure statt.
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4.5 Nachweis von NPR1Proteinen in Hefe, Arabidopsis und Tabak

Fir den Nachweis von NPR1-Proteinen &isotiana tabacumund Arabidopsis thalianawurden
polyklonale Antikorper verwendet. Fur den Nachweis von NtNPR1 wurde der Apgik\GST-CT-
NtNPR1 benutzt. Der i&. coli exprimierte C-Terminus (386/588) mit G®$Markierung von NtNPR1
wurde dabei Uber eine Glutathionsepharosesaule gereinigt und zur Gewinnung Eérpanteur
Immunisierung von Kaninchen eingesetzt (U.M. Pfitzner, unveroffentlicht). FuNaehweis von
Arabidopsis NPR1 wurde der AntikbrpebxHis-AtNPR1 (.-AtNPR1) herangezogen. AtINPR1 wurde
ebenfalls irE. coliexprimiert, Gber eine Ni-NTA-Sauéafgereinigt und zur Gewinnung der Antikorper

zur Immunisierung von Kaninchen verwendet (Béauscher, 2000). In den folgenden Abschnittee wird di
Spezifitat der Antikérper zum Nachweis der NPR1-Proteine zweier unterschadPflanzenspezies

charakterisiert. Hierfur wurden die Antikdrper im heterologen Hefesystermymdntagetestet.

4.5.1 Nachweis von Arabidopsis und Tabak NPR1-Proteinen in Hefe

Die Expression der Proteine im heterologen Hefesystem wurde herangezogen, uechemogl
Kreuzreaktionen ausschlieen zu kénnen. Hierfir wurden neben den NPR1-Proteinen von Tabak und
Arabidopsis auch die jeweiligen Paralogen der entsprechenden Pflanzenspezies in Hefen eRieimiert
Proteine von Interesse wurden dabei im pGBT9-Vektor als GAL4-BindedoméanenfusioniestpAia

Negativ- und Hintergrundkontrolle wurden Hefen mit den Leervektoren pGBT9 und pGAD424 co-
transformiert (LV). Die Kolonien der transformierten Hefen wurden in SD-Flkskig angezogen und
anschliel3end eine Proteinextraktion durchgefuhrt. Die Hefeproteinextrakte wurdeniddimnSDS-

PAGE mit anschlieRender Immunodetektion eingesetzt.

Zuerst erfolgte die Priifung, ob der AntikorpetAtNPR1 innerhalb der NPR-Proteinfamilie von
Arabidopsis spezifisch fir NPR1 ist. Dafiir wurden von AtNPR1, AINPR3 und AMNBReils die
Volllangenproteine sowie die jeweiligdrEXRV-Doméanen als GAL4-Bindedomanenfusion in Hefe
exprimiert und fir die Immunodetektion eingesetzt. MiitNPR1 konnte ausschlieRlich bei BD-
AtNPR1 (81 kDa) und bei BD-AtNPR1(387/467) (25 kDa) ein Signal auf der Hohe desetewart
Molekulargewichts detektiert werden. Bei AtNPR3 und AtNPR4 war lediglich deretdinind
vergleichbar mit deLV-Kontrolle detektierbar (Abb. 56A).-AtNPR1 ist fur in Hefen exprimiertes
AtNPR1 sehr spezifisch und kann innerhalb der Paralogen der Proteinfamilie vhiskem
Anschlie3end sollte auch furGSTcT-NtNPRL1 die Spezifitat innerhalb der NPR-Proteinfamilie von
Tabak geprift werden. Die Expression von NtNPR1 und NtNPR3 erfolgte auchal$i€3AL4-
Bindedoméanenfusion in Hefen. MitGST-cT-NtNPR1 konnte lediglich bei BD-NtNPR1 ein Signal
auf der Hohe des erwarteten Molekulargewichts von 81 kDa detektiert werden. B®{NBIR3
unterschied sich das detektierte Muster nicht vom Hintergrund der LV-Kon¢Adle. 56B). Auch

126



4 Ergebnisse

-GSTcT-NtNPRL1 ist fur in Hefe exprimiertes NtNPR1 sehr spezifisch und karschem NtINPR1
und NtNPR3 klar unterscheiden.
$ %

.-AtNPR1 .-GST-cT-NtNPR1

Lv AINPR1 AtNPR3 AtNPR4 Lv NtNPR1 NtNPR3

100 kDa mm:
70 kDa wm

55 kDamm

.-AtNPR1

AtNPR1 AtNPR3 AtNPR4
LV (387/467) (383/462) (373/45¢

Abb. 56 Immunologischer Nachweis von NPR1-Proteinen aus Arabidopsis und Takan Hefeproteinextrakten.
(A) Immunologischer Nachweis von GAL4BD-AtNPR1 (81 kP&AL4BD-AtNPR3 (81 kDa) GAL4-BD-AtNPR4
(79 kDa) und GAL4BD-AtNPR1(387/4672% kDa), GAL4ABD-AtNPR3(383/462) 25 kDa), GAL4-BD-AtNPR4(373/45¢
(25 N'D PLW GHP $@AtNMPARN jlUF:fépfoteinextrakten. Als Kontrolle dient jeweils die Leervektortramsfior
mit pGBT9 und pGAD424. (B) Immunologischer Nachweis von GAL4BD-NRYR81 kDa) und GAL4BD-NtNPF

N'D PLW GHP $GSWITN{NPRH b Hefeproteinextrakten. Als Kontrolle dient die Leervektortransforn
mit pGBT9 und pGAD424. Es wurden Proteinextrakte aus zwei oder dreiangigbn Kolonien analysiert.

FortfUhrend sollte nun gepriift werden, ob die jeweiligen Antikdrper fir ArabidopsiSabak NPR1

nicht nur innerhalb der eigenen NPR-Proteinfamilie diskriminieren kdnnen, sondern ob
spezieslbergreifende Kreuzreaktionen ebenfalls ausgeschlossen werden kdnnen. Hierflauetstden
GAL4-Bindedomanenfusionen der C-Termini von Arabidopsis NPR1 und Tabak NPR1 herangezogen.
Als Hintergrundkontrolle diente wiederrum die Leervektortransformatiom.Hboteinextrakte wurden
Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran lbertragen. hiaMenrde

in die Halfte geteilt und eine Halfte mitGST-cT-NtNPR1 und die andere mitAtNPR1 behandelt.

Fur die Exposition wurden beide Membranhalften wieder aneinandergefligt. Beim Einsat&8dn
cT-NtNPR1 konnte nur ein Signal auf der Hohe des erwarteten Molekulargewichts von 38 BDa bei
NtNPR1(386/588) detektiert werden. Analog dazu verhielt es sich beim EinsatzAtbliPR1. Auch

hier konnte lediglich ein Signal auf der Hohe des erwarteten Molekulargwioht38 kDa bei BD-
AINPR1(387/593) detektiert werden (Abb. 57A). Zusatzlich sollte analysiert wmevtdei .-AtINPR1

eine Kreuzreaktion mit NtNPR3 ausgeschlossen ist. Dafiir wurden Protaektexuler GAL4-
Bindedoménenfusionen BD-AtNPR1, BD-NtNPR1 und BD-NtNPR3 verwendet. Auch hier konnte nur
ein Signal bei BD-AtNPR1 mit-AtNPR1 auf der Hohe des erwarteten Molekulargewichts von 81 kDa
detektiert werden (Abb. 57B). Die Antikorper von Tabak NPR1 und Arabidopsid KBfhen auch

speziesubergreifend untereinander diskriminieren.
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Abb. 57 Immunologischer Nachweis von NPR1-Proteinen aus Arabidopsis und Tabak Hefeproteinextrakten. (A)
Immunologischer Nachweis von GAL4BD-NtNPR1 cT(386/58H kDa) und GAL4BD-AtNPR1 cT(387/593B8 kDa,
mit den Antikérpen .-GST<T-NtNPR1 und .-AtNPR1 in Hefeproteinextrakten. Als Kontrolle dient jeweils
Leervektortransformation mit pGBT9 und pGAD424. (B) Immunologisdti@chweis von GAL4BD-AtNPR1 (81 kD,
GAL4BD-NtNPR1 (81 kDaund GAL4BD-NtNPR3 N'D PLW GHP $INFRING HSdpidteinextrakten. /
Kontrolle dient die Leervektortransformation mit pGBT9 und pGAD424.

4.5.2 Nachweis von Arabidopsis NPR1

Arabidopsis NPR1 liegt im uninduzierten Zustand der Pflanze als Oligomer im Cytoplasma vor. Durch
Anderungen des Redox-Status der Zelle durch den Anstieg von Salicylsdaure werden die
Disulfidbriickenbindungen zwischen den Cysteinresten der NPR1-Proteine reduziert. MHERL ni

seine monomere Form an und wird in den Zellkern transportiert. Fir Arabidopsis NPR#& konn
nachgewiesen werden, dass unter nicht reduzierenden Bedingungen bei der Probenaufbereitung und
Analyse per SDS-PAGE und Immunodetektion lediglich NPR1 Monomere in induziertem
Pflanzengewebe detektiert werden. Unter reduzierenden Bedingungen war sowohl in gélasben
unbehandelter Pflanzen als auch in Pflanzengewebe behandelter Pflanzen NPR1 nachweisbar ohne

erkennbare Veranderung der Akkumulation des Proteins @#lali, 2003).

Bei Verwendung des-AtNPR1 Antikdrpers gegen das gesamte Arabidopsis NPR1 konnte allerdings
in Pflanzenextrakten von Salicylsdure- und Bion-behandelten Arabidopsispflanzen untereediazi
Bedingungen eine verstarkte Akkumulation von AtINPR1 nachgewiesen werden. Bei Pnatkiaaxt

14 Stunden nach Behandlung mit 1 mM Salicylsaure und 0,3 mM BTH in Form von dBieme
deutliche Verstarkung des Signals auf der Hoéhe von 66 kDa im Vergleich zu den Prakieaxt

unbehandelter Arabidopsispflanzen zu sehen (Abf) .58

Im Gegensatz zu den in Hefe exprimierten NPR-Proteinen reagi@8T-cT-NtNPR1 bei
Proteinextrakten aus Pflanzenmaterial kreuz und detektiert endogenes AtNPR1 (Abl={B8HEN
immunologischen Nachweis von NPR1 wurden Proteinextrakte aus Blattmaterial von Arabidbpsi

und 20 Stunden nach Behandlung mit 1 mM Salicylsaure und zur Kontrolle aus unbehandelten
Blattmaterial hergestellt. NPR1 wurde einmal mit dem Antikbrp&tNPR1 und einmal mit dem
Antikérper .-GST-cT-NtNPR1 immunologisch nachgewiesen. Daflr wurden die Extrakte nach
Auftrennen mittels SDS-PAGE auf eine Nitrocellulosemembran tbertragese Membran wurde

halbiert. Beide Halften waren identisch beladen. Die Halften wurden mit den ehesmien
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Antikérpern behandelt und fir die Exposition wieder aneinandergefiigt. In beiden B#dd zwei
Banden in Hohe des 70 kDa Markers zu erkennen. Im Falle-@&T-cT-NtNPR1 Antikdrpers ist die
obere Bande prominenter als die obere Bande bei der DetektionAtiNPR1. Allerdings ist in beiden
Fallen eine deutliche Verstarkung des Signals der unteren Bande bei den Extrakten ogskiBah
Behandlung sichtbar. Bei Detektion mHGST-cT-NtNPR1 ist zusatzlich eine Verstarkung der oberen
Bande erkennbar. Dies weist auf eine verstarkte Akkumulation von AtNPR1 indesldgzhandlung

mit Salicylsaure hin, unabhangig vom verwendeten Antikorper.

$ % _
A. thaliana Col-0 Sprithversuch (14h) A. thaliana Col-0
-AtNPR1 .-AtNPR1 .-GST-cT-NtNPR1
unbehandelt 1 mM SA 0,3mM BTH unbeh. 1 mM SA unbeh. 1 mM SA
#1 #2 #3 #4 #5 #1 14h 20h 14h 20h 14h 20h 14h 20h

100 kDamm|
70 kDa 100 kDamm
55 kDa == 70 kDa mm

55 kDa mm

35 kDa mmi

35 kDa mm

55KDamm ) dad 5 : - LSU 55kDamms . : ; . Lsu

Abb. 58 Akkumulation von Arabidopsis NPR1 14 Stunden nach Behandlung mit inM Salicylséaure und 0,3 mM BTF
(Bion). (A) Die verwendeten Proteinextrakte wurden aus Blattmaterial hergestellt, welclstsnten zuvor entweder |
1mM Salicylséure oder 0,3 mM BTH (Bion) behandelt wurde. Als Kaletdiente unbehandeltes Blattmaterial vorthaliane
Col-0. (B) Die verwendeten Proteinextrakte stammen von Blattmaterial, welchesniitSalicylsaure behandelt wurde 1
14 Stunden und 20 Stunden spéter geerntet wurde. Als Kontrolke diebehandeltes Blattmaterial vén thalianaCol-0
Der immunologische Nachweis von NPR1 wurde vergleichend mit dekdfpern .-AtNPR1 und .-GST-cT-NtNPR1
durchgefiihrt. Als Ladekontrolle diente die groRe Untereinheit der RuBisGW)(Lwelche nach der Farbung
Nitrocellulosemembran mit Ponceau S sichtbar wird.

4.5.3 Nachweis von Tabak NPR1

Mou und Mitarbeiter (2003) konnten unter nicht reduzierenden Bedingungen Arabidopsis INPR1 i
unbehandelten Pflanzen nicht nachweisen, sondern nur in INA-behandelten Pflanzen. In unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt weden, dass dies auf Tabak nicht zutriféérsAald Arabidopsis NPR1
verfugt Tabak NPR1 nicht Uber die Cysteinreste, welche fur die Oligomerisienu@gtoplasma von
Bedeutung sein sollen. Tabak NPR1 konnte sowohl unter nicht reduzierenden als aueheretirzi
Bedingungen gleichermafRen in unbehandeltep® Hbehandelten und Salicylsaure-beledigh

Tabakpflanzen nachgewiesen werden (Stutzle, 2016).

Bei Verwendung des-GST-T-NtNPR1 Antikorpers sind beim immunologischen Nachweis von NPR1

in Tabak mehrere Banden zu erkennen. Die multiplen Banden befinden sich im Bereleh 70 kDa
Marker, wo auch das Signal des 66 kDa grofien NPR1-Proteins erwartet wird. Im nachfolgenden
Versuch sollte untersucht werden, ob Salicylsaure auch in Tabak eine Akkumulation von NPR1
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bewirken kann. Fir den immunologischen Nachweis wurden hier Proteinextrakte von Blidinaan

N. tabacuncv. Samsun NN verwendet, welches zuvor ein, zwei, drei, vier und sieben Tage auf 1 mM
Salicylsaure inkubiert wurde. Als Kontrolle wurden Extrakte aus Blattmbtatih HO fir die
entsprechende Dauer inkubiert. Als weitere Kontrolle wurden Proteinextrakte von nuéledra
Blattmaterial hergestellt. Zwischen den NPR1-Proteinbandenmustern des SalieylgédirebO-
inkubierten und dem unbehandelten Blattmaterial sind keine spezifischen Untersckéedwarim
Gegensatz zu Arabidopsis ist eine verstarkte Akkumulation von NPR1 durch Behamnailung
Salicylsaure in Tabak nicht zu beobachten. Die Dauer der Behandlung mit Salicitséaweh keinen
Einfluss auf die Akkumulation von NPR1. Das Proteinbandenmuster zeigt keine lighsant
Veranderungen. Die Proteinextrakte des Salicylsdure-inkubierten Blattnsatstieden ferner zum
immunologischen Nachweis von PR1 mittels des Antikorpd?P®1a genutzt. Der Einfluss der Dauer
der Salicylsdure-Inkubation ist hier deutlich erkennbar. Mit zunehmendervé@etarkt sich die
Akkumulation von PR1 und das Signal bei 15 kDa wird intensiver (Abb. 59).

.-GST-cT-NtNPR1

N. tabacumSNN HO N. tabacumSNN 1 mM Salicylsaure
unbehandelt Tag Tag Tag Tag Tac unbehandelt Tag Tag Tag Tag Tac
#1 #2 1 2 3 4 7 #1 #2 1 2 3 4 7

100 kDamm
100 kDo

70 kDa 70 kDa =
-

55 kDa mm| 55 kDa mm

35 kDa mm| 35 kDa mm

55 kD2 mm 55 kDawm itz SIS i ATHE SN MR Lsu

55 kDa mm & . Lsu

.-PRla

Abb. 59 Immunologischer Nachweis von NPR1 und die Kinetik der Akkumulati@ von PR1 im Verlauf der Inkubation

auf 1 mM Salicylsaure inN. tabacumcv. Samsun NN (SNN)Die verwendeten Proteinextrakte wurden aus Blattme

von wildtypischen SNN Pflanzen hergestellt, die ein, zwei, dreipder sieben Tage auf 1 mM Salicylséure beziehungs

H20 inkubiert wurden. Als Ladekontrolle diente die grofe Untereinheit der RuBis@4),(la®lche nach der Farbung

Nitrocellulosemembran mit Ponceau S sichtbar wird.
AnschlieRend sollte gepriift werden, ob durch Bion-Behandlung Andemdeg Proteinbandenmusters
von NPR1 bewirkt werden. Die zum immunologischen Nachweis von NPR1 verwendeten
Proteinextrakte wurden aus Blattmaterial hergestellt, welches zuvorTage auf HO, 1 mM
Salicylsaure oder 0,3 mM BTH (Bion) inkubiert wurde. Als Kontrolle wurdgtzlich unbehandeltes
Blattmaterial verwendet. Bei Verwendung desSST-CT-NtNPR1 Antikorpers ist zwischen den
einzelnen Extrakten kein wesentlicher Unterschied erkennbar. Lediglich das Signal der Proben aus den
unbehandelten Blattmaterial erscheint intensiver als die anderen. Allerdiagband der Ponce&u
Farbung erkennbar, dass diese Proben deutlich mehr Gesamtprotein enthielten als die Rysiterinen
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Der Versuch zeigte, dass die Inkubation von BlattmaterialNcorbacumcv. Samsun NN mit Bion
ebenso wie Salicylsaure keinen Effekt auf das Proteinbandenmuster von NPR1 h&0jAbieselben
Tabakextrakte wurden dann in eine Immunodetektion mit dem AntikdrpeNPR1 eingesetzt. Der
Antikérper .-AtNPR1 reagiert ebenfalls kreuz und ist in der Lage, Tabak NPR1 zu detektiereler B
Verwendung dieses Antikdrpers sind nun anstelle der multiplen Banden nur noch zwen Band
erkennbar. Eine der Banden befindet sich auf der Héhe des 70 kDa Markers uneitieemas
dartiber. Aber auch hier kann keine Akkumulation von NPR1 beobachtet werddtomtislle der
Wirkung der Salicylsaure und Bion wurde PR1 in den Proteinextrakten nachgewiesen. Wig,erwarte
konnte PR1 (15 kDa) in den Salicylsdure- und Bion-inkubierten Proben nachgewiesen werden,
wohingegen in den Proben des unbehandelten Blattmaterials und@askiibierten Probenmaterials

kein PR1 mit dem Antikdrper-PR1a detektiert werden konnte (Abb. 60).

N. tabacumSNN 4 Tage

unbehandelt H,O 1mMSA 0,3mMBTH

#1  #2  #1  #2 #1  #2 1 ##2

100 KD 2w
70 kDa wm .-GST-cT-NtNPR1

55 kDa mm

LsSuU

100 KDamm|

70 kDa wm -AtNPR1
55 kDa mm

55 kDamm LSuU

15 kDa .-PRla

55 0n — WD (D W - S - - —-— LU

Abb. 60 Vergleichende Analyse der Proteinbanden von NPR1 und der Akkaulation von PR1 bei der Inkubation
auf H20, Salicylsdure und Bion beiN. tabacumcv. Samsun NN.Die verwendeten Proteinextrakte wurden
Blattmaterial von SNN Pflanzen hergestellt, welche zuvor fir vier Tagel#f1 mM Salicylsdure oder 0,3 mM B’
(Bion) inkubiert wurden. Als Kontrolle wurden Proteinextrakte unbehandéitdrf¥lanzen verwendet. Als Ladekontre
diente die grofRe Untereinheit der RuBisCo (LSU), welche nach der Farbumgjtabcellulosemembran mit Poncea
sichtbar wird.

In einem weiteren Versuch wurde geprift, ob eine Pathogen-Infektion einen Effekt auf die
Akkumulation von Tabak NPR1 auslost. Diitabacumcyv. Samsun NN Pflanzen wurden mwvyV

infiziert. Als Kontrolle wurden drei nicht infizierte Tabakpflanzen verwendathNvier Tagen wurden

Proben aus Nekrosenndhe im lokalen Gewebe entnommen und nach sieben Tagen nochmals. Nach
sieben und 14 Tagen wurden dem nicht-infizierten Gewebe tber dem infizierten Blatt ebenfalls Proben
entnommen (systemisch). Aus dem Blattmaterial wurden Proteinextrakte hdrgastefir einen
immunologischen Nachweis von NPR1 mittels des Antikorpe@&ST-cT-NtNPR1 verwendetim
Proteinbandenmuster zwischen den infizierten Tabakpflanzen und den nichttariiB@anzen gibés
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keine wesentlichen Unterschiede (Abl). Eine Infektion mifTMV hat ebenfalls keinen Effekt auf die
Akkumulation von NPR1 in Tabak.

N. tabacumSNN TMV-Infektion .-GST-cT-NtINPR1
lokal systemisch
4 Tage 7 Tage 7 Tage 4 Tage

#1 #2 #3 #1 2 # #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3

100 kDawm|
70 kDa wm|
55 kDa ==

35 kDa==

s M |

unbehandelt

100 kDawm 100 KD o

70 kDa 70 kDa ==

55 kDa 55 kDam

35 kDa==
35 kDa==

55 kDam= [ w 55 kDa

Abb. 61 Analyse des Proteinbadenmusters von NPR1 b&MV-infizierten N. tabacumcv. Samsun NN Pflanzen i
infizierten Blattgewebe und nicht-infizierten Blattgewebe nahe der InfektionFur den immunologischen Nachweis
NPR1 im infizierten Blattgewebe wahrend der hypersensitiven Reaktion wihdgeinextrakte aus Blattmaterial
Nekrosennéhe vier und sieben Tage nach Infektion (dpi) hergesielideR Immunologischen Nachweis von NPR:
nicht-infizierten Blattgewebe bei Etablierung der SAR wurden ProteinextraktBlattmaterial aus den unifizierten Bléat
sieben und 14 Tage nach Infektiatays post infectigrdpi) hergestellt Als Kontrolle wurden uninfizierte SNN Pflar
verwendet. Als Ladekontrolle diente die grofRe Untereinheit der RuBisCo (L8&lyhe nach der Farbung
Nitrocellulosemembran mit Ponceau S sichtbar wird.

Im Gegensatz zu Arabidopsis NPR1 wird die Akkumulation von Tabak NPR1 wedérldduktion

durch Salicylsdure oder Bion noch dufEMV-Infektion beeinflusst. Das Proteinbandenmuster bleibt
relativ konstant. Die Antikdrper.-GSTT-NtINPR1 und .-AtNPR1 kdnnen zwischen in Hefe
exprimierten NPR-Proteinen klar unterscheiden. Sie sind sehr spezifisch. Bei NPR1 aus
Pflanzenproteinextrakten reagieren beide Antikdrper kreuz. Bei Tabak-Proteirextgiit es klare
Unterschiede in der Verwendung der AntikorpeiGST-CT-NtNPR1 detektiert multiple Banden im
Bereich um die 70 kDa, wohingegerAtNPR1 zwei diskrete Banden detektiert. Eine der Banden
befindet sich auf der Hohe von 70 kDa und die andere etwas dartiber. Mit beiddirpemtidassen

sich keine Veradnderungen der Akkumulation oder des Proteinbandenmusters in Folge von
Salicylsaure-, Bion- oder Pathogen-Behandlung nachweisen.
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4.6 Erzeugung von Mutanten in denNPR1- und NPR3Genen vonN. tabacum

Nicotiana tabacumist ein natirlich entstandener Hybrid aMgcotiana sylvestrisund Nicotiana
tomentosiformisAnders als die Elternarten ist tabacummicht diploid, sondern tetraploid (Murad

al., 2002). Ebenso wia. thalianaund weitere Pflanzenspezies verfligtabacunauch tber einfPR
Genfamilie. In Tabak besteht diese Genfamilie aus drei Mitgliedern, wobehalbelieser Familie die
Mitglieder NtNPR1undNtNPR3mit der Pflanzenabwehrask assoziiert werden (Liet al.,2002; Maier

et al., 2011). Anders als fUA. thalianaist Uber dieNPRGenfamilie inN. tabacumrelativ wenig
bekannt. Aufgrund der offensichtlichen Unterschiede im Hinblick auf die biochemiBammschaften

und die Akkumulation von NPR1 in Reaktion auf Pathogenbefall und Salicylsaurebehandlung sol
Tabak NPR1 Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen sein. Ferner wird aughamflen
Untersuchungen beteiligt. Fur die Analyse wurden fir daRR1lidentifizierte Gen und sein Paralog
NPR3 Mutanten inN. tabacumcv. Samsun NN erzeugt. Die Mutagenese erfolgte dabei Uber das
CRISPR/Cas9-System.

Das CRISPR/Cas9-Systenclustered regularly interspacedshort palindromic repeats/ CRISPR-
associated proteinsist Teil des prokaryotischen, adaptiven Immunsystems zum Schutz gegen Viren
und Bakteriophagen. In Bakterien und Archaeen konnten drei verschiedene CRISPR/Cas-Systeme
identifiziert werden (Bhaya&t al, 2011; Terns&Terns, 2011; Wiedenheftal, 2012). Jedes davon
verfugt Uber einen eigenen Mechanismus. Fir die Genomeditierung wird haufig dasSkgbem
verwendet. Kurze NA-Sequenzen, beispielsweise viralen Ursprungs, werden in das Genom integriert
und so wird ein zellulares Gedachtnis vorheriger Infektionen gebildet. Die Abschnitte der Fremd-DNA
werden dabei in den CRISPR-Locus eingebracht. Dieser Locus ist hoch variabel uht deste
Wiederholungen répeat3, die durch die Integration der Fremd-DNApécej getrennt werden
(Barrangouet al.,2007; Bolotinet al.,2005; Janseant al.,2002). Bei der Transkription des CRISPR-
Locus wird ein langes RNA-Molekdl gebildet (pre-crRNA), der Vorladier CRISPR-RNA (crRNA).
Oberhalb des CRISPR-Locus wird wahrenddessentrdiesactivating CRISPR-RNA (tracrRNA)
transkribiert, welche an der Prozessierung der pre-crRNA beteiligt ist. diten komplementaren
Bereich bindet die tracrRNA aRepeatRegionen der pre-crRNA und bildet so eine doppelstrangige
RNA-Struktur aus, welche durch das Enzym RNaselll erkannt und geschnitten wird. deseh
Prozedur entsteht ein tracrRNA:crRNA-Komplex. Die crRNA enthélt die CRIS&duenz und die
Sequenz der Fremd-DNA (Deltchewst al., 2011). Dieser Komplex bildet zusammen mit der
Endonuklease Cas9 einen aktiven Ribonukleoproteinkomplex aus, welcher eindringendesiluidei
spezifisch als fremd erkennt, schneidet und unschadlich macht. Die Zielseqaabziskomplementar

zur crRNA, reicht alleine aber zur spezifischen Erkennung und zum Schneiden nichtiads
Bindung von Cas9 wird zusatzlich eine sogenannte PAM-Sequeoigpacer adjacent maoyif
bendtigt, welche sich in unmittelbarer Nahe zur Zielsequenz befinden muss (Stetrdde2914).Im

Typ Il System vonStreptococcus pyogendsandelt es sich dabei um die Trinukleotidsequenz
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5"-NGG-3". Sind alle Bedingungen erfillt, bildet sich ein DNA:RNA-Hybrid aus@asP verursacht
glatte Doppelstrangbriiche der DNA an spezifischen Stellen, welche durch eine 20 Nullegid |
Sequenz vorgegeben wird, die sich innerhalb des crRNA-Transkripts befindet (Gasiaha2012;
Jink et al.,2012).

In Eukaryonten kann dieses System zur prazisen Genomeditierung verwendet werden. des$-olge
DNA-Doppelstrangbruchs wird einer von zwei DNA-Reparaturmechanismen induziert. Zemygéit

es den Mechanismus desn homologous end joiningNHEJ). Dieser Mechanismus ist sehr
fehleranfallig und fuhrt meist zu Insertionen oder Deletionen. Dies kann uniterean zum gezielten
Ausschalten gewtlinschter Gene genutzt werden. Zum anderen gibt es auRerdem den Mechanismus des
homology-directed repaifHDR). Dieser Mechanismus kann dafir genutzt werden, gezielt bestimmte
DNA-Sequenzen einzubringen. Normalerweise wird HDR nach der Replikation verwendegsewor
Zellteilung kommt, um Doppelstrangbriiche ohne etwaige Mutationen reparieren zu kBétermier

et al., 2014; Cromieet al., 2001; Wyman&Kanaar, 2006). Zur Optimierung des Systems fir die
Verwendung zur Genomeditierung wurden die beteiligten Komponenten Cas9, tracrRNARNA
genauer charakterisiert. Es stellte sich dabei heraus, dass die tracrRNA Bindliag von Cas9
zwingend bendtigt wird. Allerdings ist es moglich, das System trotzdem zu veheinfacd die Anzahl

der bendtigten Komponenten zu reduzieren. crRNA und tracrRNA kdnnen irseigkr guideRNA
(sgRNA) kombiniert werden. Die sgRNA verfligt Gber die jeweiligen Fonkt, welche fur die
Bindung von Cas9 und fir die Zielsequenzerkennung bendtigt werden (ldtvain@013; Jinelet al.,

2012; Maliet al.,2013). Zusammen mit sgRNA ist Cas9 in der Lage, doppelstrangige DN&sl@n |
gewiinschten Stelle, welche durch giegdeRNA vorgegeben wird und in unmittelbarer Umgebung ein
PAM-Motiv enthélt, zu schneiden (Jinekal.,2012; Sapranauskasal.,2017J).

Die Vorselektion der FGeneration der mit der CRISPR/Cas9-Konstruktion transformierten
Tabakpflanzen erfolgte tber eine vierwdchige Behandlung mit 0,3 mM BTH in Formieor{34.5)

Bion ist ein kommerziell erhaltlicher Pflanzenaktivator mit den Wirks®¥H. Wahrend der
vierwochigen Bion-Behandlung werden die Keimlinge zweimal pro Woche mit 0,38tV (Bion)
bespriht und sind so permanent deRiLund SAR induzierenden Einfluss dieser Substanz ausgesetzt.
Dem zufolge wird von der Pflanze stetig Energie in die Aufrechterhaltung§AlRrinvestiert, welche

fur das Wachstum der Keimlinge nicht mehr zur Verfligung steht. Wildtypischalikgé zeigen
deutliche Defizite im Wachstum. Keimlinge, die durch erfolgreiche Mutagenese ritintitber ein
funktionstiichtiges NPR1 verfligen, kdnnen jedoch ungehindert wachsen und heben sich deutlich durch
ihre GroRe von wildtypischen Keimlingen ab. Die Durchfiihrung der Vorselekéiod im S1-
Gewéchshaus statt. Es wurden fir jede zu untersuchende Linie ca. 1000 Samen auf Anzuchterde
ausgesat. Nach ungefahr zwei Wochen, wenn die Keimblatter der Keimlingé&naitisausgebildet,

aber die Keimlinge noch so klein wie méglich waren, wurde mit der Bion-Behandlung begonnen. Uber

einen Zeitraum von vier Wochen wurden die Keimlinge zweimal pro Woch@,8whM BTH (Bion)
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bespriiht. Als Positivkontrolle dienten Keimlinge vbh tabacumcv. Samsun NN. Diese wurden
ebenfalls der Bion-Behandlung unterzogen. Zum direkten Vergleich wurden als NegabiNgont
Keimlinge vonN. tabacuncv. Samsun NN anstelle von Bion mit®bespriht. Im Anschluss an die
vierwdchige Bion-Behandlung wurden die gréten Pflanzen der jeweiligen Linien ausgewahlt und
ausgetopft. Sobald geniigend Blattmaterial zur Verfiigung stand, wurde von dearselédn Pflanzen
genomische DNA isoliert und Uber PCR, Restriktionsanalyse und Sequenzieromgjeduflarer Ebene
analysiert. Da es sich bl tabacunum eine tetraploide Spezies handelt, wurde bei der molekularen
Analyse darauf geachtet, voNPR1 beziehungsweisdéNPR3 beide VariantenN. sylvestrisund

N. tomentosiformigu untersuchen. Pflanzen mit erfolgreich durchgefiihrter Mutagenese wurden fir

weitere Tests und zur Samengewinnung verwendet.

4.6.1 Erzeugung von Mutanten im NPR1-Gen des EltersN. tomentosiformis(Linien
90H)

Den Transformationshintergrund der Linien 90H stellt die transgene Niniabacuntv. Samsun NN

138 dar. Diese transgene Linie verfigt tber &R&a,:GUSReportergenkonstruktion. Hier steht das
GUSReportergen, welches fiir das Enzym R-Glucuronidase kodiert, unter der Koté®RR1la
Promotors. Auf die Aktivitat deBR1aPromotors kénnen Uber einen GUS-Enzymtest und die dadurch
ermittelten Aktivitatswerte RUckschlisse gezogen werden. So werden Analyse gktioSel
potentieller Mutanten erleichtert, da fir die Aktivierung ddRlaPromotors funktionelles NPR1-
Protein vorliegen muss. Der GUS-Enzymtest lasst also auch indirekt Ruckschllsks aNPR1-

Protein-Status der jeweiligen Pflanzen zu.

HindlIl Agd
201 rt 241t
5NsNPR1-550
SN Vo

NPR1—| Exon | (1-545 ny) |—| Exon Il f

3NsNPR1-550

«$&*& AAGCTTGIGG 77& & &«

PAM

Abb. 62 Schematische Darstellung des ersten Exons viMPR1 von N. tomentosiformis Das erste Exon voNPR!
erstreckt sich von Nukleotid 1 bis 545. Mit dem Primerpaar 5SNsNPRI3ESNPR1-550 kann das erste Exor
Analysezwecken vollstéandig amplifiziert werden. Bei Nukleotid 201 eiclet das EnzynHindlll im Anschluss dare
befindet sich die PAM-Sequenz. Fur weitere Analysezwecke wagiRéstriktionsenzymgd ausgewahlt, welches unw
von Hindlll bei Nukleotid 241 schneidet.

Die Mutagenese erfolgte Uber das CRISPR/Cas9-System. Die Zielsequendahgteo konzipiert,
dass diHindlll Schnittstelle im ersten Exon vavPR1betroffen ist und durch Deletion oder Insertion
von Nukleotiden entfernt wird. Durch die fehlende Schnittstelle wird die &mielkuf molekularer
Ebene erleichtert. Aufgrund von SequenzunterschiedenNPRR1Gen von N. sylvestris und

N. tomentosiformischlief3t sich an die ZielsequenaNnsylvestrisnicht die PAM-Sequenan, welche

als Erkennungssequenz fur die Cas9-Endonuklease benétigt wird. Deswegen bebiftitadjenese
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lediglich dadsNPR:tGen demlN. tomentosiformid/ariante. Abbildung 62 steltias erste Exon vaiPR1
und die fur die molekulare Analyse verwendeten Restriktionsschnittstellen und Oligmtialekl

schematisch dar.

4.6.1.1 Charakterisierung der Fi;-Generation

Zu Beginn der Charakterisierung der Linie 90H lagen Samen von 21 Primartransforman®émvoy:
90H-2, 90H-3, 90H-4, 90H-5, 90H-6, 90H-7, 90H-8, 90H-9, 90H-10, 90H-11, 90H-12, 90H-13, 90H-
14, 90H-15, 90H-17, 90H-18, 90H-20, 90H-21, 90H-22 und 90H-23. Die Vorselektion der Pflanzen der
F1-Generation erfolgte Uber eine vierwéchige Bion-Behandlung. Insgesahenviiber die 21 Linien
verteilt 49 Pflanzen selektioniert und auf molekularer Ebene weiter analysiertdevicausgewahlten
Pflanzen wurde jeweils genomische DNA isoliert. Diese diente als Matrize zulifikation des ersten
Exons vorNPR1mittels PCR und der Primerkombination 5NsNPR1-550/3NsNPR1-550. Als Kontrolle
diente genomische DNA voN. tabacumcv. Samsun NN (SNN) und der Linie 138-3/7 sowie eine
1:1000 Verdunnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1. Durch einen Restriktionsverddindtitkonnte
getestet werden, ob es sich dabei um eine wildtypische Pflanze handelt oder potegitiellenprl
Mutante. Durch die gezielte Mutagenese sollte die EliminierungHdetlll -Schnittstelle erfolgen
Somit konnte klar zwischen Wildtyp und Mutante auf molekularer Ebene differenzeten. Das
Amplifikat des ersten Exons vixiPR1mit einer Gré3e von 545p wird bei der wildtypischen Variante
vollstandig geschnitten und weist dann Fragmente der GroReBmiBddd 201Bp auf, wahrend es bei

erfolgreicher Mutagenese nur zu 50% geschnitten ist. Der verbleibende widttygisteil mit einer

)
z 5 z5 3
Z & ooHS 90H-7 90H-10  9H- 23 3 90H-7 00H-9  90H-11  Hop4
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Abb. 63 Amplifikate des ersten Exons voriNPR1und die analytische Restriktion mitHindlll und Agd. Die Amplifikation
des ersten Exons voNPR1wurde mit dem Primerpaar 5NsNPR1-550/3NsNPR1-550 durchgefiihrt. Alszéavurde
genomische DNA der jeweiligen Pflanzen verwendet. Fir die Negativkenfrpivurde HO eingesetzt. Als Positivkontro
(+) wurde eine 1:1000 Verdiinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1 verwgigleteitere Kontrollen wurde genomische D
von N. tabacunmcv. Samsun NN (SNN) und der Linie 138-3/7 eingesetzt. Das Amplifikat eine GroR3e von 545 Bp ¢
Durch eine Restriktion miHindlll wird das PCR-Produkt der Wildtypsequenz vollstandig in 344 Bg 201 Bp grof:
Fragmente geschnitten. Handelt es sich dabei um eine Mutante, wird deRr6&diRt nicht vollstandig geschnitten unc
bleibt zuséatzlich zu den 344 Bp und 201 Bp gro3en Fragmenten deschnigtene PCR-Produkt der GréfRe 545 Bp zu
Durch eine weitere Restriktion des PCR-ProduktsAgi#l entstehen Fragmente der Grof3e 241 Bp und 304 Bp ungt
dessen, ob es sich um eine wildtypische oder mutante Sequenz handelt.

136



4 Ergebnisse

GroRRe von 548p ruhrt daher, dass niINPR1der N. tomentosiformi&/ariante von der Mutagenese
betroffen sind.

Durch einen weiteren Restriktionsverdau #gd des Amplifikats sollte sichergestellt werden, dass
unweit der Zielsequenz die Sequenz weiterhin intakAigtl schneidet 40 Nukleotide 3" delindlll -
Schnittstelle. Alle Amplifikate verhielten sich unauffallig und lieBen sich in Fesdender GroRRe
241Bp und 304Bp schneiden (Abl63). Von den insgesamt 49 getesteten Pflanzen konnten mittels des
Restriktionsverdaus 12 Pflanzen der Linien 90H-3, 90H-5, 90H-7, 90H-9, 90H-11, 90H-14 und 90H-15
als potentiellenprl Mutanten identifiziert werden. Die selektionierten Pflanzen der weiteren fghLin
erwiesen sich als wildtypisch. Die Mutagenese mit CRISPR/Cas9 war songinkei Drittel der

erzeugten 90H-Linien erfolgreich.

Von diesen 12 Pflanzen wurde das Amplifikat einer Auswahl von sechs Pflanzemidar90H-5,

90H-7, 90H-9, 90H-11 und 90H-14 in den T-Vektor kloniert. Nur etwa 39% der untersudorem K
konnten mit Hilfe eines analytischen Restriktionsverdaus als mutant weifigesrden. Diese geringe
Quote ist mitunter darauf zuriickzufihren, dass nuNdR1der N. tomentosiformi&/ariante durch

die Mutagenese betroffen sein kann. Die als mutant eingestuften Klone wurddnieBescl
sequenziert. Die Sequenzierung zeigte deutlich, dass die Sequenz des ersten BxBiRslden sechs
ausgewahlten Pflanzen Mutationen im gewiinschten Bereich aufwiesen. Dabei wurden drei
verschiedene Mutationen identifiziert. Es handelt sich um zwei Deletionen vohdfiehungsweise

acht Nukleotiden und um eine Insertion eines Cytosins. Durch die Deletionen bzw. Insertion wurde die

Hindll PAM
XM 009608066.2 ATGGRTAAT.... TTTGACTACTTCGCCGRACGCAAG CTTRETGE
tosiformi e TTTGRCTACTTH \CGCOJAAG CTTET

e TTTGACTRACTTCGCCG———————— CTTGT
e TTTGACTRACTTCGCCG———————— CTTGT
2T TTTGACTACTTCGCCGRACG————— CTTGT
AT TTTGACTRCTTOGCD sCTAAGCCTTGET
AT TTTGACTRCTTOGCD sCTAAGCCTTGET
90H-14/53 ATGGATALT... TTTGACTACTTCGCCGAC

e e ok ke e ke ek ek ke ke e ek ok ko ok ke ke ok e e ok ko ook ok ko ek ok ok ook ok ok ok ko ok ok

% &

XP_0039el 90H-7/6  ©.196_205delACGCTAAG

. ent 90H-7/7 c.196 205delACGCTARG

SOF /& 90H-9/42 <.199 205delCTAAG

S0H-T7/7 90H-5/4  c.204 205inscC

90H-9/42 90H-11/37 c.204 205inscC
90H-14/53 c.204_205insC

S0H-14/53

Abb. 64 Auswertung der Sequenzierung der EGeneration der 90H-Linien. (A) Nukleotidsequenzvergleic
XM_009608066.2 ist eine Vergleichssequenz aus der Datenbank.t&aistndie Sequenz aué. tabacumcv. Samsun N
Pflanzen aus dem Gewachshaus. Die nachfolgenden SequenzesiRflanzen der Linien 90H in der-Generation. De
Startkodon ATG ist rot hervorgehoben. Mendlll -Schnittstelle ist fett gedruckt und mit einem Késtchen umrahmt. Die
Sequenz ist grin und unterstrichen. Die Insertion von Nukleotidentisintb unterstrichen dargestellt. Deletionen sinc
einzelne rote Striche dargestellt. (B) Aminosauresequenzvergleich. XM_GR®KA ist eine Vergleichssequenz der Datenl
Darunter ist die Sequenz alNs tabacunctv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéchshaus. Die nachfolggageenzen sii
aus Pflanzen der Linien 90H in der-Generation. Das Startmethionin ist rot hervorgehoben. Sternchen aneiBed8&equer
weisen auf ein Stoppkodon hin. (C) Identifizierte Mutationen durclu&egierung der Pflanzen der-Generation der Linie

90H.
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Hindlll -Schnittstelle zerstort und in Folge dessen wurde der Leserahmen verschobervarzkéiges
Stoppkodon gebildet (Abb. 64).

4.6.1.2 Charakterisierung der F>-Generation (Linie 90H-7/7)

Fur die Untersuchung derJ&eneration wurden Samen der Pflanze #7 der Linie 90H-7 (90H-7/7)
ausgewahlt. Diese tragt im ersten Exon i##R1eine Deletion von acht Nukleotiden. In Folge dessen
wird ein vorzeitiges Stoppkodon gebildet und es erfolgt somit der Abbruchratesidtion. Die Aussaat
der Samen von 90H-7/7 und die Anzucht erfolgte zunéchst auf selekid&Medium versetzt mit
Hygromycin und Kanamycin unter Standardbedingungen im Lichtschrank. Die Pflanzen der Linie 90H
sind aufgrund des CRISPR/Cas9-Vektors Hygromycin-resistent und weisen dezgravor erfolgten
Transformation mit delPRla.GUSKonstruktion zusatzlich eine Kanamycinresistenz auf. Als
Kontrolle wurde die Linie 138-3/7 mitgefuhrt, welche nur eine Kanamycinresiaténeist. Nach vier
Wochen wurden die Keimlinge im Gewachshaus auf Erde pikiert. Sobald gentigend Blattmaterial
Verfiigung stand, wurde von 60 Pflanzen genomische DNA isoliert. Diese wiederrum wuvider s

zur Amplifikation des ersten Exons vdiiPR1mittels PCR verwendet. Als Kontrolle wurde eine 1:1000
Verdinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1 verwendet. Das Amplifikat der GroBpSddrde dann
mittels Hindlll restringiert. Durch die Restiktionsanalyse konnten 39 von den 60 Pflarzemnugdnt
identifiziert werden. In diesen Fallen konnte das Amplifikattmitdlll nur zu 50% geschnitten werden
und weist somit auf eine erfolgreiche Mutagenese hin (Abb. 65). Ind&erfreration sind mehr als die
Halfte der Abkdmmlinge von 90H-7/7 weiterhin mutant. Die als positiv ideisifen Pflanzen wurden

anschlie3end weiteren Tests unterzogen.

90H-7/7 90H-7/7 138-3/7
M -+ 1 2 3 4 5 6 7 8 90 11 12 13 M - + 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 ZB 26
0,5 kb IS — — — - — — —— — o= S —————— - — Siie G s Gl %
0,5kb - — — -— — %
o a s - o o g

- -
-—

Abb. 65 Nachweis erfolgreicher Mutagense-Ereignisse in derzFGeneration 90H-7/7.Die Amplifikation des erste
Exons vorNPRlerfolgte per PCR uber die Primer SNsSNPR1-550/3NsNPR1-550. Als Matiiseygenomische DNA d
jeweiligen Pflanzen verwendet. Fir die Negativkontrolle (-) wurd® Eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) wurde ¢
1:1000 Verdiinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1 verwendet. Als wélteriolle wurde genomische DNA der Lil
138-3/7 eingesetzt. Das PCR-Produkt hat eine Grol3e von 545 Bp. Bierahalytische Restriktion des PCR-Produkt:
Hindlll entstehen im Falle des Wildtyps zwei Fragmente der GréRe 20hdBp44 Bp. Handelt es sich um eine Mute
wird das PCR-Produkt nicht vollstandig geschnitten und es bleibt zus&ulidan Fragmenten von 201 Bp und 34«
ungeschnittenes PCR-Produkt der Gr63e von 545 Bp zurtick.

Fir Arabidopsis thalianast bekannt, dasgprl Mutanten nicht mehr in der Lage sind, die Salicylsaure-
induzierte PRX:Genexpression zu aktivieren. Der Transformationshintergrund der Linie 9@k is

Linie 138, welche eine Reportergenfusionskonstruktion tragt. Dabei steht das RepoGé&l8en
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welches fur das Enzym [3-Glucuronidase kodiert, unter der KontrolleR&aPromoters. Aufgrund
dieser Reportergenkonstruktion lasst sich relativ einfach Uberprifen, ob die ausgewahltem Rflanz
der Lage sind, deRR1aPromoter zu induzieren oder diese Fahigkeit eingeschrankt oder ganz verloren

gegangen ist.

Zuerst wurde gepruft, ob Salicylsdure weiterhin einen induzierenden Effekt a#fRlePromoter
ausgewahlter Pflanzen der Linie 90H-7/7 zeigt. Hierflr wurden jeweils zwei Blitischdefinierter

GroRRe der entsprechenden Pflanzen ausgestanzt und fir vier Tage auf 1 mM Salicylsaure inkubier
AnschlieBend wurden Extrakte aus den Blattscheiben hergestellt und ein GUS-Enztéitstksy
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurden Blattscheiben der Linie 188ebenfalls auf 1 mM Salicylsdure

und auf HO inkubiert. Die Auswertung des Enzymtests zeigt, dass es keine wesentlichenHibdersc
zwischen den Pflanzen der Linie 90H-7/7 und den Kontrollen in Hinblick auf die lodskihigkeit

des PR1aPromoters durch Salicylsdure gibt. Zusatzlich dazu ist die GUS-Enzymakiiwitat

$

N. tabacuml mM Salicylsaure 4 Tage

35,0 1
30,0
g
= 25,04 O H,0 Linie 138-3/7
£ 20,0 H 1 mMm salicylsaure Linie 138-3/7
3 15,0 ] B 1 mM salicylsaure Linie 90H-7/7
>
O 10,01
5,0 E E
0,0' L L L L L
HAT #4T  #49 #52 #53 #56 #58 #A8 H#4B4 HE5 HO6 #67 H6E
138-3/7 90H-7/7 138-3/7 90H-7/7
%
N. tabacum4 Tage
H,0 1mM Salicylsaure H,0 1mM Salicylsaure
1383/7 90H-7/7 138-3/7 90H-7/7

#47 #4T  #49 #52  #53

70 kDam g 4 - -4

55 kDamm ‘“ " ﬁ
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55 kD2 mr i s '+ N - - g — - LSu

Abb. 66 Inkubation von Blattscheiben der B-Generation 90H-7/7 auf 1 mM Salicylséaure fir vier Tage(A) GUS-
Enzymaktivitatstest. Inkubation von Blattscheiben der entsprechendemdpflanf 1 mM Salicylséure tber vier Tage.
Kontrolle wurden Pflanzen der Linie 138-3/7 verwendet und béber vier Tage auf 1 mM Salicylsaure beziehungs
auf HO inkubiert. (B) Immunologischer Nachweis von endogenem NPR1 und BiRHerstellung der Proteinextra
erfolgte aus Blattscheiben der entsprechenden Pflanzen, welche zuvageeauf 1 mM Salicylséure inkubiert wurden.
Kontrolle wurden Pflanzen der Linie 138-3/7 verwendet und sbéber vier Tage auf 1 mM Salicylsdure beziehungs
H20 inkubiert. Als Ladekontrolle diente die groe Untereinheit der RuBisCo (LSUghevenach Féarbung c
Nitrocellulosemembran mit Ponceau S sichtbar wird.
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Allgemeinen recht gering und der Hintergrund des Systems relativ hoch (Adb.I86Anschluss an

den Enzymaktivitatstest wurden dieselben Extrakte fUr einen immunologischen NagbwelPR1

(66 kDa) und PR1 (15 kDa) genutzt. Auch hier liel3 sich kein Unterschied im Proteinbandenmuster von
NPR1 zwischen der Kontrolllinie 1387Bund den Pflanzen der Linie 90H-7/7 feststellen.

Das multiple Bandenmuster nach Verwendung v@BST-cT NtNPRL1 ist innerhalb der verwendeten
Proben ahnlich. Das Signal bei 15 kDa fur den Nachweis des PR1-Proteins war ebenso aeischen
Pflanzen der Linie 90H und der Kontrolle relativ gleich stark ausgepraguebivendeten Pflanzen der
90H-7/7-Linie scheinen hinsichtlich der endogeR&-Induktion nicht eingeschréankt zu sein (Abb.
66B).

Weiterhin sollte gepruft werden, ob durch eine Infektion Taibak-Mosaik-Virus TM\Wnterschiede
zwischen der Linie 1383 und der Linie 90H-7/7 in Hinblick dulas Proteinbandenmuster von NPR1
sichtbar werden. Sieben Tage nach der Infektion wurden Blattscheiben rtfiBedRe aus dem
infizierten Gewebe gestanzt. Als Negativkontrolle fungierte eine nictgiernt® Pflanze der Linie
138-37. Aus den Blattscheiben wurden Extrakte hergestellt und fir einen immunologischemeléac
des NPR1 mittels des AntikoérpersGSTT NtNPR1 genutzt. Das Bandenmuster der Linie 138-3
und der Linie 90H-7/7 unterschied sich auch nach ditv-Infektion nur unwesentlich voneinander

(Abb. 67).

N. tabacumTMV-Infektion 7 dpi

un- Un-
infiziert ™V infiziert ™V
1383/7 90H-7/7 138-3/7 90H-7/7
#46  #39 #40 #41 #9 #12415 #46  #42 #43  #44 #15 #2823

55 kDa mm - S

ET— m ; LSuU
W el (ST

Abb. 67 Immunologischer Nachweis von NPR1 inTMV-infizierten Pflanzen der F-Generation 90H-7/7. Die
Proteinextrakte wurden aus Blattmaterial infizierter Blatter der entsprechenden PflabeenTgige nach Infektion (d
hergestellt. Als Kontrolle diente eine nicht infizierte Pflanze der Linie 138-3§.LAdekontrolle diente die grc
Untereinheit der RuBisCo (LSU), welche nach Farbung der NitrocellulosememiirBonceau S sichtbar wird.

Aufgrund von Sequenzunterschieden zwischen d##PRIVarianten N. tomentosiformisund

N. sylvestrigst nur die Variante vol. tomentosiformisiurch die Mutagenese betroffen. Dies wurde

auch in der Restriktionsanalyse nhiindlll ersichtlich. Es besteht also die Mdglichkeit, dass der
verbleibende wildtypische Anteil vadPR1derN. sylvestrisvariante die Auswirkungen der Mutation
ausgleichen kann. Dadurch kénnten keine Unterschiede zwischen den Pflanzen der Linien 90H und den

wildtypischen Kontrollpflanzen im Hinblick auf die untersuchten Kriterien erkensdiar
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4.6.2 Erzeugung von Mutanten der NPR1-Gene der Eltern N. sylvestrisund N.

tomentosiformis(Linien 111H)

Das Ziel der CRISPR/Cas9-Mutagenese in Pflanzen der Linien 111H war wie bei Linie 90H das Tabak
NPRXGen. Beide Linien unterscheiden sich aber dennoch wesentlich voneinabDder
Transformationshintergrund der Linien 11138Nicotiana tabacuntv. Samsun NN. Die Zielsequenz
wurde anders als bei der Linie 90H so konzipiert, dasBlaieSchnittstelle im ersten Exon viXPR1
betroffen ist und durch Deletion oder Insertion einzelner Nukleotide eliminiett aurch die fehlende
Schnittstelle wird die Selektion potentieller Mutanten auf molekularer Ebene wesentlich erleichtert. |
Gegensatz zur Linie 90H sind nun beide VariaMNetomentosiformisindN. sylvestrissron NPR1von

der Mutagenese betroffen. In Abbildung 68 ist das erste ExoMNP&IL schematisch dargestellt mit

den zur molekularen Analyse verwendeten Restriktionsschnittstellen und Oligonukleotiden.

Hindlll  Narl
201t 216r
5NsNPR1-550 \l/ \l/
NPR1— Exon | @sssm =i Exon Il
<——
3NsNPR1-550
«778&6BGCGCCGG 7$$**«
PAM

Abb. 68 Schematische Darstellung von Exonl voiNPR1 Das erste Exon voNPR1erstreckt sich von Nukleotid 1 |
545. Mit dem Primerpaar 5SNsNPR1-550/3NsNPR1-550 kann das erstez&amalysezwecken vollstandig amplifizi
werden. Bei Nukleotid 216 schneidet das EnZyarl im Anschluss daran befindet sich die PAM-Sequenz. Fir w
Analysezwecke wurde das Restriktionsenzyimdlll ausgewahlt, welches unweit vowarl bei Nukleotid 201 schneidet

4.6.2.1 Charakterisierung der Fi-Generation

Zu Beginn der Charakterisierung lagen Samen von funf Primartransformantenievddaien der

Linien 111H-1, 111H-3, 111H-6, 111H-10 und 111H-11 wurden im Gewdachshaus ausgesét und die
Keimlinge wurden einer vierwdchigen Bion-Behandlung unterzogen. Fur Linie 11 Hadestweniger

als 1000 Samen zur Aussaat zur Verfigung. Als Kontrolle wiNddabacumcv. Samsun NN
verwendet. Diese Keimlinge wurden in zwei Anséatzen zu je 1000 Samen ausgegsts&iz wurde
ebenfalls der Bion-Behandlung unterzogen und der weitere Ansatz wurde | pdaalie mit HO
behandelt. Wie in Abbildung 681sehen ist, ist der Effekt der Bion-Behandlung bei der Kontrolle SNN
gut zu beobachten. Die;B-behandelten Kontrollpflanzen sind wesentlich groRer und besser entwickelt
als die Bion-behandelten Pflanzen. Diese wiesen starke Wachstumsdefizite und durch Bion
angegriffenes Blattgewebe auf. Bei allen 111H-Linien waren einzelne groRere Pflanzen zu finden
Allerdings keine, die sehr auffallig grof3 waren. Von den gré3ten Pflanzen wurders jsaehk pro

Linie ausgewahlt und in einen gréReren Topf umgetopft. Zusatzlich dazu wurden dré&ifflaNien

der Bion-Behandlung umgetopft.
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N. tabacumcv. Samsun NN

0,3 mM BTH

0,3mM BTH

111H1 111H3 111H-6 111H-10 111H-11

Abb. 70 Vorselektion der Fi-Generation der Linie 111H durch vierwdchige Bion-BehandlungZwei Wochen nac
Aussaat wurde mit der Bion-Behandlung begonnen. Vier WocherziaeigMal in der Woche wurden die Keimlinge
0,3 mM BTH (Bion) bespriiht. Als Kontrolle dienké tabacurmcv. Samsun NN. Die Kontrolle wurde ebenfalls der E
Behandlung unterzogen, bzw. mit®ibespriht.

Sobald ausreichend Blattmaterial zur Verflgung stand, wurde genomische DNAdlgios&rten
Pflanzen isoliert und einer molekularen Analyse mittels PCR und Restriktionsverdawgeteie
genomische DNA diente als Matrize zur Amplifikation des ersten ExontNPRiLper PCR. Fir die
PCR wurde das Primerpaar 5 -NsNPR1-550/3"-NsNPR1-550 verwendet. Als Positivkamtnalée
eine 1:1000 Verdlnnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1 verwendet. Das Amplifikat wies éffe Gr
von 545Bp auf. Das PCR-Produkt wurde im Anschluss Narl geschnitten.

= 111H-1 111H-3 111H-6
b4
M + » 2 3 5 7 8 11 1517 18
———e —— e — — — —
05k | wmm ~SRSSE 2
— ———————— -
0,5kb  was &
e -— p— 0w =
e -*
-— z
0,5kb e a
b s e p— - =
T e - —— =

-~-*~”.ﬁ‘uﬁu~~—

Abb. 69 Amplifikation des ersten Exons vorNPR1und die analytische Restriktion mitNarl und HindIIl von Pflanzen
der Linien 111H. Die Amplifikation des ersten Exons vbiPR 1lerfolgte per PCR Uber die Primer 5NsNPR1-550/3NsN
550. Als Matrize wurde genomische DNA der jeweiligen Pflanzewerdet. Flr die Negativkontrolle (-) wurde®
eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) wurde eine 1:1000 VerdinnusdPtiesmids pGBT9/NtNPR1 verwendet. Als wei
Kontrolle wurde genomische DNA vavh tabacuncv. Samsun NN (SNN) eingesetzt. Das PCR-Produkt hat eine Gt
545 Bp. Durch die analytische Restriktion des PCR-Produktblanitentstehen im Falle des Wildtyps zwei Fragment
GrofRe 216 Bp und 329 Bp. Handelt es sich um eine Mutante, wird?@&-Produkt nicht geschnitten und es k
ungeschnittenes PCR Produkt der GréRRe von 545 Bp zuriick. Dam@halytische Restriktion des PCR-ProduktsHimidi||
entstehen zwei Fragmente der Grof3e 201 Bp und 344 Bp.
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Im Falle einer Wildtypsequenz entstehen dabei zwei Fragmente der GroBe Bbd@ 329Bp. Bei
erfolgreicher Mutagenese ist didarl-Schnittstelle eliminiert und das PCR-Produkt wird nicht
geschnitten. Die Linien 111H-10 und 111H-11 verhielten sich bei dieser Resgékiaiypse wie die
Wildtypkontrolle SNN. Das PCRyodukt wurde vollstandig geschnittenielP’CR-Produkte der Linien
111H-1 und 111H-3 bligdn durch den Restriktionsverdau niitarl annahernd ungeschnitten und
weisen so auf eine erfolgreiche Mutagenese hin. Im Fall der Linie 111H-6 wurden di¢°RORkte
durchNarl partiell geschnitten. Etwa 75 % der PCR-Produkte bleibt ungeschnitten. Der @&tielau

deutet darauf hin, dass bei Linie 111H-6 die Mutagenese nicht vollstandig abgeschiodsein
wildtypischer Anteil von NPR1 zuriickgeblieben ist. Fir eine weitere Restrédnalyse wurden die
Amplifikate der Linien 111H-1, 111H-3 und 111H-6 rkiindlll geschnitten. Dieses Enzym schneidet

15 Bp uberhalb derNarl-Schnittstelle. Mittels dieser Restriktion sollte geprift werden, ob die
Sequenzen unweit des Mutageneseziels intakt sind. Alle PCR-Produkte lieBen sich wie die
Wildtypkontrolle und die Plasmidkontrolle vollstandig schneiden, sodass zwei FragieerBo3e

201 Bp und 344Bp entstanden (Abb. 69). Jeweils zwei Pflanzen der Linien 111H-1, 111H-3 und
111H-6 wurden fir die Sequenzierung ausgewabhlt. Hierfiir wurde das Amplifikat des ersten Exons von
NPR2laus genomischer DNA in den T-Vektor kloniert. Mittels Restriktionsanalyse koa@ténder
untersuchten Klone als mutant eingestuft werden. Die Unterscheidung zwiéchgiwestris undN.
tomentosiformid/ariante erfolgte im Vorfeld der Sequenzierung Uber eine Restriktionsanbfe.

wurde entweder das EnzyaspH (173 nt) oder das EnzyBglll (517 nt) verwendet. Beide Enzyme

schneiden ausschliel3lich im ersten Exon M&®R1derN. sylvestrisvariante.

Narl PAM
¥M 009804145.1 ATGGATAAT...TTTGACTACTTCGCCGACGCTAAGCTTGTGATTCC CGCCEGTARGGRAAATTCCGGTGCACCG.....GACAAGTTT
N.sylvestris ATGGATAAT...TTTGACTACTTCGCCGACGCTAAGCTTGTGATTCC CGCCEGTARGGRAAATTCCGGTGCACCG.....GACAAGTTT
111H-1/2 ATGGATAAT....TTTGACTACTTCGCCGACGCTAAGCTTGTGATTCCCGGACGCCEETARGGARATTCCGGTGCACCGE.....GACAAGTTT
111H-1/5 ATGGATAAT....TTTGACTACTTCGCCGACGCTAAGCTTGTGATTCCCGGACGCCEETARGGARATTCCGGTGCACCG....GACAAGTTT
111H-3/8 ATGGATAAT....TTTGACTACTTCGCCGACGCTAAGCTTGTGATTCCCGGACGCCEETARGGARATTCCGGTGCACCG....GACAAGTTT
1118-3/11 ATGGATAAT....TTTGACTACTTCGCCGACGCTAAGCTTGTGATTCCCGEACGCCEETARGGARATTCCGGTGCACCE.....GACAAGTTT
111H-6/17 ATGGATAAT....TTTGACTACTTCGCCGACGCTAAGCTTGTGATTCCCGETCGCCEETARGGARATTCCGGTGCACCE.....GACAAGTTT
1118-6/18 ATGGATRAT....TTTGACTACTTCGCCGACGCTAAGCTTGTGATTCCCGGTCGCCEETARGGRRATTCCGGTGCACCG.....GACRAAGTTT
E FEEFEITEA AR XA AT A AX A XA AL XA T XXX XA A A AL A TE FrF A AL A I AR E T AR AL A A AR I EA AL L X L
% &

1 . DEF 111H-1/2 <.218_21%ins2

--DEE 1118-1/5 c.218 21%insz

111H-3/8 c©.218 Z219insa

111H-3/11 ©.218 219ins2a

< 111H-6/17 ©.218 219insT

1 FDYFRDRELVIE 111H-6/18 c.218 219insT

- FDYFADAELVIFE -

Abb. 71 Auswertung der Sequenzierung der EGeneration von N. sylvestrisNPR1 der 111H-Linien. (A)
Nukleotidsequenzvergleich. XM_009804145.1 ist eine Vergleichsse@uerder Datenbank. Darunter ist die Sequer
N. tabacuncv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéachshaus. Die nachfolgéegieenzen sind aus Pflanzen der Li
111H in der -Generation. Das Startkodon ATG ist rot hervorgehoben Naig-Schnittstelle ist fett gedruckt und 1
einem Kéastchen umrahmt. Die PAM-Sequenz ist griin und unterstriChennsertion von Nukleotiden ist rot u
unterstrichen dargestellt. (B) Aminosauresequenzvergleich. XM_0098024é4 ine Vergleichssequenz der Datent
Darunter ist die Sequenz aNstabacuncv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewachshaus. Die nachfolgesglesnse
sind aus Pflanzen der Linien 111H in derGeneration. Das Startmethionin ist rot hervorgehoben. Sternchémds
einer Sequenz weisen auf ein Stoppkodon hin. (C) Identifizierte Mutatidarch Sequenzierung der Pflanzen de
Generation der Linien 111H.
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Die Sequenzierungsergebnisse zeigen deutlich, dass alle als potemgiédli®Mutanten deklarierte
Pflanzen in der Tat an der erwarteten Position eine Mutation tragen. Durch dieeMagagvurde
innerhalb derNarl-Schnittstelle ein zusatzliches Nukleotid eingefligt. Die Schnittstelladaviso
eliminiert und ein vorzeitiges Stoppkodon entstand, welches zum Abbruch der Toanatet NPR1

fuhrt. In beiden Sequenzvarianten vidn sylvestrisund N. tomentosiformikonnten insgesamt zwei
verschiedene Mutationsvarianten identifiziert werden. Entweder kam es zur IngémggnAdenins

oder eines Thymins zwischen Nukleotid 218 und 219 (Abb. 71 und Abb. 72). Die sequenzierten Pflanzen
wurden zur Samengewinnung und fir weiterfihrende Analysen verwendet. Fir die weiteren
Untersuchungen wurden zuséatzlich neben den sequenzierten Pflanzen weitere poieritMilganten

der Linie 111H verwendet.

$
Narl PAM
XM 005608066.2 ATGGATAAT...TTTGACTRACTTCGC CGCTRAGCTTGTEETTCCHGG ©GC( TAARGGAALTTCCGGT.
N \"o"—"\"ou_f rmis ATGGATAL T4 CGCTAL TC l_.
111H-1/2 ATGGATRL T CECTRL TCC] "‘GGTCGCC.
111H-1/5 ATGGATRR T CECTRL TCCCGGTCGECC
111H-3/8 ATGGATRR T CECTRL TCCCGGACGCT
111H-3/11 ATGGATRR T CECTRL TCCCGGACGCT
111H-6/17 ATGGATRR T CGECT. TCCCGGACGCC 0
111H5-€/18 ATGGATAAT....TTTGACTACTTCGC CGCTARGCTTGTG ':l:‘C-:GGECGCE TAARGGARLTTCCGGT.
ok ok ok ok ok ok hddhdhdbdddhbddbddbdd bbb dbdddhdbdddddhdddiddds hokodkok ok ohk ok k ok ok ok ok ok ok ok ok kR ok
% &

XP _009606361.1 .DEF 1118-1/5 <c.218_21%insT
. 1tosiformis DRF 1118-1/2 =.218 21%insT
11lm-1/2 111H-3/8 c.218 219insa
1118-1/5 1118-3/11 c.216 215insa
iii:;:i_ 1118-6/17 c.218 219insa
111m-6/17 111H-6/18 c.218 215insa
111H-6/18

Abb. 72 Auswertung der Sequenzierung der =Generation von N. tomentosiformisNPR1 der 111H-Linien. (A)
Nukleotidsequenzvergleich. XM_009608066.2 ist eine Vergleichssequesrder Datenbank. Darunter ist die Sequer
N. tabacuncv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewdachshaus. Die nachfolgéageenzen sind aus Pflanzen der Li
111H in der -Generation. Das Startkodon ATG ist rot hervorgehoben.Naig-Schnittstelle ist fett gedruckt und 1
einem Kastchen umrahmt. Die PAM-Sequenz ist grin und unterstrichenndg@igion von Nukleotiden ist rot u
unterstrichen dargestellt. (B) Aminosauresequenzvergleich. XM_00960686&ine Vergleichssequenz der Datent
Darunter ist die Sequenz als tabacuntv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewé&chshaus. Die nachfolgg@edeenze
sind aus Pflanzen der Linien 111H in deiGeneration. Das Startmethionin ist rot hervorgehoben. Sternchen aneia
Sequenz weisen auf ein Stoppkodon hin. (C) Identifizierte Mutationeh @equenzierung der Pflanzen de¥eneratio
der Linien 111H.

Die Probenentnahme von Blattgewebe fiir die Isolation der genomischen DNA von potengigllen
Mutanten beschrénkte sich auf eine definierte Grof3e. Da dies al@rutidlage der Sequenzierung
darstellt, sollte verifiziert werden, dass die Sequenzierungsergebnisse fjgsdimte Pflanze gelten.

Fur diesen Versuch wurden zwei Pflanzen herangezogen, welche bereits sequenziert wurden. Die
Pflanzen 111H-1/2 und 111H-3/8 waren in der Zwischenzeit soweit in der Entwicklung
vorangeschritten, dass sie bereits Blltenstéande ausbildeten. Es wurden jewRilshen Blattmaterial

von verschiedegn Stellen jeder Pflanze entnommen. Es wurde Blattmaterial vom untersten Blatt (A
einem Blatt im unteren Mittelbereich (B), einem Blatt im oberen MittelbleréL) und vom obersten

Blatt (D) entnommen. Aus dem Blattmaterial wurde genomische DNA isdliertgenomische DNA
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diente bei der Amplifikation des ersten Exons WiPR1als Matrize. Als Positivkontrolle wurde eine
1:1000 Verdiinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1 verwendet. Die PCR-Produkte wurdeNa&ilkem
Restriktionsverdau unterzogen. Die PCR-Produkte der Pflanze 111H-1/2 wurden dabei nicht
geschnitten. Die PCR-Produkte der Pflanze 111H-3/8 blieben nicht vollstdndig ungeschHiitten.
gewisser Anteil von ungefahr 5 % wird dennoch geschnitten und weist auf eine unvigléstand
Mutagenese hin. Die Ergebnisse di&sl1-Verdaus sind bei beiden Pflanzen Uber die gesamte Pflanze
homogen verteilt und decken sich mit den Ergebnissen der ersten molekularen Analyse. Der
Restriktionsverdau miHindlll war bei allen PCR-Produkten unaufféllig. Die Amplifikate wurden
jeweils vollstandig geschnitten und es entstanden Fragmente der GroBp @0d 344Bp (Abb. 73).
Aufgrund der homogenen Ergebnisse beider Pflanzen kann davon ausgegangen werden, dass es
ausreichend ist, sich bei der Isolation der genomischen DNA auf eine Blattprobe zu beschranken,
dennoch aussagekréftige Ergebnisse zum Ausmalfld der Mutagenese zu erhalten.

PCR

111H-172 111H-3/8
M - + A B CcCD A B COD
0,5 Kb W o — —— — —
Narl Hindlll
111H-1/2 111H-3/8 111H-1/2 111H-3/8
M -+ A B CcC D A B CD+ A B CcC D A B C D

— i gy e T -
0,5 kb s B 0 - ——— —
-— - p— — — -

Abb. 73 Verteilung der erfolgreichen Mutagenese innerhalb der Tahkpflanzen der Linien 111H der k-
Generation. Die genomische DNA zur Analyse stammt von dem untersten Blatt (Agimem unteren Blatt im mittler
Bereich (B), von einem oberen Blatt im mittleren Bereich (C) und vom ohdst#t der Pflanzen (D). Die Amplifikatic
des ersten Exons von NPR1 erfolgte per PCR uber die Primer 5SNsNPR1-55PRINSHNO. Fur die Negativkontrolle)
wurde HO eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) wurde eine 1:1000 Verdinnaedrthsmids pGBT9/NtNPR1 verwen
Das PCR-Produkt hat eine Grof3e von 545 Bp. Durch die analyiasigktion des PCR-Produkts rilarl entstehen it
Falle des Wildtyps zwei Fragmente der Grofze 216 Bp und 32$&mdelt es sich um eine Mutante, wird das F
Produkt nicht geschnitten und es bleibt ungeschnittenes PCR Pred@«ti®e von 545 Bp zuriick. Durch die analyti:
Restriktion des PCR-Produkts nhitindlll entstehen zwei Fragmente der GréRe 201 Bp und 344 Bp. (Jidrate
https://www.pflanzen forschung.de /files/2913/7656/367 1/tabak.pdf)

Fur ausgewdhlte Pflanzen derGeneration der Linie 111H sollte nun ein immunologischer Nachweis
von NPR1 Aufschluss dariber geben, ob sich durch die eingebrachten Mutationen im NPR1-
Proteinstatus der Pflanzen Veranderungen ergeben haben. Hierfir wurden Pflanzen der Linien 111H-1,
111H-3 und 111H-6 verwendet von denen klar war, dass es sigipunMutanten handelt. Ferner

wurde je eine Pflanze der Linie 111H-10 und 111H-11 verwendet, welche im Vorfeld alggiitity
identifiziert wurden. Als Kontrolle wurde eine wildtypische SNN-Pflannd eine SNN-Pflanze aus

der Bion-Behandlung der Vorselektion verwendet. Von diesen Pflanzen wurden Prca&ieexem

unbehandelten Blattgewebe hergestellt, sowie Proteinextrakte von Blattmatettdiesvzuvor drei
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Tage auf 1 mM Salicylsaure inkubiert wurde. Als Kontrolle wurde ein vegit€roteinextrakt
hergestellt, aus auf J inkubiertem Blattmaterial von SNN-Pflanzen. Die Proteinextrakte des
unbehandelten Blattmaterials wurden fur den immunologischen Nachweis von NPRBIb ot
Antikorpers .-GST-T-NtNPR1 verwendet. Hier zeigte sich, dass es im Proteinbandenmuster zwischen
den Pflanzen der Linie 111H und den Kontrollen keine wesentlichen Unterschiede gibt (AplDa4

NPR1 unmittelbar mit ddPRZXInduktion im Zusammenhang steht, sollte mit Hilfe der Proteinextrakte
aus auf Salicylsaure-inkubiertem Blattmaterial untersucht werden, étixklienulation von PR1 durch

die Mutation im ersten Exon voNPR1 beeinflusst wird. Der immunologische Nachweis des PR1
erfolgte dabei Uber den AntikbrperPR1a. Wie in Abbildung 74B zu sehen ist, gibt es auch hier keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den Kontrollpflanzen und den Pflanzen der Linie 111kb&8chei
geringere Akkumulationen von PR1 korrelieren mit ebenfalls geringerem Gustenigehalt der
Proben. Dis wird anhand der Ponceau S-Farbung der Nitrocellulosemembran und der Referenz der
grofRen Untereinheit der RuBisCo deutlich. In deGEneration der Linien 111H konnte kein Effekt

auf die Akkumulation von NPR1 und PR1 durch die eingebrachten Mutationen nachgewiesen werden.
Alle analysierten Pflanzen verhielten sich wie die jeweiligen Wildtyp-Kontrollen.

N. tabacumSNN
*BTH 111H-1 111H-3 *BTH 111H-6 111H-10 111H-11
SNN #31 #2 #3 #5 #7 #&11 SNN #31 #15 #17 #18 #H22426
- -==E2255= N
55 kDa == LSU
%
N. tabacumSNN
1 mM Salicylsaure 3Tage 1 mM Salicylsaure 3Tage
H.O (0]
2 *BTH 111H-1 111H-3 2 *BTH 111H-6 111H-10 111H-11

SNN SNN #31 #2 #3 #5 #7 #&ll SNNSNN #31 #15 #17  #18 #22 6#2

15 kDam| ’” — - - - “ a g@n ‘. ” * a ..‘. . PRIa

55 kDa mm Lsu

Abb. 74 Immunologischer Nachweis von NPR1 und PR1 in deriFGeneration der Linien 111H.(A) Immunologische
Nachweis von NPR1 (66 kDa) in Proteinextrakten aus Blattmaterial von unbkbar@tanzen der FGeneration dt
Linien 111H. Bei *BTH #31 handelt es sich um eine wildtypissh&abacuntv. Samsun NN Pflanze aus der Vorselek
welche mit Bion behandelt wurde. (B) Immunologischer NachweisRRh (15 kDa) in Proteinextrakten aus uber
Tage auf 1 mM Salicylséure inkubiertem Blattmaterial der entsprech®fidezen. Bei *BTH #31 handelt es sich um «
wildtypischeN. tabacumcv. Samsun NN Pflanze aus der Vorselektion, welche mit Bion behandde. Als Kontrolle
wurden Blattscheiben wildtypischét. tabacuncv. Samsun NN Pflanzen verwendet, welche ebenfalls Uiber dreialk
1 mM Salicylsdure beziehungsweisglHinkubiert wurden. Als Ladekontrolle diente die grof3e Untereinheit der Ru
(LSV), welche nach Farbung der Nitrocellulosemembran mit PonceahtBasiwvird.
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4.6.2.2 Charakterisierung der F>-Generation

Fur die Charakterisierung deg-Eeneration der Linie 111H wurden Samen der bereits sequenzierten
F.-Pflanzen verwendet. Die Samen der Linien 111H-1/2, 111H-1/5, 111H-3/8, 111H-3/11, 111H-6/17
und 111H-6/18 wurden jeweils in zwei kleine Tépfchen mit Anzuchterde ausgesét. Nadfodhain
wurden die Keimlinge des einen Ansatzes analog zur Vorselektion d&ereration einer
vierwdchigen Bion-Behandlung unterzogen. Zweimal pro Woche Uber einen Zeitraum VAfoetezn
wurden die Keimlinge mit 0,3 mM BTH (Bion) bespruht. Der zweite Ansatz wurde pallel mit

H20 bespriht und diente jeweils als direkte Kontrolle. Als allgemeine Kientter Wirksamkeit der
Bion-Behandlung dienten zwei Ansatze von Keimlingen der Linie 138-3/7, von deneneiri&on-
Behandlung unterzogen wurde und der andere lediglich @t bespriht wurde. Am Ende der
Behandlung konnte zwischen desHbehandelten Kontrolle und der Bion-behandelten Kontrolle ein
klarer Effekt beobachtet werden. Die Bion-behandelten Pflanzen der Linie 138-3/7 ewedeutliches
Wachstumsdefizit im Gegensatz zuwxHKontrolle auf. Auch die Pflanzen der Linien 111H waren nach
Bion-Behandlung deutlich kleiner als die jeweiligesO=Kontrollen. Im Vergleich zur Kontrolllinie
138-3/7 konnten nach der Behandlung mit Bion bei den Pflanzen der Linie 111H keine
Uberdurchschnittlich groRen Pflanzen beobachtet werden.

3 Wochen nach Aussaat 4 Wochen Bion- bzw.,B-Behandlung

1383/7 111H-1/2 111H-3/8 111H-6/18
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Abb. 75 Vierwdchige Bion-Behandlung der B-Generation der Linien 111H. Drei Wochen nach Aussaat der Lir
111H1/2, 111H-1/5, 111H-3/8, 111H-3/11, 111H-6/17 undH-B118 wurden die Keimlinge vier Wochen zwei Mal in
Woche mit 0,3 mM BTH (Bion) bespriiht. Als Kontrolle wurde die Linie-B8B mitgefiihrt. Zum direkten Vergleich wui
ein weiterer Ansatz derselben Linien parallel miOHtbespriiht.
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Lediglich die Planzen der Linie 111H-6/18 wiesen nach Bion-Behandlung deutlich groRere Individuen
auf (Abb. 75) Im Allgemeinen aber decken sich die Ergebnisse des Versuchs mit den Ergebnissen de

Vorselektion der EGeneration.

Parallel zu diesem Versuch wurden die Samen derselben Linien d&enEration fur weitere
Charakterisierungszwecke auf selektiven MS-Medium mit Kanamycin und auf Mgxvemit
Kanamycin und zusatzlich 0,3 mM Salicylsdure ausgebracht. Die Keimlinge wurdesm
Standardbedingungen im Lichtschrank angezogen. Die Pflanzen der Linie 111H tragen aufgrund des
CRISPR/Cas9-Vektors eine Kanamycinresistenz. Als Kontrolle wurden Samen der1B®43/7
verwendet und ebenfalls auf MS-Medium mit Kanamycin undMigfMedium mit Kanamycin und

0,3 mM Salicylsaure ausgesat. Nach vier Wochen konnte der Effekt der Salicylsdure beoeadbtet

Die Kontrolllinie 138-3/7 zeigte deutliche Wachstumsdefizite, wéahrend die Kejemhuf MS-Medium

ohne Salicylsdure normal wuchsen. Entsprechend zu den Ergebnissen der Spriihversuche mit Bion in
der k- und R-Generation konnten auch hier bei den Keimlingen der Linie 111H keine deutlich gro3eren
Kandidaten beobachtet werden. Die Keimlinge verhielten sich entsprechend devllkoetrDie
Keimlinge auf Salicylsdure-haltigeMS-Medium waren deutlich kleiner als die Keimlinge auf MS-
Medium ohne Zusatz von Salicylsédure (Abb).76

MS-Medium plus Kanamycin (4 Wochen)

1383/7 111H1/2 111H-1/5 111H-3/8 111H-3/211 111H6/17 111H-6/18

0,3 mM

(O]
S
S
«©
1]
>
Q
©
(0)]

Abb. 76 Keimlinge der F>-Generation der Linien 111H auf MS-Medium.Aussaat der #Generation der Linien 111H-1
111H1/5, 111H-3/8, 111H-3/11, 111H-6/17 und 111H-6/18saléktivem MS-Medium mit Kanamycin mit und ohne Zu
von 0,3 mM Salicylséaure. Als Kontrolle dienten Samen der Linie 138-3/7.

AnschlieBend wurden die Keimlinge von den Platten mit MS-Medium ohne Salicylg&ure
Gewachshaus auf Erde pikiert. Sobald gentgend Blattmaterial vorlag, wurde aus den Pflanzen
genomische DNA isoliert und auf molekularer Ebene analysiert. Die genomisched@2Nte als
Matrize fUr die Amplifikation des ersten Exons vbiPR1 mit Hilfe des Primerpaars 5 -NsNPR1-
550/3"-NsNPR1-550. Als Kontrolle wurde genomische DNA einer SNN-Pflanze verwendeisund
Positivkontrolle eine 1:1000 Verdinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1. DaBb4solle PCR-
Produkt wurde anschlieRend migrl restringiert. Uber die sechs Linien verteilt wurden insgesamt 84
Pflanzen nach diesem Schema analysiert. Die PCR-Produkte der PflanzesdaeFation verhielten

sich entsprechend der jeweiligen&Generation. Amplifikate der Linien 111H-1/2, 111H-1/5 und 111H-

3/11 blieben vollig ungeschnitten. Das PCR-Produkt der Pflanzen der Linie 111H-3/8 wurde zu
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ungefahr 5 % noch valarl geschnitten. Die Amplifikate der Linien 111H-6/17 und 111H-6/18 wurden
noch bis zu ungefahr 15 % vdiarl geschnitten (Abb. 77). Die partielle Restriktion dubddxl weist

weiterhin auf einen wildtypischen Anteil innerhalb deiGeneration dieser Linien hin.

111H-1/2 111H-1/5 111H-3/8 111H-3/11 111H-6/17 111H-6/18
M - + SNN #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 #11 - M #12  #14  #15 #16 #17 #18 #19 #20 #2R
] s i s e o s e ves [
0,5 kb s . — T — S SRS SR S T— — - o
| @]
py)
0,5 kb wis R

11eN

Abb. 77 Amplifikation des ersten Exons von NPR1 und Restriktion mitNarl der F2-Generation der Linien 111H.Die
Amplifikation des ersten Exons vidPR1erfolgte per PCR Uber die Primer 5SNsSNPR1-550/3NsNPR1-550. Als Matrizie
genomische DNA der jeweiligen Pflanzen verwendet. Fur die Negatidite (-) wurde HO eingesetzt. Als Positivkontro
(+) wurde eine 1:1000 Verdinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1 verwensleteifere Kontrolle wurde genomische D
von N. tabacumcv. Samsun NN (SNN) eingesetzt. Das PCR-Produkt hat eine GraR@48oBp. Durch die analytisc
Restriktion des PCR-Produkts nhiarl entstehen im Falle des Wildtyps zwei Fragmente der GréRe 216 BB2ANBp
Handelt es sich um eine Mutante, wird das PCR-Produkt nicht geschaitd es bleibt ungeschnittenes PCR-Produl
Grof3e von 545 Bp zuriick.

Von den analysierten Pflanzen wurden im Anschluss einige Pflanzen der Linien 111H-1/2, 111H-1/5,
111H-3/11 und 111H-6/17 ausgewahlt und weiteren Tests unterzogen. Zuerst wurden Proteinextrakte
aus unbehandeltem Blattmaterial der Linien 111H-1/2 und 111H-3/11 hergestellt. Zur Kenirdis
Proteinextrakte aus unbehandeltem Blattmaterial drei verschiedener SNN-Pflangendetr Diese
Extrakte dienten zur Untersuchung deiGeneration auf Veréanderungen im Proteinbandenmuster des
NPR1. Der immunologische Nachweis wurde mittels des Antikbrp&ST-cT NtINPR1 durchgefihrt.

Wie in Abbildung 78A zusehen ist, sind auch in deGéneration keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den Kontrollpflanzen und den Pflanzen der Linie 111H hinsichtlich des Proteinbandesimust
des NPR1 erkennbar. Anschlie3end sollte untersucht werden, ob die Mutation im NPR1 eloss Einf
auf die Induktion der Expression v&R1zeigt. Hierfir wurden Proteinextrakte aus Blattmaterial von
Pflanzen der Linie 111H-1/2, 111H-1/5, 111H-3/11 und 111H-6/17 hergestellt. Das Blattmaterial wurde
zuvor Uber drei Tage auf 1 mM Salicylsaure inkubiert. Als Kontrolle wurdereiReotrakte aus
Blattmaterial von SNN-Pflanzen und Pflanzen der Linie 138-3/7 verwendet, welcheslishigydr drei

Tage auf 1 mM Salicylsaure inkubiert wurde. Der immunologische Nachweiig flikkumulation von

PR1 wurde mittels des AntikdrpersPR1la durchgefiihrt. Wie in Abbildung 78B zusehen ist,
unterscheiden sich die jeweiligen Kontrollpflanzen und die ausgewahlten PflanZenGemeration

der Linie 111H unwesentlich im Hinblick auf die PR1-Akkumulation. Di&ukkulation von PR1 der
SNN-Pflanzen ist relativ schwach ausgepragt, sodass sich die vermeintlich schwédivenelation

von PR1 der Pflanzen der Linie 111H-3/11 wieder relativiert.
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N. tabacumSNN

SNN 111H-1/2 11BAL
#19 #20 #21 #5 #23 #24 #10 #2388
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N. tabacumSNN 1mM Salicylsaure 3 Tage

SNN 111H-1/2 HEB/11 138-3/7 111H-1/5 111H-8/
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Abb. 78 Immunologischer Nachweis von NPR1 und PR1 in Pflanzen der2fGeneration der Linien 111H. (A)
Immunologischer Nachweis von NPR1 (66 kDa) in unbehandelten Pfladeef-Generation der Linien 111H. £
Kontrolle dienten unbehandelte wildtypische SNN Pflanzen. (B) Imfogiszher Nachweis von PR1 (15 kDa).
verwendeten Proteinextrakte wurden aus Blattmaterial aus Uber drei Tagaldu$alicylsaure inkubierten Blattscheit
der entsprechenden Pflanzen hergestellt. Als Kontrolle dienten wildtyf$¢NePflanzen sowie Pflanzen der Linie 1
3/7. Als Ladekontrolle diente die groRe Untereinheit der RuBisCo (LSU), wetateFarbung der Nitrocellulosememt
mit Ponceau S sichtbar wird.

In einem zusatzlichen Versuch sollte geklart werden, ob die Induktion der ExpressiBR1 durch

eine TMV-Infektion bei der FGeneration der Linie 111H von der Wildtypsituation abweicht. Fur den
Versuch wurden jeweils drei Pflanzen der Linien 111H-1/2, 111H-1/5, 111H-3/11 und 111Hi6/17 m
TMV infiziert. Als Kontrollpflanzen dienten ebenfalls jeweils zwei infizeiSNN-Pflanzen und
Pflanzen der Linie 138-3/7. Sieben Tage nach der Infektion (dpi) wurden Proteinextrakfeziguteim
Blattmaterial hergestellt. Diese Proteinextrakte wurden fir den immundiegiséachweis der PR1-
Akkumulation mittels des AntikbrpersPR1a verwendet. Auch bei Induktion d&R1-Genexpression
durch TMV konnten keine Abweichungen der Akkumulation von PR1 (15 kDa) zwischen den
Kontrollen und der fGeneration der Linie 111H festgestellt werden.

N. tabacumSNN TMV-Infektion 7dpi

SNN 138-3/7 111H-1/2 111H-1/5 SNN 138-3/7 111H-3/11 111H-6/17
#19 #1  #66 #68 #69 #73 #7878 #20 #2  #47 #48 #50 #53 #5458

55 kDo P e W T T T ol S S e o “ — - SU

Abb. 79 Immunologischer Nachweis von PR1 inTMV-infizierten Pflanzen der F-Generation der Linien 111H. Die
verwendeten Proteinextrakte wurden aus infizierten Blattmaterial der enmpdechPflanzen hergestellt. Als Kontro
wurden die Linie 138-3/7 und. tabacuntv. Samsun NN (SNN) verwendet. Als Ladekontrolle diente die groRe Unteit
der RuBisCo (LSU), welche nach Farbung der Nitrocellulosemembran nie&o$ sichtbar wird.
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Das Signal der Kontrollpflanzen #19 und #1 ist relativ schwach im Vergleicmz&igmal der anderen
Kontrollpflanzen, sodass sich die vermeintlich geringere Akkumulation von PRilalezd® # 68 und
#73 der Linien 111H-1/2 und 111H-1/5 wieder relativiert (Abb. 79).

Eine Transkriptanalyse zeigte zusatzlich, dass die TranskriptioNRP&Lin diesennprl Mutanten
nicht beeintrachtigt ist. FUr die Analyse wurde RNA von Blattgewebe vamZth der Linien 111H-
1/2,111H-1/5, 111H-3/11 und 111H-6/17 isoliert. Als Kontrolle wurde RNA von Blattgegartanie
138-3/7 isoliert. 50 ng/ul RNA wurden fir die RT-PCR eingesetzt. Fur die &ymttier cONA wurde
der Primer 3’'NtNPR1-3 verwendet. Dieser Primer erstreckt sich Uber dasdEs ersten Exons und
den Anfang des zweiten Exons. Pro Pflanze wurden je ein Ansatz mit und ohser@vanskriptase
verwendet. 3 ul der cDNA wurde anschlie3end als Matrize in einer PCR mit demp@amgiNtNPR1-
17/3’NtNPR1-3 verwendet. Die Primer wurden dabei so gewahlt, dass das Ampiiikd€CR 3~ der
Narl-Schnittstelle und der Zielsequenz der Mutagenese liegt. Als Kontrollen wurdeidepl1:1000
Verdinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1, 1 pl genomische DNA einer wildiypisPflanze
verwendet und 3 pl der Ansatze ohne Zugabe von reverser Transkriptase. Das AndglifR&R wies
eine GrolRe von 0,3 kb auf. Die Plasmidkontrolle funktionierte einwandfiiei. Kdntrolle der
genomischen DNA war negativ. Dies wurde auch so erwartet, da sich der Revarspemdie Grenze
des ersten und zweiten Exons erstreckt. Die Ansétze ohne Zugabe reverseriptagaskraren
ebenfalls negativ und zeigen, dass die Amplifikate tatséchlich ihren Ursprudey synthetisierten
cDNA haben und nicht falschlicherweise von genomischer DNA stammen. Leider isirelde d
Vergleich mit der Kontrolllinie 138-3/7 nicht mdglich, da hier rechnhig Transkript vorliegt. Trotzdem
kann bei den Pflanzen des-Generation der Linie 111H aufgrund der Banden auf der korrekten Héhe
von 0,3 kb darauf geschlossen werden, dass die Transkription von NPR1 durch die Mutasighhese
beeintrachtigt worden ist (Abb. 80).

111H-1/2 111H-1/5 111H-3/11 111H-6/17
138-3/7 #23 #24 #7 #21 138-3/7 #36 #38 #14 #1E
M - P G + - + - + - + + - M -P G + - o+ -+ -+ 4+
0,5 kb =

Abb. 80 Transkriptanalyse von Pflanzen der B-Generation der Linien 111H.Als Matrize fiir die RT-PCR wurde 50 ng
RNA isoliert aus Blattmaterial verwendet. Fir die cDNA-Synthese wurde der BiN&PR1-3 verwendet. Die cDNA wur
anschlieRend als Matrize in einer PCR mit den Primern 5"NtNFFRINtNPR1-3 verwendet. Das Amplifikat hat eine Gi
von 0,3 kb. Pro Pflanze wurden je ein Ansatz mit (+) uncedinZugabe reverser Transkriptase verwendet. Als Kor
wurde eine 1:1000 Verdinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1 (P) uondhigehe DNA (G) der Kontrollpflanze der Lii
138 3/7 eingesetzt.

Die molekularen Analysen der ;-F und der EGeneration der Linie 111H, sowie die
Sequenzierungsergebnisse fur digdeneration belegen die erfolgreiche Mutagenese des ersten Exons
von NPR1 Uber das CRISPR/Cas9-System. Leider konnten beziglich der NPR1- und der PR1-
Akkumulation im Vergleich zum Wildtyp keine Unterschiede nachgewiesen werden.chimgleise

handelt es sich bei den Mutanten nicht um vollstdndmé Mutanten. Die Mutagenese kénnte noch
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nicht abgeschlossen sein, sodass auch in gd&ehkeration ein geringer Anteil wildtypischéPR1
zurlckbleibt. Der Anteil von 10% der untersuchten T-Vektorklone nhittyyiischer Sequenz in der-F
Generation deutet darauf hin. Der zurtickgebliebene wildtypische Anteit reiilicherweise sogar
aus, um das ganze System weiterhin aufrechtzuerhalten und die Auswirkungen der Mutagenese

puffern.

4.6.3 Erzeugung von Mutanten der NPR3-Gene der Eltern N. sylvestrisund N.
tomentosiformis(Linien 113H)

Den Transformationshintergrund der Linien 113H stilicotiana tabacunctv. Samsun NN dar. Die
Zielsequenz wurde so konzipiert, dass B@l-Schnittstelle innerhalb des ersten Exons PR3
betroffen ist. Durch die Eliminierung dieser Schnittstelle durch Insertion odbsti@n einzelner
Nukleotide in diesem Bereich wird die Selektion potentieller Mutanten auf malekuEbene
erleichtert. Aufgrund von Sequenzunterschieden innerhalbNvasylvestrisund N. tomentosiformis
hinsichtlichNPR3unterscheidet sich die PAM-Sequenz im Anschluss an die identische Zielsequenz in
einem Nukleotid. Da die erste Position innerhalb der PAM-Sequenz varialspliédt.es keine Rolle,

dass es sich hierbei um ein Thymin Besylvestrizind beiN. tomentosiformiam ein Cytosin handelt.

Die Guanine auf Position zwei und drei sind ausschlaggebend fir die Erkennung der PAM-Sequenz
durch die Endonuklease Cas9. Die Mutagenese betrifft so die Allel dglvestrisvariante als auch

die derN. tomentosiformi&/ariante. In Abbildung 81 ist das erste Exon WiPR3zusammen mit den

fur die Analyse verwendeten Restriktionsschnittstellen und Oligonukleotiden ddtgestel

N. tomentosiformis N. sylvestris

Spd Dralll Pcil
NtNIML-14 et st ot
— > V v

NPR3—| Exon | @-554 nt) /\ |—| Exon Il f
\&<——

3NtNIM1like-554

N. sylvestris| § ACATGTATGG a

N. tomentosiformis| & ACATGTACGG

PAM

Abb. 81 Schematische Darstellung von Exonl vohNPR3 Das erste Exon voNPR3erstreckt sich von Nukleotid 1 bis 5
Mit dem Primerpaar NtNIML-14/3NtNIM1like-554 kann das erste Exon zuyseawecken vollstandig amplifiziert werd
Bei Nukleotid 439 schneidet das Enzfaeil, im Anschluss daran befindet sich die PAM-Sequenz. Fir weiteaysezweck
wurde das Restriktionsenzy8pé (117 nt), welches nur innerhalb der Sequenz Notomentosiformisorkommt, und de
ResitiktionsenzynDralll (232 nt), welches nur innerhalb der Sequenz Mosylvestrissrorkommt, verwendet.

4.6.3.1 Charakterisierung der Fi;-Generation

Zu Beginn der Charakterisierung wurde digdeneration der Linie 113H durch eine vierwdchige Bion-
Behandlung vorselektioniert. Insgesamt wurden Samen von sieben Linien dafur alsgesdén
Linien 113H-3, 113H-4, 113H-5, 113H-7, 113H-9, 113H-10 wurden standardmaflig 1000 Samen
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ausgebracht. Lediglich bei Linie 113H-8 standen nur ungefahr ein Viertel davon zigwegf Als
Kontrolle wurden zwei Anséatze zu je 1000 Samen Notabacunctyv. Samsun NN (SNN) verwendet.

Ein Ansatz wurde ebenfalls der vierwdchigen Behandlung unterzogen und der Ansigtz wurde
parallel dazu mit BD bespriht. Die Bion-Behandlung wurde drei Wochen nach Aussaat begonnen. Am
Ende der Behandlung war zwischen den Kontrollpflanzen eine deutliche WirlamdBidns zu
beobachten. Die ¥D-besprihten SNN-Pflanzen waren wesentlich groRer und sahen vitaler aes als di
Bion-besprihten Pflanzen. Diese zeigten deutliche Wachstumsdefizite und angegriffegesveis
aufgrund der haufigen Bion-Behandlung. DieGeneration der 113H-Linien, mit Ausnahme der Linie
113H-8, waren phanotypisch kaum von deDHKontrolle zu unterscheiden. Es bot sich ein homogenes
Bild von gut gewachsenen und entwickelten, vitalen Pflanzen. Lediglich an den Blattern konnte
angegriffenes Blattgewebe durch die Bion-Behandlung im geringen Mal3e ausgematsht. Winie
113H-8 wurde aufgrund der sehr wenigen Keimlingen nicht weiter bei den Anakseendet (Abb.

82). Von den sechs verbliebenden Linien wurden jeweils sechs der optisch schonsten wmd grof3t
Pflanzen ausgewahlt und in groRere T6pfe umgetopft. Sobald gentigend Blattmaterial verfigbar war,
wurde daraus genomische DNA isoliert, um di€3eneration zu analysieren.

N. tabacumcv. Samsun NN 0,3 mM BTH

0,3 mM BTH

113H-8 113H-9 113H-10

Abb. 82 Vorselektion Fi-Generation der Linien 113H durch vierwdchige Bion-BehandlungDrei Wochen nach Auss:
wurde mit der Bion-Behandlung begonnen. Vier Wochen lang zwkirvter Woche wurden die Keimlinge mit 0,3 r
BTH (Bion) bespruht. Als Kontrolle dientd. tabacumcv. Samsun NN. Diese wurde ebenfalls der Bion-Behan
unterzogen, beziehungsweise mittHbespruht.

Fur die molekulare Analyse der potentiellapr3 Mutanten wurde (ber die Primerkombination
5'NtNIML-14/3"NtNIM1like-554 das erste Exon vadPR3 amplifiziert. Die genomische DNA der
ausgewahlten Pflanzen derGeneration der Linie 113H wurde als Matrize verwendet. Als Kontrollen
wurden genomische DNA einer SNN-Pflanze verwendet sowie eine 1:1000 Verdiinnung des Plasmids
pGBT9/NtNPR3. Das erwartete Amplifikat wies eine GroRRe vonBybduf. Die Amplifikation war in

allen Fallen erfolgreich. Anschliel3end wurden die PCR-Produkte einer Restriktigasam#erzogen.

Das EnzymPcil schneidet das Amplifikat der wildtypischen Sequenz in zwei Fragmente dee Grof3
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115 Bp und 439Bp. Bei erfolgreicher Mutagenese und der damit einhergehenden Eliminierung der
Erkennungssequenz vdecil werden Amplifikate potentieller Mutanten durch dieses Enzym nicht
geschnitten. Bei der Restriktion der PCR-Produkte dexahwurde die Plasmidkontrolle sowie das
Amplifikat der Sequenz von SNN annahernd vollstéandig geschnitten. Die PCR-Produktiadzen
der Linie 113H blieben jedoch alle ungeschnitten. Dies deutet auf einerkdireiche Mutagenese
hin. Um das zu verifizieren und auszuschliel3en, dass die Amplifikate moglakemicht schneidbar
sind, wurde ein weiterer Restriktionsverdau mit dem EnRyaill durchgefihrt. Das Enzym schneidet
nur im ersten Exon voNPR3derN. sylvestrisvariante, da die Sequenz vbh tomentosiformisiicht
Uber diese Schnittstelle verfigt. Aus diesem Grund wird das Amplifikat aiiteHjeschnitten und es
bleiben Fragmente der Grol3e 2Bp und 322Bp und ungeschnittenes PCR-Produkt zurtick. Alle
Amplifikate aus genomischer DNA zeigten nach der Restriktion dieses Bandenatfistexdiglich die
Plasmidkontrolle wurde vollstandig geschnitten, da diese die Sequemt wyivestris NPR2&nthalt.
Alle untersuchten Pflanzen der Linie 113H in de&eneration sind potentiellgor3 Mutanten (Abb.
83).

113H-3 113H-4 113H-5 113H-7 113H-9 113H-10

M - +sNN 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 M - + SNN 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 28

0,5kb o WP s -

Hd0d

0,5 kb«

Iod

05kb .. — — — — — — V— — \— o —

!
!

lreida

Abb. 83 Amplifikation des ersten Exons vonNPR3von Pflanzen der Linien 113H und die analytische Restriktio
mit Pcil und Dralll. Die Amplifikation des ersten Exons vddPR3 erfolgte per PCR uber die Primer NtNIM
14/3NtNIM1like-554. Als Matrize wurde genomische DNA der jeweiligflarizen verwendet. Fir die Negativkontr:
(-) wurde H20O eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) wurde eine 1:100@drmung des Plasmids pGBT9/NtNF
verwendet. Als weitere Kontrolle wurde genomische DNA von N. tabawurSamsun NN (SNN) eingesetzt. Das P
Produkt hat eine Grof3e von 554 Bp. Durch die analytische Restrddg®®CR-Produkts nicil entstehen im Falle d
Wildtyps zwei Fragmente der GroRRe 115 Bp und 439 Bp. Handeltresmsieine Mutante, wird das PCR-Produkt r
geschnitten und es bleibt ungeschnittenes PCR Produkt der GroR84v8p Zurtick. Durch die analytische Restrik
des PCR-Produkts mibralll entstehen zwei Fragmente der GroRe 232 Bp und 322 Bp sndleghbt ein Te
ungeschnittenes PCR-Produkt der Grof3e 554 Bp zuriidizadd nur die N. sylvestris-Variante schneidet.

Die PCR-Produkte von acht verschiedenen Pflanzen verteilt Gber die sechs verbligiBdimien
wurden in den T-Vektor kloniert. Die Unterscheidung der Varianentomentosiformisund

N. sylvestrierfolgte im Vorfeld Gber Restriktionsanalysen Dialll und Spé. Mittels einer weitene
Restriktionsanalyse mRcil konnten 91% der untersuchten Klone als mutant eingestuft werden. Pro
Pflanze undNPR3Variante wurden zwei der als mutant eingestuften Klone fir die Sequenzierung
verwendet. Innerhalb einer Pflanze und eiN®R3Variante enthielten jeweils beide sequenzierten
Klone dieselbe Mutation. Lediglich bei Pflanze 113H-10/24 unterschieden sich die idemndfizi
Mutationen voneinander. Durch die Sequenzierung konnten insgesamt vier verschiedeneeviutation

den Sequenzen des ersten Exons MBR3 der N. sylvestrisvariante identifiziert werden. Eine
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Insertion eines Thymins zwischen Nukleotid 442 und 443 und Deletionen von vier, zehn und 26
Nukleotiden. Bei allen Mutationen war die ErkennungssequenPeibbetroffen und wurde eliminiert.

Bei der Deletion von 26 Nukleotiden zwischen Nukleotid 438 und 464 wurde zusatzlich ek
Sequenz zerstort. Durch die Insertion und Deletionen von Nukleotiden wurde der Leserahm

verschoben und jeweils ein vorzeitiges Stoppkodon gebildet (Abb. 84).

$ Peil

PAM
XM 009778209.1 ATGGCTTGT.......GGAAAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCHACA TGT ACACTATATGTGCTCATGACTCTTGC.......CACTTTTCC
N.sylvestris ATGGCTTGT. GGAARAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCHACA TGT] ACACTATATGTGCTCATGACTCTTG .CACTTTTCC
113H-3/1 ATGGCTTGT. GGAAAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCRAC- ————--——-- ACTATATGTGCTCATGACTCTTGC.......CACTTTTCC

113H-3/3 ATGGCTTGT. GGAAAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCA--- —-GTA ACACTATATGTGCTCATGACTCTTG

113H-4/6 ATGGCTTGT. GGAARATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCA= == —=== === == === === ————————

113H-5/9 ATGGCTTGT. GGAAAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCA--- —-GTA ACACTATATGTGCTCATGACTCTTGC.......CACTTTTCC

113H-5/10 ATGGCTTGT.......GGAAAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCA--~- —-GTA ACACTATATGTGCTCATGACTCTTGC.......CACTTTTCC

113H-7/14 ATGGCTTGT.......GGAAAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCAACATTGTA' ACACTATATGTGCTCATGACTCTTGC.......CACTTTTCC

113H-9/19 ATGGCTTGT........GGAAAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCA--~- -GTA ACACTATATGTGCTCATGACTCTTGC.......CACTTTTCC

113H-10/24 K1 ATGGCTTGT.......GGARAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTA--==== —=-= ACACTATATGTGCTCATGACTCTTGC........CACTTTTCC

113H-10/24 K2 ATGGCTTGT.......GGAAAATTGAAGCATTTCCCTCCGGAGGTATCAACATTGTA ACACTATATGTGCTCATGACTCTTGC.......CACTTTTCC
*Ek kA KA e B *kk kA E I A

&

113H-3/1  c.440_451delATGTATGGAC 113H-5/10 c.438_443delACAT
113H-3/3  .438 443delACAT 113H-7/14 c.441_442insT

113H-4/6  c.438_465delACATGTATGGACACTATATGTGCTCA 113H-9/19 .438_443delACAT
113H-5/9  c.438_443delACAT 113H-10/24 .435_446delTCAACATGTA

c.441_442insT

Abb. 84 Auswertung der Sequenzierung deN. sylvestrisVariante von NPR3der Fi-Generation der 113H-Linien.(A)
Nukleotidsequenzvergleich. XM_009778209.1 ist eine Vergleichssequsnder Datenbank. Darunter ist die Sequen
N. tabacumcv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéachshaus. Die nachfolggadeaenzen sind aus Pflanzen der Li
113H in der =Generation. Das Startkodon ATG ist rot hervorgehobenPBileSchnittstelle ist fett gedruckt und mit ein
Késtchen umrahmt. Die PAM-Sequenz ist griin und unterstrichen. Die démseoin Nukleotiden ist rot und unterstricl
dargestellt. Deletionen sind als einzelne rote Striche dargestellt. (B) Aminosguereseergleich. XP_009776511.1 ist ¢
Vergleichssequenz der Datenbank. Darunter ist die Sequehz talmcuntv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéachs
Die nachfolgenden Sequenzen sind aus Pflanzen der Linien il3dr R-Generation. Das Startmethionin ist
hervorgehoben. Sternchen am Ende einer Sequenz weisen aubmgdkd8on hin. (C) Identifizierte Mutationen du
Sequenzierung der Pflanzen detGeneration der Linien 113H.

Innerhalb der Sequenzen des ersten Exong\\RiR3derN. tomentosiformi¥/ariante konnten mittels
Sequenzierung vier verschiedene Mutationsarten identifiziert werden. Zum einen gatsaeenz
Nukleotid 438 und 440 eine Deletion eines Cytosins. Zum anderen gab es Insertionen von einem, 15
und 19 Nukleotiden. Zur Verschiebung des Leserahmens kommt es nur bei der Deletion eines Cytosins
und der Insertion eines Thymins. In Folge dessen wird auch ein vorzeitiges Stoppébiidet. In den
weiteren Fallen wird der Leserahmen durch Insertion der Nukleotide geandert und dskenfag

Bildung eines vorzeitigen Stoppkodons (Abb. 85).
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$ Pcil PAM
XM 005603895.2 GGE C LTTCC CGGAGGTATCE CEh ATRTGTGCTCATGACTC CRCTTTTCC
N.tomentosiformis € .TTCC T o ) 0 SACTC TTTTCC
1138-3/1 CAGATTC TTTTCC
1138-3/3 TTTTCC
113H-4/6 TTTTCC
113H-5/% TTTTCC
113H-5/10 TTTTCC
113H-7/14
113H-52/19 .
113H-10/24 ATGGCTT T z

ok k ko ok ok ok ok ok dkk ko ko Ak Rk Ak ok kR kk ok ok

%
Xp_009602190.1 MDC....LKEHFFPPEVST CTDTICAHDSCRPAISFSVELMYASSVFQVPELVSLE
N. tomentosiformis MAC....LKHFPPEVST CTDTICAHDSCRPAISFSVELMYASSVFQVPELVSLE
1138-3/1 MAC....LKHFPPEDLVRFR TDTICAHDSCRPAISFSVELMYASSVFQVPELVSLE
113H-3/3 MAC... . LEHFPPEVSHIVSAHICTDTICAHDSCRPAISFSVELMYASSVFQVPELVSLE
1138-4/¢6 MAC.....LKHFPPEVSNVRTLYVLMTLADQQLVLVWS*
113H-5/9 MAC....LKHFFPPEDLVEFR TDTICAHDSCRPAISFSVELMYASSVFQVPELVSLE
1138-5/10 MAC....LKHFFPEDLVEFR TDTICAHDSCRPAISFSVELMYASSVFQVPELVSLE
1138-7/14 MAC.....LKHFPPEDLVRFR TDTICAHDSCRPAISFSVELMYASSVFQVPELVSLE
113H-9/19 MAC....LKHFPPEDLVEFR TDTICAHDSCRPAISFSVELMYASSVFQVPELVSLE
113H-10/24 MAC....LKHFFPEVSTLYGHYMCS*

&

113H-3/1 c.433 443insATCTTGTCAGATTCC 113H-5/10 c.433 443insATCTTGTCAGATTCC

113H-3/3  ¢.438_442insTATAGTGTCCGCACATATA 113H-7/14 c.433_443insATCTTGTCAGATTCC

113H-4/6 c.439_440delC 113H-9/19 ¢.433_443insATCTTGTCAGATTCC

113H-5/9 c.432 442insATCTTGTCAGATTCC 113H-10/24 c.441 442ZinsT

Abb. 85 Auswertung der Sequenzierung demM. tomentosiformisVariante von NPR3 der Fi-Generation der 113H
Linien. (A) Nukleotidsequenzvergleich. XM_009603895.2 ist eine Vergleichseecues der Datenbank. Darunter ist
Sequenz aull. tabacuncv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéachshaus. Die nachfolggegeenzen sind aus Pflan
der Linien 113H in der #Generation. Das Startkodon ATG ist rot hervorgehobenPBileSchnittstelle ist fett gedruckt u
mit einem Kastchen umrahmt. Die PAM-Sequenz ist griin und unterstri€hie Insertion von Nukleotiden ist rot t
unterstrichen dargestellt. Deletionen sind als einzelne rote Striche tditgeB) Aminosauresequenzverglei
XP_009602190.1 ist eine Vergleichssequenz der Datenbank. Darunter 8¢qilienz au$l. tabacumcv. Samsun N
Pflanzen aus dem Gewachshaus. Die nachfolgenden Sequenzamsdiilduiazen der Linien 113H in de-Generation. Dt
Startmethionin ist rot hervorgehoben. Sternchen am Ende einer egeisen auf ein Stoppkodon hin. (C) Identifizi
Mutationen durch Sequenzierung der Pflanzen @& dneration der Linien 113H.

Innerhalb der Linie 113H konnte in der-Generation beobachtet werden, dass durch die Mutagenese
zwar die RestriktionsstellEcil eliminiert wurde und es zur Insertion oder Deletion von Nukleotiden
kam, welche allerdings nicht zu einer Verschiebung des Leserahmens und devatbmidenen
Ausbildung eines vorzeitigen Stoppkodons fiihrten. Deswegen sollte im heterologen Hefesystem
Uberprift werden, ob solche Mutationen Auswirkungen auf die Interaktionsfahigkeil®PR3 mit
TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMIN-Proteinen zeigen. Beispielhaft wurgldlditation verwendet,
welche innerhalb der Sequenz dé&t tomentosiformi&/ariante der Pflanze 113H-9/19 via
Sequenzierung identifiziert wurde. Bei dieser Mutation handelt es sich um eineomsenti 15
Nukleotiden zwischen Nukleotid 433 und 443. Dkeil-Schnittstelle wird eliminiert, aber der
Leserahmen verschiebt sich nicht und es wird kein vorzeitiges Stoppkodon ausgebildstin\Witiel
Mutagenese wurde diese Mutation in ddn sylvestrisKontext von NPR3 Uberfihrt und in die
Hefevektoren pGBT9 und pGAD424 eingebracht. In Abbildung 86A ist deutlich zusehen, dass
wildtypisches NPR3 in der Lage ist, mit NtNIMIN2a und NtNIMIN1dilzu interagieren und diese

Interaktion jeweils negativ durch Salicylsdure beeinflusst wird. Im Fall des rant&nbteins NPR3-
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Ins ist jedoch keine Interaktion mit den NIMIN-Proteinen mdglich, weder in An- noch iregdnheit

von Salicylsaure. Des Weiteren hat das wildtypische NPR3 die Fahigkeit,denit TGA-
Transkriptionsfaktoren NtTGA2.2 und NtTGA7 zu interagieren. Die Interaktionanictt hier moderat
negativ durch Salicylsaure beeinflusst. NPR3-Ins hat jedoch auch die Fahigkmitvenhit TGA-
Transkriptionsfaktoren zu interagieren (Abb. 86B). Die Insertion der Nukleotide \advsekiar nicht

den Leserahmen, aber die zusatzlichen Aminosauren verandern die Struktur des NPR3-Prasins so st
dass grundlegende Interaktionen mit wichtigen Interaktionspartnern nicht mehr maglichuggrund

dieser Ergebnisse kann davon ausgggn werden, dass autchplantadie Funktion von NPR3 starke
Einschrankungen aufweisen muss. Es ist also anzunehmen, dass die Mutationen ohne
Leserahmenverschiebung und Ausbildung eines vorzeitigen Stoppkodons trotzdem die Funktionsweise
von NPR3 malgeblich stéren kénnen.

$ %
0
GAD-NtNPR3 GBD-NtNPR3
12,0 § 4.5 g
4,0 3
c 10,0 4 % c
g g %7
= 801 £ 30]
£ € 251
w603 W 503
S S '
2 401 2 157
= = 1,04
2,0 §
0,5 %
0.0 +—=1— ﬁ T T T T T T 0,0 | — Tt
AD Wt Ins Wt Ins BD Wt Ins Wt Ins
BD NtNIMIN1-like NtNIMIN2a AD NtTGA2.2 NtTGA7

D SD-Medium . + 0,3 mM Salicylsaure

Abb. 86 Auswirkung der Insertion ¢.433_443insATCTTGTCAGATTCC der N. tomentosiformisVariante 113H-9/19 ir
Tabak NPR3 auf die Interaktionsféhigkeit in Hefe.(A) Interaktion von NtINPR3 und NtNPR3 Ins mit NIMIN-Proteiner)
Interaktion von NtNPR3 und NtNPR3 Ins mit TGA-TranskriptionsfaktorBie Interaktionen fanden im Hefe-Zw
Hybridsystem in An- und Abwesenheit von Salicylsaure statt.

Auf molekularer Ebene sind alle analysierten Pflanzer8 Mutanten. Zur Untersuchung, ob diese
Mutationen in irgendeiner Form Auswirkungen auf das Proteinbandenmuster von NPR1 hat, wurde ein
immunologischer Nachweis mittels des AntikdrpetSST-cT NPR1 durchgefiihrt. Die Proteinextrakte
wurden aus Blattmaterial hergestellt, welches Uber vier Tage auf 1 mM Salieyisiubiert wurde.

Als Kontrolle wurden Proteinextrakte aus Blattmaterial von SNN-Pflanzen heligesvelches
ebenfalls auf Salicylsdure oder auiQHinkubiert wurde. Wie in Abbildung 87 zu sehen ist, sind keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den Kontrollpflanzen und den Pflanzen der Liniezd13H
erkennen. Das Proteinbandenmuster ist bei allen Proben &hnlich. Dieselben Extrakte wurden
anschlie3end fur den immunologischen Nachweis von PR1 verwendet. Es sollte geprift werden, ob die
Mutationen inNPR3 Effekte auf die Akkumulation von PR1 zeigen. Aber auch hier konnten keine
Unterschiede zwischen den Kontrollpflanzen und den Pflanzen der Linien 113H Hhiisicler

Akkumulation von PR1 festgestellt werden.
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1 mM Salicylsaure 4 Tage
H,O

SNN

113H-7 #14
113H-10 #24

113H-9 #19
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113H-5 #10

113H-3 #1
113H-4 #6
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Abb. 87 Immunologischer Nachweis von NPR1 und PR1 in Pflanzen derifeneration der Linien 113H. Die
verwendeten Proteinextrakte wurden aus Blattmaterial hergestellt, welchegdibBage auf 1 mM Salicylsdure inkub
wurde. Als Kontrolle wurden wildtypische SNN Pflanzen verwenddthveecbenfalls auf 1 mM Salicylsdure beziehungs\
H20 inkubiert wurden. Als Ladekontrolle diente die groRe Untereinheit der RuBis&€ld), welche nach Farbung «
Nitrocellulosemembran mit Ponceau S sichtbar wird.

4.6.3.2 Charakterisierung der F>-Generation

Die F-Generatioen ausgewahlter Linien von 113H wurden zur Vorsetwkiauf selektivemMS-
Medium angezogen. Hierfir wurden Samen der Linien 113H-3/1, 113H-3/3, 113H-4/6, 113H-4/7,
113H-5/9, 113H-5/10, 113H-7/13, 113H-7/14, 113H-9/18, 113H-9/19, 113H-10/22 und 113H-10/24 auf
MS-Medium ausgesat, welches mit Kanamycin versetzt war. Aufgrund des CRISPRikasEs

tragen Pflanzen der Linie 113H eine Kanamycinresistenz und kénnen so selektioniert werden. Als
Kontrolle wurde die Linie 138-3/7 eingesetzt. Die Kontrollinie ist ebegise transgene Linie und
verfigt auch Uber eine Kanamycinresistenz. Die Anzucht fand unter Standardbedingungen im
Lichtschrank statt. Nach vier Wochen wurden die Keimlinge im GewachshauErdef pikiert.
Allerdings zeigte sich, dass nicht alle Linien von 113H die erwartete Kanamysiengsaufwiesen.

Die Keimlinge der Linie 113H-3/1 und 113H-4/7 waren sehr klein und ohne Ausnahme weil3 und
konnten nicht auf Erde pikiert werden. Die Keimlinge der Linien 113H-3/3, 113H-5/9, 113H-5/10,
113H-9/18 und 113H-9/19 waren ebenfalls kleiner als die Kontrolle und wiesegriheairiin
gescheckte Blatter auf. Die Linien 113H-4/6, 113H-7/13, 113H-7/14, 113H-10/22 und 113H-10/24
hingegen verhigen sich ahnlich der Kontrolle und zeigten keine Auffalligkeiten (Abb. 88). Die
Keimlinge der Linien 113H-3/3 und 113H-5/9 wuchsen nicht auf Erde an und wurdert seychraals

auf Erde zusammen mit den Kanamycin-sensitiven Linien 113H-3/1 und 113H-4/7 ausgeséat und

angezogen. Die Keimlinge wuchsen dort normal.
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MS-Medium plus Kanamycin (4 Wochen)
1383/7 113H-3/3  113H-4/6 113H5/9  113H5/10

MS-Medium plus Kanamycin (4 Wochen)
113H-7/14  113H-9/18  113H9/19 113H-10/22 113H-10/24

— =

Abb. 88 Keimlinge der F-Generation der Linien 113H auf MS-Medium.Aussaat der #Generation der Linien 113H-3
113H4/6, 113H-5/9, 113H-5/10, 113H-7/13, 113H-7/14, 1481H8, 113H-9/19, 113H-10/22 und 113H-10/24 auf selekt
MS-Medium mit Kanamycin. Als Kontrolle dienten Samen der Linie 138-8elche ebenfalls Uber eine Kanamycinresis
verfugt.

Zur Klarung der Frage, ob die Linien ohne Kanamycinresistenz weiterhin riutdd®R3sind, wurde
genomische DNA von den Pflanzen der Linien 113H-3/1 und 113H-4/7 isoliert, wal€Herde
angezogen wurden. Die genomische DNA diente anschlieend als Matrize fir die Katipfifdes

ersten Exons vohNPR3Uber das Primerpaar NtNIML-14/3NtNIM1like-554. Als Kontrollen wurden
neben der genomischen DNA von SNN-Pflanzen und der 1:1000 Verdinnung des Plasmids
pGBT9/NtNPR3 auch die genomische DNA der entsprechenddBeferation verwendet. Das
erwartete PCR-Produkt von 598p liel3 sich in allen Fallen amplifizieren. Durch ein&cil-
Restriktionsverdau lieRen sich die Plasmidkontrolle sowie die SNN-Kontrolle dehnedie
Amplifikate der k- und R-Generation der Linien 113H-3/1 und 113H-4/7 jedoch nicht (Abb. 89)
Dieses Ergebnis lasst darauf schlieen, dass die Linien 113H-3/1 und 113H-4/7 zwar nicht mehr Uber
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Abb. 89 Amplifikation des ersten Exons vorNPR3von 113H-Linien in der R-Generation ochne Kanamycinresisten
und anschlieBende Restriktion mitPcil. Die Amplifikation des ersten Exons vbliPR3erfolgte per PCR Uber die Prir
NtNIML-14/3NtNIM1like-554. Als Matrize wurde genomische DNA der jeweiligPflanzen verwendet. Fir
Negativkontrolle (-) wurde D eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) wurde eine 1:1000 VerdiunnungPtEsmid
pGBT9/NtNPR3 verwendet. Als weitere Kontrolle wurde genomische DNAN. tabacumcv. Samsun NN (SNI
eingesetzt. Das PCR-Produkt hat eine Grof3e von 554 Bp. Dureimaligische Restriktion des PCR-Produkts ul
entstehen im Falle des Wildtyps zwei Fragmente der GroRe 115 B439r8p. Handelt es sich um eine Mutante,
das PCR-Produkt nicht geschnitten und es bleibt ungeschnittenes BAkiRter Gro3e von 554 Bp zurtick.
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die Kanamycinresistenz und somit nicht mehr lGbeiGRISPR/Cas9-Konstruktion verfligen, aber die

jeweilige Mutation immer noch im Genom enthalten ist.

AnschlieRend wurde diexfseneration durch Ansprihen mit Bion getestet. Die Samen der Linien
113H-3/1, 113H-3/3, 113H-4/6, 113H-4/7, 113H-5/9, 113H-5/10, 113H-7/13, 113H-7/14, 113H-10/22
und 113H-10/24 wurden jeweils in zwei separate Topfe auf Erde ausgesat und angezogenr@le Kont
dienten Samen der Linie 138-3/7. Drei Wochen nach der Aussaat wurde mit der Bion-Behandlung
begonnen. Ein Ansatz der Linien wurde dabei Uber vier Wochen zweimal pro Woche mit 0,3 mM BTH
(Bion) bespriht. Der zweite Ansatz wurde parallel dazu ra Hespriht und diente als direkte
Kontrolle. Nach Abschluss der Behandlung war bei der Kontrolllinie 138-8£7 Wiirkung von Bion

zu sehen. Die kD-bespriihten Pflanzen waren deutlich groRer und vitaler als die Bion-bespriihten
Pflanzen. Im direkten Vergleich zwischen@ und Bion-bespriihten Pflanzen gab es auch zwischen
den Linien der FGeneration von 113H Unterschiede. Die Bion-gesprihten Pflanzen waren auch hier
kleiner als die jeweiligen ¥D-Kontrollen, aber dennoch gréR3er als die der Kontrolllinie 138-3/7 (Abb.
90). Von den Linien 113H-3/1, 113H-3/3 und 113H-5/9 wurden jeweils vier Bion-behandelte Pflanzen
und jeweils sechs der.8-behandelten Pflanzen zu weiteren Analysezwecken ausgetopft.

3 Wochen nach Aussaat 4 Wochen Bion- bzw. J@-Behandlung

1383/7 113H-3/1 113H-3/3  113H-4/6 113H-4/7 113H-5/9 113H-5/10

-

H,O

0,3 mM BTH

1383/7 113H-7/13  113H-7/14  113H-10/22 113H-10/24

Abb. 90 Vierwoéchige Bion-Behandlung der B-Generation der Linien 113H.Drei Wochen nach Aussaat der Lir
113H3/1, 113H-3/3, 113H-4/6, 113H-4/7, 113H-5/9, 113165 113H-7/13, 113H-7/14, 113H-10/22 und 113H-1
wurden die Keimlinge vier Wochen zwei Mal in der Woche mit OM BiTH (Bion) bespriiht. Als Kontrolle wurde ¢
Linie 138-3/7 mitgefiihrt. Zum direkten Vergleich wurde ein weiterer mdarselben Linien parallel mit-@ bespriih

H,0

0,3 mM BTH
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Zur Verifizierung, dass auch die Pflanzen derGeneration weiterhin mutant sind, wurde eine
molekulare Analyse per PCR und Restriktionsverdau durchgefiihrt. Die genomischeviDbi&\ aus
Blattmaterial isoliert. Das Blattmaterial der Linien 113H-3/1, 113H-3/3 und 118idt&mmt dabei von
Pflanzen der Bion-Behandlung. Das Blattmaterial der Linien 113H-4/6 und 113H-5/10 stammghingeg
von den auf MS-Medium angezogenen und anschlie3end auf Erde pikierten Keimlingen. Voneden Lini
113H-3/1, 113H-3/3 und 113H-5/9 wurden jeweils zehn Pflanzen analysiert und von den Linien 113H-
4/6 und 113H-5/10 sieben beziehungsweise finf Pflanzen. Die genomische DNA diente aésavatriz
Amplifikation des ersten Exons VONPR3 Als Kontrollen dienten eine 1:1000 Verdiinnung des
Plasmids pGBT9/NtNPR3 und genomische DNA einer SNN-Pflanze. Das erwartete PCR-Poodukt v
554 Bp konnte in allen Fallen amplifiziert werden. Allerdings wies es im FalePCR-Produkte von
113H-3/1 #3, 113H-4/6 #4, #7 und 113H-5/10 #1 eine weitere kleinere Bande auf. Dies konnte in der
Fi-Generation nicht beobachtet werden. Durch den Restriktionsverd&cimiturden die Kontrollen
geschnitten. Die PCR-Produkte der&eneration von 113H blieben ungeschnitten. Die Doppelbanden
der entsprechenden Amplifikate blieben nach dem Restriktionsverdau weiterhiere(Ahab. 91). Die
Pflanzen der #Generation der Linie 113H kdonnen aufgrund dieser molekularen Analyse weiterhin als
mutant betrachtet werden.

F2113H-3/1 F2113H-3/3 F2 113H-5/9 F2 113H-4/6 F2 113H-5/10
M - +SNN 1 2 3 4 1 2 3 4 2 3 4 M- +SNN1 2 3 4 56 7 1 3 4 5

0,5 kb — — -—

d0d

0,5 kb - - - -

§
1°d

Abb. 91 Amplifikation des ersten Exons vonNPR3 und die analytische Restriktion mit Pcil von Pflanzen der F-
Generation der Linien 113H.Die Amplifikation des ersten Exons vitPR3erfolgte per PCR uber die Primer NtNIN
14/3NtNIM1like-554. Als Matrize wurde genomische DNA der jeweilig8arzen verwendet. Fur die Negativkontrollg
wurde HO eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) wurde eine 1:1000 Verdinnusi® @smids pGBT9/NtNPR3 verwendet.
weitere Kontrolle wurde genomische DNA vbh tabacuncv. Samsun NN (SNN) eingesetzt. Das PCR-Produkt hat
eine GrofRRe von 554 Bp. Durch die analytische Restriktion desPG#ukts mitPcil entstehen im Falle des Wildtyps 2!
Fragmente der GroRe 115 Bp und 439 Bp. Handelt es sich um ataet®] wird das PCR-Produkt nicht geschnitten u
bleibt ungeschnittenes PCR-Produkt der Grofl3e von 554 Bp zurtick.

Auch die B-Generation dempr3 Mutanten inN. tabacuntv. Samsun NN sollte auf etwaige Effekte auf

das Proteinbandenmuster von NPR1 und die Induktion &l untersucht werden. Der
immunologische Nachweis von NPR1 erfolgte dabei Uber die Antikorg@BT-cT-NtINPR1 und
.-AtNPR1. Der immunologische Nachweis von Tabak NPR1 ist mit dem Arabidopsis NRiRArper

moglich, da dieser bei Proteinextrakten aus Pflanzenmaterial kreuz reagiedte Flerstellung der
Proteinextrakte wurde Blattmaterial der Bion-gesprihten Pflanzen der Linie 113#H13H-3/3 und
113H-5/9 verwendet. Als Kontrollen dienten Pflanzen der Linie 138-3/7, welche auld.@er
beziehungsweise Bion-Behandlung stammten. Das NPR1-Proteinbandenmuster der Pflanzen der Linie

113H zeigte im Vergleich zu den Kontrollpflanzen keine Auffalligkeiten. Es leonnteder bei
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4 Ergebnisse

SHUZHQGXQESTeHYW.135 $QWLN]|USHWNPRIRWdsenHiehe Unterschiede
beobachtet werden. Dieselben Proteinextrakte wurden anschlieBend fir den immunologischen
Nachweis der PR1-Akkumul&tRQ PLWWHOV G HPR1& @ngdshiit) Sitdrdsganterweise
konnten nun im Gegensatz zurGeneration Unterschiede in der Starke der Akkumulation von PR1
(15 kDa) beobachtet werden. Die Pflanzen 113H-3/3 #1, #2, #3, #4 und 113H-5/9 #2 zeigen eine deutlich
geringere Akkumulation von PRL1 bei gleichmafiger Beladung des SDS-Gels, was Basad=u S-
Farbung hervorgeht (Abb. 2

4 Wochen 0,3 mM BTH (Bion)-Behandlung 4 Wochen 0,3 mM BTH (Bion)-Behandlung
138-3/7 113H-3/1  113H-3/3 113H-5/9 138-3/7 113H-3/1  113H-3/3 113H-5/9
H,O Bion #1 # H,O Bion

Abb. 92 Immunologischer Nachweis von NPR1 und PR1 in Pflanzen der.feneration der Linien 113H nact
vierwéchiger Bion-Behandlung. Die verwendeten Proteinextrakte wurden aus Blattmaterial von den entspre:
Pflanzen nach vierwéchiger Behandlung mit 0,3 mM BTH (Bion) émgdlt. Als Kontrolle dienten Pflanzen der Li
1383/7, welche ebenfalls der Bion-Behandlung unterzogen wordenbsiridhungsweise als.8-Kontrolle wahren
dieser Behandlung dienten. Als Ladekontrolle diente die groRe UntdtelahRuBisCo (LSU), welche nach Farbung
Nitrocellulosemembran mit Ponceau S sichtbar wird.

Zur Verifizierung des Ergebnisses wurden weitere Pflanzen dieser Linien ghteiBie hergestellten
Proteinextrakte stammen in dem Fall voiOFesprihten Pflanzen der Bion-Behandlung. Blattmaterial
definierter GroR3e dieser Pflanzen wurde zuvor Uber vier Tage auf 0,3 mMBBGoH) (nkubiert. Der
immunologische Nachweis von NPR1 wurde ebenfalls mit beiden Antikorp@@iT-cT-NtNPR1 und
.-AtNPR1 durchgefihrt. Entsprechend zu vorherigen Versuichben die Mutationen INPR3keinen
Einfluss auf das Proteinbandenmuster von NPR1, weder beim Nachweis mit@8mcT-NtNPR1

noch G H PAINPR1 Antikorper. Etwaige starkere Signale konnen durch die Ladekontrolle der Ponceau
S-Féarbung relativiert werden, da diese grof3ere Mengen Gesamtprotein imFdibse zeigt. Dieselben
Proteinextrakte wurden anschlie3end fiir den immunologischen Nachweis von PR1 verwendet. Auch
hier konnten Abweichungen in der Starke der Akkumulation von PR1 im Vergleich zu éfer SN
Kontrolle beobachtet werden. Alle Pflanzen der Linie 113H-5/9 waren stark in @amikation von

PR1 beeintrachtigt (Abb. 3. Im Anschluss sollte geklart werden, ob eine Inkubation auf 1 mM
Salicylsaure tUber dieselbe Zeit den gleichen Effekt auf die AkkumulatioPRdnder E-Generation

der Linie 113H hervorruft. Hierflr wurde Blattmaterial derselben Pflanzenvikeilage auf 1 mM
Salicylsaure inkubiert. Als Kontrolle wurde wiederum Blattmaterial eineX-$Rlanze entsprechend

auf 1 mM Salicylsdure beziehungsweiseOHinkubiert. Die aus dem Blattmaterial hergestellten
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Proteinextrakte wurden fir den immunologischen Nachweis von NPR1 mittels des Tabak und
Arabidopsis Antikdrpers verwendeEs zeigten sich keinerlei Unterschiede zwischen den SNN-
Kontrollextrakten und den Pflanzenextrakten der Linie 113H hinsichtlich des Protesnipaunsters von

NPR1. Auch hier kdnnen etwaige starkere Signhale mit einem hdheren Gesamtprotednidétei
werden. Die Mutation iNPR3hat keinen Einfluss auf das Bandenmuster von NPRL1. Dieselben Extrakte
wurden nun auch fur den immunologischen Nachweis von PR1 verwendet. Hier konnten ssbenfall
Unterschiede in der Akkumulation von PR1 zwischen der SNN-Kontrolle und teeve@&i der Linie

113H beobachtet werden. Zusatzlich zu den Pflanzen der Linie 113H-5/9 mit stark eingeschrankter
Akkumulation von PR1 kamen nun noch die Pflanzen der Linie 113H-3/3 #5 und #7 hinzu, welche
ebenfalls eine erheblich schwéchere Akkumulation von PR1 aufwiesen (A3)b. 93

A 0,3 mM BTH (Bion) 4 Tage 0,3 mM BTH (Bion) 4 Tage
138-3/7 113H-3/1  113H-3/3 113H-5/9 138-3/7 113H-3/1  113H-3/3 113H-5/9
H,O Bion #5 #6 #5 #6 #5 4# H,0 Bion #7 #8 #7 #8 #7 #
70 kD m| v

A A A A

1 mM Salicylsaure 4 Tage 1 mM Salicylséure 4 Tage

138-3/7 113H-3/1  113H-3/3 113H-5/9 138-3/7 113H-3/1  113H-3/3 113H-5/9
H,0 SA #5 #6 #5 #6 #5 4 H,0 SA #7 #8 #7 #8 #7 4

T.

0 e o s D D s s D D >

e e e D . O D
St 3ran ; : } ;.

sma-qﬂﬂ.-ﬁ’-; ra‘i-?h?-_{m
A

Abb. 93 Vergleich der Bion- und Salicylsaurewirkung auf die endogen®R1-Akkumulation von Pflanzen der F-
Generation der Linien 113H. (A) Die verwendeten Proteinextrakte wurden aus Blattmaterial der entsprecPdiader!
verwendet, welche zuvor Uber vier Tage auf 0,3 mM BTH (Biokdbrert wurden. Als Kontrolle wurden Pflanzen
Linie 138-3/7 verwendet. Blattscheiben davon wurden entsprecher@3aafM Bion oder auf kD inkubiert. (B) Dit
verwendeten Proteinextrakte wurden aus Blattmaterial derselben Pflanzen wierimefndet, welche zuvor tber vier T
auf 1 mM Salicylsaure inkubiert wurden. Als Kontrolle wurden P#eander Linie 138-3/7 verwendet. Blattscheiben d
wurden entsprechend auf 1 mM Salicylsdure oder aOf iHkubiert. Als Ladekontrolle diente die grof3e Untereinhei
RuBisCo (LSU), welche nach Farbung der Nitrocellulosemembran mit PoSc&ahtbar wird.
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Zwischen der Auspragung des Effekts der eingeschrankten PR1-Akkumulation gibtisBnen
hinsichtlich der induktiven Substanz, aber auch eine gewisse Deckungsgleichheitnigen ei

Individuen.

Ein weiterer Versuch sollte klaren, ob neben der induktiven Substanzfixkkumulation von PR1

auch das Alter des Blattgewebes Variationen zwischen der Auspragung von PR1-
Akkumulationsdefiziten hervorrufen kann. Hierfur wurden Proteinextrakte vomzefiader Linie
113H-3/1, 113H-3/3 und 113H-5/9 verwendet. Das Blattmaterial stammte von Pflanzen im
Gewachshaus, die auf Erde angezogen worden waren. Blattmaterial definierter Gré3e wurdeatafur
Uber vier Tage auf 0,3 mM BTH (Bion) inkubiert. Die Proteinextrakte wurden danrden
immunologischen Nachweis von PR1 verwendet. Innerhalb der verwendeten Linien von 113H konnten
einige PR1-Akkumulationseinschrankungen beobachtet werden. Besonders die Individuen der Linie
113H-3/1 waren davon betroffen. Zwolf Tage spater wurde von denselben Pflanzen wiederum
Proteinextrakte von Blattmaterial hergestellt, welches Uber vier Tage auf d,38Ti (Bion)
inkubierte. Die Proteinextrakte wurden fir den immunologischen Nachweis von PR1 verwendet
Zwischen den Auspragungen der PR1-Akkumulation zwischen diesen Extrakten und den Extrakten,
welche zwolf Tagen zuvor hergestellt wurden, gab es wesentliche Unterschiede. Einigedndier

Linie 113H-3/1 waren weiterhin noch etwas in ihrer PR1-Akkumulation eingeschadiekinicht mehr

so gravierend wie bei den alteren Extrakten. Die Pflanzen #17 und #18 der Linie 113H-3/3 decken sich
wiederum mit ihrer eingeschrankten PR1-Akkumulation in beiden Féllen. Die Pfldezéme 113H-

5/9 zeigen weiterhin Einschrankungen in der Akkumulation von PR1, decken sich aber nur bedingt mit
den Ergebnissen der &lteren Extrakte (Abb. 94).

0,3 mM BTH (Bion) 4 Tage

113H-3/1 113H-3/3 113H-5/9

~ INg =
& o @
f © ©
§ #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #1 O  #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #1 O  #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #I

55 DO mm i e sy S S S— — — — ----_----— et A e e o g SV
0,3 mM BTH (Bion) fur 4 Tage (12 Tage spater)

T —————

Abb. 94 Abhéangigkeit der PR1-Akkumulation vom Alter der Pflanzen der F-Generation der Linien 113H. Die
verwendeten Proteinextrakte wurden aus Blattmaterial der entspreclitftaderen hergestellt, welches zuvor fur vier Tag
0,3 mM BTH (Bion) inkubiert wurde. Diese Prozedur wurde 12 Tage spitetenselben Pflanzen wiederholt. Als Kontr
wurden Pflanzen der Linie 138-3/7 verwendet. Als Ladekontradietel die grol3e Untereinheit der RuBisCo (LSU), welche
Farbung der Nitrocellulosemembran mit Ponceau S sichtbar wird.

Ferner sollte in einem zusatzlichen Versuch analysiert werden, wie sich didkR&hulation
hinsichtlich der Induktion durciiMV-Infektion verhélt. Hierfiir wurden Pflanzen der Linie 113H-3/1,
113H-3/3 und 113H-5/9 verwendet, die bereits im Vorfeld eine gewisse Reduktion der PR1
Akkumulation durch Induktion mit Bion gezeigt hatten. Als Kontrolle diente eiren®l der Linie
138-3/7. Es wurden jeweils zwei Blatthalften pro Pflanze Tl infiziert. Sieben Tage nach der

Infektion (dpi) wurde infiziertes Blattgewebe in Nekrosenn&he entnommen. Nach 14 Tayemufdpi
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Blattgewebe der uninfizierten Haélfte des Blattes genommen. Aus dem Blattgewelmejeweils ein
Proteinextrakt hergestellt und fiir einen immunologischen Nachweis von PR1 veni@adettrakte
aus lokalem, infizierten Gewebe sieben Tage nach der Infektion zeigten keinen hiedenscder
Akkumulation von PR1 zwischen den Pflanzen der Linie 113H und der Kontrolle. Im Gelsebe
uninfizierten Blatthélfte konnten allerdings Unterschiede beobachteleweEinige Pflanzen der+
Generation der Linie 113H zeigten wahrend der SAR eine deutlich schwacherautian von PR1
als die Kontrollpflanze (Abb. 95). Die MutationenNi?R3in N. tabacuntv. Samsun NN scheint einen
gewissen negativen Einfluss auf die Akkumulation von PR1 wahrend der SAR zu haben.

TMV-Infektion

HR 7 dpi SAR 14 dpi

113H-3/1 113H-3/1

138-3/7

#13 #16 #18

Bioam D ERDEID GID S aup .. . R

#13 #16 #18

55 kDamm o —— — aon LSuU

113H-3/3 113H-3/3

#15 #17 #18

138-3/7

#15 #17 #18

B5lDam G GO S e L e PRI

55 kDa wm — - - LSuU

113H-5/9 113H-5/9

#12  #13 #16

15 kDam=| e quum GHND SRR — = .-PRla

138-3/7
1383/7

#12 #13 #16

55 kDa wm SR — “e LSuU

Abb. 95 Immunologischer Nachweis von PR1 iTMV-infizierten Pflanzen der F-Generation der Linien 113H.Fur
den immunologischen Nachweis der Akkumulation von PR1 im lokalen Bledige wahrend der hypersensiti
Reaktion wurden Proteinextrakte aus Blattmaterial in Nekrosennéhe sieben Gladefeldion (dpi) hergestellt. Fir d
immunologischen Nachweis von PR1 in distalem Blattgewebe bei Etablieem@AR wurden Proteinextrakte
Blattmaterial aus der unifizierten Blatthalfte desselben Blattes 14 Tage nach Infeltipmergestellt. Als Kontrol
dienten infizierte Pflanzen der Linie 138-3/7. Als Ladekontrolle dientgmiBe Untereinheit der RuBisCo (LSU), wel
nach Farbung der Nitrocellulosemembran mit Ponceau S sichtbarVatzhkpflanze: https://www.pflanzenforschuni
[files/2913/7656/367 1/tabak.pdf)

Die molekulare Analyse derfseneration der Linien 113H zeigte deutlich, dass die Mutagenese mittels
CRISPR/Cas9 erfolgreich war. Alle untersuchten Pflanzen trugen an der erwételieneine
Mutation. In einigen Féllen fiihrte diese Mutation allerdings nicht zur Bildung eingeitigen
Stoppkodons. Mit Hilfe des heterologen Hefesystems konnte gezeigt werden, dass Mutanten mit
intaktem Leserahmen trotzdem in wichtigen biochemischen Eigenschaften gravierendee Defiz
aufwiesen und die Mutagenese auch hier erfolgreich war. Imdeeeration konnten allerdings keine
Unterschiede in der Akkumulation von NPR1 und PR1 nachgewiesen werden. IpGlendfation
wurden zwei Linien identifiziert, welche zwar aufgrund von Restriktiorlgaea als mutant
identifiziert wurden, jedoch keine Kanamycinresistenz mehr aufwiesen. Allkeren analysierten
Linien wurden ebenfalls als weiterhin mutant identifiziert. Innerhalb d€ddneration konnten nun
einige Individuen ausgemacht werden, welche zwar in der NPR1-Akkumulatioridliaufaren, abe

deutliche Unterschiede in der PR1-Akkumulation im Vergleich zur jeweiligerirélta aufwiesen.
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Moglicherweise sind bei den Linien 113H in den weiterfiihrenden Generationen Individuen mit

vollstandig unterbundener PR1-Akkumulation mdglich.

4.6.4 Erzeugung von Mutanten derNPR1- und NPR3-Gene der ElternN. sylvestris und
N. tomentosiformigLinien 118H)

Den Transformationshintergrund der Linien 118H stélltabacuncyv. Samsun NN dar. Linie 118H ist

im Prinzip eine Mischung aus Linie 111H und 113H. Die verwendeten Zielsequenzen waren dieselben
der Linien 111H und 113H. Im Falle vaNPR1 war die Narl-Schnittstelle im ersten Exon an
Nukleotidstelle 216 betroffen. Bei der Mutagenese MBtR3war dadurch did>cil-Schnittstelle im

ersten Exon an Nukleotidstelle 439 betroffen. In beiden Fallen sollten durch Deletion od&rinse
einzelner Nukleotide die Schnittstellen eliminiert werden, um die Selektion mutattekpflanzen auf
molekularer Ebene zu vereinfachen. Die Mutagenese betrifft die Varidntementosiformiand auch

N. sylvestrisron NPR1beziehungsweisdPR3 In Abbildung 96 sind die ersten Exons WWRR1und

NPR3 zusammen mit den jeweils zur Analyse verwendeten Restriktionsschnittsiatien
Oligonukleotide dargestellit.

$ Hindlll  Narl
201t 2161t
5NsNPR1-550 J/ \l/
NPR1— Exon | @sssm  —i Exon Il
<——

3NsNPR1-550
«778&&&6GCGCCGE 7$$**«

PAM
% N. tomentosiformis  N. sylvestris _
Spd Dralll Pcil
2321t 4391t
NENIML-14 1$ it
—> V. v

NPR3—{ Exon | @554 m) - —\ —{Exon Il
\<——

3NtNIM1like-554

N. sylvestris| § ACATGTATGG a

N. tomentosiformis| 8 ACATGTACGG a

PAM

Abb. 96 Schematische Darstellung vom ersten Exon vadPR1und NPR3von N. tabacum (A) Erstes ExoNPR1 Da:
erste Exon vomNPR1erstreckt sich von Nukleotid 1 bis 545. Mit dem Primerpaar SNsNPR/BISSRPR1-550 kann d
erste Exon zu Analysezwecken vollstandig amplifiziert werden. Bei Nuklgt@idschneidet das EnzyNarl im Anschlus
daran befindet sich die PAM-Sequenz. Fir weitere Analysezwaald® das Restriktionsenzyindlll ausgewahlt, welche
unweit vonNarl bei Nukleotid 201 schneidet. (B) Erstes EX¢RR3 Das erste Exon vadPR3erstreckt sich von Nukleor
1 bis 554. Mit dem Primerpaar NtNIML-14/3NtNIM1like-554 kann das efsten zu Analysezwecken vollstan
amplifiziert werden. Bei Nukleotid 439 schneidet das EnBgaihim Anschluss daran befindet sich die PAM-Sequenz
weitere Analysezwecke wurde das Restriktionsenzg@md (117 nt), welches nur innerhalb der Sequenz
N. tomentosiformisvorkommt, und das ResitiktionsenzyBralll (232 nt), welches nur innerhalb der Sequenz
N. sylvestrisrorkommt, verwendet.
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4.6.4.1 Charakterisierung der Fi-Generation

Die Vorselektion der Pflanzen den-Generation der Linie 118H erfolgte Uber eine vierwdchige
Behandlung mit Bion. Hierfir wurden die Samen der Primartransformanten auf Erdedaugges
standen insgesamt funf verschiedene Primartransformanten zur Verfiigung: 118H-2, 118H-5,

118H-7 und 118H-8. Als Kontrolle wurden Samen Wntabacumcv. Samsun NN verwendet. Hier
wurden zwei Ansatze zu je 1000 Samen ausgesat. Zwei Wochen nach Aussaat wurde mit der Bion-
Behandlung begonnen. Der erste Kontrollansatz wurde ebenfalls der vierwodchigeBeBamdlung
unterzogen. Der zweite wurde parallel dazu uber vier Wochen s@ithdspriiht. Nach Beenden der
Behandlung war ein deutlicher Effekt der Bion-Behandlung bei den Kontrollpflanz&eobachten.

Die H,O-besprihten Pflanzen waren wesentlich grof3er und besser entwickelt als dielBodelten
SNN-PflanzenDie mit Bion behandelten Kontrollpflanzen waren dagegen sehr klein und ilmgen
Wachstum deutlich zuriick. Durch die Bion-Behandlung wiesen die Blatter der Pflanzedictusétz
Schadigungen auf. Die Pflanzen der Linien 118H-2 und 118H-6 waren ebenfalls sehr klein und zeigten
starke Defizite im Wachstum nach der vierwdchigen Bion-Behandlung. Die iKgentler beiden

Linien waren hinsichtlich ihrer Gré3e relativ homogen. Es gab keine Pflatieesich durch ihre Grée
deutlich vom Rest der Pflanzen unterschieden. Die Keimlinge der Linien 118H-5, 1ir&H128HS

waren dagegen hinsichtlich der GroRRe einzelner Pflanzen deutlich inhomogener. Hésr matien
deutlich kleineren Keimlinge ebenso wesentlich gré3ere Pflanzen, die sich vomeR&simlinge
abhoben. Im Vergleich zu den Pflanzen der Linien 118H-5 und 118H-7 waren die Keimlinge der Lini
118H-8 im Allgemeinen kleiner, wiesen aber ebenfalls einige groRere Pflanzeatieasith deutlich

vom Rest der Keimlinge abhoben (Abb. 97).

N. tabacumcv. Samsun NN

0,3mM BTH

0,3 mM BTH

Abb. 97 Vorselektion Fi-Generation der Linien 118H durch vierwdchige Bion-BehandlungZwei Wochen nach Aussi
wurde mit der Bion-Behandlung begonnen. Vier Wochen lang zweirMier Woche wurden die Keimlinge mit 0,3 r
BTH (Bion) bespriht. Als Kontrolle dientl. tabacumcv. Samsun NN. Diese wurde ebenfalls der Bion-Behan
unterzogen, bzw. mit #0 bespriht.
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Jeweils zwolf der groRten Pflanzen der Linien 118H-5, 118H-7 und 118H-8 wurden ausgewahlt und
ausgetopft. Sobald gentigend Blattmaterial zur Verfligung stand wurden jeweils \&athemroliten
Pflanzen pro Linie genomische DNA isoliert. Die genomische DNA wurde zur olatek Analyse

der R-Generation der Linie 118H verwendet. Da es sich bei der Linie umgibépr3Doppelmutante

in N. tabacumcv. Samsun NN handelt, wurden sowdfiPR1 als auchNPR3 beider Varianten

N. sylvestrisund N. tomentosiformisuntersucht. FiUr die Analyse voNPR1 wurde Uber die
Primerkombination 5"NsNPR1-550/3"NsNPR1-550 das erste Exon amplifiziert. Als Ma¢nite die
genomische DNA der Pflanzen derGeneration der Linie 118H. Als Kontrollen wurden genomische
DNA von SNN-Pflanzen und eine 1:1000-Verdunnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1 verwendet. Das
jeweilige Amplifikat wies eine Gro3e von 58p auf. Mittels Restriktionsanalyse mit dem Enziyiarl

wurde Uberprift, ob die Mutagenese erfolgreich war und die Restriktidassiediniert wurde. Wie in
Abbildung 98zu sehen ist, konnte das erste Exon WiPR1in allen Fallen erfolgreich amplifiziert
werden. Die Plasmidkontrolle und die PCR-Produkte der SNN-Kontrollpflanzen konntenMNarich
erwartungsgemalf vollstandig geschnitten werden. Die Amplifikate der Linien 118H-5 und8118H-
konnten dagegen gar nicht geschnitten werden, was auf eine erfolgreiche Mutagedestethin
Wohingegen die PCR-Produkte der Linie 118H-7 weiterhin partiell ddechrestringierbar sind. Ein
gewisser Anteil von ungefahr 25% ist weiterhin zuganglich fur das EN&rimDie Mutagenese scheint

hier nicht vollstandig verlaufen zu sein.

118H-5 118H7 118H-8 SNN
M -+ 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 M 12 13 14 15 16 17 18 190 21 22

0,5 kb

Hd0d

0,5 kb

l1eN

Abb. 98 Amplifikation des ersten Exons vonNPR1 und die analytische Restriktion mitNarl. Die Amplifikation de:
ersten Exons vohNPR1erfolgte per PCR uber die Primer 5NsNPR1-550/3NsNPR1-550. Als Mattime genomisct
DNA der jeweiligen Pflanzen verwendet. Fir die Negativkontrolle (fpentO eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) wu
eine 1:1000 Verdunnung des Plasmids pGBT9/NtNPR1 verwendet. Alsrav&ontrolle wurde genomische DNA \
N. tabacumcv. Samsun NN (SNN) eingesetzt. Das PCR-Produkt hat eine Gro364%oBp. Durch die analytisc
Restriktion des PCR-Produkts niitarl entstehen im Falle des Wildtyps zwei Fragmente der Gro3e 216 Bg29nBp
Handelt es sich um eine Mutante, wird das PCR-Produkt nicht geschnittess inteibt ungeschnittenes PCR-Produk
GroRe von 545 Bp zurlick.

Die PCR-Produkte von jeweils zwei Pflanzen pro untersuchter Linie wurden zur Sequenzieteng i
T-Vektor kloniert. Die Unterscheidung zwischen den Variamersylvestrisund N. tomentosiformis
erfolgte dabei im Vorfeld durch eine Restriktionsanalyse. Fur diese Resiséhalyse wurde entweder
das EnzynBspH (173 nt) odeBglil (517 nt) herangezogen. Beide Enzyme schneiden ausschlief3lich
im ersten Exon voNPR1derN. sylvestrisvariante. Anhand einer weitern RestriktionsanalyseNait

konnten 87% der untersuchten Klone als mutant identifiziert werden. In diese Qubtdaie der
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Linie 118H-7 Pflanze #11 deM. sylvestrisvariante nicht eingeschlossen. Alle untersuchten Klone
enthielten eine wildtypische Sequenz. Es war nicht moglich fir Linie 118H-7 Pflanzelefll

N. sylvestrisvariante einen mutanten Klon zu identifizieren.

$

%

Abb. 99 Auswertung der Sequenzierung delN. sylvestrisVariante von NPR1 der Fi-Generation der 118H-Linien
(A) Nukleotidsequenzvergleich. XM_009804145.1 ist eine Vergleichsseques der Datenbank. Darunter ist die Sec
ausN. tabacuntv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéachshaus. Die nachfolgesgienZen sind aus Pflanzen der Lil
118H in der k-Generation. Das Startkodon ATG ist rot hervorgehoben.Naig¢-Schnittstelle ist fett gedruckt und 1
einem Kéastchen umrahmt. Die PAM-Sequenz ist grin und unterstrihieninsertion von Nukleotiden ist rot u
unterstrichen dargestellt. Deletionen sind als einzelne rote Striche dargd&gllAminosduresequenzverglei
XM_009802447.1 ist eine Vergleichssequenz der Datenbank. Darunter &tglienz ausl. tabacumcv. Samsun N
Pflanzen aus dem Gewéachshaus. Die nachfolgenden Sequenzanssitfianzen der Linien 118H in derGeneratior
Das Startmethionin ist rot hervorgehoben. Sternchen am Ende einemBemeisen auf ein Stoppkodon hin.
Identifizierte Mutationen durch Sequenzierung der Pflanzen d&eReration der Linien 118H.

Anhand der Sequenzierung konnten im ersten Exon NBR1in der N. sylvestrisvariante drei
verschiedene Mutationen identifiziert werden. Zum einen kam es zur InsergsiT@éymins oder eines
Adenins zwischen Nukleotid 218 und 219 innerhalb der ErkennungssequenzNates
Restriktionsenzyms, welche durch die Insertion des einzelnen Nukleotids elimugiete. Zum
anderen konnte eine Deletion von zehn Nukleotiden zwischen Nukleotid 208 und 219 identifiziert
werden. Durch diese Deletion war die ErkennungssequenXiadmebenfalls betroffen und nicht mehr
verfugbar. In Folge der Insertionen und der Deletion kam es in allen Fallen zutd&ogbeines
vorzeitigen Stoppkodons (Abb. 99). Durch die Sequenzierung des ersten Exomé¢PRinder
N. tomentosiformigd/ariante konnten ebenfalls drei verschiedene Mutationen identifiziert werden. In
allen drei Fallen handelt es sich um Insertionen einzelner Nukleotide innerhalb der Erkesopusgss
von Narl, sodass diese dadurch eliminiert wurde. Zwischen Nukleotid 218 und 219 kanireserimn
eines Adenins, eines Thymins oder eines Cytosins. In Folge dieser Insertionen wirelsedenmen
verschoben und es kam zur Ausbildung vorzeitiger Stoppkodons (Abb. 100).

169



4 Ergebnisse

% &

Abb. 100 Auswertung der Sequenzierung & N. tomentosiformisVariante von NPR1 der Fi-Generation der 118H
Linien. (A) Nukleotidsequenzvergleich. XM_009608066.2 ist eine Vergleicheseqaus der Datenbank. Darunter is
Sequenz aul. tabacuncv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéchshaus. Die nachfolgesgiean®en sind aus Pflan.
der Linien 118H in der #Generation. Das Startkodon ATG ist rot hervorgehobenNaiSchnittstelle ist fett gedruc
und mit einem Kastchen umrahmt. Die PAM-Sequenz ist griin und untegstridie Insertion von Nukleotiden ist rot 1
unterstrichen dargestellt. (B) Aminosauresequenzvergleich. XM_009606B86%ine Vergleichssequenz der Datent
Darunter ist die Sequenz alNstabacuncv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéachshaus. Die nachfolgeegeenze
sind aus Pflanzen der Linien 118H in detGeneration. Das Startmethionin ist rot hervorgehoben. SternchEndareine
Sequenz weisen auf ein Stoppkodon hin. (C) Identifizierte Mutatidaerh Sequenzierung der Pflanzen deGEneratio
der Linien 118H.

Fir die Analyse vonNPR3 wurde anschlieBend mittels der Primerkombination 5 NtNIML-
14/3'NtNIM1like-554 das erste Exon vbitNPR3amplifiziert. Die genomische DNA der ausgewahlten
Pflanzen der Linie 118H diente dabei als Matrize. Als Kontrollen wurden genomische DNA von SNN-
Pflanzen und eine 1:1000 Verdinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR3 verwendet. Die Arglitikat

ersten Exons voNPR3verlief erfolgreich. Das jeweilige Amplifikat wies eine Grolie von Bpdauf.

Die PCR-Produkte der Linie 118H-7 jedoch wiesen neben dem eigentlichen Amplifikat noch ein etwas
kleineres Fragment auf. Bei Pflanze #9 wurde dabei die GrofRe des urspriindgliopéfikats
bevorzugt, wohingegen bei #11 und #12 das etwas kleinere Fragment préferiert indieh Bélanze

#7 und #8 traten das eigentliche Amplifikat der Groé3e 554 Bp und das etwas Keaggnent etwa zu
gleichen Teilen auf. Dieses Phanomen konnte bereits bei einigen PflanzerGaarelration der Linie

113H beobachtet werden. Die durch PCR erhaltenen Amplifikate wurden anschlieRend einer
Restriktionsanalyse mit dem Enzytil unterzogen. Die PCR-Produkte der Plasmidkontrolle sowie
der SNN-Pflanzen wurden wie erwartet in zwei kleinere Fragmente der Gro3@&p 14t 439Bp
geschnitten. Die Amplifikate der Linien 118H-5 und 118H-8 wurden dRodhnicht geschnitten, was

auf potentielle Mutanten hindeutet. Die PCR-Produkte der Linie 118H-7 wurden ebemtals
geschnitten, allerdings war wiederrum das gleiche Phanomen zu beobachterin&@td&tede bei

554 Bp konnte hier noch eine zusatzliche etwas kleinere Bande beobachtet werden. Diese kleinere
Bande war jedoch grof3er als das Fragment vonBl89welches bei der Restriktion mRcil im

wildtypischen Fall anfiel (Abb. 101).
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118H-5 118H7 118H-8 SNN
M - + 1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 M 13 14 15 16 17 18 120 21 22
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Abb. 101 Amplifikation des ersten Exons vonNPR3 und die analytische Restriktion mit Pcil. Die Amplifikation de:
ersten Exons voNPR3erfolgte per PCR uber die Primer NtNIML-14/3NtNIM1like-554. Als Matrize wugdaomisch
DNA der jeweiligen Pflanzen verwendet. Fir die Negativkontrollevide HO eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) wui
eine 1:1000 Verdiinnung des Plasmids pGBT9/NtNPR3 verwendet. Als wedatelle wurde genomische DNA vax.
tabacumcv. Samsun NN (SNN) eingesetzt. Das PCR-Produkt hat eine @ot%54 Bp. Durch die analytische Restrik
des PCR-Produkts micil entstehen im Falle des Wildtyps zwei Fragmente der Grof3e 115B439nBp. Handelt es si
um eine Mutante, wird das PCR-Produkt nicht geschnitten und es bleibt hmigleses PCR Produkt der Gréf3e von 55.
zuruck.

Zur genaueren Analyse der potentieligr3 Mutanten wurden die PCR-Produkte derselben Pflanzen
wie bei Analyse voiNPR1in den T-Vektor kloniert und sequenziert. Die Unterscheidung der Varianten
N. sylvestrisund N. tomentosiformierfolgte wieder im Vorfeld durch Restriktionsanalysererdr
wurden sich die Sequenzunterschiede zwischen den Varianten zu Nutze gemachttiResBatzym

Spéd kommt nur in der Sequenz des ersten ExondNPR3von N. tomentosiformisor undDralll nur

im ersten Exon deN. sylvestrisvariante vonNPR3 Durch eine weitere Resitriktionsanalyse il
konnten 86% der untersuchten Klone als mutant identifiziert werden. Von diesantenuKlonen
wurde eine Auswahl sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierung brachten Klarheit tber den Grund
des Auftauchens der kleineren Bande bei der Amplifikation des ersten Exohd*®R8bei der Linie
118H-7. In der Sequenz von Pflanze #11 wurde eine grof3e Deletion von 83 Nukleotiden zwischen
Nukleotid 417 und 500 identifiziert. Durch diese Deletion wurde die gedarkémnungssequenz des
Restriktionsenzym®Tcil sowie die PAM-Sequenz eliminiert. Weiterhin wurden in der Sequenz dieser
Pflanze zwischen Nukleotid 325 und 417 diverse einzelne Nukleotidaustausche idenkiizeesblch

grof3e Deletion konnte ebenfalls der Grund fur das Phanomen des Auftretens der kRaneebei

der Amplifikation des ersten Exons vdiPR3innerhalb der FGeneration der Linie 113H sein. Da
dieses Phanomen in der-Generation nicht beobachet werden konnte, kénnte dies zu der Annahme
fuhren, dass CRISPR/Cas9 in diesen Pflanzen auf jeden Fall weiterhin akiliei§equenzen der
weiteren analysierten Pflanzen enthielten finf weitere Mutationsartenwliteire Deletionen von
zwei, vier und sechs Nukleotiden und eine Insertion von 15 Nukleotiden im Bereich vieotiLi433

bis 443. Bei allen Mutationen ist die Erkennungssequenzadrbetroffen, sodass diese nicht mehr

fur eine Restriktion zur Verfugung steht. Durch die Insertion der 15 Nuklewiideallerdings ebenso

wie bei der Deletion von sechs Nukleotiden nicht der Leserahmen verschobess wvidd kein
vorzeitiges Stoppkodon gebildet. Die weiteren identifizierten tidelen fuhren jedoch zur Bildung

eines vorzeitigen Stoppkodons (Abb. 102).
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Abb. 102 Auswertung der Sequenzierung dem. sylvestrisVariante von NPR3 der Fi-Generation der 118H-Linie
(A) Nukleotidsequenzvergleich. XM_009778209.1 ist eine Vergleichesegaus der Datenbank. Darunter ist die Set
ausN. tabacuntv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewachshaus. Die nachfolgempemBm sind aus Pflanzen der Lit
118H in der =Generation. Das Startkodon ATG ist rot hervorgehobenPBileSchnittstelle ist fett gedruckt und mit ein
Kéastchen umrahmt. Die PAM-Sequenz ist griin und unterstrichen. Die InseotioNukleotiden ist rot und unterstricl
dargestellt. Deletionen sind als einzelne rote Striche dargestellt. Nukleotidaingta sind rot dargestellt. |
Aminosauresequenzvergleich. XP_009776511.1 ist eine VergleichssatpreDatenbank. Darunter ist die SequenzM
tabacumcv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéachshaus. Die nachfolgesgleen3en sind aus Pflanzen der Linien 1
in der R-Generation. Das Startmethionin ist rot hervorgehoben. Sternchen aneiBed Sequenz weisen auf ein Stoppk
hin. (C) Identifizierte Mutationen durch Sequenzierung der Pflanzernideereration der Linien 118H.

Die Sequenz ddX. tomentosiformiyariante von Pflanze #11 der Linie 118H-7 enthélt eine ahnliche
Mutation wie in demN. sylvestrisvariante.Es wurden ebenfalls 83 Nukleotide deletiert, allerdings an
einer anderen Position, namlich zwischen Nukleotid 370 und 459. Zwischen Nukleotith@8&%0
wurden zuséatzlich diverse einzelne Nukleotide ausgetauscht. Dieselbe Mutation wurde derch
Sequenz von Pflanze #9 derselben Linie gefunden. Ferner wurde eine weitere Deletoweund
verschiedene Insertionen innerhalb der Sequenzen der weiteren Pflanzen idenbii@eletion
erstreckt sich dabei auf 19 Nukleotide und betrifft die gesamte Erkennungssequéud gomwie die
PAM-Sequenz. Die Insertionen von einem beziehungsweise 15 Nukleotiden betreffen eb&ede die
Schnittstelle und eliminieren diese. Der Leserahmen wird lediglich bei tktiddeson 19 Nukleotiden
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und der Insertion von einem Nukleotid verschoben und ein vorzeitiges Stoppkodon gBRildien
weiteren identifizierten Mutationen werden Aminosauren lediglich ausgetausofgfigjt oder
deletiert, ohne den Leserahmen zu verschieben (Abb. 103).
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Abb. 103 Auswertung der Sequenzierung deN. tomentosiformisVariante von NPR3 der Fi-Generation der 118H
Linien. (A) Nukleotidsequenzalignment. XM_009603895.2 ist eine Vergleichemnz aus der Datenbank. Darunter is
Sequenz aul. tabacuntv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéchshaus. Die nachfolgemplem&ms sind aus Pflan:
der Linien 118H in der #Generation. Das Startkodon ATG ist rot hervorgehoben PoieSchnittstelle ist fett gedruc
und mit einem Kastchen umrahmt. Die PAM-Sequenz ist grun otedstrichen. Die Insertion von Nukleotiden ist rot
unterstrichen dargestellt. Deletionen sind als einzelne rote Striche datgRsiidibotidaustausche sind rot dargestellt
Aminoséuresequenzalignment. XP_009602190.1 ist eine VergleichszatpreDatenbank. Darunter ist die Sequen:
N. tabacuncv. Samsun NN Pflanzen aus dem Gewéachshaus. Die nachfolgesmiganSen sind aus Pflanzen der Li
118H in der -Generation. Das Startmethionin ist rot hervorgehoben. Sternchen gerelfrer Sequenz weisen auf
Stoppkodon hin. (C) Identifizierte Mutationen durch Sequenzierung tierzeh der FGeneration der Linien 118H.

Die molekulare Analyse und die Sequenzierung deGéneration der Linien 118H weisen auf eine
erfolgreiche Mutagenese ddPR1-undNPR3Gene vorlN. tabacumhin. Eine molekulare Analyse de
F.-Generation sowie weitere Tests mit ausgewdéhlten Individuen konnen in fortfUhrenden
Untersuchungen Aufschluss dariiber geben, ob diese Doppelmutante Auswirkungen auf den NPR1-
Status der Pflanzen und die PR1-Akkumulation in Folge von Pathogenbefall oder chemische Induktion
hat.
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Zur Abwehr von FraR3feinden und Pathogenen haben Pflanzen im Laufe der Zeit eine Vielfalt an
Strategien entwickelt. Zu diesen Strategien gehort auch die systemisch erworbene RESS®RAR
vermittelt eine breitgefacherte und langanhaltende Resistenz gegen verschiedene Gouppen v
Pathogenen wie Bakterien, Pilze, Oomyceten und Viren. Durch Pathogenbefall steigtiogene
Salicylsaurespiegel der Pflanze an. Mit dem Anstieg des Salicylsdurespiegels gestd ele
Akkumulation von PR-Proteinen einher. Aufgrund des Zusammenhang3R®Genexpression und
Etablierung der SAR, wirdPR1 als Markergen bei Analysen der SAR verwendet. In unabhangigen
Versuchen konnte NPR1 als zentrales Regulatorprotein der SAR identifizieltrnwdder genaue
Mechanismus der Regulation d&R1-Genexpression durch NPR1 ist allerdings noch ungeklart. NPR1
selbst verfugt nicht Uber bekannPNA-Bindedoméanen, sodass ausgeschlossen werden kann, dass
NPR1 alleine agiert. Es ist aber bekannt, dass NPR1 sowohl mit TGA-Traioslgfipktoren als auch

mit NIMIN-Proteinen interagieren kann. Beide Proteinfamilien besitzen Eigenschafte®eter
Regulierung. Die TGA-Transkriptionsfaktoren vermitteln vermutlich dMA-Bindung. Es konrg
gezeigt werden, dass TGA-Transkriptionsfaktorenaadhnliche Elemente innerhalb d&RL
Promotoren binden kénnen. Zusammen mit NIMIN-Proteinen und TGA-Transkripticorgfiaktann
NPR1 ternare Komplexe auf dems-lahnlichen Element de®PRIPromotors bilden. Fir die
Wahrnehmung der Salicylsdure wéahrend der SAR existieren drei unterschiedliche Modghem
Modell wird die Verfiigbarkeit von NPR1 iber die Cullin3-vermittelte @dgrung von NPR1
Salicylsaure-abhangig mit Hilfe von NPR3 und NPR4 reguliert. NPR3 und NPR4 siad diab
Rezeptoren der Salicylsdure (Etal., 2012). Wahrend in einem weiteren Modell NPR1 selbst der
Rezeptor der Salicylsaure ist und Uber €Y¥&° an Kupferionen bindet, welche wiederum an
Salicylsaure binden. Durch die Bindung wird die C-terminale TransaktivierungsdoradndPR1
freigelegt (Wuet al., 2012). Im dritten Modell nimmt NPR1 Salicylsaure ebenfalls selbst wahr. Der
C-Terminus spielt hier auch eine entscheidende Rolle. Im C-Terminus wurde neBamddeloméne

fur NIMIN1- und NIMIN2-Proteine auch ein LENRV-Motiv identifiziert. BeideoBanen sindn
NPR1-Homologen verschiedener Pflanzenspezies sowie in den jeweiligen Paralogen von NPR1
konserviert. Das Arginin innerhalb des LENRV-Motivs ist dabei essentiél die
Salicylsaurewahrnehmung. Sobald das Arginin mutiert wird, sind in Hefe samtlicioglsBaire-

abhangigen Reaktionen nicht mehr moglich (Mateal.,2011).

5.1 Dimerisierung von NPR1 und NPR1-ahnlichen Proteinen in Hefe

Die Dimerisierungsfahigkeit von NPR-Proteinen stellt die Grundlage des Modells von Fu und
Mitarbeitern (2012) dar. Durch die Salicylsaurekonzentrations-abhéngige Bildungeterotimeren
aus Arabidopsis NPR1 und NPR3 beziehungsweise NPR4 soll die Verfugbarkeit von NPR1 im
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Zusammenspiel mit Cullin3 reguliert werden. NPR1 wie auch seine Parabofijgyen Uber eine
ahnliche Domanenstruktur und beinhalten eine BTB/POZ-Domane und eine Ankyrin-Dddigge
Domanen sind bekannte Protein-Protein-Interaktionsdomanen, wobei die BTB/POZ-Domane als
Interaktionsplattform fiir Cullin3 gilt. Nach Spoet al. (2009) stellt NPR1 selbst das Zielprotein von
Cullin3 dar. Durch die Bindung von Cullin3 wird die proteasomale Degradierung vot ti#eh das
26S-Proteasom gewéhrleistet und somit die Aufrechterhaltung der pflanzlichen AbwehrModeln

nach Fuwet al. (2012) fungieren die Paralogen NPR3 und NPR4 als Adapterproteine von Cullici3e wel
zusammen mit NPR1 Salicylsaure-abhéngig Komplexe bilden. Die Komplexbildungdiimrbbau

von NPRL1. Die Protein-Protein-Interaktionen wurden dabei unter andierepmlitativen Hefe-Zwi-
Hybridtest gezeigt.

In dieser Arbeit konnten die erzielten Ergebnisse allerdings im quantitateferddei-Hybridtest nicht
reproduziert werden. Obwohl alle beteiligten NPR-Proteine Uiber die NAaeBTB/POZ-Doméane
verfligen, konnte keine Interaktion von NPR1, NPR3 und NPR4 mit Cullin3 nachgewiestm wer
(Abb. 31). Weiterhin konnte die Heterodimerisierung von NPR1 mit NPR3 beziehungivirise
nicht gezeigt werden, obwohl die Heterodimerisierung die Basis des Modell$-nathal. (2012)
darstellt (Abb. 30). Ferner ist es im quantitativen Hefesystem nicht rmpgime Hetero-
beziehungsweise Homodimerisierung von AtNPR3 und AtNPR4 festzustellen. Obwohl goostuli
wurde, dass die NPR-Proteine so einer Art Selbstregulation unterliegen (Abb. 30A, DDIRgIEY al.
(2018) konnten ebenfalls eine Interaktion zwischen NPR3 beziehungsweise NPR4 in3Quittels
Co-Immunopréazipitation sowie die Heterodimerisierung von NPR1 und NPR3 beziehungs®&4e N
im Hefe-Zwei-Hybridsystem nicht bestéatigen. Die Rolle als Adapterproteim&tNPR3 und AtINPR4
konnte fortfilhrend in einem weiteren quantitativen Hefe-Drei-Hybridexperiment ncliatprift
werden. Dabei sollten AtNPR1 und AtCullin3 als GAL4AD- beziehungsweise GAL4BD-Fusion und
AINPR3 beziehungsweise AtNPR4 unter der Kontrolle Net25Promotors verwendet werden.
Mdglicherweise sind alle drei Proteine fiir eine erfolgreiche Intietakur gleichen Zeit notwendig. Fu

et al. (2012) beschredn dass bei der Co-Immunoprazipitation die Anwesenheit von AtNPR3
beziehungsweise AtNPR4 nétig war, um eine Interaktion zwischen AtNPR1 und Cullingsa zi
koénnen. Es stellt sich allerdings die Frage, aus welchem Grund eine DimerisierscigeemAtNPR1,
AINPR3 und AtNPR4 im qualitativen Hefesystem moglich ist, im quantitativen aéra jedoch
nicht. Die grundlegenden Protein-Protein-Interaktionen des Modells von Fu und Mitarii2@&)

konnten im quantitativen Hefesystem nicht reproduziert werden.

Zusatzlich konnte mehrfach unabh&ngig voneinander demonstriert werden, dass NPR1 Salicylsaure
direkt binden kann und in Abwesenheit anderer Pflanzenproteine Salicylsaure-s&nding et al.,

2018; Maieret al.,2011; Manohaet al.,2014; Kuaiet al.,2017; Wuet al.,2012), sodass es fraglich

ist, ob NPR1 einer indirekten Wahrnehmung der Salicylsaure durch Bindung degBarAINPR3

und AtNPR4 bedarf. Im Zusammenhang mit der Wahrnehmung von Salicylsdure und deéorndieskt
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SAR-MarkergensPR1 wurden zu keiner Zeinpr3 oder npr4 Mutanten identifiziert, sondern
hauptséachlicimprl Mutanten. Diese Tatsache ist ein weiterer Hinweis darauf, dass NP Rt laligste
regulatorische Rolle bekleidet und selbst direh der Wahrnehmung des endogenen
Salicylsaurespiegels der Pflanze beteiligt ist. Sollten NPR3 und NPR4 tatsdihe solch wichtige
Rolle Ubernehmen, wie sie das Modell nactefal. (2012) vorsieht, hatten Mutanten gefunden werden
missen. Fur Arabidopsis NPR3 und NPR4 wurde kirzlich eine Funktion als Salicylsforeshes
Repressoren postuliert, welche unabhéangig von AtNPR1 agieren €Dahg2018). Diese Ergebnisse
weisen AtNPR3 sowie NPR4 zwar ebenfalls eine regulatorische Rolle zu, jedoch rthhanvon Fu

et al. (2012).

Die Mitglieder der Tabak-NPR-Proteinfamilie NPR1 und NPR3 verfligen ebenfallgiiiee@ihnliche
Domaénenstruktur wie die NPR-Proteine in Arabidopsis und weisen auch eine BZ-B#@&ne sowie

eine Ankyrindomane auf. Anders als die untersuchten ArabidbiPfsProteine koénnen Tabak NPR1

und NPR3 durchaus im heterologen Hefesystem Dimere bilden. Tabak NPR1 kann Homodimere bilden
und mit NtNPR3 heterodimere Interaktionen eingehen. Die Homodimerisierung wedtitekten
Vergleich eine hohere Reportergenaktivitat auf, wohingegen die Heterodimerissnengewisse
Salicylsaure-Sensitivitat aufweist. Es wurde festgestellt, dass die iBieneng moglicherweise tber

die BTB/POZ-Domane erfolgt (D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche MitteilunB)e dimeren
Interaktionen von Tabak NPR1 und NPR3 werden durch die Anwesenheit von TGA-
Transkriptionsfaktoren maf3geblich gestort und nahezu vollstandig unterbundeBinBigg von
NIMIN-Proteinen stort die Dimerisierung ebenfalls, wirkt sich aber niclgravierend aus (Abb. 8C,

D, E, F; Abb. 9). Fir die Interaktion von TGA-Transkriptionsfaktoren mit NBRddben der Ankyrin-
Doméne auch die BTB/POZ-Domaéne essentiell. Die massive Stdrung der dimeraktibrien durch

die Anwesenheit von TGA-Transkriptionsfaktoren kénnte auf eine moégliche Kemzumum die
BTB/POZ-Domane zuriickzufihren sein, wobei die Bindung der TGA-Transkriptioosfakder
Dimerisierung vorgezogen wird. Dieser Effekt wird unabhangig von der Anwesenheit von Salicylsaure
beobachtet. Tabak NPR1 verfligt, anders als fiir Arabidopsis NPR1 beschrieben, nicht #5&§ Cys
welche in Verbindung mit der Fahigkeit zur Oligomerisierung von NPR1 bemgigien (Mouet al.,

2003). In Tabak muss demnach ein anderer Mechanismus vorliegen. Fir Arabidopsis NPR1 wurde
postuliert, dass die monomere Form von NPR1 die biologisch aktive Form ist, wettdw Zellkern
transloziert wird (Kinkemat al.,2000; Mouet al.,2003). In Tabak kénnte die Dimerisierung Uber die
BTB/POZ-Domane die Funktion der inaktiven Speicherform vergleichbar mit dgr@dirisierung von
AtNPR1 im Cytoplasma Ubernehmen. Durch den Anstieg des Salicylsdurespiegels innerBalle der
wird die Translokation der Dimere in den Zellkern veranlasst. Die Bindung von TGA-

Transkriptionsfaktoren fuhrt dann zur Monomerisierung der importierten Biomer aktiviert so NPR1.
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5.2 Charakterisierung der biochemischen Eigenschaften von NPR1 und seinen

Paralogen in Hefe

Canet und Mitarbeiter (2010) konnten im Zuge einer Analyse von mutagenbehandelten
Arabidopsispflanzen eine Reihe von Mutanten in NPR1 identifizieren. Diese Mutaigteen nach
Behandlung mit BTH ein verstarktes Wachstum auf. Interessanterweise haufere sidntifizierten
Mutationen im C-terminalen Bereich von NPR1. Dies unterstiitzt die These, das3 deniGus von

NPR1 bedeutend fur die Wahrnehmung von Salicylsaure ist. Zusatzlich wurden aber auntariMoita
N-terminalen und zentralen Bereich von NPR1 entdeckt, welche nicht mehr auf BTétteragiwei

dieser Mutanten wurden sowohl im Tabakkontext als auch im Arabidopsiskontext in Hefe naher

untersucht.

Die Mutante innerhalb der N-terminalen BTB/POZ-Domane tragt in AtNPR1 atidho8D und in
NtNPR1 an Position 81 einen Aminosdureaustausch von Histidin zu Tyrosin. Durch den
Aminosaureaustausch H81Y in Tabak NPR1 wird die spontane Transkriptionsaltividéfe im
Gegensatz zum Wildtyp deutlich verstarkt und ist gegentber Salicylsaure weitdebensitiv (Abb.
13E). Wu und Mitarbeiter (2012) beschreiben in ihrem Modell eine autoinlisioier Funktion der
BTB/POZ-Doméane. Diese soll das Transkaktivierungspotential des C-TerminusNR&1 in
Abwesenheit von Salicylsaure unterdrénkMoglicherweise ist durch den Austausch von Histidin zu
Tyrosin innerhalb der BTB/POZ-Domane diese autoinhibitorische Funktionmitt verfiigbar. Das
Transaktivierungspotential kann nicht mehr unterdriickt werden und erfahrt sorhit keuree
Salicylsaure-abhangige Steigerung. Die Mutation innerhalb der BTB/POZ-Doreédeutlicht ferner

die Wichtigkeit dieser Doméne bei der Dimerisierung der Tabak NPR-ProteineohiSalie
Homodimerisierung von NPR1 als auch die Heterodimerisierung mit NPR3 ist dadiewdich
eingeschrankt (Abb. 13E). Weiterhin scheint die BTB/POZ-Domé&ne auch bei dekiiatemit TGA-
Transkriptionsfaktoren eine Rolle zu spielen. In Tabak wird diese deutlich redumitrhahezu
unterbunden (Abb. 13D). Bei Arabidopsis NPR1 ist dieser Effekt ebenfalls zu beobackteingsl
kann die Reportergenaktivitat durch Salicylsdure gesteigert werden (Abb. 19D). Fifediktion mit
TGA-Transkriptionsfaktoren wird bei Arabidopsis NPR-Proteinen die Ankyomane im zentralen
Bereich der Proteine verantwortlich gemacht (kiual., 2005; Zhanget al, 1999). Versuche mit
Deletionsmutanten zeigten jedoch, dass auch die N-terminale BTB/POZ-Domane deitiayt $ein
muss. Deletionsmutanten mit fehlender BTB/POZ-Domane waren nicht mehr inager TGA-
Transkriptionsfaktoren in Hefe zu binden, obwohl die Ankyrin-Doméane vollstaratizanden war
(Abb. 26B. Die Interaktion von NIMIN-Proteinen wurde sowohl im Arabidopsis- als auch im
Tabakkontext durch den Aminoséureaustausch H80Y beziehungsweise HB81Y nahezu vollstandig
unterbunden (Abb. 13@\bb. 19C). Eine weitere Mutanteprl-2 welche eine stark reduzief@R1-
Geninduktion aufweist und an Position 150 des NPR1-Proteins einen Aminosaureausagtiein

zu Tyrosin tragt, ist ebenfalls nicht mehr in der Lage, mit NIMIN-Proteinen zu intenag(@aeet al.,
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1997; Weigelet al. 2001). Dieser Austausch befindet sich in direkter Nachbarschaft zur BTB/POZ-
Domane. Obwohl beide Mutationen im N-Terminus und nicht im C-terminalen Bereicisile#alind

in dem die Bindestelle fur NIMIN1- und NIMIN2-Proteine kartiert wurde, kdierBindung nicht mehr
stattfinden. Auch NIMIN3, welches im N-terminalen Teil von NPR1 bin&ahn nicht mehr mit
AtNPR1 HB80Y interagieren. Allerdings ist es mdglich, dass die Bindestelle UMHNR in
Zusammenhang mit der BTB/POZ-Domane steht und die Mutation die Bindung Budch die
Mutation H80Y beziehungsweise H81Y werden die biochemischen Eigenschaften von NPR1 sowohl
aus Tabak als auch aus Arabidopsis deutlich veréandert. Die Veranderungen beschréankeht aich n
konkrete Eigenschaften von NPR1, sodass davon ausgegangen werden kann, dass dieser
Aminosaureaustausch eine Konformationsdnderung von NPR1 bewirkt und die Bindung von
Interaktionspartnern nicht normal moglich ist. Aufgrund der veranderten biochemischen Eigenschaften
des Proteins ist es somit auch nicht mehr maoglich, Salicylsaure oder BTH ungifmzen
beziehungsweise dieR1-Geninduktion zu aktivieren. Dadurch kann die SAR nicht aktiviert werden
und die betroffenen Pflanzen zeigen nach BTH-Behandlung nicht die typischehrBimaingen des
Wachstums wildtypischer Pflanzen.

Die untersuchte Mutation im zentralen Bereich von NPR1 bewirkt einen Aminosauvsahstan
Prolin zu Serin innerhalb der Ankyrin-Doméane (Caatedl.,2010). Die Ankyrin-Domane spielt bei der
Interaktion mit TGA-Transkriptionsfaktoren eine Rolle. Die Auswirkung diesetatvin auf die
biochemischen Eigenschaften von NPR1 wurde im Tabakkontext untersucht. Hier betihdggrsi
Aminosaureaustausch an Position 341. Bei der Analyse zeigte sich, dass die InteraKliGAm
Transkriptionsfaktoren zwar stark beeintrachtigt ist, aber nicht voligtdmtterbunden wird (Abb.
14D). Ahnlich verhielt es sich bei der Mutante NtNPR1 H81Y. Vorangegangemensuchungen zu
Folge spielen bei der Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an Tabak NPR1 soev8AIRIPOZ-
Domaéne als auch die Ankyrin-Doméne eine Rolle (D.Neeley&U.M.Pfitzner, persdnlictes|ivig).

Da in beiden Fallen nur eine der benétigten Interaktionsplattformen betroffen istdikaBmdung
weiterhin erfolgen, wenn auch signifikant schwacher. Interessanterwelsei NtNPR1 P341S die
Bindung von NtTGA7 gleichermalRen wie die Bindung von NtTGA2.1 und NtTGA2.2 geschwacht,
wohingegen die Bindung von NtTGA7 an NtNPR1 H81Y zwar auch geschwacht wurde, aber dennoch
deutlich starker war als die Bindung von NtTGA2.2. Der Austausch von Prolin zu Segintsginen
starkeren Einfluss auf die Konformation von NPR1 zu haben als H81Y. Zusatzlich zu der sigmifikant
Schwachung der NtTGA7-Bindung im C-Terminus kénnen auch NIMIN1- und NIMIN2-Protieine n
mehr mit NtINPR1 P341S interagierddie NIMIN-Bindestelle wurde ebenso wie die Bindung fir
NtTGA7 im C-Terminus kartiert, welche durch die Mutation in der zentraleioRegn NtNPR1 nicht
direkt betroffen ist (Abb14C). Ein weiterer Hinweis darauf, dass durch den Austausch des Prolins zu
Serin im zentralen Bereich von NPR1 die Konformation des Proteins drastischevessind, sadass

es nicht mehr funktionsféhig ist, ist die Tatsache, dass NtINPR1 P341S wedein&spontane noch

eine Salicylsaure-induzierbare Transaktivierungsaktivitat in Hefe verfingt (2D und [t Das Prolin
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innerhalb der zentralen Ankyrin-Domane kdnnte eine maRgebliche Rolle bKiodarmation des
Proteins spielen. Durch die zyklische Struktur und die Unfahigkeit, WasiSlerndcken zu bilden, wird

das Protein durch Prolin an dieser Position starr. Durch den Austausch zu Serin wstdrmdie
Konformation von NPR1 aufgehoben, sodass NPR1 mdglicherweise seine Funktioadiget Es ist

so nicht mehr in der Lage, mit wichtigen Interaktionspartnern normal in Kontaldten.tDadurch ist

die Wahrnehmung und die Reaktion auf Salicylsaure gestdrt und NPR1 kann nicht mehr als Co-
Aktivator derPRXGeninduktion fungieren. Die betroffenen Pflanzen kdnnen durch Salicylsdure- oder
BTH-Behandlung nicht mehr SAR etablieren und weisen folglich nicht die dadiiakdlristischen

Einschrankungen im Wachstum auf.

Die Charakterisierung der Arabidopsis NPR-Proteine in Hefe zeigte, dass die IntenaktiDBA-
Transkriptionsfaktoren der Klassen Il und 1l allen untersuchten MitgliedermerdRoteinfamilie
gemein ist. Die Interaktion der TGA-Transkriptionsfaktoren mit AINPRNPR3 und AtNPR4 ist
gegeniber Salicylsdure weitgehend insensitiv (Abb. 18C; 24fky. Abb. 26B und C), wohingegen die
spontane Bindung der TGA-Transkriptionsfaktoren an AtNPR2 durch Salicylsédureksigiierstarkt

wird (Abb. 21B). Die Interaktionsstarke zwischen AINPR1, AtNPR3 und AtNBR# den TGA-
Transkriptionsfaktoren ist recht &hnlich und weist eetetiv hohe Reportergenaktivitat im Hefe-Zwei-
Hybridtest auf. Die Interaktion zwischen AtNPR2 und TGA-Transkriptionsfaktereeicht erst in
Anwesenheit von Salicylsdure eine vergleichbare Intensitat wie bei AINPREPR& und AtNPRA4.

Die spontane Interaktion ist in dem Fall signifikant geringer. Die FahigkeRPa@ogen von NPR1,

mit TGA-Transkriptionsfaktoren der Klassen Il und Ill zu interagiedssytet daraufhin, dass auch
AtNPR2, AtNPR3 und AtNPR4 an der Regulation von Genen der Abwehr beteiligt sein konnten
Tatséchlich werden Arabidopsis NPR3 und NPR4 unabhéngig von NPR1 redundantétAktigis
transkriptionelle Co-Repressoren Salicylsaure-responsiver Gene zugeschriaherhalb des
C-Terminus von NPR3 und NPR4 befindet sich das konservierte Motiv VDLNETP, welches
Ahnlichkeiten zum EAR-Motiv (L/F DLN L/F (X) P) aufweist. Dieses Motiv wird fur die
repressorischen Eigenschaften verantwortlich gemacht @iady, 2018). Auch im C-Terminus von
NPR2 befindet sich eine EAR-Motiv dhnliche Doméane. Diese weicht mit dendséireabfolge
LDLNAP zwar von den Motiven von NPR3 und NPR4 ab, erflllt aber dennoch den vorgegebenen
Konsensus. Die Funktion eines transkriptionellen Co-Repressors konnte also auch fdop&iab
NPR2 zutreffen.

Im Gegensatz zur TGA-Transkriptionsfaktorinteraktion ist die FahigkaitBindung von NIMIN-
Proteinen innerhalb der Arabidopsis NPR-Proteine auf AtNPR1 beschréankt. Trotzhehnl
Domanenstruktur der Proteine und einem Aminosauresequenzbereich mit hoher Ahnliohkeit z
NIMIN1/2-Bindedoméne kdnnen die Arabidopsis Paralogen AtNPR2, AtINPR3 und AtNPR4 weder i
An- noch Abwesenheit von Salicylsaure NIMIN-Proteine binden (AbbABB. 23; Abb. 25). Anders

als in Tabak ist die NIMIN-Proteinbindung in Arabidopsis exklusiv fir NPRdht\ur die Interaktion
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mit NIMIN-Proteinen ist einzigartig flr Arabidopsis NPR1, sondern ebenso dirigjl ternarer
Komplexe mit NIMIN-Proteinen und TGA-Transkriptionsfaktoren (Abb. 27C). Diegtiem Komplexe
sind in der Lage, auds-Xahnlichen Elementen zu binden, welche beispielsweigRihPromotoren

zu finden sind (Weigedt al, 2005). Die Exklusivitat fir Arabidopsis NPR1, solche ternaren Komplexe
zu bilden, spricht dafur, dass ausschlielich NPR1 im Arabidopsiskontext zasammih den
Genregulatoren TGA-Transkriptionsfaktoren und NIMIN-Proteinen fur die Inolukter PRL
Genexpression verantwortlich ist und die Paralogen nicht direkt in diesem Zusamgstgien. Der
ternare Komplex aus AtNPR1, TGA-Transkriptionsfaktoren und AtNIMIN2 ist @ndds die
Interaktion von AtNPR1 und AtNIMINZ2 auch bei hohen Salicylsdurekonzentrationen bisM stabil
(Abb.27A). Dieser Befund unterstitzt das Modell nach Hernetral (2013) in dem AtNIMIN2 aktiv

von AINIMIN1 aus dem terndren Komplex verdrangt wird und von dem umgebenden
Salicylsaureniveau unbeeinflusst bleibt. Sowohl AtNIMIN1 als auch AtNIMIN2idxm an die NIMIN-
Bindedomédne im C-terminalen Bereich von NPR1. Durch den Anstieg des endogenen
Salicylsaurespiegels der Pflanze wird zuerst die ExpressioNWdiiN2 induziert, gefolgt von der
Induktion der Expression voNIMIN1. NIMIN2 bindet NPR1 und wird im Anschluss von NIMIN1
aktiv verdrangt. Sobald der Salicylsaurespiegel ein bestimmtes Niveau emaéidhyIMINL direkt
durch die Wirkung von Salicylsaure vom C-Terminus von NPR1 verdrangt und der Komple2Aaus
Transkriptionsfaktoren und NPR1 kann BiR1:-Genexpression induzieren. Im heterologen Hefesystem
konnte gezeigt werden, dass der terndre Komplex unter Beteiligung von NIMIN1\sensitlie
Anwesenheit von Salicylsaure reagiert (Hermaral., 2013). Zur besseren Einordnung und zum
Vergleich mit der Sensitivitdt anderer Reaktionen von AtNPR1 gegeniber ISaliey kdnnten
ebenfalls IG-Werte fir die Dissoziation des terndren Komplexes aus AtNPR1, AtNIMIN1 und TGA

Transkriptionsfaktoren aufgenommen werden.

Die Bindedoméane fir NIMIN1- und NIMIN2-Proteine wurde fir Arabidopsis NPR1 withd NPR1

im C-Terminus kartiert. Innerhalb dieser Bindedoméne wurden jeweils zwei Plagnyaidentifiziert,
welche essentiell fiir die Interaktion der NIMIN-Proteine mit NPR1 sind. Deradssh der P35

in NtNPR1 beziehungsweise PHé%in AtNPR1 zu Serinen unterbindet die Interaktion von NIMIN1-
und NIMIN2-Proteinen mit NPR1 vollstandig (Maigrral.,2011; Hermanet al.,2013). In Tabak kann
neben NPR1 auch NPR3 mit NIMIN-Proteinen interagieren. Innerhalb der NIMIN-Bindedoméne v
NtNPR3 handelt es sich aufgrund von Sequenzunterschieden nicht um zwei benachbarte Phenylalani
sondern um ein Tyrosin und ein Phenylalanin an den Positionen 508 und 509. Der Austausch dieser
Aminosauren bewirkt ebenso wie bei AtNPR1 und NtNPR1, dass NIMIN-Proteinen nicht mehr binden
konnen (Abb. 16). Die Phenylalanine beziehungsweise das Tyrosin innerhalb dsstdBindehen sind

fur die Bindung von NIMIN-Proteinen von zentraler Bedeutung. Durch Mutagenese dieser
Aminosauren verlieren diese NPR-Proteine die Fahigkeit, NIMIN-Proteine zu bindedaifeien den
weiteren biochemischen Eigenschaften beeintrachtigt zu werden. Insbesondere bei HRbdkdst

sich zeigen, dass dadurch auch das Salicylsdure-sensitive Transaktivierungspotemtiartubpledt
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(Maier et al., 2011). Fur Tabak NPR3 muss dies allerdings noch im Volllangenkontext untersucht

werden, da hier flr die Untersuchungen lediglich ein C-terminaler Deletionsklon vorlag.

Innerhalb des homologen Aminosauresequenzbereichs zur hochkonservierten NIMIN-Bindestelle
AINPR1 in Arabidopsis NPR3 befinden sich ebenfalls zwei Phenylalanine analog zu den
Phenylalaninen in Tabak und Arabidopsis NPR1, welche mit der Bindung der NIMINFerateiden
C-Terminus assoziiert werden. Im Gegensatz zu Tabak NPR1 und NPR3 sowie Arablééiisisann
Arabidopsis NPR3 jedoch nicht mit NIMIN-Proteinen interagieren. Allerdings konneZrdiaminalen
Doméanen LEKRV-Doméane und NIMIN-Bindedomane Salicylsaure-abhangig assoziieren. Dairch de
Austausch von PR&%zu Serinen kann die induzierte Affinitat unterbunden werden (Abb. 40). Die
Unterbindung der Salicylsaure-induzierbaren Affinitat der C-terminalen Daniémante aufgrund des
Aminosaureaustauschs F505/506S auch bei Tabak NPR1 beobachtet werden (D.Neeley&U.M.Pfitzner
personliche Mitteilung). Es konnte gezeigt werden, dass dieser Austausch diezi2indung von
NIMIN1- und NIMIN2-Proteinen beeinflusst, die Salicylsdaure-Sensi#ivdber weiterhin erhalten bleibt
(Maieret al.,2011). Die Wahrnehmung von Salicylsaure und die Bindung von NIMIN-Proteinen erfolgt
also unabhangig von einander an verschied&ereichen des C-Terminus. Die Phenylalanine, welche
Voraussetzung fir die Bindung der NIMIN-Proteine sind, nehmen eine duale FunktiGugdtzlich

sind diese Aminosauren fur die Konformationsanderung des C-Terminus durch die Waimgebm
Salicylsaure von grofRer Bedeutung. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass nichtuderd¥ier
Salicylsaure-Wahrnehmung die Unterbindung der Assoziation der C-terminalen DoraaghNPR3
bewirkt, sondern dass dies in Folge der gestorten Funktionalitat der NINide@mane nicht mehr

maoglich ist.

Zur Prufung der Annahme, dass die entsprechenden Phenylalanine der weiteren NPR-Prageine oh
Fahigkeit zur NIMIN-Bindung nicht im direkten Zusammenhang mit der Salicylsaureelahung
stehen, kdnnte eine analoge Mutante fiir AtNPR2 generiert werden. Arabidopsis NPR® alerfiig
einziges Mitglied deAtNPR-Proteinfamilie Uber eine Salicylsdure-sensitive Reaktion, welche nicht in
Verbindung mit der NIMIN-Bindedomane steht. Es besteht zwischen den Phenylalaninen und der
Salicylsaurewahrnehmung keine Verbindung, wenn der verstarkende Effekt der Salicyl$&liee au
Interaktion von TGA-Transkriptionsfaktoren mit AtNPR2 durch die Mutatiehtitheeintrachtigt wird.

Im Gegensatz zu Tabak NPR1 kénnen die C-terminalen Doménen von Arabidopsis NPR1 nich
assoziieren. Mit Hilfe von chimaren Interaktionen kdnnte trotzdem geprtft westedie Mutation
F507/508S sich in diesem Fall ebenfalls negativ auf die Rekonfiguration des C-Termiwirkeas
wirde. Es ist bekannt, dass die NIMIN-Bindedoméane von AtNPR1 mit den LENRV-ahnlichen
Doménen der Paralogen AtNPR2, AtNPR3 und AtNPR4 Salicylsaure-abhangig assoziiererineann. E
konservierte Funktion der Phenylalanine innerhalb der NPR-Proteinfamilie von Oiatb@«abidopsis

kann angenommen werden, wenn die Fahigkeit der Assoziation durch den Aminoséureaustausch
F507/508S negativ beeinflusst wird.
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Den untersuchten NPR-Proteinen aus Tabak und Arabidopsis ist nicht nur did-Riiledoméane
gemein, sondern auch eine LENRV-ahnliche Doméane im C-Terminus. Das Arginin im
hochkonservierten LENRV-Motiv von NPR1 ist wichtig fir die Salicylsaurdii@hmung. Durch
Mutagenese des Arginins werden samtliche Salicylsdure-abhangigen biochemischen &tgensmh
NPR1 unterbunden (Maiet al.,2011). Diese Ergebnisse wurden kirzlich von der Arbeitsgruppe um
Yuli Ding (2018) bestétigt. Es wurde gezeigt, dass sich die Bindungsaffiit&alicylsdure durch
Mutation von Ardg®? im LENRV-Motiv von AtNPR1 drastisch verringert. Deg-Wert von 221,3 nM

des wildtypschen NPR1-Proteins erhoht sich durch die Mutagenese um das 50-factiégistiso

auch direkt an der Bindung von Salicylsdure an NPR1 beteiligt und dafir wichtigg§Cahg2018).

Im LENRV-Motiv von Tabak NPR3 und in den LENRV-ahnlichen Motiven von Arabidopsis2\PR
NPR3 und NPR4 ist das Arginin ebenfalls enthalten. In dieser Arbeit konnte dufgardigerung von
niml-4ahnlichen Mutanten und die anschlie3ende Analyse dieser Mutanten im heterologestétefesy
eindeutig gezeigt werden, dass das Arginin auch bei den Paralogen von NPR1 inntbAekbidopsis

eine mafigebliche Rolle bei der Wahrnehmung von Salicylsaure spielt. Durch den Austasisc
Arginins zu einem Lysin in NtNPR3 wird der negative Effekt von Salicylsaure alNId1IN-Bindung
aufgehoben (Abkl5B und C). Die spontane Interaktion von TGA-Transkriptionsfaktoren mit AtNPR2
wird durch die Mutation R432K bei Anwesenheit von Salicylsaure nicht muetstarkt (Abb. 39B). In
Arabidopsis NPR4 wirkt sich die Mutation R419K negativ auf die Salicyls@diezierbare Affinitat

der C-terminalen Domé&nen aus, sodass eine Assoziation nicht mehr moghtibigtgD). Ebenso wie

fur AtNPR1 konnte von Dingt al.(2018) auch fur Arabidopsis NPR4 demonstriert werden, dass durch
Mutation von Ard'®die Bindungsaffinitat fiir Salicylséure drastisch reduziert wird und gVt von
23,54 nM des wildtypischen NPR4-Proteins dadurch um das 250-fache ansteigt. AralhiliRip3is
verhalt sich relativ ahnlich wie AtNPR4. Anhand dieser Ergebnisse kann angenavendem, dass
auch bei AtNPR3 Arf® im LEKRV-Motiv eine entscheidende Rolle bei der Salicylsaure-
Wahrnehmung einnimmt. Fir Arabidopsis NPR4 konnte weiterhin demonstriert werden,irdass e
doppeltes Vorliegen des Arginins im mutierten LEKRV-Motiv LERRV weder negatbeh positie
Effekte hinsichtlich der Wahrnehmung von Salicylsdure zeigt (Abb. 45B und Cyefimuschen von
Lys*® mit Arg*'®, sodass aus dem LEKRV-Motiv ein LERKYV entsteht, hat allerdings denselben Effekt
wie die analogeniml1-4 Mutante in AtNPR4. Die Affinitdt der C-terminalen Domanen wird durch
Salicylsaure nicht mehr induziert (Abb. 45E). Diese Ergebnisse zeigen, dass dam RlesitArginins
innerhalb des LENRV- bzw. LENRV-ahnlichen Motivs wichtig ist, eine VerdopplungAdegiins
allerdings keinen Effekt auf die Salicylsdurewahrnehmung zeigt. Ferner wird durch diese
Untersuchungen zusammen mit den Ergebnissen vonddiag (2018) klar, dass die Wahrnehmung
und die Bindung von Salicylsédure direkt mit dem Arginin innerhalb der LENRV-&hnliMiogne der
jeweiligen NPR-Proteine im Zusammenhang steDie biochemischen Eigenschaften dieser Proteine
werden durch die Mutagenese des Arginins nicht beeintrachtigt, sondern nur djezgaticylsaure-

abhangigen Reaktionen unterbunden. Anders als di8'C3%swelche nach Wet al.(2012) zusammen
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mit Kupferionen fir die Bindung von Salicylsaure an NPR1 verantwortlich seensadt das Artj?
nicht nur innerhalb der Paralogen der NPR-Proteinfamilie von Arabidopsis konserviisttaksh in
weiteren Pflanzenspezies konserviert, verbunden mit einer direkten Rolle bei der

Salicylsaurewahrnehmung und vermutlich auch Salicylsaurebindung.

5.3 Die Induktorspezifitdt der NPR- Proteine von Tabak und Arabidopsis

Die direkte Wirkung von Salicylsdure auf Arabidopsis NPR1 und Tabak NPR1 ung W&HRbereits
bekannt. Fur die weiteren Mitglieder der NPR-Proteinfamilie von Arabidopsis amificher
Domanenstruktur wie NPR1, konnte in vorangegangenen Studien und dieser Arbeit ebenfalls eine
direkte Wirkung der Salicylsdure auf die Proteine gezeigt werden. Neben Salicylgiure goch
weitere bekannte Verbindungen, welche einen Einfluss auf die Indukti®fRd€Benexpression haben

oder mit der Pflanzenabwehr in Verbindung gebracht werden. Bei einigen davonikaheser Arbeit

ebenso wie fur Salicylsaure ein direkter Einfluss auf die NPR-Proteine gezeigt werden.

BTH und INA zeigen in Pflanzen einen deutlichen Einfluss auP&#&Induktion. BTH beispielsweise
zeigt bei transgenePR1a,,:GUS Tabakpflanzen eine starkere Reportergeninduktion als Salicylsdure
(Abb. 52B. Der direkte Einfluss von BTH und INA auf die untersuchten NPR-Proteitexscheidet
sich jedoch im heterologen Hefesytem hinsichtlich der Effektivitat vorRegortergeninduktioim
planta Bezuglich der NPR-Proteine von Arabidopsis zeigt sich, dass die Substanzen BNA ek
signifikant geringere Wirkung als Salicylsdure auf die Proteine aufweisen 3&bHBTH hat als freie
Saure free carboxylic acidAcibenzolarsaure) vorliegend im Vergleich zu BTH und INA den starksten
Effekt auf die AtNPR-Proteine. Besonders deutlich wird die bessere Wirksamkeit \aenAgciarsaure

bei der Induktion der Assoziation der C-terminalen Domanen von AtNPR3. Dennochhterreic
Acibenzolarsaure nicht die Effektivitat von Salicylsédure (Abb. 42). Die untemudiRR-Proteine aus
Tabak verhalten sich hinsichtlich der Wirksamkeit von BTH, Acibengalae und INA anders als die
Arabidopsis NPR-Proteine. Bei 0,3 mM entsprach die Wirkung von BTH, AcibenzolatséitblA

der Effektivitat von Salicylsaure auf NINPR1 und NtNPR3. Die Substanzen konntensdiziaiieon

der C-termianlen Doméanen von NtNPR1 sowie die Dissoziation der Bindung von NIMIN2ZBIBRN
beziehungsweise NtNPR3 mit gleicher Effektivitat wie Salicylsdure bewirken. Sobaldlitaszen
jedoch in geringeren Konzentrationen (0,03 mM und 0,003 mM) eingesetzt wurden, nahnkdiegWir
von BTH, Acibenzolarsdure und INA signifikant ab und ahnelte der Wirkund\aldfidopsis NPR-
Proteine. Acibenzolarséure zeigte auch auf Tabak NPR-Proteine einen deutlich bessdrals BTH

oder INA (Abb. 50 Abb. 54).

Als freie Saure vorliegendes BTH ist der Hauptmetabolit von BTH in Pflanzen (Frietiath1996).

Fur die Umwandlung von BTH in Acibenzolarsédure wird das EnzymBF&Abendtigt. SBP2 gehort

] X G H-Uydrétasefamilie mit Esteraseaktivitat. Das Enzym katalysiert in Réfadie Konvertierung

von Methyl-Salicylsdure zu Salicylsdure (Foroubtal., 2005; Parket al., 2007). Es konnte gezeigt
183



5 Diskussion

werden, dass RNAicbp2 Tabakpflanzen durch BTH-Applikationen nicht mehr in der Lage w&ia,

zu exprimieren beziehnungsweise die SAR zu etablieren. Die Behandlung mit Acibenrelkoséite

jedoch sowohl die Expression vdPR1 als auch die Etablierung der SAR bei den mutanten
Tabakpflanzen induzieren (Tripathi al.,2010). Es kénnte sein, dass die signifikant bessere Wirkung
von Acibenzolarsaure auf die untersuchten NPR-Proteine von Tabak und Arabidopsis daher rihrt, dass

BTH in Hefe nicht wie in Pflanzen metabolisiert wird und so seine Wirkung nicht volltentfann.

Anhand der Untersuchung verschiedener struktureller Analoga der Salicylsdure whedaische
Induktoren der Pathogen-responsiv&leBP22-,:GUS Reportergenkonstruktion in Arabidopsis
identifiziert (Knothet al.,2009; Knoth&Eulgem, 2014), welche zusammen mit weiteren Substanzen auf
eine direkte Wirkung auf NPR-Proteine in Hefe getestet wurden. Fir die verglgchAmalyse der
Wirksamkeit mit Salicylsaure wurden Benzoesaure, Anthranilsaure, 4-Chlorbenzossdigedie
dichlorierten Verbindungen 3,5-Dichlorbenzoesaure und 3,5-Dichloranthranilséaureendetw
Allerdings koénnen die Werte der chlorierten Verbindungen der Konzentration 0,3 mM nicht
vergleichend verwendet werden, da diese sich negativ auf das Wachstum der Hefen au8eiriie
Analyse konnten speziesubergreifend zwischen den NPR-Proteinen von Tabak und Arabidopsis
Unterschiede festgestellt werden. Benzoesdure und Anthranilsaure wirkere dbissibziation der
AINIMIN2-AtNPR1-Bindung bereits bei 0,3mM signifikant schwacher als Salicyés@ad sind bei

0,03 mM bereits wirkungslos. Die chlorierten Verbindungen, besonders 3,5-Dichlorbeneaaséur
3,5-Dichloranthranilsdure erweisen sich hingegen potenter als Salicylsaure (AbBn8th et al.

(2009) konnten fir i@ Pathogen-responsiveaBP22,,:GUS Reportergenkonstruktion in Arabidopsis
ebenfalls feststellen, dass die dichlorierten Verbindungen 3,5-Dichloranthranilsdure und
3,5-Dichlorbenzoesaure die starkste induktive Wirkung zeigten. Monochloriertadéigigien waren
dagegen stark in ihrer induktiven Wirkung eingeschréankt. In Bezug mufCdBP22,,:GUS
Reportergenkonstruktion wurden die Verbindungen Benzoesdure und Anthranilsdure als inaktiv
eingestuft. Im Gegensatz zu Arabidopsis NPR1 wirkt Benzoesaure sowohl bessezi@ion von
NtNIMIN2a von NtNPR1 und der Induktion der Affinitat der C-terminal®@manen LENRV-Doméne

und NIMIN-Bindedomane von NtNPR1 bei 0,3 mM gleichwertig wie Salicylsdure und beggesn
Konzentrationen (0,03 mM und 0,003 mM) sogar signifikant besser. Anthranilgigireach hier die
geringste Wirkung, wohingegen die dichlorierten Substanzen hinsichtlich iiedti&Etat am besten
abschneiden (Abb. 38Fir Tabak NPR3 und die Dissoziation von NtNIMIN2a konnte dieselbe

Wirkungsweise der verwendeten Subtanzen wie flir NtINPR1 beobachtet werden (Apb. 53A

Beim Vergleich der 16/EGCse-Werte fur die Interaktionen von Tabak und Arabidopsis NPR1 wird
unabhangig der Pflanzenspezies deutlich, dass 3,5-Dichloranthranilsédure einen signi#fdsmnen
direkten Effekt auf NPR1 hat als Salicylsdure. Im Bezug auf die Hohe elee Wbnnten zwischen den
Pflanzenspezies allerdings Unterschiede festgestellt werden. Bei BetrachtuGged&erte fur die
Dissoziation von AtNIMIN2 beziehungsweise NtNIMIN2a von NPR1 wird klar, dass die Werte Tabak
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NPR1 betreffend signifikant niedriger sind als fiir Arabidopsis NPR1. Ret@rt fur Salicylsaure ist

bei NtINPR1 mit 0,7 uM 24-mal geringer als dersg@ert fur AtINPR1 mit 17,03 uM. Fir
3,5-Dichloranthranilsdure verhalten sich die Werte ahnlich. DgiWert fir NtNPR1 betragt 0,28 uM
und ist somit wesentlich niedriger als degd@/ert fir AINPR1 mit 3,544M (Abb. 35B und C; Abb.
49A). Der Unterschied in der Sensitivitat gegentber Salicylsaure von Arabidopsis und TRRAKk N
konnte auf den basalen endogenen Salicylsdurespiegel beider Pflanzenspezies zurtckgadhihwer
Tabak konnten 0,01 ug freie Salicylsdure pro Gramm Frischgewicht ermittelernvéalamyet al.,
1990; Raskiret al., 1990), wohingegen der Anteil von Salicylsdure in Arabidopsis mit 0,56 ug je
Gramm Frischgewicht bedeutend hoher liegt (Garebral., 2008). Arabidopsis weist also einen
hoheren basalen endogenen Salicylsdurespiegel auf als Tabak. Somit darf die Wahrnehmung der
Salicylsaure nicht ebenso sensitiv erfolgen wie in Tabak, da sonst eirenpatminduktion der SAR
beziehungsweise d@&R1Genexpression erfolgen konnte.

Bei Tabak NPR-Proteinen konnten beim Induktorenspektrum keine wesentlichen Unterschiede
festgestellt werden. Tabak NPR1 und NPR3 waren gegeniber denselben Substanzen sensiti
beziehungsweise insensitiv. Im Gegensatz dazu lassen sich innerhalb der NPR-Piliteiwdam
Arabidopsis bezuglich der Induktorspezifitdt wesentliche Unterschiede beobadbkt@virkungsweise

der untersuchten Substanzen unterscheidet sich zwischen Arabidopsis NPR1 und NPR3. Zusatzlich z
Benzoesaure und Anthranilsdure zeigt 4-Chlorbenzoeséure nun auch eine signifikant esehwéch
Wirkung als Salicylsaure. Die dichlorierten Verbindungen 3,5-Dichlorbenzoeséure und
3,5-Dichloranthranilsdure zeigen jedoch auch bei AtNPR3 den besten Effekt. Sie induliéeren
Assoziation der C-terminalen Domé&nen von AtNPR3 besser als Salicylafibret1A). Der Vergleich

der EGo-Werte fiir Salicylsaure und 3,5-Dichloranthranilsaure verdeutlichtFdasSalicylsaure liegt

der EGo-Wert mit >121,12 uM deutlich héher als fir 3,5-Dichloranthranilsdure misiid uM (Abb.

41B und C). Eine Besonderheit zeichnet die Salicylsaure-abhéngige Induktiofffidéét der
C-terminalen Doméanen von Arabidopsis NPR4 aus. Im Gegensatz zu den anderen NPR-Proteinen
reagiert AINPR4 ausschliel3lich auf Salicylsaure. (Abb.)4Br EGe-Wert flr Salicylsaure liegt bei

66,59 uM und somit deutlich unter ddaCse-Wert flir NPR3 (Abb. 43B Die in vivo ermitteltenECso-

Werte flr die Sensitivitat der Assoziation der C-terminalen Doménen von 8iRRSPR4 spiegeln die
jeweilsin vitro ermittelten Bindungsaffinitdten von Salicylsdure wieder. Fir NPR4 wurdéfdfte
zwischen 23,54 nM und 46,2 nM ermittelt und fir NPR3 eiW\erte von 176,7M (Ding et al.,2018;

Fuet al.,2012). Die Bindungsaffinitat von NPR4 fir Salicylsaure ist wesentttlehals die von NPR3.

Die in vivo ermittelte Salicylsaure-Sensitivitat fir NPR4 impliziert das mit eingrgefahr halb so
hohen EGxr-Wert im Vergleich zu NPRS3.

Einige Vertreter der NPR-Proteinfamilie von Tabak und Arabidopsis reagieren mitsginarrellen
Umlagerung des C-Terminus auf die Gegenwart von Salicylsaure. Die C-terminalen DomBlifar LE

ahnliche Domane und NIMIN-Bindedomane zeigen eine Salicylsdure-induzierbare Affinkfife
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zueinander. Neben Tabak NPR1 gehéren auch Arabidopsis NPR3 und NPR4 zu diesen Vertretern. Im
Gegensatz dazu kénnen die C-terminalen Doméanen von Arabidopsis NPR1 und NPR2 sowie von Tabak
NPR3 weder spontan noch Salicylsaure-abhdngig miteinander assoziieren. Chimardioimberak
vorangegangener Studien zeigten, dass die LENRV-Domane bei AtNPR1 entscheiderist.dafir

dieser Arbeit konnte fir AtNPR2 durch ahnliche Experimente gezeigt werdendidadiMIN-
Bindedoméne von AtNR2 entscheidend fir die nicht erfolgende, strukturelle Umlagerung des
C-Terminus in Anwesenheit von Salicylséure ist (Abb. 46). Fir Tabak NPR3 wietaimLENRV-

Doméne entsprechend wie bei AtNPR1 dafiir verantwortlich, dass keine strukturkdgetimg im C-
Terminus in Gegenwart von Salicylsaure erfolgen kann (Abp.Fal die chimaren Experimente mit

den C-terminalen Doméanen der Arabidopsis NPR-Proteine wurde nicht nur Salicylséure atsr Induk
verwendet, sondern auch die bereits getesteten strukturellen Analoga Benzoesaure, Ssutt@anil
3,5-Dichloranthranilsaure, 4-Chlorbenzoeséure und 3,5-Dichlorbenzoeséure. Die jeweilifeaSpez

der einzelnen NPR-Proteine von Arabidopsis konnte dabei auch bei der chiméaren Interaktion der
jeweiligen C-terminalen Doméanen beobachtet werden. Je nach gewahltem Interaktionsagiéner

die Wirkung der untersuchten Induktoren und spiegelt in gewisser Weise die Wildtypsiwiatéon
Beispielsweise ist unter Beteiligung der AtNPR1 NIMIN-Bindedoméane oder tiiPR2 YENRV-
Doméne das Spektrum der induktiven Substanzen breit gefachert, wohingegen untguBgtdér
C-terminalen Domanen LEKRV-Domane und NIMIN-Bindedoméne von AtNPR3 und AtNPR4 dieses

Spektrum eine gewisse Einschrankung erfahrt (ABp.

Die unterschiedlichen Spezifitaten der untersuchten Arabidopsis NPR-Proteine deutdmnrdatass$

sie nicht ausschlie3lich im Zusammenhang mit der SAR beziehungsweise dem Sadisigealweg

stehen kénnten. Fir AtNPR1 beispielsweise wurde postuliert, dass dieses Protehalaytsture-
unabhangig eine Rolle in der PTI bei der Abwehr von nekrotrophen Pathogenen spielt und dabei
zusammen mit Ethylen und Jasmonsaure wirkt @lial., 2017). Das breit gefacherte Spektrum der
Induktoren der chiméren Interaktionen der C-terminalen Doménen der untersuchtdprdt€iRe

deutet auch bei NPR2 darauf hin, dass es nicht nur flr den Salicylsauresignalweg leirspigial
AtNPR3 ist etwas spezifischer, spricht aber trotzdem sehr gut auf dichloriebi@d(ergen an, wobei
AtNPR4 ausschlieBlich auf Salicylsdure reagiert. Aufgrund dieser SpezifittntschilPR4

ausschlieBlich im Salicylsauresignalweg involviert zu sein.

5.4 Charakterisierung von nprl und npr3 Mutanten in Nicotiana tabacum

Aufgrund verschiedener Mutageneseversuche gibt es fir Arabiddp&ig sowie fir die Paralogen

NPR3 und NPR4 Mutanten, welchen planta Aufschluss tber die Rolle der Mitglieder der NPR-
Proteinfamilie geben kénnen. Anders als fur Arabidopsis war das fur Tabak bigtahger Fall. In

Tabak werden NPR1 und NPR3 in Verbindung mit der Pathogenabwehr gebracht. Die Sequenzen beider

Proteine weisen eine hohe Homologie zu der Sequenz von Arabidopsis NPR1 auf, wobei digéihnli
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zwischen AtNPR1 und NtNPR1 deutlich hoher ist. Die Ahnlichkeit zwischen NtNPEIAINPR1

liegt 68% und 72%, wohingegen die Ahnlichkeit zwischen NtNPR3 und AtNPR1 bei 58% liegt (Maier
et al.,2011). Tabak NPR1 und NPR3 weisen zudem eine &hnliche Doménenstruktur wie AtNPR1 auf.
Mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems wurden in der vorliegenden ArbeinkdatéirNPR1LUndNPR3

in N. tabacunerzeugt, um die Bedeutung der beiden Tabak NPR-Pratejientacharakterisieren zu
kénnen. Der Mechanismus des CRISPR/Cas9-Systems, welcher in der Genomeditierung Anwendung
findet, beruht auf dem prokaryotischen, adaptiven Immunsystem. Mittels des CRE#SBFRSystems ist

es maoglich, Gene entweder durabn-homologous end joinin®IHEJ) gezielt auszuschalten oder neue
Sequenzabschnitte durtiomology-directed repai(HDR) einzubringen. In dieser Arbeit sollten die
ZielgeneNtNPR1undNtNPR3in Nicotiana tabacunzu Analysezwecken ausgeschaltet werden.

Es wurden insgesamt vier verschiedene Linien mit unterschiedlichen Zielgenen durch die
Transformation vomicotiana tabacunmit den entsprechenden CRISPR/Cas9-Konstruktionen erzeugt.
Die Transformation erfolgte mit einer Ausnahme bei allen verwendeten Kkinsitren inN. tabacum

cv. Samsun NN. Den Transformationshintergrund der Linie 90H stellte die tranégetacuniLinie

138-3 dar. Diese Linie tragt einBRla:GUSReportergenkonstruktion, welche weiterfiihrende
Analysen potentielleNPRXMutanten erleichtern sollte. Mit Linie 90H sollte einprl Mutante der

N. tomentosiformid/ariante erzeugt werden. Wéahrend mit Linie 111H eipel Mutante generiert
werden sollte, welche beide EltéddntomentosiformiandN. sylvestriszronN. tabacunbetrifft. In Linie

113H stellte das Zielgen der Mutagem®&NPR3beider Elternarten dar. Ziel der Linie 118H war es,
einenprlnpr3 Doppelmutante zu generieren, welche die Gene beider Btetomentosiformisind

N. sylvestrisbetrifft. Die Vorselektion der FGeneration der jeweiligen Linien erfolgte tber eine
vierwdchige Behandlung mit Bion. Die Basis der Vorselektion bildeirdiaktive Eigenschaft von

Bion auf die PR-Genexpression und der Etablierung der SAR. Pflanzen mit einer gestérten
Wahrnehmung von Bion sollten ein erhdhtes Wachstum im Vergleich zu wildtypischand®flzeigen.
Diese Methode wurde bereits von Caattal. (2010) erfolgreich bei der ModellpflanZe thaliana

angewandt.

In der R-Generation der Linien 90H und 111H mit dem ZieljgNPR1der Mutagenese konnten durch

die Bion-Behandlung keine bedeutend grof3eren Pflanzen identifiziert werden, wielchen den
restlichen Individuen abhoben. Eine Auswahl der gré3ten Pflanzen wurde dennoch weiter analysiert.
Durch Sequenzierung konnten von jeder Linie Individuen identifiziert werden, welcheemvdgeten
Position eine Mutation trugen. Die Mutationen waren so lokalisiert, dass sie sich inmehgtveils
gewahlten Zielsequenz befanden. Die Inseeiumd Deletioeneinzelner Nukleotide flhrten stets zur
Bildung eines vorzeitigen StoppkoddiAgb. 64B; Abb. 71B; Abb. 72B), sodass von einem vorzeitigen
Abbruch der Translation ausgegangen werden kann. Die Insertionen beziehungsweise Deletionen
verursachten Anderungen im Restriktionsmuster. Es erfolgte die Eliminierukiindéi -Schnittstelle

im ersten Exon vorNPR1 der N. tomentosiformigNto) Variante und die Eliminierung deéarl
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Schnittstelle im ersten Exon beider Elternarten dntabacumin Linie 111H. Von Pflanzen mit
Mutationsereignissen wurden durch Selbstbestaubung Samen gewonnen und fir die Grenakgeri

der weiteren Generation verwendet. RiINPR1wurden insgesamt 77 Pflanzen mit Mutationen aus
vier Transformationsereignissen und zwei Generationen analysiert. Fir die Amafgseein Teil der
Pflanzen der Linie 90H mit Hilfe der enthaltenBR1a.:GUSReportergenkonstruktion und einem
GUS-Enzymaktivitatstest auf Anderungen der Induktionsstéarke des Reportergens nact|Bai mit
Salicylsaure getestet. Es wurden keine Anderungen im Vergleich zu den KontrollestdktdDies

deutet daraufhin, dass es zu keinen Veranderungen des Status des funktionellan R&Ig4. der
Mutationen kam. Bei den weiteren untersuchten Pflanzen der Linie 90H und 111H wurde die Methode
der Immunodetektion angewandt. In keinem Fall konnten beziglich des Proteinbandenmusters von
NPR1 durch den immunologischen Nachweis mit dem Antikbrp&ST-cT-NtNPR1 Unterschiede

zum Wildtyp festgestellt werden. Es konnte ebenso keine deutliche ReddktPR1-Genexpression

nach Induktion mit Salicylsdure, Bion odéMV-Infektion im Vergleich zum Wildtyp beobachtet
werden(Abb. 66 Abb. 67 Abb. 74; Abb. 78 Abb. 79). In Linie 90H ist aufgrund von Unterschieden
innerhalb deNPRXSequenenbeider Elternarten voN. tabacurmur dieN. tomentosiformi®&/ariante

Ziel der Mutagenese gewes&PR1derN. sylvestrigNs)-Variante ist davon nicht betroffen und bleibt
wildtypisch. NPR1ist auch in Tabak ein konstitutiv exprimiertes Gen. Mdglicherweise reiahit
wildtypische NsNPR1 aus, die erforderliche Menge an NPR1 zu gewabhrleisten und etwaige
Auswirkungen der Mutagenese auszugleichen. In Linie 111H sind zwar beide VarianiRRbAiel

der Mutagenese gewesen, allerdings besteht die Mdglichkeit, dass die Mutagenese in den antersucht
Fi- und R-Genartionen noch nicht zu hundert Prozent erfolgreich war. Der Anteil von 10%
wildtypischer Sequenzen der untersuchten T-Vektor-Klone weist darauf hin.amzbysierten
Sequenzen sind Amplifikate des ersten Exons NtWPR1aus genomischer DNA der untersuchten
Pflanzen der FGeneration der Linie 111H. Es kdnnte sein, dass diese geringen Mengen an

verbliebenden, wildtypischedPR1ausreicken den Ph&notyp des Wildtyps aufrechtzuerhalten.

Die Vorselektion der FGeneration der Linie 113H bot ein etwas anderes Bild als die der Linien 90H
und 111H. Die Keimlinge der Bion-behandelten 113H-Linien waren zwar kleiner als .@ie H
behandelten Keimlinge der Kontrolllinie SNN, aber dennoch signifikant groRer al8idie
behandelten Kontrollkeimlinge. Die Pflanzen der Linie 113H zeigten kaum Spuren der Bion-
Behandlung und waren sowohl im Aussehen als audbr GroRe homogen. Einige Individuen wurden
fur fortflhrende Analysezwecke ausgewahlt. Durch Sequenzierung konnten auch fur Linie 113H
Individuen mit Mutationen an der erwarteten Stelle identifiziert werden. Ndutationen waren
innerhalb der gewdahlten Zielsequenz im ersten ExonN&NPR3lokalisiert. Durch Insertion oder
Deletion einzelner Nukleotide wurde dFRcil-Schnittstelle in den Sequenzen beider Eltern von
N. tabacumeliminiert und fihrte bei den Sequenzen der sylvestrisvariante zur Ausbildung
vorzeitiger Stoppkod@ Abb. 84B). Innerhalb der Sequenzen Netomentosiformi&/ariante fihrte

die Insertion von Nukleotiden in sechs von acht Fallen zur Anderung des Leserahmenghatzer
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Bildung eines vorzeitigen Stoppkodons (Abb. 85B). Die MutatioN\déomentosiformi¥/ariante der

Linie 113H-9/19 wurde in deil. sylvestriscDNA Klon von NPR3eingefiihrt und im heterologen
Hefesystem getestet. Es konnte demonstriert werden, dass NPR3 trotz Erhaltung des Leserahmens eine
Veranderung der biochemischen Eigenschaften erfahrt. Durch die Mutation erfalgeén
Aminosaureaustausche V145D S146L TY4ihd die Insertion der Aminosauren R, F dhawischen

Position 147 und 148 unweit der BTB/POZ-Doméane von NPR3. NPR3 ist nicht madir Lage, mit
wichtigen Interaktionspartnern wie NIMIN-Proteinen oder TGA-Transkriptionsfaktorérteraktion

zu treten (Abb. 86). Durch den Verlust der Interaktionsfahigkeit ist anzunehmeNRR3sicht langer
funktionsfahig ist. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass mutante NPR3-Proteine ohne
vorzeitigen Stoppkodon trotzdem nicht mehr funktionell sind. Der immunologische Nachoreis v
NPR1 mit den Antikorpern-GST-cT-NtNPR1 und .-AtNPR1 zeigte, dass die Mutagenese M#R3

weder in der F noch in der Generation einen Effekt auf die Akkumulation von NPR1 hat (Abb. 87

Abb. 92, Abb.93). LH $QWLMNISTESHUW.135 XAPNPRI1 konnten bei in Hefe exprimierten
Proteinen zwischen Arabidopsis NPR1 und Tabak NPR1 spezifisch unterscheiden. Es konnte ebenso
awch zwischen NPR1 und den Paralogen klar differenziert werden. Bei Proteinen aus Pflesizenext
wurde MHGRFK HLQH .UHX]JUHDNWLRQ ESTWIIHW W350 OMRXPRIH $QW L
konnten nicht mehr zwischen den NPR1-Proteinen der Spexiethaliana und N. tabacum
unterscheiden. Somit kénnte auch die Mdglichkeit in Betracht kommen, dass die Antikbrper
Pflanzenextrakten auch zwischen NPR1 und den Paralogen nicht differenzieren kbnnen. Der fehlende
Effekt auf die Akkumulation von NPR1 beziehungsweise NPR3 kdnnte also daher rithren, dass sowohl
135 DOV DXFK 1&STcVRW135 X@tEPR1 detektiert werden kdnnte. Eine
Kreuzreaktion dieser Art ist nicht auszuschlieBen. Weiterhin ist es fraglickelbbt mit einem
spezifischen Antikdrper gegen NtNPR3 Unterschiede im NPR3-Status der Pflanzerwiasbg

werden kdnnten. Bei 75% der analysierten Sequenzéy ttementosiformid/ariante vorNPR3wurde

keine Ausbildung vorzeitiger Stoppkodons festgestellt, sondern eine Verschiebung dabrhess.

Daraus kann geschlossen werden, dass ein wesentlicher Anteil von mut#PRStranslatiert wird
ungeachtet dessen, ob es sich um ein funktionelles Protein handelt oder nicm Mitndunologischen
Nachweis kann allerdings nicht zwischen einem defekten und einem funktionellen Piteesmziert

werden. @skonnte auch ein moglicher Grund sein, weswegen bei Linie 111H keine Unterschiede im
Proteinbandenmuster von NPR1 zwischen den Wildtypkontrollen und den Mutanten gefunden wurden
Es konnten zwar anhand der Sequenzierungen nur Falle mit vorzeitigen Stoppkodons identifizier
werden, allerdings konnte mit der Methode die Gesamtheit der Mutationsvarianteabgedeckt
werden. Die Grundlagen der Sequenzierungsergebnisse bilden einzelne ausgesuchteKlernektor

wobei die enthaltenen Sequenzen aus genomischer DNA der entsprechenden Pflanzen durch PCR
gewonnen wurden. Die identifizierten Mutationsvarianten sind also nur beispielhaft, sodass es méglich

ist, dass auch bei Linie 111H mutahtBRXVarianten ohne vorzeitiges Stoppkodon existieren.
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Nach Induktion mit Salicylsdure konnte in daer&Generation keine Reduktion der Akkumulation von
PR1 bei Pflanzen der Linie 113H im Vergleich zum Wildtyp beobachtet weitdn 87). In der k=
Generation konnten jedoch bei einzelnen Individuen verschiedener Linien (113H-3/1, 113H-3/3, 113H-
5/9) deutliche Reduktionen der PR1 Akkumulation nach Induktion im VergleichKontrolle
festgestellt werden (Abb. 92). Die Reduktionen variierten in ihraspfagung zwischen dem
eingesetzten Induktor (Salicylsaure, Bion), dem Entnahmeort sowie dem Entnahmezeépintbd

Die Starke der Reduktion der PR1-Akkumulation nach Induktion durch Salicylsdure begisbiseg

Bion war nicht bei allen untersuchten Pflanzen deckungsgleich. Allerdings gab\éguedj welche

bei beiden Induktoren eine ahnliche Starke der Reduktion aufwiesen (AblRi®@FRAuspragung der
Reduktion der PR1-Akkumulation variierte auch zwischen den Entnahmezeitpunktferoblen. Bei
diesem Experiment traten auch Individuen auf, welche zu den Entnahmezeitpunkten ungefahr dieselbe
Reduktion der Starke der PR1-Akkumulation aufwiesen (Abb. 94). Einige ddiseizen wurden
anschlielend mitMV infiziert. Anhand der Infektion konnte gezeigt werden, dass die Expression
PR1im lokalen Gewebe nahe den Nekrosen durch die Mutatio\N®R3nicht beeinflusst wurde.
Wohingegen die Induktion d®RL-Expression in uninfiziertem Gewebe bei einigen Individuen deutlich
verringert wurde (Abb. 95), welche auch schon im Vorfeld nach Induktion mit &ioan reduzierte
Akkumulation von PR1 aufwiesen. Interessant ist hierbei, dass es sich uNP&B3&Iutante handelt,
welche einen Effekt auf die Akkumulation von PR1-Proteinen zeigt. Eigentlich das als NPR1

identifizierte Protein mit der Induktion dBR1-Gene in Verbindung gebracht.

Das Auftreten einzelner Pflanzen mit reduzierter PR1-Akkumulatiaieirf, Generation lasst darauf
schlielen, dass die Mutagenese mittels CRISPR/Cas9 noch nicht abgeschloBseiNistabacum
handelt es sich schlie3lich um eine tetraploide Spezies. Die Aussaat von Same@GeleerBtion auf
selektivemMS-Medium mit Kanamycin zeigte, dass die Mehrheit der Linien in debdneration
weiterhin Kanamycin-resistent ist und die Keimlinge auf dem Medium waclwsenen. Diese Linien
missten weiterhin tber die CRISPR/Cas9-Konstruktion verfligen, sodass in den m@ehstationen
noch weitere Anderungen beziiglich der PR1-Akkumulation oder weiterer phanotypsatkenale
mdglich sein kénnen. Wenige Linien wie die Linien 113H-3/1 und 113H-4/7 reagiertenvsansiti
Kanamycin. Vermutlich tragen diese Linien die CRISPR/Cas9-Konstruktion nicht swatass hier
bezuglich des Phanotyps keine Anderungen mehr zu erwarten sind (ABb889.

Nach Vorselektion der Linie 118H durch die vierwdchige Bion-Behandlung wurden zwdiinbn
Linien aussortiert, da diese sich von den Kontrollen nicht unterschiederKdndinge der drei
verbliebenen Linien waren grof3er als die Bion-behandelten Kontrollpflanzen. MitabtesdPflanzen,
welche wesentlich gréRer waren und sich vom Rest abhoben. Eine Auswahl dieser Keionldeg&iw
weitere Analysezwecke verwendet. In Linie 118H sind die Zielgene der MutagktidB&1 und
NtNPR3 Innerhalb beider Elternvarianten konntetNibR1durch Sequenzierung Mutationen im ersten

Exon an der durch die Zielsequenz vorgegebenen Stelle identifiziert werden. Durcloringder
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Deletion einzelner Nukleotide kam es zur Zerstérung\det-Schnittstelle und zur Verschiebung des
Leserahmens verbunden mit der Bildung eines vorzeitigen Stoppkodons (Abb. 99B; Abb. 100B).
Innerhalb des ersten Exons WetNPR3konnten ebenfalls an der vorgegebenen Stelle in den Sequenzen
beider Eltern-Varianten Mutationen identifiziert werden, wodurch Rhi@-Schnittstelle eliminiert
wurde. De Deletion oder Insertion einzelner Nukleotide fuihrte ebenso wie bei Linie iri3idn
meisten Fallen nicht zur Bildung eines vorzeitigen Stoppkodspsdern zur Anderung des
Leserahmens (Abb. 102B; Abb. 103B). Hinsichtlich deiGEneration der Linie 118H ist es nun
interessant, ob ahnlich der Linie 113H ebenfalls einzelne Individuen mit reduzierté&idR&hulation

nach Induktion zu beobachten sind. Des Weiteren ist es interessant, ob es mogliclzerweiseren
phéanotypischen Effekten kommt, da es sich um eprénpr3Doppelmutanten-Linie handelt.

5.5 Ubernimmt NPR3 die Funktion des positiven Regulators der SAR in Tabak?

Auf Sequenzebene weisitNPR1 eine hohere Ahnlichkeit AtNPR1 auf als zINtNPR3. Aufgrund
dieser hohen Homologie wurde vermutet, dass NtNPR1 in Tabak die Rolle degpd3égulators der
SAR Ubernimmt wie AtNPRL1 in ArabidopsiNtNPR3 hingegen besitzt hthere Sequenzhomologien zu
AtNPR3. Beide Tabak NPR-Proteine verfigen uber eine &hnliche Domanenstruktuz auetsibei
AINPR1 und AtNPR3 zu finden ist. Anders als in Arabidopsis, wo die InteraktionIMitNNProteinen
einzigartig fur AtINPRL1 ist, kbnnen sowohl NtNPR1 als auch NtNPR3 mit NIMING NIMIN2-
Proteinen interagieren. Beide Tabak NPR-Proteine kbnnen TGA-Transkriptionsfaktoren binagam. Neb
einigen Gemeinsamkeiten zwischen NtNPR1 und NPR3 unterscheiden sich die Tabak NPR-Protei
aber auch in ihren biochemischen Eigenschafi®r. Bindung der TGA-Transkriptionsfaktoren an
NtNPR3 ist im Gegensatz zu NtNPR1 moderat Salicylsaure-sensitiv. Die Tpiaslgaktivitat in Hefe

als GAL4BD-Fusion, welche in Anwesenheit von Salicylsdure steigerbar ist, ist einzigartig f
NtNPR1. Bislang konnte in Hefe fur kein weiteres Mitglied der Proteidiiamion Tabak und
Arabidopsis mit dhnlicher Domanenstruktur ein solches Transaktivierungspotentedsgenwerden.

Die C-terminalen Domanen LENRV-Domane und NIMIN-Bindedoméane von NtNPR1 kénnen ahnlich
wie die C-terminalen Domanen von AtNPR3 in Anwesenheit von Salicylsdure assozidese Art

von induzierter Affinitat kann hingegen bei den C-terminalen Domanen LENRV-Doumnéis IMIN-
Domane weder bei AtNPR1 noch bei NtINPR3 beobachtet werden. Anhand von chimareridnesrakt
konnte fir beide NPR-Proteine gezeigt werden, dass die LENRV-Domane entschi@idéntehlende
Affinitat zwischen den C-terminalen Domdanen ist. Ein weiterer wichtigetetdchied zwischen
NtNPR1 und NtNPR3 ist die Fahigkeit zur Bildung terndrer Komplexe. Tabak NBR1 keine
ternaren Komplexe zusammen mit NIMIN-Proteinen und TGA-TranskriptionsfaktoteéenbiDie
terndren Komplexe, wie AtNPR1 sie bilden kann, sind allerdings wichtiglitirRegulation der
Induktion deiPR1aGenexpression. Fur Tabak NPR3 gibt es jedoch Hinweise auf die Fahigkeit, ternare
Komplexe bilden zukdénnen, welche in Anwesenheit von Salicylsaure instabil sind

(D.Neeley&U.M.Pfitzner, personliche Mitteilung). Der Vergleich der biodksehen Eigenschaften der
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NPR1 und NPR3 Proteine von Tabak und Arabidopsis zeigt, NitMRBR3 AtNPR1 mehr ahnelt als
NtNPR1 und dasBltNPR1 eine gewisse Ahnlichkeit zu Arabidopsis NPR3 aufweist.

Die Charakterisierung der durch CRISPR/Cas9 erzeugten Mutanten der ZidBRAeiInd NPR3in

N. tabacumunterstiitzt dabei das Ergebnis des Vergleichs der biochemischen Eigenschaftiem. Be
Analyse von Mutanten mNIPR1als Zielgen konnte in keinem Fall eine Reduktion der Akkumulation
von PR1 nach Induktion durch Salicylsdure, Bion oddi-Infektion festgestellt werden, obwohl die
PRZ1XExpression von NPR1 abhangt. Dagegen konnte in einigen Individuegr@enEration vompr3
Mutanten eine deutlich reduzierte Akkumulation von PR1 im Vergleich zu den Kpftérmzen nach
Induktion beobachtet werden. Die Reduktion der PR1-Akkumulation war in destemefallen
reproduzierbarNtNPR1 vermag zwar Uber eine héhere SequenzhomologietMBR1 verfligen,
allerdings kann durch den Vergleich biochemischer Eigenschaften eine groRéomélie Ahnlichkeit
von AtNPR1 zuNtNPR3 festgestellt werden. Die Ergebnisse der Analyse der CRISPR/Cas9arzeugt
nprl undnpr3 Mutanten liefern einen weiteren wichtigen Hinweis darauf, NAN®R3 der eigentliche
funktionelle positive Regulator der SAR in Tabak sein kdnnte und nicht wie zuerst vernN&R Nt

Zusammenfassend konntendieser Arbeit die biochemischen Eigenschaften der Mitglieder der NPR-
Proteinfamilie sowohl von Arabidopsis als auch von Tabak naher charakterisiert werden. besteeson
konnte gezeigt werden, dass Salicylsdure auf alle untersuchten NPR-Proteid&editee Wirkung
zeigt. Weiterhin konnte demonstriert werden, dass neben Salicylsdure auch weakarselir Analoga
eine direkte Wirkung auf die jeweiligen NPR-Proteine zeigten. Dabei waren besalictdprierte
Derivate der Benzoesaure aulierst wirksam. Eine Ausnahme bildet jedoch Arabidopsis 8lEties w
sehr spezifisch fur Salicylsaure ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit sowitudex $n Dinget al. (2018)
unterstitzen das Modell nach Magdral. (2011) und Hermanast al. (2013). Die Wahrnehmung der
Salicylsaure erfolgt Gber das Afgim C-Terminus vorAtNPR1. DiePR1Genexpression wird dabei
stringent durch Derepression kontrolliert. Arabidopsis NPR1 ist wieR®Bund AtNPR4 ein Rezeptor
der Salicylsaure. Die Bindung von Salicylsaure wird nicht, wie vonet\al. (2012) postuliert, durch
Kupfer-gebundene C¥%/52°vermittelt, sondern durch Af§. Das Arginin im C-terminalen LENRV-
Motiv ist im Gegensatz zu C¥4°?innerhalb der Paralogen in Arabidopsis sowie in NPR-Proteinen
anderer Pflanzenspezies wie Tabak konserviert. Blirad) (2018) konnten auch fir Arabidopsis NPR4
demonstrieren, dass die Bindung der Salicylsaure Ubet'®Argrmittelt wird. Das unterstitzt die
Ergebnisse der Versuche der Salicylsdure-Sensitivitat im heterologen HefesyestemAabeit. Fir
AINPR2, AtNPR3 und NtNPR3 konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Salicylsaureitnsimn
Arginin der LENRV-ahnlichen Doméanen abhangt.

Die Rolle der Paralogen AtNPR3 und AtNPR4 in der Pflanze konnte in dieser dubshtdie Versuche
im heterologen Hefesystem nicht geklart werden. Dennoch konnten die erzielten Ergdbmnigsse
darauf liefern, dass die Paralogen von NPR1 moglicherweise in weitadatoegche Funktionen

involviert sind, jedoch keine redundanten Funktionen von NPR1 einnehmen. In der Studie veh Ding
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al. (2018) werden Arabidopsis NPR3 und NPR4 die Funktion als transkriptionelle CesRaq@n von
Salicylsaure-induzierbaren Genen zugeschrieben, welche redundant und unabhangig von AtNPR1
ausgeubt wirdnpr3npr4 Doppelmutanten zeigen keinen Effekt auf die InduzierbarkeitPRGenen

durch Salicylsaure, allerdings ist neben einer gesteigerten bB&l€benexpression auch eine erhéhte
Resistenz zu beobachten. Dies deutet auf eine Rolle in der negativen Regulatiomrdsichugh
Abwehr hin (Zhanget al., 2006). Die postulierte Funktion als Repressoren fir NPR3 und NPR4 wird
mit dem C-terminalen EAR-ahnlichen Motiv in Verbindung gebracht. Arabidopsis NPRigwvafs
Co-Aktivator nicht Uber ein solches repressorisches Motiv ([2ingl., 2018). Allerdings scheint das
Fehlen des EAR-d@hnlichen Motivs im C-Terminus von NPR1 nur fur Mitglieder derli€ami
Brassicaceaspezifisch zu sein. Tabak NPR1 und NPR3 sowie alle Tomatengene mit hoher Homologie
zu AtNPR1verfugen beispielsweise ebenfalls tber ein EAR-ahnliches Motiv wie es flr Arabidopsis
NPR3 und NPR4 beschrieben wurde. Eine weitere Besonderh@tabk=icaceaést das Mitglied der
NIMIN-Proteinfamilie NIMIN3. Bislang konnte auf3erhalb dieser Pflanzenfamilien KeiMIN3
homologes Gen identifiziert werden (Zwicket al., 2007). NIMIN3 tbernimmt die Funktion des
negativen Regulators von NPR1 bei basalem Salicylsdurespiegel. Es ist denkbar, dassaladiEiAdR

Motiv die negativ-regulatorische Funktion von NIMIN3 tbernimmt, da auRerhalb der &ffanilie

der Brassicaceadein homologeNIMIN3-Gen bekannt ist. Die Inaktivierung der Repressordomane
koénnte dabei durch Salicylsdure-induzierte Konformationsanderungen der NPR1-Homologen erfolgen.
Diese Annahme, sowie der etwaige Mechanismus der Inaktivierung der Repressordomane der NPR1-

Homologen miisste in fortfiihrenden Versuchen untersucht werden.

Nicht zuletzt konnten durch die Untersuchung der NPR-Protging@lanta von Tabak durch
CRISPR/Cas9 generierte Mutanten neue Erkenntnisse beziiglich der funktionelietu®g
gewonnen werden. Unterstitzt durch die vergleichende Auswertung von Protein-Protein-
Interaktionsstudien in Hefe liegt die Vermutung nahe, 4iBEPR3 das funktionelle NPR1 in Tabak

ist. Die Ergebnisse weisen daraufhin, dass NtNPR3 die Rolle des positiven RedelaB4R in Tabak
Ubernimmt und nicht, wie aufgrund von héheren Sequenzhomologien zwischen AtNPR1 und NtNPR1
angenommen, Tabak NPR1. Natirlich muss diese Annahme in fortflihrenden Versuchen genau gepruft
werden. Beispielsweise kdnnte in Hefe die Fahigkeit von NtINPR3 zur Bildungaek@inplexe genau
untersucht werden. Die Linie 113kdnnte hinsichtlich einer Linie mit deutlich reduzierter oder ganz
unterbundenen PR1-Akkumulation nach Induktion etabliert werden. Anhand einer ssiabien

Linie kdnnte die Funktion von NtNPR3 und etwaigen phanotypischen Auswirkimgémntagenauer
untersucht werden. Weiterfiihrend konnte beispielsweise versucht werdemgr8idutante durch
Expression von wildtypischeNtNPR3 zu komplementieren und so die Fahigkeit zur PR1-

Akkumulation wiederherzustellen.
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Zusammenfassung

Ein wichtiger Schutzmechanismus der Pflanze gegen biotrophe Pathogene ist die systeiviextd akt
Resistenz (SAR). Die Akkumulation von PR-Proteinen in distalem, unifizierterg8egbe ist ein
Hauptmerkmal der SAR. Die Expression \RIRR1:-Genen in Tabak (Nt) und Arabidopsis (At) wird durch
Salicylsaure (SA) induziert. NPR1 ist das zentrale Regulatorprotein der 8ARidammenspiel mit
NIMIN-Proteinen und TGA-Transkriptionsfaktoren wird die Induktion ét1-GenexpressiorbA-
abhangig durch NPR1 kontrolliert. NIMIN-Proteine wirken als negative RegulaterfedieaPR1:
Genexpression, wahrend TGA-Transkriptionsfaktoren die Bindun§Aaresponsivecis-aktive asl
ahnliche Elemente détRX:Promotoren vermitteln. Die Wahrnehmung \®A erfolgt im C-Terminus

von NPRL1. Dort findet di®A-sensitive Bindung von NIMIN1 (N1) und NIMIN2 (N2) Uber die N1/2-
Bindedoméne statt und das Arginin im konservierten LENRV-Motiv ist mafl3gelaichder
Wahrnehmung deSA beteiligt. Die Mutation des Arginins fuhrt in AINPR1 und NtNPR1 zur
Aufhebung derSA-Sensitivitat der NIMIN-Bindung. Die konservierten Phenylalanine®Pp in
AtNPR1 und Ph&55%jn NtNPR1 in der N1/2-Bindedomane sind wichtig fur die Bindung von INKV
Proteinen. Die Mutation der Phenylalanine fuhrt zur Inhibierung der NIMIN-Bindarmpidopsis
weist noch drei weitere Mitglieder der NPR-Proteinfamilie mit derselben Daretinktur wie NPR1

auf: AINPR2, AtNPR3 und AtNPR4. In Tabak gibt es nur NtNPR1 und NtNPR3.tNRR3, AtINPR4

und NtNPR3 sind ebenfallSA-abhangige Reaktionen in Hefe bekannt. Wahrend die Bindung von
NIMIN2-Proteinen an den C-Terminus von NtNPR3 negativ d@ahbeeinflusst wird, reagiert der
C-Terminus von AtNPR3 und AtNPR4 mit einer strukturellen Umlagerun@AubDie C-terminalen
Doméanen LEMRV-ahnliche-Doméne und N1/2-Bindedoméne besitzen eine SA-induzierte Affinitat
zueinander. Ziel dieser Arbeit war es, neue Erkenntnisse Uber die Funktion von NPR1lnend sei
Homologen und Paralogen in Arabidopsis und Tabak beiSdeabh&ngigen Genexpression, beim
Mechanismus deBA-Wahrnehmung sowie der Signaltransduktion zu gewinnen. Fur die Analyse der
biochemischen Eigenschaften der At und Nt NPR-Proteine fand das heterologe Hefesystem
Anwendung. Die Bedeutung d&tNPR-Proteinen plantawurde anhand von CRISPR/Cas9 erzeugten

Mutanten analysiert. Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1. FUrAtNPR2 konnte ebenfalls eilg\-abhéngige Reaktion gezeigt werden. Die spontane Interaktion
mit TGA-Transkriptionsfaktoren der Klassen 1l und Il wird dur8A signifikant verstarkt.

Besonders deutlich ist der Effekt unter Beteiligung von AtTGA7.

2. Das Argininim LENRV-&hnlichen Motiv der At und Nt NPR-Proteine ist mal3geblich an der
Wahrnehmung vorSA beteiligt. Die Mutation des Arginins unterbindet dA-abhangigen
Reaktionen der At und Nt NPR-Proteine vollig, ohne dabei weitere biochemische Eigemsdkaf
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Proteine zu verandern. Die Mutante K418R R419K in AtNPR4 zeigt, dass das Arghtiulunich

ein benachbartes Arginin ersetzbar ist, sondern die Position ebenso eine wichtige Rolle spielt.

3. Die SA-abhangigen Reaktionen der untersuchten At und Nt NPR-Proteine sind auch durch
strukturelle Analoga deiSA induzierbar. Besonders potent erwiesen sich die dichlorierten
Verbindungen 3,5-Dichloranténilsdure (3,99CA) und 3,5-Dichlorbenzoesaure, aber auch BTH
(Benzothiadiazol-S-Methyl-Ester) und INA (2,6-Dichlorisonicotinsaure), bekannte tméunkder
PRLGenexpression, zeigten eine direkte Wirkung auf NPR-Proteine. Eine Aushahme bildet
AtNPRA4. Als einziges Mitglied der Proteinfamilie MtNPR4 spezifisch flir SA. Anhand vdGso
bzw. EGso-Werten konnte gezeigt werden, dass Nt NPR-Proteine sensitiver auf SAaradieAt
NPR-Proteine und 3,5-DCA wirksamer als SA ist.

4. Die Paralogen AtNPR2, AtNPR3 und AtNPR4 konnen vergleichbar stark wie AtNRRIGA-
Transkriptionsfaktoren der Klassen 1l und Il in Interaktion treten. IDteraktionen sind mit
Ausnahme von AtNPR2 insensitiv gegenuBé: Allerdings sind die Paralogen trotz konservierter
N1/2-Bindedoméne im C-Terminus nicht in der Lage, mit Mitgliedern der NIMINekiatmilie zu
interagieren. Die Bindung von NIMIN-Proteinen und die Bildung ternéarer KompléxslIivilN-
Proteinen und TGA-Transkriptionsfaktoren ist einzigartig&thNPR1.

5. Die Aminosauren Ty Phé® innerhalb der N2-Bindedoméane von NtNPR3 sind fiir die Bindung
der NIMIN2-Proteine essentiell. Der Austausch Y508S F509S unterbindet die NIBiiNd2ng
vollig. Auch fur die Affinitat der C-terminalen Domé&nen von AtNPR3 sind die ogeal
Aminosauren PH&5%wichtig. Der Aminosaureaustausch F502/503S unterbindet die Interaktion.

6. Chimare Interaktionen zeigten, dass die LENRV-Domane im Fall von NtNPR3ad&swh daflr
ist, dass ein&A-abhangige strukturelle Umlagerung des C-Terminus von NtNPR3 genauso wie bei
AtNPR1 nicht méglich ist. Ein Vergleich weiterer bekannter biochemideigenschaften legt somit
eine groRere funktionale Ahnlichkeit von AtNPR1 zu NtNPR3 als zu NtNPR1 nahe.

7. Die Analyse von mittels CRISPR/Cas9 erzeugten MutantlitNPR1undNtNPR3zeigte, dass an
den gewilinschten Stellen im ersten Exon der Zielgene Deletionen und Insertionen eingebracht
wurden, welche zum Abbruch der Translation oder zur Verdnderung des Leserahmens flihrten.
Obwohl die Expression ddPR1:Gene von NPR1 abhéngt, konnte keine Reduktion der PR1-
Akkumulation nach Induktion bei Pflanzen mit mutiertedtNPR1Gen beobachtet werden.
Individuen mit NtINPR3 als Zielgen der Mutagenese zeigten dagegen in dé&eReration
unabhéngiger Linien nach Induktion eine signifikante Reduktion der PR1-Akkumul&ien.

Ergebnisse stehen im Einklang mit der biochemischen Analyse.

At und Nt NPR1 und weitere NPR-Familienmitglieder sind SA-sensitiv. Dgmiirim LENRV-
ahnlichen Motiv vermittelt die Wahrnehmung von SA. Allerdings wirkt nur ARY, nicht die
Paralogen, als positiver Regulator der SAR. In Tabak ist NPR3 vermutliéhnitisnale Homolog zu
AtNPR1, obwohl NtNPR1 eine héhere Sequenzahnlichkeit zu AINPR1 aufweist.
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Summary

Systemic acquired resistance (SAR) is an important mechanism for plants tothteslves against
biotroplic pathogens. The main characteristic of SAR is the accumulation of PR priotaing-
infected, distal leaf tissues. The expressidARLgenes in tobacco (Nt) and Arabidopsis (At) is induced
by salicylic acid (SA). NPR1 is the central regulatory protein of SlARzooperation with NIMIN
proteins and TGA transcription factors, NPR1 controls the inducti®iRa@fyene expression dependent
on SA. NIMIN proteins function as negative regulatorsRR1 gene expression, whereas TGA
transcription factors mediate binding to SA responsis@ctingasklike elements oPR1promotors.

The perception of SA occurs at the C-terminus of NPR1, where SA sensitivmegooi NIMIN1 (N1)

and NIMIN2 (N2) proteins takes place at the N1/2 binding domain. The arginime wie conserved
LENRYV motif is significantly involved in the perception of SA. Mutation lo¢ &rginine leads to loss

of SA sensitivity of NIMIN bindingto AtNPR1 and NtNPR1. The conserved phenylalanine residues
within the N1/2 binding domain, Pté5%in AtNPR1 and PH&*%in NtNPR1, are essential for the
binding of NIMIN proteins. Mutation of the phenylalanines inhibits the NMINdinding. Arabidopsis
possesssthree other NPR protein family members with a similar domain structure as NPR1: AtNPR
AINPR3 and AtNPRA4. In tobacco, only NtINPR1 and NtNPR3 exist. SA dependenbmsaftir
AINPR3, AtNPR4 and NtNPR3 in yeast are also known. While the NIMIN2 binding to tthEeR8
C-terminus is negatiwe affected by SA, the C-termini of AINPR3 and AtNPR4 respond to SA with a
structural rearrangement. The C-terminal domains LENRV-like domain and N1/2 bitolingin
exhibit a SA inducible affinity to each other. The aim of this wodswo obtain new insights of the
function of NPR1 and its homologues and paralogues in Arabidopsis and tobacco redmrd@ig t
dependent gene expression, the mechanism of SA perception and signal transduction.olbgauster
yeast system was applied for the analysis of the biochemical properties of Mit IdR&R proteins. The
relevance of Nt NPR proteinis plantawas analyzed by using CRISPR/Cas9 generated mutants. The

following results were obtained:

1. A SA dependent reaction for AtNPR2 could be shown. The spontaneous interathionGa
transcription factors of clades Il and Il is reinforced in a SA depenaeniner. The effect is
particularly visible under the participation of AtTGA?7.

2. The arginine within the LENRV-like motifs of At and Nt NPRo@ins is substantially involved in
SA perception. Mutation of the arginine leads to a total loss of the SA depesaeions of At and
Nt NPR proteins, without changing further biochemical capabilities. As showrebyutant K418R
R419K in AtNPR4, the position of the arginine is very important and iseptaiceable by an adjacent

arginine.



Summary

3. SA dependent reactions of the analyzed At and Nt NPR proteins are also inducibietioyastr
analogues of SA. Especially dichlorinated compounds like 3,5 dichloroanthranilic &iD(3,)
and 3,5 dichlorobenzoic acid proved to be very potent, but also BTH (benzothiadeambl®)A
(2,6-dichloroisonicotinic acid), known inducersRiR1gene expression, show direct effects on NPR
proteins. AtNPR4 is an exceptidhis the only member of the protein family that is specific for SA.
ICs0 and EGp values indicate that NtNPR proteins are more sensitive to SA than ApkREINs
and that 3,5 DCA is more effective than SA.

4. The paralogues AINPR2, AtNPR3 and AtNPR4 can interact with TGA transcfigttons of clades
Il and IIl as stronly as AtNPR1. With exception of AtINPR2, the interactions are insensitive to SA.
However, the paralogues are not able to interact with members of the NIMIN proteinifaslte
of a conserved N1/2 binding domain in the C-termini. Binding to NIMIN proteins andirfigr
ternary complexes with NIMIN proteins and TGA transcription factors are uhigiieNPR1.

5. The amino acids T$# and Ph&®° within the N2 binding domain of NtNPR3 are essential for
NIMIN2 binding. The exchange Y508S F509S entirely prevents NIMIN2 binding. The analogous
amino acids PR&"*%3are important for the affinity of the C-terminal domains of AtNPR3 as well.

The amino acid exchange F502/503S prevents the interaction.

6. Chimeric interactions show that the LENRV domain of NtNPR3 is pivotahfiC:terminus to
rearrange in response to SA as found previously for AINPR1. Thus, the compaiisioer dnown
biochemical characteristics suggests a higher functional similarity dPRINl0 NtNPR3 than to
NtNPR1.

7. Analysis ofNtNPR1and NtNPR3mutants generated by CRISPR/Cas9 shows that deletions and
insertions were introduced at specific positions within the first exdmedfirget genes, which result
in breakdown of translation or transition of the open reading frame. AlthBRdlyene expression
is dependent oNtNPR1 reduction of accumulation of PR1 proteins was not observed after induction
in plants with mutatedNtNPR1 gene. In contrast, individuals witNtNPR3as target gene for
mutagenesis show a significant reduction of PR1 accumulation in independentflities K

generation after induction. These results are in accordance with the biochemical analysis.

At and Nt NPR1 proteins and other NPR family members are sensitive fth8Aarginine within the
LENRV-like domain mediates the perception of SA. In fact, only AtNPR1 andts)\g@aralogus

functions as a positive regulator of SAR. In tobacco, NPR3 is probably the fuhtiwnalogue of
AtNPR1, even though NtNPR1 exhibits a higher sequence similarity to AtNPR1.
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Dieser Anhang umfasst:

I.  Mittelwerte und Standardabweichungen der Miller-Einheiten der Hefe-Zwei-Hybridtests,
Hefe-Drei-Hybridtests sowie der B&£ beziehungsweise kgeWerte flr Salicylséure,
Benzoesaure und 3,5-Dichloranthranilsaure

Il. Messwerte der 3-Glucuronidase-Enzymaktivitatstests

Il Klonierungsstrategien verschiedener Konstruktionen fur Protein-Protein-

Interaktionsmessungen in Hefe



Anhang

l. Mittelwerte und Standardabweichungen der Hefe-Tests

MW zMittelwert; STABW tStandardabweichung; SA-Salicylsdure, BRenzoesaure;
4-OH-BA +4-Hydroxybenzoeséaure;@B +4-Chlorbenzoeséure; 3[3cB +Dichlorbenzoesaure;
AA fAnthranilsdure; 3, CA zDichloranthranilsdure

Zu Abb. 8B zu Abb. 8C
GAL4BD // GAL4AAD MW | STABW GAL4BD // GALAAD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,07 | 0,01 pPGBTY // pGAD424 0,16 0,03
NtNPR1 // pGAD424 0,15 | 0,02 NtNPR1 // NINPR1 2524 | 1,24
+0,3mM SA 0,31 | 0,10 +0,3mM SA 22,87 | 1,03
NtNPR1 // NtNPR1 715 | 0,38 NtNPR1 / NtTGA7 // pGAD424 0,99 0,04
+0,3mM SA 212 | 0,33 +0,3mM SA 1,41 0,41
1W135 1W135 G 357 | 0,32 NtNPR1 / NtTGA7 // NINPR1 3,47 0,32
+0,3mM SA 6,33 | 0,79 +0,3mM SA 3,84 0,34
1W135 1W7*$ 1w| 1,18 0,06
+0,3mM SA 1,58 0,45
zu Abb. 8D zu Abb. 8E
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AAD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,15 | 0,03 pPGBT9 // pGAD424 0,11 0,01
NtNPR1 // NtNPR1 6,69 | 0,20 NtNPR1 // pGAD424 0,26 0,05
+0,3mM SA 587 | 0,77 +0,3mM SA 1,84 0,41
NtNPR1 / NtTGA7 // pGAD424 | 0,47 | 0,06 NtNPR1 // NtNPR1 28,42 | 3,05
+0,3mM SA 0,12 | 0,02 +0,3mM SA 22,36 | 0,99
NtNPR1 / NtTGA7 // NtNPR1 1,83 | 0,36 NtNPR1 / NtTGA2.2 // pGAD424 | 1,15 0,26
+0,3mM SA 6,22 | 0,72 +0,3mM SA 1,62 0,16
1W135 1W7+$ 1\ 0,83 | 0,25 NtNPR1 / NtTGA2.2 // NINPR1 2,92 0,07
+0,3mM SA 2,19 | 0,69 +0,3mM SA 2,01 0,55
zu Abb. 8F zu Abb. 9
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,14 | 0,01 pPGBTY // pGAD424 0,14 0,01
NtNPR1 // pGAD424 0,35 | 0,02 NtNPR1 // pGAD424 0,35 0,02
+0,3mM SA 1,74 | 0,27 +0,3mM SA 1,74 0,27
NtNPR1 // NtNPR1 1999| 264 NtNPR1 // NtNPR3 8,16 0,13
+0,3mM SA 18,98| 1,83 +0,3mM SA 5,14 1,39
NtNPR1 / NtNIMIN2a // pGAD424 0,08 | 0,01 NtNPR1 / NtTGA7 // pGAD424 0,80 0,35
+0,3mM SA 0,93 | 0,16 +0,3mM SA 1,74 0,19
NtNPR1 / NtNIMIN2a // NtNPR1 | 5,15 | 0,31 NtNPR1 / NtTGA7 // NINPR3 2,76 0,18
+0,3mM SA 11,93| 1,84 +0,3mM SA 1,93 0,41
NtNPR1 / NtTGA2.2 // pGAD424 | 1,50 0,07
+0,3mM SA 1,57 0,05
NtNPR1 / NtTGA2.2 // NtNPR3 1,61 0,21
+0,3mM SA 1,87 0,04
NtNPR1 / NtNIMIN2a // pGAD424 | 0,08 0,01
+0,3mM SA 0,93 0,16
NtNPR1 / NtNIMIN2a // NtNPR3 1,69 0,12
+0,3mM SA 4,51 0,17
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zu Abb.10

GAL4BD // GAL4AAD MW STABW
pPGBTY // pGAD424 0,14 0,00
NtNPR1(386/465) / NtINPR1(466/525) // pGAD42| 0,15 0,02
+0,3mM SA 0,44 0,06
NtNPR1(386/465) / NINPR1(466/525) // NtTGAl{ 0,17 0,00
+0,3mM SA 0,47 0,11
NtNPR1(386/465) / NtINPR1(466/525) // NtTGA2] 0,18 0,00
+0,3mM SA 0,83 0,08
NtNPR1(386/465) / NINPR1(466/525) // NtTGA2] 0,20 0,02
+0,3mM SA 0,54 0,17
NtNPR1(386/465) / NINPR1(466/525) // NtTGA7| 0,16 0,02
+0,3mM SA 3,19 0,27
NtNPR1(386/465) / NINPR1(466/525) // NtTGA1( 0,13 0,09
+0,3mM SA 0,38 0,07
zu Abb. 11B

GAL4BD // GAL4AD MW STABW

pPGBTY // pGAD424 0,19 0,01
NtNPR1(386/588) // pGAD424 1,25 0,24

+0,3mM SA 7,52 1,10
NtNPR1(386/588) R431F // pGAD424| 0,11 0,03

+0,3mM SA 0,14 0,02

zu Abb. 11C

GAL4BD // GAL4AD MW STABW

pGBTY // pGAD424 0,14 0,02
NtNPR1(386/588) // pGAD424 1,15 0,27

+0,3mM SA 7,00 2,64
NtNPR1(386/588) // NtTGA7 4,46 0,92

+0,3mM SA 3,96 0,61
NtNPR1(386/588) R431F // NtTGA7 0,18 0,04

+0,3mM SA 0,16 0,01

zu Abb. 11D

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW

pPGBTY // pGAD424 0,19 0,01

NtNIMIN2a // NtINPR1(386/588) 3,91 0,39

+0,3mM SA 0,14 0,02

NtNIMIN2a // NtINPR1(386/588) R431F | 11,83 1,57

+0,3mM SA 10,27 0,55
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zu Abb. 11E

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW

pPGBTY // pGAD424 0,14 0,02
NtNPR1(386/465) // NtINPR1(466/588) 2,20 0,21

+0,3mM SA 32,79 1,39
NtNPR1(386/465) R431F // pGAD424 0,72 0,21

+0,3mM SA 0,57 0,16
NtNPR1(386/465) R431F // NINPR1(466/588] 2,94 0,93

+0,3mM SA 0,85 0,19

Zu Abb. 12B

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,05 0,01
NtNPR1(386/465) / NtINPR1(466/588) // pGAD424 0,06 0,02
NtNPR1(386/465) / NINPR1(466/588) R491K// pGAD424 0,06 0,00
NtNPR1(386/465) / NtNPR1(466/588) // NtNIMIN1-like 0,64 0,11
NtNPR1(386/465) / NtNPR1(466/588) R491K// NtNIMIN1-lik 0,38 0,08
zu Abb. 12C

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,10 0,02
NtNPR1(386/465) / NtINPR1(466/588) /| pGAD424 0,08 0,02
+0,3mM SA 2,10 0,25
NtNPR1(386/465) / NtINPR1(466/588) R491K// pGAD42| 0,06 0,00
+0,3mM SA 1,96 0,20
NtNPR1(386/465) / NtINPR1(466/588) // NtTTGA2.1 0,11 0,04
+0,3mM SA 3,19 0,42
NtNPR1(386/465) / NtINPR1(466/588) R491K// NtTGA2| 0,09 0,01
+0,3mM SA 3,22 0,41
NtNPR1(386/465) / NtINPR1(466/588) // NtTTGA7 0,07 0,02
+0,3mM SA 2,83 0,38
NtNPR1(386/465) / NtINPR1(466/588) R491K// NtTGA7| 0,08 0,01
+0,3mM SA 3,35 0,52

224




Anhang

zu Abb. 13C zu Abb. 13E

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GALAAD MW | STABW

pPGBTY // pGAD424 0,05 | 0,00 pGBT9 // pGAD424 0,19 | 0,02

NtNIMIN2a // NINPR1 WT 32,06 | 3,08 NtNPR1 WT // pGAD424 0,25 | 0,02

+0,3mM SA 0,53 | 0,07 +0,3mM SA 1,07 | 0,12

NtNIMIN2a // NtINPR1 H81Y 0,70 | 0,09 NtNPR1 H81Y // pGAD424 2,56 | 0,36

+0,3mM SA 0,03 | 0,01 +0,3mM SA 2,95 | 0,57

NtNIMIN1-like BP // NtNPR1 H81Y 0,86 | 0,16 NtNPR1 WT // NtNPR1 WT 13,69| 1,47

+0,3mM SA 0,04 | 0,01 +0,3mM SA 12,29| 0,25
NtNPR1 WT // NtNPR1 H81Y | 2,14 | 0,14

zu Abb. 13D +0,3mM SA 2,82 | 0,59

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW NtNPR1 H81Y // NINPR1WT | 15,76 | 1,06

pPGBTY // pGAD424 0,15 | 0,03 +0,3mM SA 11,78 0,72

NtTGA2.2 // NtNPR1 WT 515 | 0,82 NtNPR1 H81Y // NtINPR1 H81Y | 2,66 | 0,24

+0,3mM SA 7,79 | 1,18 +0,3mM SA 4,53 | 0,68

NtTGA2.2 // NtNPR1 H81Y 0,38 | 0,06 NtNPR1 WT // NtNPR3 391 | 059

+0,3mM SA 0,48 | 0,06 +0,3mM SA 1,90 | 0,23

1W7*$ @ 1w13| 7,72 | 1,13 NtNPR1 H81Y // NINPR3 2,555 | 0,61

+0,3mM SA 10,25 | 1,88 +0,3mM SA 3,07 | 0,80

1W7*$ @ 1w13| 287 | 058 NtNPR3 // NtNPR1 WT 466 | 0,72

+0,3mM SA 2,60 | 025 +0,3mM SA 1,32 | 0,65
NtNPR3 // NtNPR1 H81Y 0,36 | 0,04
+0,3mM SA 0,18 | 0,02

zu Abb. 14C

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW

pGBT9 // pGAD424 0,07 | 0,01

NtNIMIN2a // NtNPR1 WT 30,63 | 1,21

+0,3mM SA 0,81 | 0,35

NtNIMIN2a // NINPR1 P341S 0,39 | 0,16

+0,3mM SA 0,06 | 0,03

NtNIMIN1-like BP // NtNPR1 P341S| 0,35 | 0,13

+0,3mM SA 0,06 | 0,02
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zu Abb. 14D Zzu Abb. 14E
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW STABW
pPGBTY // pGAD424 0,11 0,02 PGBTY // pGAD424 0,61 0,01
NtNPR1 WT // pGAD424 0,35 0,02 NtNPR1 WT // pGAD424 0,59 0,21
+0,3mM SA 1,12 0,12 +0,3mM SA 1,78 0,23
NtNPR1 P341S // pGAD424 | 0,12 0,00 NtNPR1 P341S // pGAD424 0,22 0,04
+0,3mM SA 0,20 0,06 +0,3mM SA 0,27 0,01
NtNPR1 // NtTGA2.2 1,62 0,12 NtNPR1 // NINPR1 22,23 0,55
+0,3mM SA 2,82 0,32 +0,3mM SA 18,58 1,10
NtNPR1 P341S // NtTGA2.1 | 0,43 0,19 NtNPR1 // NINPR1 P341S 3,50 1,08
+0,3mM SA 0,35 0,06 +0,3mM SA 4,89 0,36
NtNPR1 P341S // NtTGA2.2 | 0,38 0,04 NtNPR1 P341S // NtNPR1 13,25 1,97
+0,3mM SA 0,31 0,01 +0,3mM SA 3,40 0,18
NtNPR1 P341S // NtTGA7 0,51 0,12 NtNPR1 P341S // NtNPR P341S| 0,40 0,11
+0,3mM SA 0,40 0,15 +0,3mM SA 0,92 0,32
NtNPR1 // NINPR3 25,78 2,25
+0,3mM SA 10,96 0,17
NtNPR1 P341S // NtNPR3 2,79 0,28
+0,3mM SA 0,76 0,09
NtNPR3 // NINPR1 17,83 3,15
+0,3mM SA 6,88 1,48
NtNPR3 // NINPR1 P3421S 2,36 0,49
+0,3mM SA 0,54 0,19
zu Abb. 15B zu Abb. 15C
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
PGBTY // pGAD424 0,04 | 0,02 pPGBTY // pGAD424 0,08 | 0,02
NtNIMIN1-like //'NtNPR3 (389/588) WT | 4,19 | 0,46 NtNIMIN2a//NINPR3 Wt 1,26 | 0,09
+0,3mM SA 0,25| 0,02 +0,3mM SA 0,01| 0,01
NtNIMIN1-like //NtNPR3 (389/588) R435K 6,44 | 0,55 NtNIMIN2a//NINPR3 R435K | 555 | 1,20
+0,3mM SA 569 | 0,82 +0,3mM SA 553 | 1,11
NtNIMIN1-like//NINPR3 Wt 8,37 | 1,10
+0,3mM SA 0,51| 0,06
NtNIMIN1-like//NtNPR3 R435K| 4,71 | 0,96
+0,3mM SA 421 | 0111
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zu Abb. 15D Zu Abb. 16B
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,08 | 0,02 PGBTY // pGAD424 0,04 | 0,02
NtNPR3 R435K//jpGAD424| 0,16 | 0,01 NtNIMIN1-like //'NtNPR3 (389/588) WT 419 | 0,46
+0,3mM SA 0,16 | 0,02 +0,3mM SA 0,25 | 0,02
NtNPR3 Wt/ NtTGA2.2 11,69| 0,46 NtNIMIN1-like //'NtNPR3 (389/588)s08s Fs09s| 0,14 | 0,05
+0,3mM SA 6,23 | 0,97 +0,3mM SA 0,07 | 0,01
NtNPR3 R435K// NtTGA2.2 11,26 1,22
+0,3mM SA 11,67| 1,30
zu Abb. 18C zu Abb. 18D
GAL4BD // GAL4AD | MW | STABW GAL4BD // GAL4AAD MW | STABW
PGBTY // pGAD424 0,10 0,01 pGBTY // pGAD424 0,08 0,01
AtNPRL1 // AtITGA2 1,58 0,09 AtNPR1 // AtTTGA2 14,07 1,31
+0,3mM SA 3,09 0,34 +0,3mM SA 16,91 1,33
'AINPR1 // AtTGA3 1,94 0,43 'AINPR1 (1/467) // AtTGA2 | 4,73 0,21
+0,3mM SA 2,54 0,28 +0,3mM SA 2,23 0,39
'AINPR1 // AtTGA7 1,58 0,07 'AtNPR1 (1/467) I/l AITGA3| 7,65 0,81
+0,3mM SA 2,37 0,35 +0,3mM SA 5,71 0,82

'AINPR1 (1/467) /| AtTGA6 | 3,49 0,40

+0,3mM SA 2,36 0,24

'AtNPR1 (1/467) // AtTGA7 | 1,87 0,38

+0,3mM SA 0,96 0,05
zu Abb. 18E zu Abb. 18F
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,10 0,02 pPGBTY // pGAD424 0,07 | 0,00
AINPR1 // AITGA2 8,52 0,32 NtNPR1 (386/588) // pGAD424 0,68 | 0,06
+0,3mM SA 10,81 | 0,13 NtNPR1 (386/588) // NtTGAS 3,77 | 0,26
'AtNPR1 (378/593) // ATTGA2 0,09 0,03 AINPR1 (378/593) // NtTGA 0,05 | 0,01
+0,3mM SA 0,09 0,01 AINPR1 (378/593) // AINIMIN2pA 1,15 | 0,23
'AtNPR1 (378/593) // ATTGA3 0,05 0,01
+0,3mM SA 0,04 0,00
'AtNPR1 (378/593) // ATTGA6 0,08 0,02
+0,3mM SA 0,04 0,01
'AtNPR1 (378/593) // ATTGA7 0,04 0,00
+0,3mM SA 0,07 0,01
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zu Abb. 19C zu Abb. 19D
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW STABW
pPGBTY // pGAD424 0,07 | 0,01 PGBTY // pGAD424 0,17 0,04
AtNIMINI // AtNPR1 21,10| 2,15 AINPR1// AtTTGA2 15,06 2,46
+0,3mM SA 371 | 112 +0,3mM SA 19,92 0,71
AtNIMIN1 // AtNPR1 H8OY | 0,12 | 0,03 AINPR1 H80Y // pGAD424| 0,15 0,03
+0,3mM SA 0,06 | 0,01 +0,3mM SA 0,18 0,03
AtNIMIN2 // AtNPR1 H80Y | 0,16 | 0,04 AINPR1 H80Y // ATTGA2 0,54 0,07
+0,3mM SA 0,08 | 0,02 +0,3mM SA 3,58 1,34
AtNIMIN3 // AtNPR1 H80Y | 0,10 | 0,02 AINPR1 H8QY // AtTTGA6 0,44 0,07
+0,3mM SA 0,08 | 0,03 +0,3mM SA 2,77 0,25
AINPR1 H80Y // ATTGA3 0,76 0,15
+0,3mM SA 7,15 1,81
AtNPR1 H80Y // AtTGA7 0,44 0,07
+0,3mM SA 8,52 2,23
zu Abb. 20B zu Abb. 20C
GAL4BD // GAL4AD MW STABW GAL4BD // GAL4AAD MW STABW
pPGBTY // pGAD424 0,10 0,02 pGBTY // pGAD424 0,06 0,00
AtNIMINZ // AtNPR1 38,51 3,13 AtNIMIN1 // AtNPR1 24,75 1,20
+0,3mM SA 5,42 0,86 +0,3mM SA 5,98 1,00
AtNPR2 (386/600) // pGAD424| 0,05 0,01 AtNIMIN1 // AtNPR2 0,03 0,01
+0,3mM SA 0,08 0,02 +0,3mM SA 0,03 0,01
AtNIMIN1 // AtNPR2 (386/600)| 0,07 0,00 AINIMINZ // AINPR2 0,03 0,01
+0,3mM SA 0,10 0,01 +0,3 mM SA 0,03 0,00
AtNIMIN2 // AtNPR2 (386/600)| 0,06 0,00 AtNIMIN3 // AINPR2 0,04 0,00
+0,3mM SA 0,10 0,01 +0,3 mM SA 0,05 0,01
Zzu Abb. 21B zu Abb. 21C
GAL4BD // GAL4AD MW STABW GAL4BD // GAL4AAD MW STABW
PGBTY // pGAD424 0,12 0,03 pGBTY // pGAD424 0,46 0,07
AtNPRL1 // AtITGA2 5,94 0,32 AINPR1 // AITGA2 6,19 0,83
+0,3mM SA 8,62 1,35 +0,3 mM SA 8,85 0,64
AtNPR2 // pGAD424 0,10 0,03 AtNPR2 (386/600) // AtTGA2| 0,28 0,13
+0,3mM SA 0,17 0,08 +0,3mM SA 0,47 0,02
AtNPR?2 // AtTTGA2 2,73 0,29 AtNPR2 (386/600) // AtTGA7| 0,49 0,02
+0,3mM SA 8,70 0,37 +0,3mM SA 0,46 0,02
AtNPR2 // AtTTGA6 2,06 0,12
+0,3mM SA 12,00 0,08
AINPR2 // ATTGA3 6,00 1,08
+0,3mM SA 11,25 1,45
AINPR2 /| AITGAT 1,42 0,13
+0,3mM SA 13,37 1,19
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ZUAbb. 21D zu Abb. 22B

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GALAAD MW | STABW

pGBT9 // pGAD424 0,11 0,02 pPGBT9 // pGAD424 0,05 0,01

AINPR2 /| AtTGAT 9,62 1,37 AINPR3 (383/462) // AtNPR3 (463/58¢ 0,06 0,02

+0,3mM SA 40,90 | 0,16 +0,3mM SA 1,32 0,10

AINPR2 (1/467) /| AITTGA2 1,16 0,10 AINPR2 (386/467) // AtNPR2 (468/60( 0,26 0,11

+0,3mM SA 1,14 0,21 +0,3mM SA 0,22 0,02

AINPR2 (1/467) /| AITTGA3 6,50 0,25

+0,3mM SA 5,64 1,01

AINPR2 (1/467) Il AtTTGAB 1,22 0,23

+0,3mM SA 0,60 0,31

AINPR2 (1/467) Il AITTGAT7 0,75 0,25

+0,3mM SA 0,44 0,04

zu Abb. 23 zu Abb. 24B

GAL4BD // GAL4AD MW STABW GAL4BD // GAL4AAD MW STABW

pPGBTY // pGAD424 0,10 0,01 pGBTY // pGAD424 0,42 0,02

AtNIMINI // AtNPR1 40,10 1,72 AINPR3 // pGAD424 0,37 0,02

+0,3mM SA 15,89 3,11 +0,3mM SA 0,17 0,02

AtNIMIN1 // AINPR3 0,24 0,04 AINPR3 // AtTTGAG 22,74 1,00

+0,3mM SA 0,05 0,01 +0,3mM SA 8,98 0,54

AtNIMINZ // AINPR3 0,06 0,02

+0,3mM SA 0,07 0,02 zu Abb. 24D

AINIMIN3 // AtNPR3 0,15 0,01 GAL4BD // GALAAD MW STABW

+0,3mM SA 0,19 0,03 pGBT9 // pGAD424 0,05 0,01
AINPR3 // AtTGA 6 22,95 1,96

zu Abb. 24C +0,3mM SA 10,71 0,41

GAL4BD // GAL4AD MW STABW AINPR3 (1/235) // pGAD424 | 0,06 0,01

pGBT9 // pGAD424 0,85 0,06 +0,3mM SA 0,04 0,01

AINPR3 // AtTTGA2 14,96 3,17 AINPR3 (1/235) /| AtTGA2 0,09 0,04

+0,3mM SA 14,66 2,82 +0,3mM SA 0,07 0,01

'AtNPR3 // AtTTGA3 52,82 3,07 AINPR3 (1/235) /| AtTGA6 0,09 0,01

+0,3mM SA 46,36 6,04 +0,3mM SA 0,08 0,02

'AtNPR3 // AtTTGAT 33,85 2,42

+0,3mM SA 31,99 4,64
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Anhang

zu Abb. 25 zu Abb. 26B
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,04 0,01 pGBT9 // pGAD424 0,21 0,11
AINIMIN1 // AtNPR1 25,58 3,57 AtNPRA4 // pGAD424 0,25 0,04
+0,3mM SA 10,86 2,90 +0,3mM SA 0,20 0,07
AINIMIN1 // AINPR4 0,04 0,01 AINPRA4 /| AtTTGAB 7,23 1,02
+0,3mM SA 0,02 0,02 +0,3mM SA 6,19 0,77
AINIMINZ // AINPR4 0,02 0,01
+0,3mM SA 0,03 0,00 zu Abb. 26D
AtNIMIN3 // AINPR4 0,01 0,01 GAL4BD // GAL4AAD MW | STABW
+0,3mM SA 0,02 0,01 pGBT9 // pGAD424 0,09 0,02
AINPR4 /| AtTTGA2 26,68 3,23
zu Abb. 26C +0,3mM SA 21,36 2,56
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW AINPR4 (1/185) // pGAD424 0,06 0,01
pPGBTY // pGAD424 0,56 0,04 +0,3mM SA 0,06 0,01
AINPR4 /| AITTGA2 23,23 2,81 AINPR4 (1/185) /| AtTGA2 0,07 0,01
+0,3mM SA 19,49 1,55 +0,3mM SA 0,10 0,02
AINPR4 /| AtTTGA3 14,03 3,11 AINPR4 (1/185) // AtTTGA6 0,09 0,02
+0,3mM SA 15,04 1,82 +0,3mM SA 0,08 0,01
'AtNPR4 /| ATTGA7 5,33 1,26
+0,3mM SA 11,78 1,15 Zu Abb. 26E
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 0,09 0,02
AINPR4 /| AtTTGA2 26,68 3,23
+0,3mM SA 21,36 2,56
AINPR4 (183/574) // pGAD424 | 0,07 0,00
+0,3mM SA 0,07 0,01
AtNPR4 (183/574) /| AtTGA2 0,07 0,01
+0,3mM SA 0,07 0,00
AINPR4 (183/574) /| AtTGAB 0,07 0,01
+0,3mM SA 0,09 0,00
Zu Abb. 27A zu Abb. 27C
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 0,24 0,02 pGBT9 // pGAD424 0,14 | 0,02
AINIMIN2 / AINPR1 // AtTGA2 3,62 0,28 AINIMIN2 / AtNPR1 // AtTTGA2 | 2,85 | 0,32
+0,3mM SA 4,97 0,90 +0,3mM SA 3,67 | 0,32
+0,5 mM SA 3,81 0,95 AINIMIN2 / AtNPR3 // AtTGA2| 0,11 | 0,00
+0,75 mM SA 4,48 0,98 +0,3mM SA 0,15 | 0,01
+1mMSA 2,87 0,76 AINIMIN2 / AtNPR4 // AtTTGA2| 0,08 | 0,02
+0,3mM SA 0,08 | 0,02
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Anhang

zu Abb. 27B zu Abb. 28
GAL4BD // GAL4AD MW STABW GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW
pPGBT9 // pGAD424 0,28 0,04 pGBT9 // pGAD424 0,34 | 0,02
AtNIMINL / AtNPR1 // AtTTGA2 11,85 0,31 AINPR1 // AtTGA2 16,42| 1,41
+0,3mM SA 1,81 0,17 +0,3mM SA 21,69| 2,48
AtNIMINL / AtNPR1 // AtTTGA3 18,81 3,72 AtNPR1/AINIMINL // AtTTGA2 237 | 0,25
+0,3mM SA 5,93 0,32 +0,3mM SA 2,43 | 0,97
AtNIMINL / AtNPR1 // AtTTGAT 8,73 0,53 AtNPR1/ANIMINZ // AtTTGA2 14,65| 1,95
+0,3mM SA 2,06 0,87 +0,3mM SA 11,94| 1,76
AtNIMINZ / AINPR1 // AtTTGA2 4,28 0,64 AtNPR1/AINIMINS // ATTGA2 2,44 | 0,68
+0,3mM SA 6,04 1,05 +0,3mM SA 524 | 1,18
AINIMIN2 / AINPR1 // AtTTGA3 9,49 0,92 AtNPR1/ANIMINL // AtTGA3 486 | 0,54
+0,3mM SA 10,10 0,75 +0,3mM SA 479 | 0,38
AINIMIN2 / AINPR1 // AtTTGA7 3,24 0,22 AtNPR1/AtNIMIN2Z // AtTGA3 14,25| 0,86
+0,3mM SA 3,39 0,95 +0,3mM SA 12,57| 0,89
AtNPR1/AtNIMINS // AtTGA3 486 | 1,37
+0,3mM SA 9,56 | 1,25
AtNPR1/ANIMINL // AtTTGA7 1,31 | 0,14
+0,3mM SA 243 | 0,86
AtNPR1/ANIMIN2Z // AtTTGA7 715 | 0,69
+0,3mM SA 10,73| 0,91
AtNPR1/ANIMINS // AtTTGA7 1,45 | 0,31
+0,3mM SA 2,22 | 064
Zu Abb. 29A
GAL4BD // GALAAD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 0,15 0,02 +0,3mM SA 20,99 2,63
AINPR2/- /| AtTTGA2 3,08 0,09 AtNPR2/AtNIMINL // AtTGA6 082 | 0,22
+0,3mM SA 9,91 0,69 +0,3mM SA 7,93 | 054
AINPR2/AINIMINL // AtTTGA2 | 0,34 0,10 AtNPR2/AtNIMINZ // AtTTGAB 3,58 | 0,08
+0,3mM SA 2,87 0,27 +0,3mM SA 18,21 2,38
AINPR2/AINIMINZ // AtTTGA2 | 1,58 0,26 AtNPR2/AtNIMIN3 // AtTGA6 1,01 | 0,18
+0,3mM SA 5,41 0,46 +0,3mM SA 10,66 0,49
AINPR2/AINIMING // ATTGA2 | 0,41 0,06 pGBT9 // pGAD424 0,11 | 0,01
+0,3mM SA 3,42 0,56 AINPR2/- /| AITGA7 2,06 | 0,09
pGBT9 // pGAD424 0,17 0,02 +0,3mM SA 11,45| 0,97
AINPR2/- /| AtTTGA3 9,35 0,73 AtNPR2/AtNIMIND // AtTTGA7 0,28 | 0,01
+0,3mM SA 21,29 0,47 +0,3mM SA 2,84 | 0,14
AINPR2/AINIMINL // AtTTGA3 | 2,98 0,39 AtNPR2/AINIMINZ // AtTTGA7 0,18 | 0,06
+0,3mM SA 9,99 0,38 +0,3mM SA 2,06 | 0,47
AINPR2/AINIMINZ // ATTGA3 | 7,51 0,70 AtNPR2/AtNIMIN3 // AtTTGA7 0,28 | 0,02
+0,3mM SA 24,31 1,52 +0,3mM SA 2,89 | 0,29
AINPR2/AtNIMING // AtTTGA3 | 4,70 0,67
+0,3mM SA 11,79 0,85
pGBT9 // pGAD424 0,17 0,07
AINPR2/- /| AtTTGAG 4,47 0,31
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Anhang

zu Abb. 29B zu Abb. 29C

GAL4BD // GAL4AD MW STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBT9 // pGADA424 0,46 0,06 pPGBT9 // pGAD424 0,45 0,02
AINPR3/- /| AtTTGA2 33,74 3,84 AINPRA4/- /| AtTTGA2 27,13 5,62
+0,3mM SA 29,29 2,56 +0,3mM SA 26,66 3,78
AINPR3/AINIMINL // AtTGA2 6,29 0,38 AINPR4/AINIMINL // AtTTGA2 | 5,79 0,55
+0,3mM SA 7,68 1,60 +0,3mM SA 7,37 1,18
AINPR3/AINIMINZ // AtTTGA2 | 21,54 0,81 AINPR4/AINIMINZ // AtTTGA2 | 12,00 1,65
+0,3mM SA 14,89 1,40 +0,3mM SA 25,43 3,12
AtNPR3/AtNIMINS // AtTGA2 8,90 1,05 AtNPR4/AINIMING // AtTTGA2 | 6,89 0,21
+0,3mM SA 8,78 1,49 +0,3mM SA 9,48 1,30
pPGBT9 // pGAD424 0,20 0,01 pPGBT9 // pGAD424 0,32 0,02
AINPR3/- // AtTTGA3 10,45 1,73 AINPRA4/- /| AtTTGA3 22,45 0,83
+0,3mM SA 16,36 1,16 +0,3mM SA 28,37 0,44
AINPR3/AINIMINL // AtTGA3 5,57 1,96 AtNPR4/AINIMIND // AtTTGA3 | 4,99 0,43
+0,3mM SA 11,41 1,59 +0,3mM SA 9,31 1,96
AINPR3/AINIMINZ // AtTGA3 6,14 0,89 AtNPR4/AINIMINZ // AITGA3 | 12,19 2,02
+0,3mM SA 25,34 1,08 +0,3mM SA 27,76 0,31
AINPR3/AINIMINS // AtTGA3 4,70 0,89 AtNPR4/AINIMINS // AtTTGA3 | 8,10 0,41
+0,3mM SA 9,81 1,76 +0,3mM SA 10,81 1,66
pGBT9 // pGAD424 0,26 0,02 pGBT9 // pGAD424 0,17 0,06
AINPR3/- /| AtTTGA6 18,56 0,91 AtNPRA4/- /| AtITGA6 10,20 1,19
+0,3mM SA 9,98 0,75 +0,3mM SA 14,92 0,97
AINPR3/AINIMINL // AtTGA6 3,20 0,52 AtNPR4/AINIMIND // AtTTGA6 | 1,97 0,37
+0,3 mM SA 4,26 0,85 +0,3 mM SA 2,84 0,66
AINPR3/AINIMINZ // AtTTGA6 | 10,40 1,49 AtNPR4/AINIMINZ // AtTTGAG | 4,67 1,15
+0,3mM SA 7,12 0,52 +0,3mM SA 7,82 1,35
AINPR3/AtNIMINS // AtTGA6 5,63 0,82 AtNPR4/AtNIMINS // AtTGA6 3,00 0,62
+0,3mM SA 4,09 0,24 +0,3mM SA 3,83 0,33
pGBT9 // pGAD424 0,14 0,04 pGBT9 // pGAD424 0,33 0,02
AINPR3/- /| AtTTGA7 8,34 0,66 AtNPRA4/- /| AtITGA7 9,99 0,47
+0,3mM SA 7,20 0,40 +0,3mM SA 18,04 2,60
AINPR3/AINIMINL // AtTGA7 1,59 0,55 AtNPR4/AtNIMINL // AtTTGA7 | 3,00 0,56
+0,3 mM SA 7,16 1,47 +0,3 mM SA 2,61 0,57
AINPR3/AINIMINZ // AtTTGA7 6,14 0,59 AtNPR4/AINIMINZ // AtTTGA7 | 5,54 1,43
+0,3 mM SA 9,56 1,03 +0,3 mM SA 13,20 2,09
AINPR3/AtNIMINS // AtTGA7 2,97 0,23 AtNPR4/AINIMINS // AtTTGA7 | 1,87 0,11
+0,3mM SA 9,22 0,64 +0,3mM SA 4,92 0,29
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Anhang

zu Abb. 30A

GAL4BD // GAL4AD MW STABW
pPGBTY // pGAD424 0,06 0,01
AtNIMINI // AtNPR1 33,53 3,96
+0,3mM SA 7,25 1,50
AINPR1 // pGADA424 0,05 0,00
+0,3mM SA 0,06 0,01
AINPR1 // AINPR1 0,06 0,00
+0,3mM SA 0,13 0,02
AINPR1 // AINPR2 0,07 0,01
+0,3mM SA 0,11 0,03
AINPR1 // AINPR3 0,08 0,02
+0,3mM SA 0,12 0,05
AINPR1 // AINPR4 0,07 0,01
+0,3mM SA 0,08 0,01
zu Abb. 30C

GAL4BD // GAL4AD MW STABW
pPGBTY // pGAD424 0,05 0,01
AtNIMINI // AtNPR1 18,99 1,47
+0,3mM SA 6,60 1,12
AINPR1 // AINPR2 0,05 0,01
+0,3mM SA 0,12 0,01
AINPR3 // AINPR2 0,04 0,00
+0,3mM SA 0,16 0,07
AtNPR4 // AINPR2 0,03 0,01
+0,3mM SA 0,12 0,01
zu Abb. 30E

GAL4BD // GAL4AD MW STABW
pPGBTY // pGAD424 0,21 0,11
AtNIMIN1 // AtNPR1 32,94 1,91
+0,3mM SA 3,57 0,73
AtNPR4 // AINPR4 0,05 0,01
+0,3mM SA 0,11 0,02
AtNPR4 // AINPR1 0,04 0,01
+0,3mM SA 0,02 0,00

zu Abb. 30B

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
PGBTY // pGAD424 0,05 0,01
AINIMINI // AtNPR1 18,99 1,47
+0,3mM SA 6,60 1,12
AINPR2 // AINPR2 0,04 0,01
+0,3mM SA 0,46 0,03
AINPR2 // AINPR1 0,48 0,16
+0,3mM SA 0,64 0,16
AINPR2 // AINPR3 0,03 0,00
+0,3mM SA 0,41 0,14
AINPR2 // AINPR4 0,03 0,00
+0,3mM SA 0,39 0,03
zu Abb. 30D

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,11 0,01
AINPR3 // AtTTGAB 37,73 1,77
+0,3mM SA 22,53 1,13
AtNPR3 // AINPR3 0,13 0,00
+0,3 mM SA 0,30 0,09
AINPR3 // AINPR1 0,10 0,01
+0,3 mM SA 0,16 0,01
zu Abb. 30F

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBTY // pGAD424 0,08 0,01
AINIMINI // AINPR1 30,02 3,84
+0,3mM SA 8,17 0,74
AINPR3 // AINPR4 0,06 0,02
+0,3 mM SA 0,14 0,03
AINPR4 // AINPR3 0,07 0,02
+0,3 mM SA 0,22 0,08
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Anhang

zu Abb. 31 zu Abb. 32

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GALAAD MW STABW

pPGBTY // pGAD424 0,08 0,01 pGBT9 // pGAD424 0,11 0,02

AtNIMINZ // AtNPR1 7,54 0,77 AINPR1 / ATTGA2 // pGAD424 0,08 0,01

+0,3mM SA 0,83 0,07 +0,3mM SA 0,08 0,02

AtCullin3 // pGAD424 0,09 0,02 AINPR1 / ATTGA2 // AINIMIN1pA 7,31 1,94

+0,3mM SA 0,08 0,01 +0,3mM SA 0,39 0,07

AtCullin3 // AINPR1 0,09 0,01 AINPR1 / ATTGA2 // AINPR1 0,20 0,10

+0,3mM SA 0,08 0,01 +0,3mM SA 0,34 0,02

AtCullin3 // AINPR3 0,08 0,01

+0,3mM SA 0,07 0,01 zu Abb. 33

AtCullin3 // NINPR1 0,08 0,01 GAL4BD // GALAAD MW STABW

+0,3mM SA 0,08 0,00 pPGBT9 // pGAD424 0,06 0,01
NtNPR1 // NtNPR1 16,43 0,76
+0,3mM SA 12,57 1,55
AINPR1 // NtNPR1 0,09 0,02
+0,3mM SA 0,13 0,15
AINPR3 // NINPR1 0,58 0,07
+0,3mM SA 0,37 0,13
AINPR4 // NINPR1 0,29 0,05
+0,3mM SA 0,87 0,31

zu Abb. 35A

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AAD MW STABW

pGBT9 // pGAD424 0,28 | 0,05 pPGBT9 // pGAD424 0,55 0,10

AINIMINZ // AINPR1 (DMSO) | 22,37 1,60 AINIMINZ // AINPR1 (DMSO) 29,00 2,98

+0,3mM SA 2,23| 0,74 +0,003 mM SA 28,52 2,66

+0,3mM BA 9,65| 0,86 +0,003 mM BA 30,20 6,26

+0,3mM AA 11,15 2,26 +0,003 mM AA 31,94 5,79

+0,3 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,64 | 0,10 +0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) | 17,76 7,69

+0,3 mM 4-CB (DMSO) 1,88 | 0,38 +0,003 mM 4-CB (DMSO) 30,84 6,06

+0,3 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,72| 0,11 +0,003 mM 3,5-DCB (DMSO) | 24,45 1,16

pPGBTY // pGAD424 0,29| 0,03

AtNIMINZ // AtNPR1 (DMSO) | 23,52| 1,73

+0,03 mM SA 13,64 1,21

+0,03 mM BA 24,22 4,29

+0,03 mM AA 23,94| 3,61

+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 356 | 1,14

+0,03 mM 4-CB (DMSO) 10,61 1,39

+0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 340| 0,31
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Anhang

zu Abb. 35B zu Abb. 35C

GAL4BD /| GAL4AAD | MW | STABW GAL4BD /| GAL4AD MW STABW
AINIMINZ // AINPR1 | 25,65 4,09 AtNIMIN2 // AtNPR1 (DMSO) 20,33 0,95

+0,3mM SA 3,75 1,45 + 0,1 mM 3,5-DCA (DMSO) 1,42 0,24

+ 0,18 mM SA 6,84 0,73 +0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 4,92 1,21

+ 0,1 mM SA 8,14 0,61 + 0,01 mM 3,5-DCA (DMSO) 7,87 0,39

+ 0,05 mM SA 13,45 2,53 + 0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) 17,03 0,53

+0,03 mM SA 17,38 2,64 + 0,001 mM 3,5-DCA (DMSO) 21,63 0,50

+0.018 mM SA 17,11 2,18 + 0,0003 mM 3,5-DCA (DMSO) 21,51 0,65

+ 0,01 mM SA 22,17) 1,52 + 0,0001 mM 3,5-DCA (DMSO) 30,14 0,44

+ 0,003 mM SA 30,12 2,54

+ 0,001 mM SA 31,59 3,28

zu Abb. 37

GAL4BD /| GAL4AAD MW | STABW GAL4BD /| GAL4AAD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 0,22 0,01 pGBT9 // pGAD424 0,32 0,02
AtNIMINZ2 // AtNPR1 (DMSO) 19,83 0,88 AtNIMIN2 // AtINPR1 (DMSO) 43,68 4,48
+0,3mM SA 3,71 1,14 +0,003 mM SA 38,99| 3,42
+0,3mM BTH (DMSO) 14,00, 2,34 +0,003 mM BTH (DMSO) 31,49| 3,44
+ 0,3 mM Acibenzolarsaur@®Ms0O) | 8,43 1,18 + 0,003 mM Acibenzolarsaure (DMS( 38,01 6,45
+0,3 mM INA (DMSO) 10,78 3,63 +0,003 mM INA (DMSO) 36,93| 4,08
pGBT9 // pGAD424 0,36 0,04

AtNIMIN2 // AINPR1 (DMSO) 32,31 2,56

+0,03 mM SA 15,26 3,52

+ 0,03 mM BTH (DMSO) 27,90, 6,18

+ 0,03 mM Acibenzolarsauremso) | 19,92 5,62

+ 0,03 mM INA (DMSO) 17,50 1,15

zu Abb. 38A zu Abb. 38B

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 0,21 0,02 pGBT9 // pGAD424 0,15 0,02
AINIMIN1 / AtINPR1 // AtTGA2 pwmso) | 10,64 0,35 AtNIMIN1 / AtNPR1 // AtTGA3 (bmso) | 16,59 1,10
+0,3 mM SA 2,40 0,30 +0,3mM SA 4,80 0,52
+0,3 mM BA 6,75 0,37 +0,3 mM BA 8,38 0,63
+0,3 mM 4-OH BA 10,47 0,27 + 0,3 mM 4-OH BA 15,10 1,17
+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 215| 0,13 +0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 443 | 0,64
+ 0,03 mM 4-CB (DMSO) 7,63 0,58 +0,03 mM 4-CB (DMSO) 12,36| 1,35
AINIMINZ2 / AtINPR1 // AtTGA2 pwsoy | 6,24 0,40 AtNIMIN2 / AtNPR1 // AtTGA3 (bmso) | 5,75 1,69
+0,3mM SA 6,30 0,67 +0,3mM SA 6,93 2,58
+0,3 mM BA 6,58 0,74 +0,3 mM BA 4,09 0,39
+ 0,3 mM 4-OH BA 5,37 0,49 + 0,3 mM 4-OH BA 6,70 0,70
+ 0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 4,06 0,83 +0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 3,38 0,49
+0,03 mM 4-CB (DMSO) 535| 0,78 +0,03 mM 4-CB (DMSO) 6,15 | 1,86
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Anhang

zu Abb. 38C

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW

pPGBT9 // pGAD424 0,08| 0,01

ANNIMINL / AtNPR1 // AtTTGA7 (DMSO) | 2,87 | 0,41

+0,3mM SA 0,43 | 0,24

+0,3mM BA 1,79 | 0,24

+0,3 mM 4-OH BA 3,02| 0,16

+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,77 0,12

+0,03 mM 4-CB (DMSO) 2,69 0,21

AtNIMINZ / AtNPR1 // AtTTGA7 (DMSO) | 1,02 | 0,10

+0,3mM SA 2,15| 0,36

+0,3mM BA 1,93| 0,15

+0,3 mM 4-OH BA 159 | 0,14

+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 1,58 | 0,03

+0,03 mM 4-CB (DMSO) 143| 0,24

zu Abb. 39B zu Abb. 39C

GAL4BD // GAL4AD MW STABW GAL4BD /| GAL4AD MW STABW

PGBTY // pGAD424 0,11 0,02 AtNPR2 // AtTTGA7 4,55 0,59

AINPR?2 // AtTTGAT 9,62 1,37 +0,3mM SA 21,29 0,73

+0,3mM SA 40,90 0,16 +0,18 mM SA 19,95 0,76

AtNPR2 R432K// AtTTGA7 7,95 1,69 +0,1 mM SA 20,86 0,36

+0,3mM SA 6,95 1,13 +0,05 mM SA 19,23 0,36
+0,03 mM SA 17,05 0,42
+0,018 mM SA 12,84 0,69
+0,01 mM SA 11,14 0,46
+0,003 mM SA 7,40 0,27
+0,001 mM SA 5,13 0,94

zu Abb. 40B

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW

PGBTY // pGAD424 0,14 | 0,02

AtNPR3 (383/462) // AINPR3 (463/586) 0,19 | 0,04

+0,3mM SA 6,26 | 1,07

AtNPR3 (383/462) // AINPR3 (463/586) F502/50] 0,14 | 0,03

+0,3mM SA 0,10 | 0,02
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Anhang

zu Abb. 41A Zu Abb. 41B

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW
AINPR3 (383/462) // AINPR3

pGBT9 // pGAD424 0,13| 0,01 (463/586) 0,13 0,01

AtNPR3 (383/462) // AtINPR3 (463/586) | 0,15 | 0,01 +0,3mM SA 4,22 0,46

+0,3mM SA 1,32 0,47 + 0,18 mM SA 2,72 0,14

+0,3 mM BA 0,41 0,11 +0,1 mM SA 1,96 0,08

+0,3mM AA 0,24 | 0,04 + 0,05 mM SA 1,11 0,15

+0,3 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,85| 0,26 +0,03 mM SA 0,71 0,18

+0,3 mM 4-CB (DMSO) 0,05| 0,02 + 0,018 mM SA 0,60 0,06

+0,3 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,65| 0,14 + 0,01 mM SA 0,30 0,06
+ 0,003 mM SA 0,20 0,01

pGBT9 // pGAD424 0,12 0,00 + 0,001 mM SA 0,20 0,02

AtNPR3 (383/462) // AtINPR3 (463/586) | 0,16 | 0,02

+0,03 mM SA 0,35| 0,12 zu Abb. 41C

+0,03 mM BA 0,25 | 0,02 GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
AtNPR3 (383/462) // AINPR3

+0,03 mM AA 0,13 | 0,02 (463/586) 0,19 0,05

+ 0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 1,71 0,66 + 0,0003 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,23 0,02

+ 0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,15| 0,03 + 0,001 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,40 0,16

+ 0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 1,37 0,78 + 0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) 1,78 0,54
+ 0,005 mM 3,5-DCA (DMSO) 3,38 0,56

pGBT9 // pGAD424 0,08 | 0,01 + 0,007 mM 3,5-DCA (DMSO) 4,28 0,42

AtNPRS3 (383/462) // AtINPR3 (463/586) | 0,13 | 0,02 + 0,01 mM 3,5-DCA (DMSO) 5,37 0,22

+ 0,003 mM SA 0,15| 0,04 + 0,018 mM 3,5-DCA (DMSO) 6,29 0,64

+ 0,003 mM BA 0,13 | 0,03 + 0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 6,77 0,73

+ 0,003 mM AA 0,14 | 0,02 + 0,05 mM 3,5-DCA (DMSO) 7,63 0,60

+ 0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) 1,71 0,33 + 0,1 mM 3,5-DCA (DMSO) 7,29 0,68

+ 0,003 mM 4-CB (DMSO) 0,16 | 0,03

+ 0,003 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,72 0,14

zu Abb. 42

GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW  GAL4BD // GAL4AD MW | STABW

pGBT9 // pGAD424 0,06 0,00 pGBT9 // pGAD424 0,07 0,01

AtNPR3 (383/462) /| AINPR3

AtNPR3 (383/462) // AtNPR3 (463/58¢ 0,12 0,02 (463/586) 0,17 0,03

+0,3mM SA 2,07 0,65 + 0,003 mM SA 0,18 0,04

+0,3 mM BTH (DMSO) 0,13 0,04 + 0,003 mM BTH (DMSO) 0,17 | 0,04

+ 0,3 mM Acibenzolarsdure (DMSO) | 1,41 0,44 + 0,003 mM Acibenzolarsaure (DMS( 0,17 0,03

+ 0,3 mM INA (DMSO) 0,43 0,16 + 0,003 mM INA (DMSO) 0,18 | 0,04

pGBT9 // pGAD424 0,07 0,01

AtNPR3 (383/462) // AtNPR3 (463/58¢ 0,12 0,01

+0,03 mM SA 0,36 0,11

+ 0,03 mM BTH (DMSO) 0,18 0,05

+ 0,03 mM Acibenzolarsdure (DMSO)| 0,30 0,06

+ 0,03 mM INA (DMSO) 0,14 0,02
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Anhang

zu Abb. 43A zu Abb. 43B
GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 0,14| 0,03 AtNPRA4 (373/455) /| AINPR4 (456/57{ 0,05| 0,00
AtNPR4 (373/455) /| AINPR4 (456/574 0,13| 0,00 +0,3mM SA 1,38| 0,20
+0,3mM SA 1,89| 0,58 + 0,18 mM SA 1,35| 0,09
+0,3 mM BA 0,14| 0,01 + 0,1 mM SA 1,04 0,12
+0,3mM AA 0,10| 0,01 + 0,05 mM SA 0,50 0,05
+0,3 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,11| 0,02 +0,03 mM SA 0,34| 0,08
+0,3 mM 4-CB (DMSO) 0,06 0,02 + 0,018 mM SA 0,16 0,02
+0,3 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,07| 0,01 + 0,01 mM SA 0,09| 0,01
+ 0,003 mM SA 0,08 0,01
pGBT9 // pGAD424 0,11| 0,01 + 0,001 mM SA 0,07| 0,01
AtNPR4 (373/455) /| AINPR4 (456/574 0,10| 0,03
+0,03 mM SA 0,29| 0,10 zu Abb. 44
+0,03 mM BA 0,08| 0,00 GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW
+0,03 mM AA 0,07 0,01 pGBT9 // pGAD424 0,11| 0,01
+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,10| 0,01 AtNPRA4 (373/455) /| AINPR4 (456/57{ 0,11| 0,01
+ 0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,06| 0,01 +0,3 mM SA 2,78| 0,29
+ 0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,10| 0,04 +0,3 mM BTH (DMSO) 0,22| 0,05
+ 0,3 mM Acibenzolarsaure (DMSO) | 0,58| 0,04
pPGBT9 // pGAD424 0,10| 0,02 +0,3 mM INA (DMSO) 0,32| 0,07
AtNPR4 (373/455) // AINPR4 (456/574 0,11| 0,05
+0,003 mM SA 0,15| 0,07 pGBT9 // pGAD424 0,07| 0,02
+ 0,003 mM BA 0,09 0,01 AtNPR4 (373/455) // AtNPR4 (456/574 0,11 0,03
+0,003 mM AA 0,07| 0,02 +0,03 mM SA 0,66 0,07
+ 0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,06| 0,03 + 0,03 mM BTH (DMSO) 0,13| 0,02
+ 0,003 mM 4-CB (DMSO) 0,09| 0,02 + 0,03 mM Acibenzolarsaure (DMSQO] 0,15 0,03
+ 0,003 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,06| 0,01 + 0,03 mM INA (DMSO) 0,13| 0,01
pPGBT9 // pGAD424 0,07| 0,01
AtNPR4 (373/455) /| AtNPR4 (456/574 0,12 0,04
+0,003 mM SA 0,15| 0,03
+ 0,003 mM BTH (DMSO) 0,12 0,02
+ 0,003 mM Acibenzolarsdure (DMS( 0,21| 0,03
+ 0,003 mM INA (DMSO) 0,23| 0,01

zu Abb. 45B

GAL4BD // GALAAD MW STABW
pGBT9 // pGAD424 0,06 0,03
AINPR4 (373/455) /| AINPRA4 (456/574) 0,05 0,01
+0,3mM SA 1,50 0,16
AINPR4 (373/455) K418R // AINPR4 (456/574) 0,05 0,00
+0,3mM SA 2,47 0,38

238




Anhang

zu Abb. 45C

GAL4BD // GAL4AD MW STABW

AtNPRA4 (373/455) K418R // AINPR4 (456/574) 0,05 0,01

+0,3mM SA 0,83 0,07

+0,18 mM SA 0,72 0,04

+0,1 mM SA 0,48 0,05

+0,05 mM SA 0,36 0,02

+0,03mM SA 0,19 0,05

+0,018 mM SA 0,13 0,04

+0,01 mM SA 0,05 0,03

+0,003 mM SA 0,06 0,01

+0,001 mM SA 0,05 0,02

zu Abb. 45D

GAL4BD // GAL4AD MW STABW

pPGBT9 // pGAD424 0,06 0,03

AtNPRA4 (373/455) /| AINPR4 (456/574) 0,05 0,01

+0,3mM SA 1,50 0,16

AtNPRA4 (373/455) R419K // AINPR4 (456/574) 0,06 0,01

+0,3mM SA 0,08 0,02

Zu Abb. 45E

GAL4BD // GAL4AD MW STABW

pPGBT9 // pGAD424 0,15 0,01

AtNPRA4 (373/455) /| AINPR4 (456/574) 0,15 0,01

+0,3mM SA 2,11 0,15

AtNPRA4 (373/455) K418R R419K // AtNPR4 (456/57 0,15 0,02

+0,3mM SA 0,11 0,03

Zu Abb. 46 zu Abb. 46

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBT9 // pGAD424 0,11| 0,04 pPGBTY // pGAD424 0,07| 0,00
AtNPR1 (387/467) // AINPR1 (468/59] 0,09 | 0,01 AINPR1 (387/467) /| AINPR1 (468/59] 0,07| 0,01
+0,3mM SA 0,11| 0,02 +0,3mM SA 0,09/ 0,02
AtNPR?2 (386/467) // AINPR2 (468/60( 0,33 | 0,04 AINPR2 (386/467) /| AINPR2 (468/60( 0,43| 0,07
+0,3mM SA 0,26| 0,06 +0,3mM SA 0,22| 0,04
AtNPR3 (383/462) // AINPR3 (463/58( 0,11 | 0,02 AtNPR3 (383/462) // AINPR3 (463/58( 0,11| 0,01
+0,3mM SA 2,19 | 0,46 +0,3mM SA 1,65| 0,17
AtNPRA4 (373/455) /| AINPR4 (456/57{ 0,10 | 0,00 AtNPR4 (373/455) /| AINPR4 (456/574 0,08| 0,03
+0,3mM SA 1,76 | 0,29 +0,3mM SA 2,09/ 0,16
AtNPR1 (387/467) // AINPR2 (468/60( 0,11 | 0,01 AtNPR3 (383/462) /| AINPR2 (468/60( 0,14| 0,03
+0,3mM SA 0,07| 0,00 +0,3mM SA 0,08| 0,00
AtNPR1 (387/467) // AINPR3 (463/58( 0,16 | 0,05 AtINPR4 (373/455) /| AINPR2 (468/60( 0,07| 0,01
+0,3mM SA 0,07| 0,02 +0,3mM SA 0,03| 0,00
AtNPR1 (387/467) /| AtNPR4 (456/57{ 0,08 | 0,02

+0,3mM SA 0,05| 0,02
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Anhang

zu Abb. 46A zu Abb. 46B

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
PGBTY // pGAD424 0,14| 0,02 PGBTY // pGAD424 0,14| 0,03
AtNPR?2 (385/467) // AINPR1 (468/59] 0,64 | 0,23 AtNPR3 (383/462) // AINPR1 (468/59{ 0,13| 0,04
+0,3mM SA 21,74| 3,21 +0,3mM SA 3,35| 0,24
+0,3mM BA 16,35 2,30 +0,3mM BA 0,68| 0,08
+0,3mM AA 7,12| 2,05 +0,3mM AA 0,29| 0,04
+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 19,54 1,89 +0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 2,11| 0,14
+0,03 mM 4-CB (DMSO) 6,71| 1,69 +0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,17| 0,07
+0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 15,17| 2,03 +0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 1,02| 0,22
zu Abb. 46C zu Abb. 46D

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
PGBTY // pGAD424 0,08| 0,01 PGBTY9 // pGAD424 0,05| 0,01
AtNPRA4 (373/455) // AINPR1 (468/59{ 0,09| 0,00 AtNPR2 (385/467) I/ AINPR3 (463/58( 0,42| 0,23
+0,3mM SA 2,12| 0,28 +0,3mM SA 2,51| 0,45
+0,3mM BA 2,04| 013 +0,3mM BA 1,28/ 0,15
+0,3mM AA 0,87| 0,10 +0,3mM AA 0,85| 0,20
+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 2,34| 0,09 +0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 464| 0,45
+0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,21| 0,02 +0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,99| 0,20
+0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 1,15| 0,11 +0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 2,69| 0,55
Zu Abb. 46E Zu Abb. 46F

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBT9 // pGAD424 0,13| 0,01 PGBTY // pGAD424 0,06/ 0,01
AINPR3 (383/462) // AtNPR3 (463/58( 0,15| 0,01 AINPR4 (373/455) // AINPR3 (463/58( 0,07| 0,00
+0,3mM SA 1,32| 0,47 +0,3mM SA 0,92| 0,18
+0,3mM BA 0,41| 0,11 +0,3mM BA 0,15/ 0,01
+0,3mM AA 0,24| 0,04 +0,3mM AA 0,12 0,00
+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 1,71| 0,66 +0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 1,07| 0,12
+0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,15| 0,03 +0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,08| 0,04
+0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 1,37| 0,78 +0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,14| 0,01
zu Abb. 46 G zu Abb. 46H

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
PGBTY // pGAD424 0,10| 0,02 PGBT9 // pGAD424 0,09| 0,02
AtNPR?2 (385/467) // AINPR4 (456/57{ 0,55| 0,17 AtNPR3 (383/462) // AINPR4 (456/57{ 0,13 0,01
+0,3mM SA 2,38| 0,32 +0,3mM SA 2,80| 0,15
+0,3mM BA 0,68 0,23 +0,3mM BA 0,24| 0,08
+0,3mM AA 0,42| 0,06 +0,3mM AA 0,18| 0,02
+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 7,32| 0,98 +0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 1,25/ 0,11
+0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,73| 0,03 +0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,18| 0,02
+0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 2,88| 0,60 +0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,17| 0,00

240




Anhang

zu Abb. 461

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBT9 // pGAD424 0,14| 0,03
AtNPR4 (373/455) // AINPRA4 (456/57{ 0,13| 0,00
+0,3mM SA 1,89| 0,58
+0,3mM BA 0,14 0,01
+0,3mM AA 0,10 0,01
+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,10 0,01
+0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,06 0,01
+0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,10 0,04
Zzu Abb. 48A

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 0,37| 0,04
NtNPR1 (386/465) // NtNPR1 (466/58| 1,47 | 0,11
+0,3 mM SA 30,74 2,00
+0,3 mM BA 38,33| 5,67
+0,3 mM AA 26,72| 2,98
+0,3 mM 3,5-DCA (DMSO) 8,61| 3,26
+0,3 mM 4-CB (DMSO) 20,12 1,87
+0,3 mM 3,5-DCB (DMSO) 14,89 4,40
+0,3mM CA (DMSO) 3,42 | 0,20
pGBT9 // pGAD424 0,37| 0,09
NtNPR1 (386/465) // NtINPR1 (466/58| 1,50 0,27
+0,03 mM SA 30,92| 6,07
+0,03 mM BA 30,28| 5,34
+0,03 mM AA 6,71 0,63
+ 0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 33,34 6,33
+ 0,03 mM 4-CB (DMSO) 15,26/ 0,80
+ 0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 23,63| 11,45
+ 0,03 mM CA (DMSO) 2,40 0,38
pGBT9 // pGAD424 0,32| 0,06
NtNPR1 (386/465) // NtINPR1 (466/58| 1,03 0,11
+0,003 mM SA 14,60 0,94
+ 0,003 mM BA 17,59 3,51
+0,003 mM AA 1,23 0,07
+ 0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) 25,59 4,38
+0,003 mM 4-CB (DMSO) 9,44 | 1,83
+ 0,003 mM 3,5-DCB (DMSO) 18,37 6,30
+0,003 mM CA (DMSO) 1,10| 0,22

zu Abb. 48B

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pGBTO // pGAD424 0,55| 0,03
NtNIMIN2a // NtNPR1 43,71 1,59
+0,3 mM SA 0,64| 0,03
+0,3 mM BA 062| 0,14
+0,3 mM AA 0,60| 0,18
+0,3 mM 3,5-DCA (DMSO) | 0,36| 0,05
+0,3 mM 4-CB (DMSO) 0,56 | 0,07
+0,3mM 3,5-DCB (DMSO) | 0,46| 0,18
pGBTO // pGAD424 0,50 | 0,04
NtNIMIN2a // NtNPR1 43,12 5,11
+0,03 mM SA 457| 1,09
+0,03 mM BA 1,36 | 0,19
+0,03 mM AA 29,29 6,27
+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) | 0,68 | 0,10
+0,03 mM 4-CB (DMSO) 3,41| 0,26
+0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) | 1,36 | 0,39
pGBTO // pGAD424 0,27 | 0,09
NtNIMIN2a // NtNPR1 33,05 5,43
+0,003 mM SA 8,13 | 0,92
+0,003 mM BA 522| 0,95
+0,003 MM AA 37,98/ 1,90
+0,003 mM 3,5-DCA (DMSO] 3,80 | 0,55
+0,003 MM 4-CB (DMSO) | 14,22| 1,84
+0,003 mM 3,5-DCB (DMSO] 6,26 | 0,21
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Anhang

zu Abb. 49A zu Abb. 49B
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW  GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW
NtNIMIN2a // NINPR1 49,54| 5,40 NtNPR1 (386/465) // NtNPR1 (466/588) | 0,95 0,09
+0,00001 mM SA 4761 2,95 +0,0001 mM SA 2,88 0,06
+0,00003 mM SA 49,06| 7,97 +0,0002 mM SA 3,73 0,21
+0,0001 mM SA 43,70 2,94 +0,0005 mM SA 7,67 0,25
+0,0002 mM SA 40,21 2,71 +0,001 mM SA 9,52 0,77
+0,0005 mM SA 32,16| 0,97 +0,003 mM SA 13,55| 1,09
+0,001 mM SA 19,97| 1,34 + 0,005 mM SA 19,05| 0,86
+0,003 mM SA 15,42| 2,17 +0,01 mM SA 22,20 1,57
+0,01 mM SA 8,92 | 0,79 +0,03mM SA 2407 212
+0,03 mM SA 496 | 1,83 +0,1 mM SA 27,81| 1,47
+0,3mM SA 2535| 1,06
zu Abb. 49A zu Abb. 49B
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW  GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
NtNPR1 (386/465) // NtNPR1 (466/588)
NtNIMIN2a // NtNPR1 (DMSO) | 40,63| 2,00 (DMSO) 1,08 0,02
+0,00001 mM 3,5-DCA (DMSO)| 34,24 2,91 +0,00001 mM 3,5-DCA (DMSO) 2,37 0,18
+0,00003 mM 3,5-DCA (DMSO)| 34,98| 3,82 +0,00003 mM 3,5-DCA (DMSO) 3,01 0,75
+0,0001 mM 3,5-DCA (DMSO) | 21,80 4,45 +0,0001 mM 3,5-DCA (DMSO) 3,82 1,50
+0,0002 mM 3,5-DCA (DMSO) | 18,71| 3,38 +0,0002 mM 3,5-DCA (DMSO) 5,38 1,32
+0,0005 mM 3,5-DCA (DMSO) | 14,56 0,49 +0,0005 mM 3,5-DCA (DMSO) 1155| 1,84
+0,001 mM 3,5-DCA (DMSO) | 8,34 | 2,43 + 0,001 mM 3,5-DCA (DMSO) 18,82| 1,78
+0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) | 8,17 | 1,08 +0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) 25,13| 0,93
+ 0,01 mM 3,5-DCA (DMSO) 519 | 2,62 + 0,01 mM 3,5-DCA (DMSO) 29,50 2,32
+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,25| 0,06 +0,03mM 3,5-DCA (DMSO) 3533| 2,82
zu Abb. 49C
GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW STABW
NtNPR1 // pGAD424 0,19 | 0,03 NtNPR1 // pGAD424 0,08 0,01
+0,00001 mM SA 0,22 | 0,02 +0,00001 mM BA 0,08 0,02
+0,00003 mM SA 0,27 | 0,06 +0,00003 mM BA 0,09 0,02
+0,0001 mM SA 0,47 | 0,06 +0,0001 mM BA 0,14 0,02
+0,0002 mM SA 0,66 | 0,13 +0,0002 mM BA 0,25 0,04
+0,0005 mM SA 0,86 | 0,13 +0,0005 mM BA 0,37 0,05
+ 0,001 mM SA 1,11| 0,16 +0,001 mM BA 0,63 0,04
+0,003 mM SA 1,32 | 0,07 +0,003 mM BA 0,77 0,09
+0,01 mM SA 1,67 | 0,14 +0,01 mM BA 0,81 0,07
+0,03 mM SA 1,46 | 0,13 +0,03mM BA 0,91 0,10
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Anhang

GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW

NtNPR1 // pGAD424 (DMSO| 0,15 0,02

+ 0,00001 mM 3,5-DCA 0,27 0,09

+ 0,00003 mM 3,5-DCA 0,36 0,09

+ 0,0001 mM 3,5-DCA 0,57 0,14

+ 0,0002 mM 3,5-DCA 0,89 0,18

+ 0,0005 mM 3,5-DCA 0,99 0,15

+ 0,001 mM 3,5-DCA 1,37 0,08

+ 0,003 mM 3,5-DCA 1,56 0,02

+ 0,01 mM 3,5-DCA 1,80 0,13

+0,03mM 3,5-DCA 2,00 0,19

zu Abb. 50A zu Abb. 50B

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 0,06 | 0,03 pGBT9 // pGAD424 0,05| 0,02
NtNPR1 (386/465) // NtINPR1 (466/58| 1,13 0,22 NtNIMIN2a // NtNPR1 (DMSO) 16,91 0,40
+0,3mM SA 32,58 1,76 +0,3mM SA 0,20| 0,02
+0,3mM BTH (DMSO) 2548| 2,12 +0,3mM BTH (DMSO) 446| 1,55
+ 0,3 mM Acibenzolarsaure (DMSO) | 36,20 2,26 + 0,3 mM Acibenzolarsaure (DMSO) | 0,41 0,04
+0,3 mM INA (DMSO) 30,15 2,31 +0,3 mM INA (DMSO) 0,72 0,02
pGBT9 // pGAD424 0,19| 0,04 pGBT9 // pGAD424 0,27 | 0,00
NtNPR1 (386/465) // NtINPR1 (466/58| 1,13 0,08 NtNIMIN2a // NtINPR1 (DMSO) 40,47 5,93
+0,03 mM SA 34,60 4,32 +0,03 mM SA 8,00 2,53
+0,03 mM BTH (DMSO) 9,32| 1,50 +0,03 mM BTH (DMSO) 28,24 2,85
+ 0,03 mM Acibenzolarsdure (DMSO] 17,64| 2,25 + 0,03 mM Acibenzolarsaure (DMSO| 10,17 3,04
+0,03 mM INA (DMSO) 6,59 | 0,95 +0,03 mM INA (DMSO) 24,74 3,15
pGBT9 // pGAD424 0,16 | 0,01 pGBT9 // pGAD424 0,40| 0,01
NtNPR1 (386/465) // NtINPR1 (466/58| 1,03 0,07 NtNIMIN2a // NtNPR1 (DMSO) 42,86| 6,76
+ 0,003 mM SA 11,36 1,60 + 0,003 mM SA 10,27 1,14
+ 0,003 mM BTH (DMSO) 1,29 0,37 + 0,003 mM BTH (DMSO) 41,34 2,56
+ 0,003 mM Acibenzolarsaure (DMS( 7,64 | 0,95 + 0,003 mM Acibenzolarsaure (DMS( 21,19/ 5,90
+ 0,003 mM INA (DMSO) 1,21 0,21 + 0,003 mM INA (DMSO) 49,92 1,89
Zzu Abb. 51A zu Abb. 51B

GAL4BD /| GAL4AD MW | STABW GAL4BD /| GAL4AAD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 1,07 0,11 pGBT9 // pGAD424 0,21 0,10
NtNPR1 (386/465) // NINPR1 (466/58| 1,96 0,31 NtNIMIN2a // NtINPR1 24,51 1,79
+0,3 mM SA 17,14 3,49 +0,3 mM SA 0,61 0,19
+0,3 mM BA 24,74 2,66 + 0,3 mM R-Aminobuttersaure 2522| 1,65
+ 0,3 mM R-Aminobuttersaure 1,02| 0,32

+ 0,3 mM Pipecolinsadure 0,99| 0,10

+ 0,3 mM Azelainsaure (DMSO) 1,10| 0,29
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Anhang

zu Abb. 53A

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW  GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pPGBT9 // pGAD424 0,05| 0,00 pPGBT9 // pGAD424 0,08| 0,01
NtNIMIN2a // NINPR3 0,73| 0,32 NtNIMIN2a // NINPR3 1,16 | 0,35
+0,3mM SA 0,04| 0,00 +0,003 mM SA 0,22 | 0,02
+0,3mM BA 0,02| 0,01 +0,003 mM BA 0,10 | 0,02
+0,3mM AA 0,05| 0,01 +0,003 mM AA 0,73| 0,21
+0,3 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,01| 0,00 +0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,13 | 0,02
+0,3 mM 4-CB (DMSO) 0,01| 0,01 +0,003 mM 4-CB (DMSO) 0,17 | 0,08
+0,3 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,01| 0,01 +0,003 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,27 | 0,05
Zu Abb. 53A

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW

pPGBT9 // pGAD424 0,08| 0,00

NtNIMIN2a // NINPR3 0,90 0,19

+0,03 mM SA 0,24| 0,07

+0,03 mM BA 0,06| 0,00

+0,03 mM AA 0,45 0,09

+0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,04/ 0,01

+0,03 mM 4-CB (DMSO) 0,04/ 0,00

+0,03 mM 3,5-DCB (DMSO) 0,08/ 0,01

zu Abb. 53B zu Abb. 53C

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW  GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
NtNIMIN2a // NINPR3 0,84| 0,05 NtNIMIN2a // NtNPR3 (DMSO) 0,61 | 0,07
+0,0001 mM SA 0,70| 0,07 +0,00001 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,65| 0,07
+0,0002 mM SA 0,55| 0,09 +0,00003 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,63 | 0,06
+0,0005 mM SA 0,46| 0,05 +0,0001 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,54 | 0,05
+0,001 mM SA 0,35| 0,05 +0,0002 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,43 | 0,08
+0,003 mM SA 0,36| 0,03 +0,0005 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,30 | 0,07
+ 0,005 mM SA 0,33| 0,06 + 0,001 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,12 | 0,05
+0,01 mM SA 0,20| 0,09 +0,003 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,10 | 0,06
+0,03 mM SA 0,12| 0,05 + 0,01 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,03| 0,01
+0,1 mM SA 0,07| 0,03 +0,03 mM 3,5-DCA (DMSO) 0,02 | 0,00
+0,3mM SA
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zu Abb. 54

GAL4BD // GAL4AD MW | STABW GAL4BD // GAL4AD MW | STABW
pGBT9 // pGAD424 0,05| 0,02 pGBT9 // pGAD424 0,11 0,01
NtNIMIN2a // NtNPR3 (DMSO) 0,66| 0,07 NtNIMIN2a // NtNPR3 (DMSO) 2,97 0,07
+0,3 mM SA 0,02| 0,01 + 0,003 mM SA 0,60 0,24
+0,3 mM BTH (DMSO) 0,09| 0,02 + 0,003 mM BTH (DMSO) 1,88 0,43
+ 0,3 mM Acibenolarsdure (DMSO) 0,06 0,01 + 0,003 mM Acibenzolarsaure (DMS(Q 1,12 0,12
+ 0,3 mM INA (DMSO) 0,07| 0,01 + 0,003 mM INA (DMSO) 2,86 0,20
pGBT9 // pGAD424 0,09| 0,01

NtNIMIN2a // NtNPR3 (DMSO) 1,75| 0,11

+0,03 mM SA 0,19| 0,10

+ 0,03 mM BTH (DMSO) 0,61| 0,06

+ 0,03 mM Acibenzolarsaur®mso) | 0,59| 0,13

+ 0,03 mM INA (DMSO) 1,28| 0,05

zu Abb. 55

GAL4BD /| GAL4AD MW STABW

pGBT9 // pGAD424 0,08 0,00

NtNPR1 (386/465) // NtINPR1 (466/588) 1,40 0,29

+0,3mM SA 14,50 1,07

1W135 1W135 0,08 0,00

+0,3mM SA 3,78 0,37

NtNPR1 (386/465) // NtNPR3 (469/588) 0,15 0,03

+0,3mM SA 0,79 0,24

1W135 1W135 0,10 0,01

+0,3mM SA 5,62 0,47

NtNPR3 (389/468) // NtINPR3 (469/588) 0,07 0,01

+0,3mM SA 0,05 0,01

NtNPR3 (389/468) 1W 135 ( 0,05 0,01

+0,3mM SA 0,05 0,02

NtNPR3 (389/468) // NtINPR1 (466/588) 0,07 0,01

+0,3mM SA 0,22 0,02

1W135 1W135 0,05 0,03

+0,3mM SA 0,05 0,01

zu Abb. 86A zu Abb. 86B

GAL4BD // GAL4AD MW STABW GAL4BD /| GAL4AD MW STABW
pGBT9 // pGAD424 0,10 0,01 pGBT9 // pGAD424 0,09 0,01
NtNIMIN1-like // NtNPR3 10,61 0,73 NtNPR3 // NtTGA2.2 3,51 0,42
+0,3mM SA 0,55 0,23 +0,3mM SA 1,44 0,28
NtNIMIN1-like // NtINPR3-INS 0,05 0,00 NtNPR3-INS // NtTGA2.2| 0,09 0,02
+0,3mM SA 0,05 0,00 +0,3mM SA 0,10 0,04
NtNIMIN2a // NtNPR3 4,85 0,48 NtNPR3 // NtTGA7 1,45 0,30
+0,3mM SA 0,08 0,03 +0,3mM SA 0,89 0,10
NtNIMIN2a // NtNPR3-INS 0,05 0,01 NtNPR3-INS // NtTGA7 0,11 0,02
+0,3 mM SA 0,04 0,01 +0,3mM SA 0,10 0,02
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lI. Messwerte der 3-Glucuronidase-Enzymaktivitatstests

zu Abb. 52A

GUS-Einheiten

zu Abb. 52B

Bezeichnung MW StabW Bezeichnung GUS-Einheiten
H.O 1,63 0,22 H-0 11,68
0,5% DMSO 10,60 | 15,90 1 mM Salicylsaure 271,45

1 mM Salicylsaure 378,01| 12,93 1 mM Benzoeséure 47,45

1 mM R-Aminobuttersaure | 144,84 30,76 0,3 mM BTH (Bion) 423,22

1 mM Pipecolinséure 218,01| 140,35

1 mM Azelainsaure 92,93 | 22,91

zu Abb. 66 A
Bezeichnung

GUS-Einheiten

1 mM Salicylsaure

1 mM Salicylsaure
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138-3/7 # 47 KO

138-3/7 # 47
90H-7/7 #49
90H-7/7 #52
90H-7/7 #53
90H-7/7 #56
90H-7/7 #58

138-3/7 # 48 KO

138-3/7 # 48
90H-7/7 #64
90H-7/7 #65
90H-7/7 #66
90H-7/7 #67
90H-7/7 #68

3,35
30,73
17,01

9,43

8,38
22,52
17,79

6,35
19,12
20,83
10,89
24,00

9,04
16,25
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lll. Klonierungsstrategien

1. Arabidopsis thaliana

1.1 Klonierungen fur das Hefe-Zwei-Hybridsystem
1.1.1 pGBTY/ bzw. pGAD424/AtNPR1(1/467)

Fur die Klonierung von pGAD424/AtNPR1(1/467) wurde zuné&chst die Sequenz von NBETRIG7)
aus dem Vektor pGBT9 mittel8amH/Sal Restriktion in den Vektor pGAD424 uberfihrt.
AnschlieRend wurde pGAD424/AtNPR1(387/467) Uber eB@mH/BstAR-Restriktion der N-
terminale Teil der GréRe 1,3 kb aus pGAD424/AtNPR1 hinzugefugt. Die SequerddNPR1(1/467)
wurde ebenfalls in den Hefevektor pGBT9 Uberfuhrt. Dies wurde mittels RBangl/ Sal Restriktion
durchgeflhrt.

1.1.2 pGBTY9/ bzw. pGAD424/AtNPR1 H80Y BTB/POZ

Die in vitro Mutagenese erfolgte lber eine Overlap-Extension-PCR. Als Matrize diente E0@8€ 1.
Verdinnung der Konstruktion pGBT9/AINPR1. Im ersten Klonierungsschritt wurdeai zw
Teilfragmente mit den Primerkombinationen nprl forward/AtNPR1H80Y reverse uN&R4-
M6/AtNPR1 H80Y forward mittels PCR amplifiziert. AnschlieBend wurden diest@mdenen
Teilfragmente als Matrizen verwendet und mit der flankierenden Primerkombinafioh
forward/AtNPR1-M6 mittels PCR verbunden. Das dabei entstandene Amplifikat wuedesn als T-
Vektor praparierten pBS(KS+)-Vektor subkloniert und mittels Sequenzieruifzieer. Im nachsten
Schritt wurde die verifizierte Insertion Ub8pd/Pmll aus dem T-Vektor isoliert und in digpe/Pmll
restringierte Konstruktion pGAD424/AtNPR1 kloniert. Die dabei entstandene KKktstr
pGAD424/AtNPR1 H80Y wurde zur Verifikation sequenziert. Mittels einBamH/Sal

Restriktionsverdaus wurde die verifizierte Insertion in den Hefevektor pGBT9 Uberfihrt.
1.1.3 pGBTY/AtNPR2(386/467) YENRV und pGAD424/AtNPR2(468/600) N1/2BD

Fur die Klonierung der Domanen von AtNPR2 wurden als erstes aus genomischer DAAhaliana

drei Teilfragmente amplifiziert. Fragment | wurde mit der PrimerkombinatibiPR2-3/-7 amplifiziert

und enthalt den Teil von Exon 2 mit dem unvollstandigen Pentaamind3&W LY A<(153% )UDJP!
[l wurde mittels der Primerkombination AtNPR2-8/-10 amplifiziert unch&hntExon 3 vollstandig.
Fragment Il wurde mit der Primerkombination AtNPR2-9/-6 amplifiziertl doeinhaltet Exon 4
ebenfalls vollstéandig. Im n&chsten Schritt wurden die Teilfragmente mitkingarbunden. Fragment

I und II mit Hilfe der flankierenden Primer AtNPR2-3 und AtNPR2-10 und Fragment Il und Idlsnitt
AINPR2-8 und AtNPRZ. Aus den so entstandem Fragmenten wurden nun die entsprechenden
DomaneQ DPSOLIL]JLHUW 'HU .ORQ PLW GHU 'RPIQH MRRPEILIFDIKLRX
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AtNPR2-3/-5 amplifiziert. Als Matrize diente dafir das Fragment. |Hir den Klon mit der
NIMIN1/NIMIN2-Bindedomane wurde die Primerkombination AtNPR2-4/-6 und das Fragirdit
als Matrize verwendet. Die jeweiligen Amplifikate wurden in den T-Vestikloniert und mittels einer
anschlielenden Sequenzierung verifiziert. Im letzten Klonierungsschrittemvudid verifizierten
Insertionen aus den T-Vektoren in die jeweiligen Hefevektoren Uberfihrt. Dagtertiber einen
BamH/Sal Restriktionsverdau. Domané\ < (1593 ZXUGH LQ -Gaktq (Berdahtt und
DomaneAl 1 %' LQ GHQ-\@kibr.

1.1.4 pGBTY/ bzw. pGAD424/AtNPR2(386/600) cT

Die Amplifizierung des C-Terminus von AtNPR2 erfolgte tUber OE-PCR, woliDbméanen
A<(1593 XQG A1 1 %'s DOV O0Dhuardt witdey ratlHif© dér-PQmerkombinationen
AtNPR2-3/AtNPR2- 1+U A<(1593 XQGIMNPRS- I+U A1 1 %'3 GLH 6HTXHQ]HQ
Domaénen fir die OE-PCR modifiziert. Das bedeutet, dass a(MBGH GHU ASeqLé&@3das
Stopcodon und am 5(-Q GH GHU A 1Sedueitz 8las Startcodon entfernt und ein tiberhangender
Nukleotidbereich angefiigt wurde. Dann wurden mittels einer weiteren PCRemiflashkierenden
Primern AtNPR2-3 und AtNPR2-6 die so entstandenen Teilfragmente Uber den Uberhangenden
Nukleotidbereich miteinander verbunden. Das Amplifikat wurde anschlieRend iekfb\subkloniert

und Uber eine Sequenzierung verifiziert. Im letzten Klonierungsschritt wurderdigierte Insertion

Uber eineBamH/Sal-Restriktion aus dem T-Vektor in die Hefevektoren pGBT9 und pGAD424
Uberfihrt.

1.1.5 pGBT9/AtNPR4(373/455) K418R R419K LERKV

Die in vitro Mutagenese erfolgte Uber eine Overlap-Extension-PCR. Als Matrize wurdé: 069
Verdinnung der Konstruktion pGBT9/AtNPR4(373/455) LEKRYV verwendet. Im erstentSetiriten
zwei Teilfragmente mit den Primerkombinationen AtNPR4-5/ -16LERKYV und AtNPR4-6/ -15LERKV
per PCR amplifiziert. AnschlieRend wurden die entstandenen Teilfragmente aleMagiwendet und

mit der flankierenden Primerkombination AtNPR4-5/ -6 mittels PCR verbundemiabasentstandene
Amplifikat wurde in den T-Vektor subkloniert und mittels einer Sequemagerverifiziert. Im
anschlieRenden Klonierungsschritt wurde die verifizierte Insertion aus deekidr mittels eines

BamH/Sal Restriktionsverdaus in den Hefevektor pGBT9 Uberfihrt.
1.1.7 pGBTY/ bzw. pGAD424/AtTGA3

Die Sequenz von AtTGAS lag als pUNI51/AtTGA3 vor. Fur die Klonierung von AtT@Adie
Hefevektoren pGAD424 und pGBT9 wurde zuerst eine PCR durchgefihrt. Die Konstruktion
PUNIS1/AtTGA3 diente hier als Matrize. Uber die Primerkombination AtTGA2- wurde die
Sequenz amplifiziert und den 3"- und 5 -Enden jeweils BamaH-Schnittstelle hinzugefiigt. Das11,

kb grofRe Amplifikat wurde in den T-Vektor subkloniert und mittels einer alefgniden Sequenzierung
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verifiziert. Die verifizierte Insertion wurde in einem anschlieBenden igtangsschritt tber einen
BamH-Restriktionsverdau in die Hefevektoren Gberfihrt. Hierfir wurden diBamitH linearisierten

Vektoren mittelscalf intestinal alkaline phosphatasdAP zuvor dephosphoryliert.
1.1.8 pGBTY/ bzw. pGAD424AtTGA7

Die Sequenz von AtTGA7 lag als pUNI5S1/AtTGA7 vor. Fur die Klonierung von ATGn die
Hefevektoren pGAD424 und pGBT9 wurde zuerst eine PCR durchgefuhrt. Die Konstruktion
PUNIS1/AtTGA7 diente hier als Matrize. Uber die Primerkombination AtTAAZ- wurde die
Sequenz amplifiziert und den 3"- und 5"-Ende jeweils BamaH-Schnittstelle hinzugefiigt. Das 1,1 kb
grofRe Amplifikat wurde in den T-Vektor subkloniert und mittels eimsichlieRenden Sequenzierung
verifiziert. Die verifizierte Insertion wurde in einem anschlieBenden igtangsschritt tber einen
BamH-Restriktionsverdau in die Hefevektoren tberfihrt. Hierfur wurden diBamtH linearisierten

Vektoren mittels CIAP zuvor dephosphoryliert.

1.2 Klonierungen fur das Hefe-Drei-Hybridsystem
1.2.1 pBD-AtNPR1/AtTGA2

Zuerst wurde der leere pBD-/- Vektor mittels eiBgil -Restriktionsverdaus linearisiert und mit CIAP
dephosphoryliert. Die Sequenz von AtTGA2 wurde Uber eirgamH-Verdau aus der
PGAD424/AtTGA2-Konstruktion isoliert. Auf Grund der gleichen Uberhange, dieldreRestriktion
mit den EnzymerBgll und BamH entstehen, konnen d&glll restringierte Vektor und daBamH
restringierte Fragment unter Verlust der Schnittstellen ligiert werdeschlielend wurde die
entstandene Konstruktion pBD-/AtTGA2 mitt@amH/Sal-Restriktion linearisiert. Die Sequenz von
AINPR1 wurde Uber eineBamH/Sal-Verdau aus der pGAD424/AtNPR1-Konstruktion isoliert und
in die BamH/Sal-restringierte Konstruktion pBD-/AtTGAZ2 kloniert.

1.2.2 pBD-AtNPR2/AtNIMIN1

Im ersten Schritt wurde die Sequenz von AtNPR2 Uber eiBamH/Sal-Verdau aus der
pGBT9/AtNPR2-Konstruktion isoliert und in d&amH/Sal-restringierten Leervektor pBD-/- in die
erstemultiple cloning siteMCS kloniert. AnschlieRend wurde die dabei entstandene pBD-AtNPR2/-
Konstruktion an der zweiten MCS mittels eirigglll -Restriktionsverdaus linearisiert und mit CIAP
dephosphoryliert. Die Sequenz von AtNIMIN1 wurde Utber eiBamH-Restriktionsverdau aus der
pGBT9/AtNIMIN1-Konstruktion isoliert und in die zweite MCS der KonstruktipBD-AtNPR2/-

kloniert.
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1.2.3 pBD-AtNPR2/AtNIMINZ2

Die pBD-AtNPR2/- Konstruktion wurde an der zweiten MCS mittels eBglH -Restriktionsverdaus
linearisiert und mit CIAP dephosphoryliert. Die Sequenz von AtNIMIN2 wurde éioenBamH-
Restriktionsverdau aus der pGBT9/AtNIMIN2-Konstruktion isoliert und i@ zweite MCS der
Konstruktion pBD-AtNPR2/- kloniert.

1.2.4 pBD-AtNPR2/AtNIMIN3

Die pBD-AtNPR2/- Konstruktion wurde an der zweiten MCS mittels eBglH -Restriktionsverdaus
linearisiert und mit CIAP dephosphoryliert. Die Sequenz von AtNIMIN3 wurde éioenBamH-
Restriktionsverdau aus der pGBT9/AtNIMIN3-Konstruktion isoliert und i@ ziweite MCS der
Konstruktion pBD-AtNPR2/- kloniert.

1.2.5 pBD-AtNPR4/AINIMIN1

Fur die Klonierung von pBD-AtNPR4/AtNIMINL diente pBD-AtNPR3/AINIMINL als
Ausgangskonstruktion. Hier wurde mittels eirgamH/Pst-Restriktionsverdaus die Sequenz von
AtNPR3 aus der ersten MCS entfernt. Die Sequenz von AtNPR4 wurde mittelsBaiméd/ Pst-
Restriktionsverdaus aus der pGBT9/AtNPR4-Konstruktion isoliert und ierdte MCS anstelle von
AtNPR3 in die Konstruktion kloniert.

1.2.6 pBD-AtNPR4/AtNIMIN2

Fur die Klonierung von pBD-AtNPR4/AtNIMIN2 diente pBD-AtNPR3/AINIMIN2 als
Ausgangskonstruktion. Hier wurde mittels eir@amH/Pst-Restriktionsverdaus die Sequenz von
AtNPR3 aus der ersten MCS entfernt. Die Sequenz von AtNPR4 wurde mittelsBaiméd/ Pst-
Restriktionsverdaus aus der pGBT9/AtNPR4-Konstruktion isoliert und ierdte MCS anstelle von
AtNPR3 in die Konstruktion kloniert.

1.2.7 pBD-AtNPR4/AtNIMIN3

Fur die Klonierung von pBD-AtNPR4/AINIMINS diente pBD-AtNPR3/AINIMIN3 als
Ausgangskonstruktion. Hier wurde mittels eirgamH/Pst-Restriktionsverdaus die Sequenz von
AtNPR3 aus der ersten MCS entfernt. Die Sequenz von AtNPR4 wurde mittelsBaiméd/ Pst-
Restriktionsverdaus aus der pGBT9/AtNPR4-Konstruktion isoliert und ierdte MCS anstelle von
AtNPR3 in die Konstruktion kloniert.

1.2.8 pBD-AtNIMIN2/AtNPR3

Ausgangskonstruktionen fur diese Klonierung waren pBD-AtNIMIN2/- und pGAD424/AtNPR3
(BamH). Die Konstruktion pBD-AtNIMINZ2/- wurde mittels ein@&glll Restriktionsverdaus linearisiert
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und die offenen Enden mittels CIAP dephosphoryliert. Die Sequenz von AtNPR3 wurds eiités
BamH Restriktionsverdaus aus der Konstruktion pGAD424/AtNPBantH) isoliert. Auf Grund der
gleichen Uberhange, die bei der Restriktion mit den EnzyBgihund BamH entstehen, knnen der
Bglll restringierte Vektor und daBamH restringierte Fragment unter Verlust der Schnittstellen ligiert

werden.
1.2.9 pBD-AtNIMIN2/AtNPR4

Ausgangskonstruktionen fir diese Klonierung waren pBD-AtNIMIN2/- und pGAD424/AtNPR4
(BamH). Die Konstruktion pBD-AtNIMIN2/- wurde mittels ein@&glll Restriktionsverdaus linearisiert
und die offenen Enden mittels CIAP dephosphoryliert. Die Sequenz von AtNPR4 wurds enités
BamH Restriktionsverdaus aus der Konstruktion pGAD424/AtNPBah(HI) isoliert. Auf Grund der
gleichen Uberhange, die bei der Restriktion mit den EnzyBagih und BamH entstehen, konnen der
Bglll restringierte Vektor und daBamH restringierte Fragment unter Verlust der Schnittstellen ligiert

werden.

2. Nicotiana tabacum

2.1 Klonierungen fur das Hefe-Zwei-Hybridsystem
2.1.1 pGBT9/ bzw. pGAD424/NgNPR1 H81Y BTB/POZ

Die in vitro Mutagenese erfolgte lber eine Overlap-Extension-PCR. Als Matrize diente E0@8 1.
Verdinnung der Konstruktion pGBT9/NgNPR1. Im ersten Klonierungsschritt wumbesi
Teilfragmente mit den Primerkombinationen NgNPR1-1 forward/NgNPR1 H81¥rsevund
NgNPR1-32 reverse/NgNPR1 H81Y forward mittels PCR amplifiziert. Arefébhd wurden die
entstandenen Teilfragmente als Matrizen verwendet und mit der flankierendenkEmitmieation
NgNPR1-1 forward/NgNPR1-32 reverse mittels PCR verbunden. Das dabei entstanuaifikak
wurde in den T-Vektor subkloniert und mittels Sequenzierung verifiziemakthsten Schritt wurde die
verifizierte Insertion UbeBamH/Std aus dem T-Vektor isoliert und in d@amH/StU restringierte
Konstruktion pGBT9/NgNPR1 kloniert. Die dabei entstandene Konstruktion pGBR&/Rg H81Y
wurde zur Verifikation sequenziert. Mittels eirg@mH/Sal Restriktionsverdaus wurde die verifizierte
Sequenz von NgNPR1 H81Y in den Hefevektor pGAD424 Uberflhrt.

2.1.2 pGBTY/ bzw. pGAD424/NgNPR1 P341S ANK

Die Ausgangskonstruktionen fur diese Klonierung stellten pGAD424/NgNPR1 und

pBS(KS+)/NgNPR1-7+1-24 P341S dar. Zunéchst wurde pBS(KS+)/NgNPR1-7+1-24 P341S mittels

Hindlll/ Sal Restriktion linearisiert. Mit denselben Enzymen wurde auch die Konstruktion
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pGAD424/NgNPR1 geschnitten und das dabei entstandene Fragment von 0,54 kb isoliert e@nd in di
linearisierte T-Vektor-Konstruktion kloniert. Dabei entstand die Konswuokti
pBS(KS+)/NgNPR1(270/588) P341S. Die Insertion wurde mittels &apH/Sal Restriktionsverdau

aus dem T-Vektor in den Hefevektor pGAD424 Uberfiihrt. Die entstandene Konstruktida avuich

einen Ndd Restriktionsverdau linearisiert und mittels CIAP dephosphoryliert. Die Kuakigin
pGAD424/NgNPR1 wurde ebenfalls nNdd restringiert. Das dabei entstandene Fragment von 0,9 kb
wurde isoliert und in die bereits dephosphorylierte Konstruktion klonigg. \I®rifizierung der
Konstruktion pGAD424/NgNPR1 P341S erfolgte Uber eine Sequenzierung. Die edsfilzisertion

der Konstruktion wurde anschlieend tber eiBamH/Sal Restriktionsverdau in den Hefevektor
pGBT9 Uberfihrt.

2.1.3 pGBTY/ bzw. pGAD424/ NtNIM1-likel Insertion c.433_443insATC TTG TCA GAT TCC

Die in vitro Mutagenese erfolgte Uber eine Overlap-Extension-PCR. Als Ausgangsmatrieceitient
1:1000 Verdinnung der Konstruktion pGBT9/NtNIM1-likel. Im ersten Schritt wurdeni zw
Teilfragmente mit den Primerkombinationen NtNIML-14/ -17 und NtNIML-16/ -15 P&R
amplifiziert. Im nachsten Schritt wurden die Teilfragmente mittels der famkden Primerkombination
NtNIML-14/ -15 via PCR verbunden. Das dabei entstandene Amplifikat wurde in den tdrVek
subkloniert und bei einer anschlie@enden Sequenzierung verifiziert. Die vedfilrisertion des T-
Vektors wurde Uber eingvisd/Bglll Restriktionsverdau isoliert. Dieses Teilstiick wurde anschlieRend
in die ebenfalls mitMsd/Bglll restringierte Konstruktion pGBT9/NtNIM1-likel kloniert. Die
Verifikation der neu entstandenen Konstruktion erfolgte tiber eine Sequenzidietitherfiihrung der
sequenzierten Insertion in den Hefevektor pGAD424 erfolgte tGber EowdlY Sal Restriktionsverdau.
Die eingebrachte Insertion in die Sequenz von NtNIM1-likel entspricht der Mutatbchemn der
CRISPR-Linie 113H-9 #19 in dé&. tomentosiformi¥ariante gefunden wurde.

2.2 Klonierungen fir das Hefe-Drei-Hybridsystem
2.2.1 pBD-NgNPR1/NtTGA2.2

Fir die Klonierung von pBD-NgNPR1/NtTGA2.2 wurde im ersten Klonierungsschriebtgrenz von
NtTGA2.2 eineBamH-Restriktionsschnittstelle am 5°- sowie am 3"-Ende per PCR hinzugefigt. Als
Matrize diente eine 1:1000 Verdinnung der Konstruktion pGAD424/NtTGA2.2 unddi&ir
Amplifikation wurde die Primerkombination NtTGA2.2-1/ -2 verwendet. Das Amglifikurde in den
T-Vektor subkloniert und durch anschlielende Sequenzierung verifiziert. Fir den n&chsten
Klonierungsschritt wurde die verifizierte Insertion mitt@samH-Restriktionsverdaus aus dem T-
Vektor isoliert und in den mittelsBglll Restriktionsverdaus linearisierten und mit CIAP

dephosphorylierten pBD-/- Vektor in die zweite&d8kloniert. Als nachstes wurde aus der Konstruktion
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Anhang

pBD-NgNPR1/NtTGA7 Uber eindBamH/Aarl Restriktionsverdau ein Fragment der Grél3e von 2,3 kb
isoliert, welches die Sequenz von NgNPR1 enthielt. Dieses Fragment wurde anschlief@énd i

ebenfalls miBamH/Aarl restringierte Konstruktion pBD-/NtTGA2.2 kloniert.
2.2.2 pBD-NgNPR1(1/465)/NtTGA7 bzw. pBD-NgNPR1/NtTGA7

Die Klonierung von pBD-NgNPR1/NtTGA7 wurde in zwei Schritten durchgefihrt, da digeBe von
NtTGA7 am C-Terminus Uber eine zusatzlichad-Schnittstelle verfligt und somit keine Klonierung
tberBamH/Sal in der ersten MCS durchgefihrt werden kann. Als Ausgangskonstruktionen dienten
pBD-NgNPR1(386/465)/NtTGA7 und pGAD424/NgNPR1. Uber éBaenH/Nhd-Restriktion wurde

der N-terminale Teil von NgNPR1 mit einer Grof3e von 1,3 kb an NgNPR1 (386/465) dangefdass

die Konstruktion pBD-NgNPR1(1/465)/NtTGA7 entstand. Anschlie3end wurde der KktistrpBD-
NgNPR1(1/465)/NtTGA7 Uber einghd/BstX-Restriktion der fehlende Teil des C-Terminus aus der
Konstruktion pBD-NgNPR1(386/588)/- angefligt.
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