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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ein zentrales Merkmal der arbuskularen Mykorrhiza (AM), einer symbiontischen In-
teraktion zwischen Pflanzenwurzeln und Bodenpilzen des Phylums Glomeromycota,
ist die durch den Pilz verbesserte Versorgung der Pflanze mit Nahrstoffen, vor allem
mit Phosphat. Die Promoteraktivitat des H*-ATPase Gens Mtha1 aus Medicago trun-
catula wurde sowohl in arbuskelhaltigen Zellen der Wurzelrinde als auch in der Fixie-
rungszone und dem Meristem von Wurzelkndlichen lokalisiert. Dies deutet darauf
hin, dass der durch die ATPase gebildete Protonengradient, nicht nur in Mykorrhizen,
sondern auch in Knéllchen am Nahrstofftransfer beteiligt sein konnte.

Zur erfolgreichen Etablierung der AM bendtigen beide Symbionten einen standigen
Signalaustausch. Wachstums- und Entwicklungsprozesse steuernde Phytohormone,
wie Abscisinsdure (ABA) und Indol-3-Buttersaure (IBA), kdnnten aufgrund eines
Konzentrationsanstiegs in mykorrhizierten Wurzeln an der AM-Bildung beteiligt sein.
Eine Veranderung der pflanzlichen Genexpression erfolgt demnach nicht nur direkt
durch AM Pilze, sondern auch Uber sekundare Effekte, wie variierende Phytohor-
mon- und veranderte Phosphatkonzentrationen. Durch die Untersuchung von
Transkriptionsprofilen wurden in Wurzeln von M. truncatula 568 Gene identifiziert, die
durch die AM Pilze Glomus mosseae, Glomus intraradices oder Gigaspora rosea,
aber nicht durch appliziertes ABA, IBA oder Phosphat reguliert werden. Geringe Ge-
meinsamkeiten der pflanzlichen Transkriptionsprofile unterstrichen dabei die physio-
logischen und morphologischen Unterschiede zwischen den Mykorrhizen, die durch
verschiedene AM Pilze gebildet werden. Die Verwendung der suppressiven subtrak-
tiven Hybridisierung in Kombination mit Makroarray-Analysen resultierte in der ldenti-
fizierung von 17 AM-regulierten Genen aus Pisum sativum, die alle bis auf eine Aus-
nahme eine Arbuskel-assoziierte Expression zeigten, aber nicht durch Interaktionen
mit dem Symbionten Rhizobium leguminosarum oder dem Wurzelpathogen Apha-
nomyces euteiches induziert wurden. Bestatigung differentieller Genexpression er-
folgte fur neun Gene im Northern Blot oder Uber semiquantitative RT-PCR. Homolo-
giesuche der Gensequenzen aus der Erbse in M. truncatula EST-Datenbanken resul-
tierte in der Identifizierung einer Familie von Trypsin-Inhibitoren, von denen funf Mit-
glieder, durch Real-Time-PCR bestatigt, eine AM-spezifische Induktion zeigten.
Demnach kann das Modell M. truncatula zur molekularen Analyse von wirtschaftlich

bedeutenden Leguminosen wie die Erbse herangezogen werden.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Einteilung der Mykorrhiza

Pflanzenwurzeln sind in der Natur mit Bodenmikroorganismen vergesellschaftet. Ist
eine solche Wechselwirkung mit einem Nutzen fur beide Partner verbunden, spricht
man von einer mutualistischen Symbiose. Mikroorganismen konnen pilzlichen oder
bakteriellen Ursprungs sein, verbessern die Vitalitdt der Pflanzen und helfen ihnen
extreme Lebensraume zu besiedeln. Zu der Gruppe der bakteriellen Symbionten
zahlen zum Beispiel die Knollchenbakterien sowie Vertreter der Aktinomyceten
(Frankia sp.), die aufgrund ihrer Fahigkeit Luftstickstoff zu fixieren, Pflanzen nach der
Kolonisierung mit diesem Nahrstoff versorgen (Pawlowski & Bisseling, 1996). Eine
Assoziation mit Bodenpilzen hingegen wirkt vor allem tber die VergroRerung der Ab-
sorptionsoberflache der Pflanzenwurzeln und verbessert auf diese Weise die Auf-
nahme vieler verschiedener Mineralstoffe. Diese als Mykorrhiza bezeichnete Symbi-
ose ist in der Umwelt sehr weit verbreitet und wegen ihrer 6kologischen Bedeutung
und ihrem Anwendungspotential in der Pflanzenproduktion ein interessantes Unter-
suchungsobijekt.

Der Begriff Mykorrhiza, der sich aus den griechischen Worten ,mykes” fur Pilz und
,rhiza“ fur Wurzel zusammensetzt, wurde von A.B. Frank im Jahre 1885 eingefuhrt
und gepragt (Frank, 1885). Aufgrund struktureller Unterschiede der Kontaktstellen
zwischen Pflanze und Pilz erfolgt die Einteilung in verschiedene Mykorrhizatypen
(Molina et al., 1992).

Die Ektomykorrhiza (ektotrophe Mykorrhiza) entsteht zwischen holzigen Angiosper-
men und Gymnospermen in Wechselwirkung mit Holobasidiomyceten, unitunikaten
Askomyceten und selten mit Zygomyceten (Smith & Read, 1997). Die Pilzhyphen der
Ektomykorrhiza umgeben die Pflanzenzellen der Wurzelrinde als Hartig Netz, ohne in
die Zellen einzudringen. Bei der Endomykorrhiza (endotrophe Mykorrhiza) hingegen
verbleiben die Pilzhyphen nicht im interzellularen Raum, sondern dringen auch in
den Apoplasten der Zellen ein, wo es dann zur Bildung verschiedener Strukturen
kommt. Die Art des Phytobionten, der pflanzliche Partner der Symbiose, ist fur eine
weitere Einteilung der Endomykorrhiza in orchidoide, ericoide, arbutoide, monotro-

poide und arbuskulare Mykorrhiza verantwortlich.
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Der haufigste Mykorrhizatyp in dieser Aufzahlung ist die arbuskulare Mykorrhiza, die
nahezu in allen terrestrischen Okosystemen vorkommt. Beschrieben wurden Funde
aus Waustenregionen (Corkidi & Rincén, 1997; Dalpé et al., 2000; Titus et al., 2002),
tropischen Regenwaldern (Brundrett et al., 1999; Gaur & Adholeya, 2002; Guadar-
rama & Alvarez-Sanchez, 1999; Siqueira & Saggin-Junior, 2001; Zhao et al., 2001),
aquatischen Habitaten (Khan, 1993) sowie aus extremen Lebensraumen mit zum
Beispiel starkem Salz- oder Gipsgehalt (Carvalho et al., 2001; Landwehr et al., 2002;
Sengupta & Chaudhuri, 2002). Etwa 80 bis 90% aller Landpflanzen kdnnen diese
spezielle Art der Mykorrhiza ausbilden, doch Familienmitglieder der Brassicaceen,
Caryophyllaceen, Chenopodiaceen, Cyperaceen, Juncaceen und Urticaceen sind
dazu nicht befahigt (Fitter & Moyersoen, 1996; Harley & Harley, 1987).

Bei der arbuskularen Mykorrhiza (AM) handelt es sich um eine sehr alte Lebensform.
Fossile Funde datieren den Ursprung auf ca. 450-500 Millionen (Ordovizium) Jahre
zuruck, noch bevor sich die ersten Samenpflanzen entwickelten (Redecker et al.,
2000; Remy et al., 1994). Zur gleichen Zeit eroberten die ersten Urformen der Bry-
ophyten terrestrische Habitate. Da noch heutige Vertreter der Pteridophyten und Bry-
ophyten Mykorrhizen ausbilden kénnen, drangt sich der Verdacht auf, dass AM Pilze
die Besiedlung des Landes entscheidend unterstitzten (Read et al., 2000; Schufler,
2000).

Seit kurzem werden AM Pilze basierend auf rRNA Sequenzanalysen in einen eige-
nen monophyletischen Stamm zusammengefasst. Die taxonomische Einordnung der
AM Pilze erfolgt daher nicht mehr innerhalb der Zygomycota, sondern im eigenen
Phylum der Glomeromycota (Schulller, 2002; SchuBler et al., 2001). Innerhalb die-
ses Phylums werden die etwa 150 Arten in die Familie der Acaulosporaceen, Gi-
gasporaceen, Glomeraceen, Paraglomeraceen, Geosiphonaceen, Diversisporaceen

oder Archaeosporaceen gegliedert (SchiufRdler, 2002).

1.2  Der Nahrstoffaustausch der arbuskularen Mykorrhiza

Die Entwicklung der AM Symbiose erfordert weitgehende Umstrukturierungen in bei-
den Partnern, welche durch einen gegenseitigen Signalaustausch eingeleitet werden.
So nehmen in der prasymbiontischen Phase der Mykorrhiza pflanzliche Faktoren,
aus den Wurzelexsudaten Einfluss auf die Hyphenentwicklung des Pilzes (Buee et

al., 2000). Aber auch pilzliche Faktoren verandern die Genexpression in der Pflanze
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(Kosuta et al., 2003). Nach physikalischem Kontakt der Hyphe mit der Epidermis der
Wirtswurzeln kommt es zur Ausbildung von Appressorien. Die alleinige Anwesenheit
der Wurzeloberflache ist ausreichend, um diesen Prozess auszuldésen (Nagahashi &
Douds, 1997). Ausgehend von den Appressorien dringen Penetrationshyphen in die
Wurzelrinde ein, beginnen die interzellulare Besiedlung der Wurzel und enden
schlieBlich mit dem Eindringen in die Kortexzellen. Wie in Abbildung 1-1 gezeigt,
kommt es dann in den Zellen zur Ausbildung baumchenartiger Hyphenstrukturen,
den so genannten Arbuskeln (Gianinazzi-Pearson & Gianinazzi, 1988). Diese pilzli-
chen Strukturen dringen dabei nicht in das Cytoplasma, sondern bleiben stets vom
Plasmalemma der Kortexzelle umgeben, die sich zur periarbuskularen Membran
formiert. Wahrend die Pflanze an den Arbuskeln Phosphat und andere Nahrstoffe
vom AM Pilz erhalt, stellt sie im Gegenzug Photoassimilate in Form von Kohlenhyd-
raten zur Verfugung (Smith & Smith, 1990).

Abbildung 1-1 Arbuskelstrukturen in Zellen des pflanzlichen Wurzelkortex (Bildquelle:
re. M. Hilber-Bodmer und R. Honegger; li. unbekannt)

Trotz des hohen Phosphatgehalts im Boden, ist aufgrund physikalischer und chemi-
scher Faktoren die Aufnahme Uber die Wurzelhaare der Pflanze limitiert. 80% des
Phosphats werden in organische Molekulle (hauptsachlich Phytinsdure) umgewan-
delt, prazipitieren als unldsliche Salze oder adsorbieren an Bodenpartikel (Holford,
1997; Richardson, 1994). Eine starke Phosphataufnahme durch die Pflanzen und ein
langsames Diffusionsverhalten des I6slichen Phosphats im Boden flhrt zu einer Aus-
laugung der Rhizosphare. Als Reaktion auf anhaltenden Phosphatmangel entwickel-
ten die Pflanzen unterschiedliche Mechanismen, um die Mobilisierung und Aufnahme

von Phosphat zu steigern. Die Sekretion von Phosphatasen, organischen Sauren
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und Protonen (Duff et al., 1991; Dunlop & Gardiner, 1983; Lefebvre et al., 1990; Lip-
ton et al., 1987), Modifizierung der Wurzelmorphologie (Lynch, 1995; Mengel & Kirk-
by, 1982) sowie die Ausbildung einer Mykorrhiza haben Einfluss auf die Adsorptions-
rate von Phosphat. Die Kolonisierung von Wurzeln durch AM Pilze ist mit der Ent-
wicklung feiner extraradikularer Hyphen verbunden, die der Pflanze eine erhdhte
Aufnahme langsam diffundierender Nahrstoffe aus dem Boden ermdglichen. Im La-
bor von Maria Harrison gelang die Klonierung von zwei H*/P-Symportern aus den
AM Pilzen Glomus versiforme und Glomus intraradices, die vermutlich an der Phos-
phataufnahme aus dem Boden beteiligt sind (Maldonado-Mendoza et al., 2001; Ver-
saw et al., 2002). Phosphate werden in den Vakuolen der extraradikularen Hyphen
als Poly- oder Orthophosphat gespeichert. Anschliel3end erfolgt der Transport, der
innerhalb des Coenocytiums nicht von Septen behindert wird, durch cytoplasmati-
sche Stromungen und bewegliche, rohrenformige Vakuolen zu den Arbuskeln. Dort
wird das anorganische Phosphat wahrscheinlich tber ein spezielles Efflux-System in
die periarbuskulare Matrix entlassen (Ashford & Allaway, 2002; Ezawa et al., 2002;
Smith et al., 2000; Smith, 2001; Uetake et al., 2002). Die Aufnahme dieser Phospha-
te in die pflanzlichen Zellen der Wurzelrinde erfordert die Aktivitat von spezifischen
Transportern. In den vergangenen Jahren konnten einige solcher Phosphattranspor-
ter aus Wurzeln von Arabidopsis thaliana (AtPT1 und AtPT2) (Muchhal et al., 1996;
Smith et al., 1997), Oryza sativa (OsPT11) (Paszkowski et al., 2002), Lycopersicon
esculentum (LePT1 und LePT2) (Daram et al., 1998; Liu et al., 1998), Solanum tube-
rosum (StPT1,StPT2 und StPT3) (Leggewie et al., 1997; Rausch et al., 2001) und
Medicago truncatula (MtPT1, MtPT2 und MtP4) (Chiou et al., 2001; Harrison et al.,
2002; Liu et al., 1998) identifiziert werden. Wahrend Gene, wie MtPT1, MtPT2, StPT1
und StPT2, durch die Entwicklung der Mykorrhizasymbiose stark reprimiert werden,
was eine Beteiligung an der Phosphataufnahme aus dem periarbuskularen Raum
ausschlief3t, konnte fur LePT1, StPT3, OsPT11 und MtPT4 eine erhohte Expression
in arbuskelhaltigen Zellen nachgewiesen werden.

Unter natlrlichen Bedingungen ist Phosphat in den Zellen der Wurzelrinde gegen-
Uber ihrer Umgebung starker konzentriert. Die Aufnahme (ber einen H*/P-Symporter
erfolgt sowohl in den extraradikularen Hyphen als auch in den arbuskelhaltigen Zel-
len gegen einen Konzentrationsgradienten und ist somit energieverbrauchend. Ein
Mechanismus fiur den aktiven Transport Uber Zellmembranen ist die Generation ei-

nes elektrochemischen Gradienten, der durch Protonen-pumpende ATPasen gene-
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riert werden kann (Briskin, 1990; Logan et al., 1997; Morsomme & Boutry, 2000). Der
postulierte katalytische Zyklus (Abbildung 1-2) der Zellmembran-gebundenen
H*-ATPase basiert auf dem Modell fiir die Na*/K*-ATPase und der Ca®*-ATPase der

Mammalia.

Apoplast ©) ® ® @

® © @ ® |2 & 2 ©)

%‘%;Q?gh Qo) "‘é Sl
f{=

3

fl =

Cytoplasma @ A B C D

Abbildung 1-2 Reaktionszyklus einer Plasmamembran-gebundenen H'-ATPase. Zu-
nachst binden Proton und ATP an das Enzym. Die Entstehung eines hochenergetischen In-
termediats basiert auf der Hydrolyse von ATP (A und B). Wahrend das Phosphat an die
H*-ATPase gebunden bleibt, wird ADP freigesetzt. Nach einer Konformationsanderung (E2-
Form) wird das Proton in den Apoplasten (C) und das organische Phosphat in das Cytoplas-
ma (D) abgegeben. Der Transporter kehrt dadurch in die E1-Form zurick.
Zwei H*-ATPasen (GmHA5 und GmPMA1) aus G. mosseae zeigten eine erhohte
Transkriptakkumulierung wahrend der Entwicklung intraradikularer Hyphen. Aber
auch in der asymbiontischen Entwicklung wird GmPMA1 stark exprimiert. Die Ge-
nexpression von GmHAS hingegen kann in dieser Wachstumsphase durch Phosphat
induziert und durch Saccharose reprimiert werden (Requena et al., 2003). Auf der
pflanzlichen Seite konnte mit cytochemischen Methoden in der periarbuskularen
Membran von mykorrhizierten Tabakpflanzen eine hohe H*-ATPase Aktivitdt nach-
gewiesen werden, die moglicherweise an der Phosphataufnahme aus der Matrix be-
teiligt ist (Gianinazzi-Pearson et al., 1991). Expressionsanalysen in Gerste erbrach-
ten erste Hinweise auf einen Transkriptanstieg eines H*-ATPase kodierenden Gens
in mykorrhizierten Wurzeln (Murphy et al., 1997). Ahnliches konnte auch fir die
H*-ATPase Mtha1 aus M. truncatula beobachtet werden. Wahrend in mykorrhizierten
Wurzeln RNA-Akkumulierung zu verzeichnen ist, konnte in Kontrollpflanzen keine
Expression detektiert werden. In situ Hybridisierungen an Transkripte von Mtha1
zeigten Genexpression nur in arbuskelhaltigen Zellen (Krajinski et al., 2002). In der

elektronischen cDNA-Datenbank MtGl (Medicago truncatula Gene Index) wurden
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Mtha1 Sequenzen hauptsachlich in Mykorrhiza cDNA-Banken gefunden. Lediglich
zwei ESTs wurden auch in cDNA-Banken aus Knollchensymbiosen detektiert. Durch
Fusion des Mtha1-Promotors an ein Reportergen sollte die Aktivitat dieser H'-
ATPase in mykorrhizierten als auch in noduliertem Gewebe lokalisiert werden (Kapi-
tel 3.4).

Mit Hilfe von *CO, Markierungsexperimenten wurde gezeigt, dass der AM Pilz von
der Pflanze Kohlenhydrate erhalt (Bevege et al., 1975). Vermutlich gelangen die
Kohlenhydrate in Form von Glukose Uber ein passives Transportsystem in den inter-
zellularen Raum, wo eine aktive Aufnahme durch den Mykosymbionten erfolgt (Smith
& Smith, 1990). Diese Hypothese wird gestltzt durch die Beobachtung einer ATPa-
se-Aktivitat in der Membran interzellularer Hyphen, die in der pilzlichen Membran der
Arbuskeln nicht nachgewiesen wurde (Gianinazzi-Pearson et al., 1991). Untersu-
chung des Kohlenhydrattransfers in der Mykorrhiza flhrte zur Identifizierung eines
Hexosetransporters in M. truncatula und Medicago sativa, der nach Kolonisierung mit
G. versiforme eine zwei- bis vierfache Expressionssteigerung aufweist (Harrison,
1996). Die Aktivitat des Transporters erhdhte sich nur durch einer erfolgreichen Be-
siedlung mit einem AM Pilz, wie Untersuchungen an einer M. sativum Mutante zeig-

ten, die nicht mehr von G. versiforme erfolgreich kolonisiert wurde.

Pi % Poly P <:::> Poly P Piﬂ: Pi 4‘— Pi;‘i Pi
H+ H+
Pi Pi periarbuskulare \| ]}
Schittstelle
H* H* /[:I\
\gy/ AN
Glukose-6-Phosphat E.J—k Glukose
Boden | extraradikulare Hyphen intraradikulare Hyphen | Matrix | Cytoplasma
@ Transporter O H*-ATPase

Abbildung 1-3 Mégliches Modell fir den Nahrstoffaustausch zwischen Pflanze und AM
Pilz. (Modifiziert nach M. Saito)
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1.3 Die Rolle von Phytohormonen bei der Bildung der arbuskula-

ren Mykorrhiza

Die Etablierung und Funktion einer Mykorrhiza ist ein komplexer Prozess, in dem ein
molekularer Dialog zwischen den beiden Symbiosepartnern unumganglich ist. Die
morphologischen und physiologischen Veranderungen in der Pflanze kénnten unter
anderem durch pflanzliche und pilzliche Phytohormone gesteuert werden (Gogala,
1991) (Tabelle 1-1). Mit Glomus sp. kolonisierte Maispflanzen (Zea mays) zeigen ei-
ne erhdhte Konzentration an Abscisinsaure (ABA) in Spross und Wurzeln. Dieser
Anstieg ist moglicherweise auf die verbesserte Phosphatversorgung der Pflanze zu-
ruckzufuhren (Bothe et al., 1994; Danneberg et al., 1993). Im Gegensatz dazu ist der
ABA-Spiegel in Blattern von mykorrhiziertem Moskitogras (Bouteloua gracilis) ge-
senkt (Allen et al., 1980). Dieses Phytohormon wird nicht nur in Pflanzen, sondern
auch in AM Pilzen synthetisiert, wo eine Kontrolle des Transports von Wasser und
Nahrsalzen Uber pilzliche Plasmamembranen zur Diskussion steht (Esch et al.,
1994).

Danneberg et al. untersuchte den Auxingehalt in mykorrhizierten Wurzeln von
Z. mays, konnte aber gegentber Kontrollpflanzen keinen signifikanten Unterschied
erkennen. Mit sensitiveren Methoden gelang jedoch einige Jahre spater der Nach-
weis eines Konzentrationsanstiegs des Auxinderivats Indol-3-Buttersaure (IBA) in
G. intraradices kolonisierten Maiswurzeln, wobei der endogene IBA-Gehalt nicht
durch den Grad der Mykorrhizierung festgelegt war (Kaldorf & Ludwig-Muller, 2000;
Ludwig-Mdller et al., 1997). Der Gehalt an Indol-3-Essigsaure (IAA), ein weiteres De-
rivat des Auxins, blieb hingegen konstant. Einen positiven Effekt auf Kolonisierung
und Entwicklung der Mykorrhiza zeigten exogen appliziertes Auxin und Jasmonat
(Gunze & Hennessy, 1980; Regvar et al., 1996). Jasmonat und Derivate sind hormo-
nelle Regulatoren, die sowohl in die pflanzliche Entwicklung, als auch in die biotische
und abiotische Stressantwort eingreifen. Durch verwundetes Pflanzengewebe steigt
die Jasmonat-Konzentration und induziert dadurch als Teil eines komplexen
Signaltransduktionweges die Expression pflanzlicher Abwehrgene, wie Proteinase-
Inhibitoren, Enzyme der Phytoalexin-Synthese, vegetative Speicherproteine, Thioni-
ne und Defensine (Creelman & Mullet, 1997; Farmer et al., 1998; Ryan, 2000). Aber
auch mit G. intraradices mykorrhizierte Gerstenwurzeln zeigen eine erhdohte Jasmo-

nat-Biosynthese, die moglicherweise mit einem verstarkten Transport von Photoas-
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similaten in mykorrhizierte Wurzeln korreliert (Hause et al., 2002). Die Beteiligung

von Jasmonat an der Pathogenabwehr konnte der molekulare Hintergrund fur die

beobachtete Bioprotektion mykorrhizierter Pflanzen sein (Wasternack & Hause,

2002).

Tabelle 1-1 Eigenschaften von Phytohormonen

Pflanzliche Bildungsorte

Wirkungen

Mykorrhiza

Blatter

Reife Samen

Wurzelspitzen

Wachsende Gewebe mit in-
tensiver Proteinbiosynthese

e Meristem
¢ Embryonen
e Laubblatter

o Ubiquitar in der Pflanze
e Hohe Konzentrationen:

e Sprossapex
Wurzelspitze
Unreife Frichte
Junge Blatter

Abscisinsaure

Foérderung von Fruchtfall o
Auslésung und Erhaltung von
Ruhezustanden

Steuert Anpassung an Was- e
sermangel (Stomataver-
schluss), Pathogenbefall,
UV-Strahlung, Kalte- und
Salzstress

Foérderung der Blutenbildung
bei Kurztagspflanzen und
Hemmung bei Langtags-
pflanzen

Auxine

Foérderung von .
e Streckungswachstum
e Kambiumteilungsaktivitat
¢ Seitenwurzelbildung und
Stecklingsbewurzelung
Apikaldominanz
Stimulierung der Ethylenpro-
duktion

Jasmonat

Hemmung des Wurzelwachs-
tums

Beschleunigte Seneszenz
Blitenentwicklung °
Induktion der Pflanzenab-

wehr

Erhéhung der ABA-Konzen-
tration in Spross und Wurzel
von Mais

ABA-Synthese in AM Pilzen
(Glomus sp.)

Erh6éhung der IBA-Konzen-
tration in Maiswurzeln
Keine IBA in G. intraradices
Sporen

Erhéhung der Jasmonat-

Konzentration in mykorrhi-

zierten Gerstenwurzeln

Exogene Applikation von

Jasmonat

e Stimulierung der Mykor-
rhizaentwicklung

e Akkumulierung von Se-
kundarstoffen in Gersten-
wurzeln

Die Untersuchungen anderer Phytohormone, wie Cytokinine, Gibberellinsauren und

Ethylen, hinsichtlich ihrer Konzentrationsanderung in mykorrhizierten Pflanzen bzw.

deren Effekt auf die Mykorrhiza, zeigten ebenfalls eine mogliche Beteiligung an die-
ser Interaktion (Barker & Tagu, 2000; Geil & Guinel, 2002; Shaul-Keinan et al.,

2002).
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1.4  Die Analyse von Mykorrhizamutanten

Im Jahre 1988 bemerkten Gianinazzi-Pearson und Smith, dass molekulare Analysen
die wissenschaftlichen Erkenntnisse Uber die arbuskulare Mykorrhiza stark erweitern
konnten. Durch zielgerichtete und nicht-zielgerichtete Ansatze gelang bis heute die
Identifizierung einer Reihe pflanzlicher und pilzlicher Gene (Franken & Requena,
2001; Harrison, 1999), die eine erhdhte Expression zeigen und daher moglicherwei-
se an den komplexen Vorgangen in der Mykorrhiza beteiligt sind. Um Informationen
uber die Funktion dieser Genprodukte zu erhalten ist, neben der Lokalisierung, Inter-
aktionen und Regulation, der Zeitpunkt der Aktivitat hilfreich. Das synchrone Vor-
kommen aller Entwicklungsstadien der Mykorrhiza jedoch erschwert die Zuordnun-
gen von genetischen und physiologischen Prozessen zu den unterschiedlichen Pha-
sen der Symbiose. Pflanzliche Mutanten mit abnormen AM Phanotypen ermdglichten
die Identifizierung von Genen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Mykorrhi-
zaentwicklung aktiv sind (Albrecht et al., 1998; Roussel et al., 2001). Durch chemi-
sche Mutagenese wurden 1989 Pisum sativum cv. Frisson Pflanzen generiert, die
weder Knollchen- (nod’) noch Mykorrhizasymbiosen (myc’) ausbildeten (Duc et al.,
1989). Ein myc® Phanotyp konnte spater auch fur Mutanten von Vicia faba,
L. esculentum, Lotus japonicus, Phaseolus vulgaris, M. truncatula und M. sativa do-
kumentiert werden (Marsh & Schultze, 2001). V. Gianinazzi-Pearson und ihre Mitar-
beiter berichteten (iber eine P. sativum cv. Finale Mutante mit einem myc™ und ei-
nem nod” Phanotypen (Gianinazzi-Pearson et al., 1991). Bei diesen Pflanzen kdnnen
die AM Pilze zwar ein Appressorium auf der Rhizodermis bilden, zusatzliche Zell-
wandauflagerungen in diesem Bereich verhindern jedoch eine weitere Kolonisierung.
Diese Strukturen enthalten Moleklle zur Wandverstarkung aber auch zur Pathoge-
nabwehr, wie Phenole, Kallose und PR-1 Proteine (,Pathogen-related®) (Gollote et
al., 1993). Zwei Funktionen kénnen fiir die Wildtyp-Gene der myc '-Mutanten postu-
liert werden (Gianinazzi-Pearson et al., 1996). Zum einen kdénnen sie, ausgelost
durch den pilzlichen Symbionten, an der Produktion eines Faktors beteilig sein, der
die Verteidigungsantwort der Pflanze negativ reguliert. Oder das Genprodukt indu-
ziert einen pilzlichen Repressor des pflanzlichen Verteidigungssystems.

Die P. sativum Mutante RisNod24 (Engvild, 1987) konnte bei einem Vergleich mit
dem entsprechenden Wildtyp zum besseren Verstandnis der Genregulation in der

spaten Phase der arbuskularen Mykorrhiza beitragen. Wahrend der Wildtyp mit ei-
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nem nod” und einem myc* Phénotypen in der Lage ist, Wurzelkndlichen und ar-
buskulare Mykorrhiza auszubilden, hat die Mutante (myc?-Mutante) die Fahigkeit zur
Etablierung einer intakten Mykorrhiza verloren. Abbildung 1-4 zeigt, dass trotz inter-
zellularer Hyphen und Penetration der Zellen die Formation voll ausgebildeter Ar-
buskelbdumchen in den Zellen der Wurzelrinde unterbleibt (Gianinazzi-Pearson et
al., 1991). L. Lapopin verwendete dieses System wahrend ihrer Doktorarbeit und
verglich mit Hilfe der RNA Display-Technik die RNA-Akkumulierung in den Wurzeln
der beiden Linien nach Besiedlung mit dem AM Pilz Glomus mosseae (Lapopin et
al., 1999). Aullerdem verwendete sie zum ersten Mal in der AM-Forschung die Me-
thode der subtraktiven suppressiven Hybridisierungen. Eine subtraktive cDNA-Bank
konnte von G. mosseae kolonisierten Wurzeln des Wildtyps und RisNod24 herge-
stellt werden und sollte Klone von allen Genen enthalten, die starker im Wildtyp
exprimiert werden als in der Mutante. Sequenzanalysen zufallig ausgewahlter Klone
zeigten, dass die entsprechenden Genprodukte in die verschiedenen Vorgange der
Zelle eingreifen (Lapopin, 1999). In einer friheren Arbeit wurde die Gene aus der
subtraktiven Bank hinsichtlich ihrer Expression im spaten Stadium der Mykorrhi-
zaentwicklung analysiert (Grunwald, 2000). Weitere Untersuchungen sollen die diffe-
rentielle Expression dieser Gene verifizieren sowie auf ihre Akkumulierung in elek-
tronischen cDNA-Banken von M. truncatula untersucht werden. Aufgrund des um-
fangreichen Datenbestandes kdnnen mit der so genannten in silico Analyse Hinweise
uber die Genexpression in M. truncatula unter verschiedenen Anzuchtsbedingungen

gewonnen werden (Kapitel 3.3).

Abbildung 1-4 Arbuskelbildung in P. sativum cv. Finale Wildtyp und der Mutante Ris-
Nod?24. Das linke Bild zeigt die vollstandige Ausbildung einer Arbuskel im Wildtyp, wahrend in
der Mutante RisNod24 (rechtes Bild) die Zelle zwar penetriert wird, aber die vollstandige Ar-
buskelentwicklung unterbleibt. (Bildquelle: L. Lapopin)
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1.5 Medicago truncatula als Modellorganismus in der Mykor-

rhizaforschung

Abbildung 1-5 Die Modell-Leguminose M. truncatula. Neben dem naturlichen Habitus sind
die Bliten und Hilsenfriichte der Pflanze dargestellt. (Bildquelle: M. Hahn)

Pflanzenbiologen weltweit schatzen Eigenschaften, wie Generationszeit, Anspruchs-
losigkeit, Diploidie und kleine Genomgrolde, so dass sich A. thaliana in den 80er Jah-
ren zum Modellorganismus der Pflanzenwelt entwickelte. Die jedoch fehlende Eigen-
schaft von Arabidopsis mit Mykorrhizapilzen oder Knéllchenbakterien zu interagieren,
machte die Suche nach einem neuen Modellorganismus erforderlich. Die Legumino-
se M. truncatula (Abbildung 1-5) besitzt diese und weitere Merkmale, die sie als Mo-
dellpflanze interessant erscheinen lasst. Weitere wichtige europaische Vertreter aus
der Familie der Leguminosen, die neben den Grasern zu den 6konomisch wichtigs-
ten Agrarpflanzen zahlen, sind P. sativum (Gartenerbse), Trifolium sp. (Klee),
M. sativa (Luzerne), V. faba (Ackerbohne) und Cicer arietinum (Kichererbse). Das
diploide Genom von M. truncatula (500-550%10° bp, 2n=16) ist zwar viermal groRer
als das von Arabidopsis, verglichen mit anderen Leguminosen jedoch relativ klein.
Seit 2001 wird dieses mit Unterstitzung der NSF (National Science Foundation), der
University of Oklahoma sowie dem 6th E.U. Framework Programme sequenziert und
voraussichtlich im Jahre 2004 zu einem Abschluss gebracht. Durch die Bemihungen
internationaler Gruppen (Noble Foundation, NSF, Stanford University, INRA-CNRS-
Génoscope, MolMyk und MEDICAGO EU Project) existieren fur M. truncatula zurzeit
uber 200000 ESTs aus diversen cDNA-Banken. Die Fragestellung zur Generation

solcher cDNA-Banken ist dabei sehr variabel. So wurden neben den verschiedenen
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Pflanzenorganen auch Reaktionen auf biotische und abiotische Umweltfaktoren be-

trachtet.

Transformationen bieten die Moglichkeit in vitro modifizierte DNA stabil in das Ge-
nom zu integrieren und sind daher ein wichtiges Instrument, um Gene hinsichtlich ih-
rer Funktion genauer zu charakterisieren. Im Laufe der letzten Jahre konnten flr
Pflanzen Transformationsprotokolle etabliert werden, die in modifizierter Form auch
in M. truncatula funktionieren (Chabaud et al., 1996). Sie beruhen auf der naturlichen
Eigenschaft diverser Agrobakterienstamme Pflanzen zu infizieren und eine Tumorbil-
dung in ihnen zu induzieren. Nach der Infektion wird ein Teil des bakteriellen Ti-
Plasmids (,Tumor Inducing®), die so genannte Transfer-DNA (T-DNA), in die Pflan-
zenzelle eingeschleust und in ihrem Genom inkorporiert. Die dadurch transferierten
Gene fur Cytokinin- (Akiyoshi et al., 1984) und Auxinsynthese (Thomashow et al.,
1984) sind unter anderem flr die Entstehung des Tumors verantwortlich. Neben der
gesteigerten Produktion von Phytohormonen kommt es auch zur Synthese von un-
gewohnlichen Aminosaurederivaten, so genannten Opinen. Diese Opine konnen
nicht von der Wirtszelle, wohl aber von dem jeweiligen parasitischen Bakterienstamm
als Bausteine und Energiequelle genutzt werden (genetischer Parasitismus). Die Le-
bensdauer der Bakterien in Pflanzenzellen ist nur recht kurz, der neoplastische Zu-
stand (Tumorzustand) ist stabil und bleibt auch in bakterienfreien Zellen erhalten.
Agrobakterien eignen sich daher hervorragend als gentechnisches Werkzeug, indem
die T-DNA durch zu transformierende DNA ersetzt und in die Pflanzen eingebracht
wird. Die Regeneration komplett transgener Pflanzen erfolgt GUber somatische Em-
bryogenese (Kamate et al., 2000; Trinh et al., 1998). Alternative Transformationsme-
thoden sind das ,Particle Bombardment® bei dem DNA-gebundene Gold- oder Wolf-
rampartikel in das Gewebe geschossen werden (Ramaiah & Skinner, 1997) sowie
die Aufnahme von DNA durch protoplastierte Zellen (Rose & Nolan, 1995).

Bedingt durch das Repertoire an Methoden gelang nach dem Einzug molekularer
Analysen in der Mykorrhizaforschung die Identifizierung beteiligter Gene nur relativ
langsam, so dass die Symbiose immer noch unzureichend verstanden ist. Die Ent-
wicklung neuer Techniken, wie zum Beispiel die Array-Technologie, konnte die Un-
tersuchungen entscheidend vorantreiben (Lapopin & Franken, 2000). Diese Methode

ermdglicht die simultane Analyse der Expression einer grofden Anzahl von Genen.
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P.O. Brown und Mitarbeiter dokumentierten 1995 als Erste die Verwendung eines
Mikroarrays zur Quantifizierung differentieller Genexpression zwischen Blatt- und
Wurzelgewebe von A. thaliana (Schena et al., 1995). Seit dieser Zeit wurden auch fur
andere pflanzliche Organismen, wie O. sativa, Petunia sp., Z. mays, Phaseolus li-
mensis, Fragaria spp., Vicia spp., Theobroma cacao, Glycine max und Hordeum vul-
gare (Aharoni & Vorst, 2002; Jones et al., 2002; Maguire et al., 2002; Ozturk et al.,
2002), solche Experimente durchgefuhrt. Die Verwendung dieser effizienten Techno-
logie beschrankte sich jedoch nicht nur auf die Pflanzenwelt, sondern erhielt auch
Einzug in das Reich der Tiere, Pilze und Prokaryoten. Dank umfangreicher Sequen-
zierprogramme wurde diese Technologie in Form von cDNA-Arrays auch flr
M. truncatula etabliert (Fedorova et al., 2002; Journet et al., 2002; Wulf et al., 2003).
Sie reprasentieren einen grofRen Teil des Wurzel-Transkriptoms und sollen Einblicke
in die transkriptionelle Veranderungen wahrend der arbuskularen Mykorrhiza ermog-
lichen (KUster et al., 2004).

An der Interaktion zwischen Pflanzenwurzeln und AM Pilzen wird die Beteiligung ei-
nes komplexen Prozesses von Signalerkennung, Verstarkung und Weiterleitung
vermutet. Hochkomplexe Strukturen, die Arbuskeln, formieren sich in den Zellen der
Wurzelrinde, aullerdem ist die arbuskulare Mykorrhiza durch spezielle physiologi-
sche Bedingungen charakterisiert. Daher ist es wahrscheinlich, dass die Symbiose
direkt die pflanzliche Genexpression kontrolliert. Zur Identifizierung pflanzlicher Ge-
ne, die direkt unter dem Einfluss der Mykorrhiza stehen wurde die Genexpression
von sekundaren Effekten, wie verbesserter Phosphatversorgung, erhéhtem Abscisin-

saure- oder Auxingehalt, ebenfalls untersucht (Kapitel 3.1 und 3.2).
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2 Material und Methoden

2.1 Organismen

Organismus

Stamm, Kultivar

Referenz

Escherichia coli TOP 10 F’
Escherichia coli DH 5a
Escherichia coli XL1-Blue
Agrobacterium rhizogenes ARqua1
Medicago truncatula Gaertn. Jemalong A17
Pisum sativum L. Finale

Pisum sativum L. Frisson
Glomus intraradices MYCORISE® ASP
(Schenck & Smith)

Glomus intraradices BB-E
(Schenck & Smith)

Gigaspora rosea BEG 9
(Nicolson & Schenck)

Glomus mosseae BEG 12
(Nicolson & Gerdemann)

Aphanomyces euteiches Drechs. SRSF 502
Sinorhizobium meliloti 2011

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe)

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe)

Stratagene (La Jolla, CA, USA)

David Barker
INRA/Toulouse, Frankreich

Andreas Perlick
Universitat Bielefeld

Vivienne Gianinazzi-Pearson
INRA/Dijon, Frankreich

Vivienne Gianinazzi-Pearson
INRA/Dijon, Frankreich

Premier Tech
Riviere-du-Loup, Kanada

Banque européene des Glomales
INRA/Dijon, Frankreich

Banque européene des Glomales
INRA/Dijon, Frankreich

Banque européene des Glomales
INRA/Dijon, Frankreich

Institut fir Thallophyten
Universitat Kopenhagen, Danemark

Mathias Keller
Universitat Bielefeld

2.2 Vektoren und Plasmide

Bezeichnung

Beschreibung

Referenz

TOPO™ pCR 2.1

pGEM®-Teasy
pBI101-1

Klonierungsvektor flir PCR-Produkte

Klonierungsvektor fir PCR-Produkte

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe)

Promega (Mannheim)

Fusionierungsvektor fur Pflanzentransformation mit BD Biosciences Clontech

A. rhizogenes

(Palo Alto, CA, USA)
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2.3 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma
MWG (Ebersberg) synthetisiert.
Bezeichnung Sequenz (5'-3"-Richtung) Tm
3'SMART CDS Primer Il A* ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)s0N+-N 65,0°C
(N=A, G, C oder T; N1=A, G, oder C)
5'PCR Primer Il A* AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 65,0°C
SMART II A* AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTATGGCCGGG 65,0°C
Gph-fpr GACAGTGTTCACGGACAGTGG 66,0°C
Gph-rev TCAACAGTCTTCTGGGTGGCG 66,0°C
Eph-for AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTA 70,0°C
Eph-rev GGCCGCCCGGGCAGGTACAAT 70,0°C
PRP6-for GGCCGCCCGGGCAGGTTTG 67,0°C
PRP6-rev CGTGGTCGCGGCCGAGGTACAAG 67,0°C
Drp-for GCGGCCGAGGTCAAGAAATAG 62,0°C
Drp-rev CCGGGCAGGTACAAATACTGC 62,0°C
Tub-for GCGTGGTCGCGGCCGAGGTACA 70,0°C
Tub-rev CGGCCGCCCGGGCAGGTTT 70,0°C
Trpi-for ACCTTACAGCGTGAGCCTATAAGA 65,0°C
Trpi-rev GCGGCCGAGGTACGAAAGGTG 65,0°C
Prp-for CGCCCGGGCAGGTAAACAGATTAA 70,0°C
Prp-rev TCGCGGCCGAGGTACAACAACTTA 70,0°C
Mapk-for TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGG 69,0°C
Mapk-rev GGTCGCGGCCGAGGTACTAGG 69,0°C
M13-for GTAAAACGACGGCCAGT 60,0°C
M13-rev GGAAACAGCTATGACCATG 60,0°C
MtTef1o-for TCGTAGTTTGATTAATTGTGG 61,0°C
MtTefla-rev GCAACAATTAGTTGTCCATTA 61,0°C
AJ500060-for AAGTGGCGAACCCGTTGAGG 61,0°C
AJ500060-rev AACGTCACAGGCGCTCCAAG 61,0°C
AJ502095-for AGTTGAGGCCGGTGACGAATAC 63,0°C
AJ502095-rev CCACTCGTTGCGTCCCTCTC 63,0°C
TC68567-for GAAGTATTCCTCATCGTCCTCAAC 61,0°C
TC68567-rev GGGGAAAACAACTACAACCTCTTA 61,0°C
TC69297-for CTTGGACACAGTCGGAGAACCC 64,5°C
TC69297-rev CCGCGTCCTAAGCCAGTGAG 64,5°C
TC73512-for GTAAGTTTGAATGTGGGACTGTTG 58,5°C
TC73512-rev GTAAAGAAAGAATACACGGCCATT 58,5°C

-19-



Material und Methoden

MtBC43E05-for GTCATGTTATTCAAATAAGAGTTTGC 59,0°C
MtBC43EQ5-rev CTAGGTAGACTTTCAATATAATAGCC 59,0°C
TC85312.for TTGTTCTTTGCTTTTGTTTC 58,0°C
TC85312.rev GTCGATATATGCCAACTCGATGTTGATG 58,0°C
TC85311.for TCTATTGAAGATAACATCTACCAATC 62,0°C
TC85311.rev GTCTCACAAGATACATTCTATTTCTTGG 62,0°C
Mtha1-K ACTGAGGATCCCTTCCTCTTTCTTGCAGCTGC 63,0°C
Mtha1-K2 ACTGATCTAGACTAAGGACATGTTTGGCTG 63,0°C
Mtha1.for TGGAACGAAGAAACAAGG 55,0°C
Mtha1.rev ATTAGCAGAACAAGGAGG 55,0°C
Mtaoc-for ATGGCATCCATGAGTTCTTTG 57,0°C
Mtaoc-rev TGATCAGTTGGTGAAGTTTGG 57,0°C

* Oligonukleotide von der Firma BD Biosciences Clontech (Palo Alto, CA, USA) als Komponenten des
SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit

2.4  Puffer, Losungen und Medien

Chemikalien und laboratorische Reagenzien wurden von den Firmen Roth (Karlsru-
he), Merck (Darmstadt), Roche Diagnostics (Mannheim), AppliChem (Darmstadt) und

Sigma (Taufkirchen) bezogen.

TAE 40 mM Tris-Acetat pH 8,0
1 mM EDTA
TE 10 mM Tris-Cl pH 8,0
1 mM EDTA
20x SSC 04 M Natrium-Citrat pH 7,0
4 M NaCl
Standard Hybridisierungspuffer 5x SSC

1% Blocking Reagenz
(Roche Diagnostics, Mannheim)

0,1% N-Lauroylsarcosinat
0,02% SDS
Standard Hybridisierungspuffer 50% Formamid
+ Formamid 5x SSC

2% Blocking Reagenz
(Roche Diagnostics, Mannheim)

0,1% N-Lauroylsarcosinat
0,02% SDS
2x Waschpuffer 2x SSC
0,1% SDS
0,5x Waschpuffer 0,5% SSC
0,1% SDS
Farbeldsung fur Nylonmembranen 0,03% Methylenblau

0,3 M Natrium-Acetat
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Entfarbel6sung fur Nylonmembranen

Trypanblau-Lésung

Saurefuchsin-Losung

Saurefuchsin-Entfarbelésung

Tinte/Essigsdure-Losung

LB (Luria Bertani)

TY

SOC

L Broth

Tris-Cl/NaCl-Puffer

X-Gluc Stammldsung

K-Ferri/Ferrocyanid-Stammlésung

Natrium-Phosphatpuffer

Modifiziertes Fahraeus Medium
Makroelemente (1000x)

Mikroelemente (100x)

1%
1%
0,1%

0,19
875 ml
63 ml
63 ml

875 mi
63 ml
63 ml

2%
5%
10 g/l
54l
10 g/l

549/l
34l
0,9 g/l

20 g/l
0,58 g/l
0,185 g/l
2,03 g/l
2,46 g/l
3,64/

10 g/l
54/l
54/l
149/

100 mM
50 mM

25 mg

500 pl

100 mM
100 mM

0,05 M
0,05 M

09M
0,5M
0,7M
0,4M
20 mM
1M

1 mg/ml
1 mg/mi
1 mg/mi
1 mg/mi
1 mg/ml

SSC
SDS

Trypanblau in Laktophenol
(25% (w/v) Phenol in Wasser/Glycerin/
Milchsaure im Verhaltnis 1:1:1)

Saurefuchsin
Milchsaure
Glycerin
Wasser

Milchsaure
Glycerin
Wasser

Blaue Tinte (Pelikan)
Haushaltsessig (5% Essigsaure)

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

Trypton
Hefeextrakt
CaCly,x2H,0

Trypton

NaCl

KCI
MgC|2x7H20
MgSO4X7H20
Glukose

Bactotrypton
Hefeextrakt
NaCl
Glukose

Tris-Cl pH 7,0
NaCl

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-p-D-
Glykosid (Biomol, Hamburg)
N,N-Dimethylformamid

K-Ferricyanid
K-Ferrocyanid

NaH,PO4%x2H,0
Na,HPO4%x2H,0
oH 7,5

CaCl,x2H,0
MgSO4x7H,0
KH,PO,
Na,HPO4%x2H,0
FeCitratx3H,0O
NH4NO;

MnCl,x4H,0
CuS0O4x5H,0
ZnC|2

H3;BO;
Na,MoO,
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Long Ashton Lésung

Makroelemente (10x%) 8,08 g/l KNO;
18,88 g/l Ca(NO;),%4H,0
0,208 g/l NaH2P04X2H20
3,68 g/l MgSO4x7H,0
0,22 g/l Fetrilon

Mikroelemente (100x) 2,23 g/l MnSO4x4H,0
0,25 g/l CuS04x5H,0
0,29 g/l ZnS04x7H,0

3.1 g/| H3BO3

594gl/l NaCl
Spurenelemente (1000x) 0,88 g/l (NH4)sM07024%4H,0
Hoagland Lésung
Makroelemente 236,20 g/l Ca(NO;3),%x4H,0

101,10g/l  KNO;
246,48 g/l MgSO,x7H,0
13,629/  KH,PO,
3,689/  NaFeEDTA

Spurenelement 0,48 g/l Na,MoO4%x2H,0
6,18 g/l H3BO3
0,52 g/l NiSO4x6H,0
2,88 g/l ZnS0O4x7H,0
3,96¢/I MnCl,x4H,0
1,24 g/l CuS0O,4x5H,0
0,48 g/l CoCl,y,x6H,0

Nodulationslésung
Stammldsung A (2000x) 294 g/l CaClyx2H,0

Stammlésung B1 (1000x) 116 g/l KoHPO,
0,288 g/l ZnS0,47H,0
0,247 g/l H;BO;
0,19/ CuS0O,45H,0
0,056 g/l CoS0,47H,0

Stammldsung B+B1 (2000x) 150 g/l KoHPO,

50 g/l KH,PO,
Stammldsung C (2000x) 6,7 g/l FeCitratx3H,0
Stammldsung D (2000x) 123 g/l MgSO,x7H,0

0,333 g/l MnSQO,4x4H,0

2.5 Kultivierung von Escherichia coli

Die Medien fur die Kultivierung von E. coli wurden, wie in Sambrook et al. beschrie-
ben, hergestellt und je nach Bedarf mit Antibiotika (150 pg/ml Ampicillin, 50 ug/ml
Kanamycin) und Nachweisreagenzien (400 pg/ml IPTG, 40 pg/ml X-Gal) versetzt.
Die Anzucht von E. coli erfolgte aerob bei 37°C. Flussigkulturen wurden fur eine aus-

reichende BelUftung auf einem Schutteltisch (150-200 rpm) inkubiert.
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Die Zelldichte der E. coli-Kulturen konnte photometrisch durch Messungen der opti-
schen Dichte bei 600 nm in dem Spektralphotometer Ultrospec Il (Pharmaciabio-
tech, Freiburg) bestimmt werden. Einer optischen Dichte von 1 entspricht etwa 1x10*
Zellen (Sambrook et al., 1989).

2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.6.1 Standard-PCR

Alle PCR-Reaktionen zur Amplifizierung definierter DNA-Fragmente erfolgten mit
0,025 U/ul der Tag-Polymerase (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe) in dem mit-
gelieferten Inkubationspuffer und 2,5 mM MgCl,. Als weitere wichtige Komponenten
wurden den PCR-Reaktionen 1 uM Oligonukleotide und 200 uM dNTPs (Amersham
Biosciences, Freiburg) hinzugefigt. Als DNA-Vorlage wurde eine Menge von 0,1-
1 ng eingesetzt. Bei jedem Versuchsansatz wurde eine Negativkontrolle ohne DNA
eingesetzt. Alle PCR-Reaktionen erfolgten in dem Trio Thermoblock™ (Biometra,
Gottingen) in Kombination mit dem Trio Heated Lid (Biometra, Gottingen) oder in
dem Personal Cycler (Biometra, Goéttingen) nach folgendem Standardprogramm:
3 min bei 95°C Denaturierung, 30-35 Amplifizierungszyklen (20 s bei 94°C; 30 s bei
50-68°C je nach Oligonukleotid; pro 1 kb FragmentgroRe 1 min bei 72°C) und eine
abschlie3ende Elongationsphase fur 3 min bei 72°C.

2.6.2 Expand High Fidelity PCR
Zur Amplifizierung besonders grof3er Fragmente (>1000 bp) wurde das Expand High

Fidelity PCR System von der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) verwendet. Ein
Mix aus den beiden DNA-Polymerasen Taq und Pfu sollte die Fehlerrate beim Ein-
bau der Desoxynukleotide minimieren. Die PCR-Reaktionen wurden nach Anleitung

des Herstellers durchgefuhrt.

26.3 Real-Time-PCR

Quantifizierungen von DNA mittels Real-Time-PCR wurden auf dem iCycler 1Q
Thermocycler (Bio-Rad Laboratories, Munchen) durchgefuhrt. Minimierung unspezifi-
scher Amplifizierung sollte durch den Einsatz der Hot-Start DNA-Polymerase PLATI-

NUM® Taq (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe) gewahrleistet werden. Die Reak-

-23-



Material und Methoden

tion wurde in 96-Well-Mikrotiterplatten der Firma PeqglLab (Erlangen) durchgeflhrt. In
die ReaktionsgefalRe wurden 5 yl DNA-L6sung vorgelegt, auf 30 pul Reaktionsvolu-
men (1x PCR-Puffer; 2 yM dNTPs; 2,5-4 mM MgCly; 1,2x SybrGreen [; je 1 pM Oli-
gonukleotide; 0,5 U Taq DNA-Polymerase) aufgeflllt und anschlieRend mit selbst-
klebenden optischen Folien der Firma Bio-Rad Laboratories (Minchen) verschlos-
sen. Um die Amplifizierungskinetik der PCR zu visualisieren, wurde dem Reaktions-
mix der DNA-Farbstoff SybrGreen | (10000-fach, BioWhitakker Molecular Applica-
tions, Verviers, Belgien) nach Verdunnung in TE (1:500), zugefugt. Nach Angabe des
Herstellers steigt die Fluoreszenz (Exikation: 490 nm; Emission: 530 nm) des Farb-
stoffes bei Bindung an die grolde Furche der doppelstrangigen DNA um den Faktor
10000.

Zur Optimierung der Kameraeinstellungen wurde vor jeder Messung eine 96-Well-
Mikrotiterplatte mit 25 ul Fluorescein-Losung (50 pM Calibrationdye, Bio-Rad Labora-
tories, Minchen) pro Reaktionsgefaly geflllt und vom Gerat vermessen. Die Reaktion
im iCycler erfolgte mit 8-15 min Denaturierung bei 94°C, 40-50 Amplifizierungszyklen
(30 s bei 94°C; 30-45s bei 58,5-64,5°C; 30-50 s bei 72°C) und 10 min bei 72°C.
Durch die Aufnahme einer Schmelzkurve (75°C in 0,2°C Schritten auf 95°C in je 6 s
Intervallen) konnte die Qualitat der PCR Uberprift werden.

Im Verlauf der Real-Time-PCR steigt mit zunehmender Zyklenzahl die Konzentration
doppelstrangiger DNA und proportional dazu die Fluoreszenzintensitat der Losung.
Diese wurde von einer integrierten Digitalkamera nach jeder Elongationsphase do-
kumentiert. Aus einer Darstellung der Fluoreszenz jeder Reaktion in Abhangigkeit zur
Zyklenzahl wurde der Cr (,Threshold Cycle®) bestimmt. Dieser Wert ist definiert als
die Zyklenzahl, bei der die Fluoreszenz der Reaktion eine definierte Hintergrundfluo-
reszenz Ubersteigt. Die gesamte Darstellung und Auswertung der Rohdaten wurden
mit der iCycler IQ Optical System Software Version 3.0a (Bio-Rad Laboratories,
Muanchen) sowie dem Programm Microsoft® Excel durchgefuhrt.

Die Bestimmung relativer Expressionsverhaltnisse erfolgte nach zwei unterschiedli-

chen Methoden:

Absolute Quantifizierung

Diese Methode basiert auf den Vergleich einer unbekannten Probe mit einer Stan-
dardkurve. Zur Herstellung dieser Standardkurve wurde das zu untersuchende

Amplikon uber PCR amplifiziert, mit dem PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) gerei-
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nigt, die Konzentration photometrisch bestimmt und die Kopienzahl abgeschatzt.
Dieser Standard wurde in verschiedenen Verdinnungen in die Real-Time-PCR ein-
gesetzt und unter den gleichen Bedingungen (Reaktionsansatz, PCR-Programm)
und gleicher Reaktionseffizienz (78-98%) wie die unbekannte Probe amplifiziert. An-
hand der Standardkurve konnte fir jede unbekannte Probe die Kopienzahl zu einem
bestimmten Crt-Wert ermittelt werden. Ein Vergleich der Genexpression unter ver-
schiedenen Bedingungen erfordert eine Normalisierung der Daten. Dazu wurde die
Kopienzahl eines Referenzgens ins Verhaltnis zur Kopienzahl des zu untersuchen-

den Gens gesetzt.

Relative Quantifizierung

Die Quantifizierung nach M. W. Pfaffl (Pfaffl, 2001) kommt ohne die Verwendung von
Standards aus, noch mussen die PCR-Effizienzen vergleichbar sein. Obwohl diese
Methode auf PCR-Effizienzen basiert, ist nur die Differenz der Cr-Werte von Probe
und Kontrolle essentiell, um das Verhaltnis zwischen Genen zu beschreiben. Zur
Amplifizierung des untersuchten Genes wurde die DNA-Vorlage in verschiedenen
Verdinnungen in die PCR-Reaktion eingesetzt. Aus den relativen Verdinnungs-
schritten konnte eine Standardkurve ermittelt werden, deren Steigung m zur Berech-

nung der PCR-Effizienz E folgendermal3en verwendet wurde:

Zum Vergleich der Genexpression von Probe und Kontrolle wurde die Real-Time-
PCR auch fir ein Referenzgen durchgeflhrt und dessen Reaktionseffizienz be-
stimmt. Die Berechnung des relativen Expressionsverhaltnisses R aus den PCR-

Effizienzen E und ACrt erfolgte mit der Formel:

E ACTigrget (Kontrolle—Probe)
_ ( target )

CT,.t (Kontrolle—Probe)
(E )A ref
ref

2.7 Extraktion von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mittels alkalischer Hydrolyse (Sambrook et al., 1989), dem Plas-
mid Mini Kit (Qiagen, Hilden) oder bei geringer Kopienzahl des Plasmids mit dem
Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Die DNA-Konzentration lie3 sich durch

Absorptiosanderungen bei 260 nm mit dem Spektralphotometer Ultropec Ill (Phar-
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maciabiotech, Freiburg) messen. Einer Absorptionsanderung von Ags=1 entspricht

einer Konzentration von 50 pg/ml (Sambrook et al., 1989).

2.8 DNA-Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Die hydrolytische Spaltung von 1 uyg DNA wurde mit 1 U Restriktionsenzym (Amers-
ham Biosciences, Freiburg oder New England Biolabs, Frankfurt/Main) in dem ent-
sprechenden Puffer durchgefuhrt. Die Inkubation erfolgte bei Plasmid-DNA fir eine
Stunde und bei genomischer DNA Uber Nacht bei 37°C.

2.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA erfolgte in 0,8-2% (w/v) Agarosegelen in 0,5x TAE Puffer.
Zur Abschatzung der DNA-Lange wurden die 1 kb- und 100 bp-Leiter von Invitrogen
Life Technologies (Karlsruhe) oder Fermentas verwendet. Die DNA wurde in einer
Ethidiumbromid-Lésung (1 ug/ul) inkubiert, durch UV-Licht (302 nm) visualisiert und
mit dem Polaroid GDS-System (INTAS, Gottingen) dokumentiert.

2.10 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Zur Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen bis zu einer
Lange von 10 kb wurde der Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Anlei-
tung des Herstellers verwendet. Die Reinigung groRerer Fragmente erfolgte Uber ei-
ne Filtereinheit, die von der Firma Millipore (Eschborn) bezogen oder nach Anleitung
von Heery et al. hergestellt wurden (Heery et al., 1990). Gelstlcke mit der gewunsch-
ten DNA wurden auf den Filtern platziert und mit 8000 rpm fir 2 min in der Biofuge
pico (Heraeus, Hanau) zentrifugiert. Das Zentrifugat enthielt ca. 70% der DNA, die

anschlie3end durch Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt wurde.

2.11 Klonierung von DNA-Fragmenten

Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgte in die Vektoren TOPO™ pCR 2.1 (In-
vitrogen Life Technologies, Karlsruhe) oder pGEM®-TEasy (Promega, Mannheim),
wie vom Hersteller empfohlen.

Aus Restriktionshydrolysen gewonnene DNA-Fragmente wurden mit Hilfe einer T4-

DNA-Ligase (New England Biolabs, Frankfurt/Main oder Amersham Biosciences,
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Freiburg) bei 16°C Uber Nacht in den Vektor pBI101-1 ligiert. Die Behandlung mit
~Shrimp Alkalischer Phosphatase® (Amersham Biosciences, Freiburg) sollte nach An-
leitung des Herstellers die Religation leerer Vektoren verhindern. Jede fur eine Liga-
tion verwendete DNA wurde mit dem PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) oder der

,Zentrifugier-Methode® (siehe Kapitel 2.10) gereinigt.

2.12 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung der elektrokompetenten E. coli-Stdmme XL1-Blue und DH5a sowie
die Transformation von Plasmid-DNA in diese Zellen wurde, wie in Sambrook et al.
(1989) beschrieben, durchgefuhrt. In der Elektroporation storende Salze wurde durch
eine 20-mindtige Dialyse der Plasmid-DNA auf MF-Millipore Membrane Filters (Milli-
pore, Eschborn) entfernt. Transformation in chemokompetente TOP 10 F Zellen er-

folgte nach Anleitung des Herstellers Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe).

2.13 Sequenzierungen von DNA-Fragmenten

Alle Sequenzierungen wurden von Susanne Michel am Institut flr Biowissenschaften
in Wurzburg oder von MWG Biotech (Ebersberg) durchgefuhrt.

2.14 Kultivierung von Agrobacterium rhizogenes

Zur Kultivierung der Agrobakterien wurde TY-Medium mit den entsprechenden Anti-
biotika (Streptomycin 600 mg/l und Kanamycin 50 mg/l) verwendet. Festmedien wur-
den durch die Zugabe von 1,5% (w/v) Agar hergestellt. Die Inkubation erfolgte fur
zwei Tage bei 28°C. Flussigkulturen wurden, wie bei E. coli, auf Schuttlern oder Rol-

lern angezogen.

2.15 Herstellung und Transformation elektrokompetenter A. rhi-

zogenes-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 100 ml L Broth + 600 mg/l Strep-
tomycin mit A. rhizogenes ARqual angeimpft und Uber Nacht bei 28°C auf dem
Schuttler inkubiert. Die Kultur wurde flr 5 min bei 4°C mit 4100xg zentrifugiert und

anschlielRend mit Wasser gewaschen. Nach dreimaliger Wiederholung, wurden die
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Zellen zunachst in 50 ml und nach erneuter Zentrifugation in 1 ml 10% (v/v) eiskal-
tem Glycerin resuspendiert. Die Zellen wurden in 40 pl Aliquots bei -80°C gelagert.
Ca. 50-200 ng Plasmid-DNA wurden in einer eisgekuhlten 2 mm-Elektroporations-
kivette (EquiBio, Ashford, UK) mit 40 pl elektrokompetenten Zellen gemischt und mit
dem Gene Pulser (2,5 kV; 25 uF; 400 Q, Bio-Rad, Minchen) transformiert. Die Zellen
wurden sofort in 1 ml LB aufgenommen, 2-4 Stunden bei Raumtemperatur geschut-
telt und anschlieRend auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika fir 2-3 Tage
bei 28°C inkubiert.

2.16 Wurzeltransformation von Medicago truncatula mit A.rhi-

zogenes

Die Agrobakterien mit der zu transformierenden Fremd-DNA wurden
auf TY-Medium mit den entsprechenden Antibiotika (Streptomycin
600 mg/l und Kanamycin 50 mg/l) kultiviert. Nach Keimung der sterili-
sierten Samen (siehe Kapitel 2.17.1) wurde von den ca. 1 cm langen
Wurzeln die Spitze mit einem Skalpell abgetrennt und die Schnittstel-
le mit Agrobakterien inokuliert. Alternativ dazu konnten die Agrobak-
terien von gut bewachsenen TY-Platten mit sterilem Wasser abge-
schwemmt und mit einer Spritze in den hellen Bereich des Hypoko-

tyls dreimal injiziert werden. (Eine Anzucht der Bakterien in

Flussigmedium kann zu Nekrosen an der Injektionsstelle fuhren.) Die
Keimlinge wurden auf Platten mit modifiziertem Fahraeus-Medium ausgelegt und mit
Parafilm® (American National Can., Chicago, IL, USA) verschlossen. Verwundetes
Pflanzengewebe hat die Eigenschaft gasférmiges Ethylen zu produzieren, ein Phyto-
hormon, welches das Pflanzenwachstum inhibieren kann. Um einen Gasaustausch
zu gewahren, wurden Locher in den Parafilm® geschnitten. Fiir eine effektive Trans-
formation wurden die Keimlinge zunachst 4-5 Tage bei 20°C, dann fur weitere 14
Tage bei 25°C in einer Phytokammer mit 16 Stunden Photoperiode inkubiert. So ge-
nannte ,Hairy Roots traten nach ca. zwei Wochen an der Infektionsstelle aus und
enthielten die zu transformierende DNA (siehe Abbildung). Da nur Teile der Wurzel
transgen sind, spricht man auch von einer chimaren Pflanze (Boisson-Dernier et al.,
2001). Ausreichend entwickelte Pflanzen wurden flir weiteres Wachstum und Koloni-

sierung mit G. mosseae in Topfkulturen angezogen (siehe Kapitel 2.17.2).
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2.17 Anzucht und Inokulierung von M. truncatula

2.17.1 Sterilisation und Keimung der Samen

Die aus den Schoten gewonnenen Samen wurden zur Strati-
fizierung mit konzentrierter Schwefelsaure behandelt bis La-
sionen in der Testa entstanden (ca. 10 min). Dieser Prozess
gewahrt eine verstarkte Wasseraufnahme und somit eine

verbesserte Keimung der Samen. Nach der vollstandigen

Entfernung der Schwefelsaure und Waschen mit sterilem
Wasser erfolgte die Oberflachensterilisation der Samen fur 2 min in einer 3,5%igen
(v/v) Natrium-Hypochlorit-Lésung. Nach erneutem Waschen mit sterilem Wasser
wurden die Samen in einer Petrischale auf feuchtem, sterilem Filterpapier oder
0,8%igen (w/v) Wasseragar gleichmaRig verteilt und fur drei Tage bei 4°C im Dun-
keln vernalisiert. Zur Keimung der Samen folgte eine Inkubation flr weitere 2-4 Tage

im Dunkeln bei Raumtemperatur.

2.17.2 Inokulierung der Keimlinge

Mykorrhizierung

Zur weiteren Anzucht wurden die Keimlinge in Pflanzengefalde mit einem 1:1 Ge-
misch aus Vermiculit und Blahton gesetzt. Fur die Kolonisierung mit Glomus mos-
seae (BEG 12), Glomus intraradices (BB-E) und Gigaspora rosea (BEG 9) wurde
1/10 Volumen des entsprechenden Mykorrhizainokulums (Biorize, Dijon, Frankreich)
unter das Substrat gemischt. Alternativ wurden sterile G. intraradices Sporen (Myco-
rise® ASP, Premier Tech, Riviére-du-Loup, Kanada) direkt an die Pflanzenwurzeln
pipettiert. Die Fixierung der Pilzsporen in der Rhizosphare wurde durch eine See-
sandschicht in den PflanzengefalRen gewahrleistet. Die entsprechenden Kontroll-
pflanzen wurden im gleichen Substrat, jedoch ohne Inokulum, angezogen. Das
Wachstum der Pflanzen erfolgte in Phytokammern (Conviron, Winnipeg, Kanada) bei
25°C mit einer 16 stiindigen Photoperiode. Alle vier Tage wurden zur Nahrsalzver-
sorgung der Pflanzen pro Topf 10 ml Dungelésungen (,Long Ashton® oder ,Ho-
agland®) gegeben. Der 10-fach reduzierte Phosphatanteil sollte zu einer verbesserten

Kolonisierung fihren.
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Nodulierung und Wurzeltransformation

Die stratifizierten und sterilisierten Samen wurden zur Keimung auf Schragagarplat-
ten mit Nodulationsmedium ausgelegt und bei 24°C fir 48 Stunden im Dunkeln inku-
biert. Um die Induktion der ,Hairy Roots" durch A. rhizogenes zu erhohen wurden die
Platten fur drei weitere Tage bei 4°C gelagert. Die Keimlinge wurden dann in ein
Gemisch aus Vermiculit und Perlite (1:1) pikiert und A. rhizogenes ARqua1 in das
Hypokotyl injiziert (siehe Kapitel 2.16). Nach der Nodulation der Wurzeln mit Sinorhi-
zobium meliloti 2011 wurden die jungen Pflanzen fir zwei Tage unter einer Plastik-
haube bei 20°C mit 16 Stunden Photoperiode inkubiert. Zehn Tagen nach der Injekti-
on entwickelte sich an der Einstichstelle eine kleine Verdickung. Diese wurde mit
Vermiculit und Sand (1:1) abgedeckt und die Temperatur auf 22°C erhéht. Nach
Entwicklung der ,Hairy Roots® (2-4 Wochen) wurde der nicht-transgene Teil des Rhi-
zoms entfernt, die Pflanzen umgetopft und erneut mit S. meliloti 2011 inokuliert. Die
Anzucht erfolgte in einer Klimakammer bei 22°C und 16 Stunden Photoperiode. Alle

zehn Tage wurden die Pflanzen mit Nodulationslésung gedingt.

Aphanomyces euteiches

Fir die Inokulierung mit A. euteiches wurde 1 cm? pilzliches Myzel aus CM-Agar
(Corn Meal) geschnitten und in sterilem Seewasser Uber Nacht bei 25°C inkubiert.

Aus der resultierenden Zoosporensuspension wurde jeder Keimling mit 5 ml infiziert.

2.17.3 Applikation von Indol-3-Buttersaure (IBA)

Nach der Keimung wurden die Pflanzen in ein Gemisch aus Lecaton und Erde (10:1)
bei 23°C und 16 Stunden Photoperiode angezogen. Die Dungung erfolgte einmal pro
Woche mit 40 ml Long Ashton pro Topf. Das Natriumsalz der Indol-3-Buttersaure
wurde in Wasser geldst (10 uM Endkonzentration) und zusammen mit der Dingerl6-
sung nach 4 Wochen Wachstum appliziert. Nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden

wurden die Wurzeln geerntet und bis zur RNA-Extraktion bei -80°C eingefroren.

2.17.4 Applikation von Abscisinsaure (ABA)

Das weitere Wachstum der Keimlinge erfolgte in Pflanzengefal’e mit einem 1:1 Ge-
misch aus Vermiculit und Blahton. Die Dungung der Pflanzen erfolgte jede Woche
mit 10 ml Long Ashton pro Topf. Die (+)-cis,trans-Abscisinsaure wurde in 2,5% (v/v)

Aceton gelost und mit Wasser auf eine Konzentration von 100 uM eingestellt. Nach 4
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Wochen in der Phytokammer (Conviron, Winnipeg, Kanada, 25°C, 16 Stunden Pho-
toperiode) wurden die Pflanzen mit 10 ml der Abscisinsaure-Losung sowie die ent-
sprechenden Kontrollpflanzen mit 10 ml 2,5% (v/v) Aceton fur zwei Tage inkubiert.

AnschlieRend wurden die Pflanzen geerntet und bei -80°C gelagert.

2.17.5 Applikation von Phosphat

Das Wachstum der Keimlinge erfolgte in einem Gemisch aus Vermiculit und Blahton
(1:1). Die Pflanzen wurden alle vier Tage mit 10 ml Long Ashton unter Standard-
Phosphatbedingungen gediingt, wahrend Kontrollpflanzen mit 10-fach reduziertem
Phosphatanteil behandelt wurden. Nach vier Wochen Wachstum in einer Phytokam-
mer (Conviron, Winnipeg, Kanada) bei 25°C und 16 Stunden Photoperiode wurden

die Pflanzen geerntet und bis zur RNA-Extraktion bei -80°C eingefroren.

2.18 Ernte der Wurzeln und Auswertung der Infektion

2.18.1  Ernte der Wurzeln

Die Wurzeln wurden mit Wasser vom Substrat befreit und mit Saugpapier getrocknet.
Das Frischgewicht der Wurzeln wurde bestimmt und eine Wurzel pro Topf fur die
Farbung zurtckgelegt. Die restlichen Wurzeln wurden in 2-3 cm lange Stucke ge-
schnitten, in Aluminiumfolie verpackt, mit flussigem Stickstoff eingefroren und bei ei-

ner Temperatur von -80°C gelagert.

2.18.2 Farbung der Pilzhyphen

Die fur die Farbung vorgesehenen Wurzeln wurden mit 10% (w/v) Kaliumhydroxid-
Ldsung bedeckt und fur 45 min bei 90°C im Wasserbad inkubiert. Nach Entfernung
des Kaliumhydroxids und Spulen mit destilliertem Wasser erfolgte die Farbung der

Pilzhyphen.

Trypanblaufarbung

Mit einer 0,1%igen (w/v) Trypanblau-L6sung wurden die Wurzelfragmente fur 15 min
bei 90°C im Wasserbad und anschlie3end Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlie®Rend wurde die Farbelésung verworfen und die Wurzeln zum Mikroskopie-

ren mit destilliertem Wasser gespult.
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Tintenfarbung

Die Wurzeln wurden mehrmals mit Wasser gewaschen und mit einer Tin-
te/Essigsduremischung fir 10 min im Wasserbad bei 90°C gefarbt. AnschlieBend
wurden die Wurzeln mehrmals grundlich mit angesauertem Wasser (1% (v/v) Essig-

saure) gewaschen (Vierheilig et al., 1998).

Saurefuchsinfarbung

Nach der Kaliumhydroxidbehandlung wurden die Wurzeln 3-4 min mit 1%iger (w/v)
Salzsaure Uberschichtet. Die Losung wurde abgegossen, die Wurzeln aber nicht ge-
waschen, sondern direkt mit der 0,01%igen (w/v) Saurefuchsin-Lésung fur 10-15 min
bei 90°C im Wasserbad inkubiert. Nach Entfernung des Saurefuchsins erfolgte die

Behandlung mit einer Entfarbel6sung.

2.18.3 Abschatzung der Mykorrhizierung

Von den gefarbten Wurzeln eines Pflanzentopfes wurden 30 zufallig ausgewahite
1 cm lange Fragmente auf einem Objekttrager in Glycerin eingebettet. Mit dem
Lichtmikroskop konnte die Anzahl mykorrhizierter Wurzelstlicke ausgezahlt und eine
Einteilung in sechs Infektionsklassen (Tabelle 2-1) vorgenommen werden (Trouvelot
et al., 1986).

Tabelle 2-1 Infektionsklassen

Infektionsklasse Beschreibung

0 Keine Infektion

<1% des Fragments infiziert
<10% des Fragments infiziert
<50% des Fragments infiziert

<90% des Fragments infiziert

g B~ W N =

>90% des Fragments infiziert
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AnschlieRend wurde der Arbuskelgehalt in den infizierten Wurzelabschnitten abge-

schatzt und in folgenden Klassen eingeteilt (Tabelle 2-2):

Tabelle 2-2 Arbuskelgehalt in infizierten Wurzelfragmenten

Klasse Beschreibung
AO keine Arbuskel
A1 wenig Arbuskel
A2 durchschnittlicher Arbuskelgehalt
A3 viele Arbuskel

Aufgrund der Zuordnung konnten die Mykorrhizierungsparameter folgendermalien

berechnet werden (Tabelle 2-3):

Tabelle 2-3 Formeln zur Berechnung der Mykorrhizierungsparameter

Bezeichnung Berechnung

Mykorrhizierungsfrequenz (F) F = Ni/Ngesx 100
Nges = Gesamtzahl der Fragmente
N, = Zahl der mykorrhizierten Fragmente

Mykorrhizierungsintensitat (M) M = (95n5+70n,4+30n3+5n2+N+)/Nges
n, = Zahl der Fragmente in Infektionsklasse X

Mykorrhizierungsintensitat der infizierten

Fragmente (m) m = Mx100/F

Arbuskelgehalt im infizierten Teil der a = (100mp3+50maz+10ma4)/100

Waurzel (a) May = (95n5Ay+70n4Ay+3On3Ay+5n2Ay+n1Ay)>< F/(meM)
nay = Anzahl der Fragmente mit einem Arbuskelgehalt der
Klasse Ay

Arbuskelgehalt im gesamten Wurzelsys-

tem (A) A =axM/100

2.19 Qualitativer B-Glukuronidase-Test

Kndllchen wurden mit dem Leica VT100S Vibratom (Wetzlar) in Natrium-
Phosphatpuffer (0,05 M NaH,PO4; 0,05 M Na,HPO4; pH 7,5) mit einer Dicke von
70 um geschnitten. Die Semidunnschnitte sowie Wurzelfragmente von M. truncatula
wurden in GUS-Puffer (9,6 ml Tris-Cl/NaCl-Puffer, 0,2 ml K-Ferri-Ferrocyanid-
Stammlosung und 0,5 ml X-Gluc-Stamml6sung) gegeben und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Nach Spulen mit Wasser erfolgte die Dokumentation mit Lichtmikroskop

und Digitalkamera.
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2.20 Messung von Abscisinséure

Abscisinsaure (ABA) wurde aus 100 mg frischem Wurzelmaterial entsprechend dem
leicht modifizierten Protokoll von M. K. Walker-Simmons extrahiert (Walker-Simmons
et al., 2000). Nach Zugabe von 50 ng deuterierter ABA (Plant Biotechnology Institute,
National Research Council of Canada) wurde das Pflanzenmaterial in einem Morser
mit einem Gemisch aus Isopropanol/Eisessig (95:5, v/v) homogenisiert, in einem
Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) tber Nacht bei 4°C im Dunkeln inkubiert und
anschlieRend zentrifugiert (1500xg, 10 min). Der Uberstand wurde in ein neues Ge-
fal Uberfuhrt und unter einem Stickstoff-Strom getrocknet. Die Probe wurde dann in
100 ul Methanol geldst, kurz zentrifugiert und der Uberstand erneut transferiert. Das
Methanol wurde unter Stickstoff entfernt, der Rickstand in 100 uM Ethylacetat auf-
genommen und mit 900 pl Diazomethan fur 10 min bei Raumtemperatur methyliert
(Cohen, 1984). Die Probe wurde mit Stickstoff getrocknet und fur die Messung mit-
tels Gaschromatograph-Massenspektrometer (GC-MS) in 20 uyl Ethylacetat aufge-
nommen. Von jeder Probe wurden unabhangig voneinander drei Extraktionen
durchgefuhrt.

Die GC-MS Analyse erfolgte in dem Varian Saturn 2100 ,lon-Trap“ Massenspektro-
meter und dem Varian CP-3900 Gaschromatographen verbunden mit dem CP-8400
Autosampler (Varian, Walnut Creek, CA, USA). Die lonisierungsstarke betrug 70 eV.
Fir die Analyse erfolgte die Injektion von 2,5 ul der methylierten Probe im ,Splitless®
Modus (Splitéffnung 1:100 nach 1 min) auf eine Phenomenex ZB-5 Saule (30 m
Lange; 0,25 mm Durchmesser; 0,25 ym Schichtdicke). Als Tragergas diente Helium
bei einer konstanten Flussrate von 1 ml/min. Die Temperatur des Injektors betrug
250°C. Das Temperaturprogramm der GC-Saule sah folgendermal3en aus: Nach der
Injektion wurde die Anfangstemperatur von 70°C fur 1 min gehalten, danach erfolgte
eine Erhdhung mit einer Rate von 20°C/min auf eine Temperatur von 280°C, die fur
5 min konstant gehalten wurde. Der Proben wurden bei einer Temperatur von 280°C
vom Gaschromatographen in das Massenspektrometer transferiert. Die Retentions-
zeit fur die ABA im Gaschromatographen unter diesen Bedingungen betrug 12,6 min.
Flr eine hohere Sensitivitat wurde der uSIS-Modus zur Analyse der lonenmassen
162/166 und 190/194 verwendet. Das Massenspektrometer wurde bei einem Elek-
tron-Multiplier-Offset von 200 V, einem Emissionsstrom von 30 A und einer Tempe-

ratur der lonenfalle von 200°C betrieben. Die Scangeschwindigkeit betrug 0,6 s/scan.

-34-



Material und Methoden

Zur Bestimmung der Konzentration wurde der ABA-Peak flir die lonenmassen 190
und 194 integriert und die erhaltenen Werte in die Isotopenverdinnungsgleichung

zur Berechnung der ABA-Menge in Nanogramm pro Gramm Wourzelfrischgewicht

Frischgewicht [g]

eingesetzt:

= ABA [ng]/Frischgewicht [g]

2.21 Extraktion von RNA aus Pflanzenwurzeln

Vom Substrat gereinigte M. truncatula Wurzeln wurden unter Zugabe flissigen Stick-
stoffs in einem Morser gemahlen. Fir jede Extraktion wurde ca. 100 mg frisches
Wurzelmaterial eingesetzt. Total-RNA wurde mit dem RNeasy Kit von Qiagen (Hil-
den) nach Anleitung des Herstellers isoliert und mit DNase | von unerwiinschter DNA
gereinigt. Qualitat und Quantitat konnten mit dem Lab Chip-System RNA 600 Nano
Kit im Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Boblingen) und der entsprechenden
Software gemessen werden. Nach Zugabe von 20 U RNasin (Promega, Mannheim)
wurde die RNA bei -80°C gelagert.

2.22 Northern Hybridisierung

5 pg total-RNA wurden in einem formaldehydhaltigen Agarosegel aufgetrennt und
Uber Kapillarkrafte auf Hybond™ N* Membranen (Amersham Biosciences, Freiburg)
ubertragen. Nach dem RNA-Tranfer wurden die Membranen in Methylenblau gefarbt
und in RNase-freiem Wasser gewaschen. Nach Bestatigung gleicher Mengen RNA
auf der Membran wurde die Farbung mit 1% (w/v) SDS, 1x SSC wieder entfernt. Mit-
tels PCR wurden die DNA-Fragmente mit Digoxigenin nach Anleitung des Herstellers
markiert (Roche Diagnostics, Mannheim) und unter Standardbedingungen an die
Membranen hybridisiert (Sambrook et al., 1989).

2.23 cDNA-Synthese

Zur Herstellung von cDNA dienten je nach Verwendungszweck zwei unterschiedliche
Protokolle. Fir die Synthese von cDNA-Sonden wurde der SMART™ PCR cDNA
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Synthesis Kit von BD Biosciences Clontech (Palo Alto, CA, USA) verwendet, wah-
rend cDNA-Material fur genspezifische PCRs durch ,einfache® reverse Transkription

hergestellt wurde.

2.23.1  SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit

Wie vom Hersteller empfohlen, wurden 0,2-1 uyg RNA in die cDNA-Synthese mit dem
SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit eingesetzt. Die sscDNA diente als Ausgangsma-

terial fir die Synthese von Fluoreszenz- und radioaktiv-markierten Sonden.

2.23.2 Reverse Transkription mit SuperScript™ Il RT

In die Reaktion wurden etwa 1-5 ug RNA eingesetzt und nach Anleitung von Invitro-
gen Life Technologies (Karlsruhe) mit der SuperScript™ Il RT in sscDNA umge-

schrieben.

2.24 Herstellung und Bearbeitung von P. sativum Makroarrays

2.24.1 Herstellung der Makroarrays

Nach der Praparation und Reinigung der Plasmide aus einer subtraktiven Bank wur-
den die Genfragmente mit M13-Oligonukleotiden amplifiziert und je ~5 ng der erhal-
tenden PCR-Produkte mit einem Roboter (Flexy Gridder & Replicator, Genomic Solu-
tions, Ann Arbor, MI, USA) an zwei unterschiedlichen Positionen auf Hybond™ N*
Membranen (Amersham Biosciences, Freiburg) getropft. Durch UV-Strahlen wurde
die DNA kovalent auf der Membran gebunden. Die technische Durchfliihrung Uber-

nahm Dr. Anke Becker an der Universitat Bielefeld.

2.24.2 Synthese radioaktiver Sonden

Die von L. Lapopin aus P. sativum gereinigte total-RNA bzw. polyA-RNA wurde fur
die Synthese von dscDNA mit dem SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit (BD Bio-
sciences Clontech, Palo Alto, CA, USA) eingesetzt.

Die Markierung der cDNA mit [0->*P]-dATP (50 uCi, Hartmann Analytic, Braun-
schweig) wurde mit dem Advantage PCR Kit (BD Biosciences Clontech, Palo Alto,
CA, USA) durchgefuhrt. In die Reaktion wurden 2 pyl cDNA, 2 yl 10 yM SMART PCR
Primer und 5 pyl dNTPs (2 mM dGTP, dCTP, dTTP; 0,2 mM dATP) eingesetzt. Die
Reaktionen erfolgten in dem Personal Cycler von Biometra (Gottingen) unter folgen-
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den Bedingungen: Denaturierung flr 1 min bei 95°C, 25 Zyklen (15 s bei 94°C, 30 s
bei 65°C und 6 min bei 68°C) und einer abschlielenden Elongationsphase von 6 min
bei 68°C.

Die Entfernung freier Nukleotide erfolgte tUber S-300 spin columns (Mobitec, Géttin-
gen). Die Einbaurate von [0->°*P]-dATP wurde mittels des Szintillationszahlers LS

5600 Multi Purpose Scintillation Counter (Beckmann, Minchen) ermittelt.

2.24.3 Hybridisierung

Die Hybridisierungen sowie die stringenten Waschschritte erfolgten entsprechend

dem Protokoll fur Digoxigenin-Sonden von Roche Diagnostics (Mannheim).

2.244 Datenanalyse

Die Signale auf den Membranen wurden mit dem Phosphor Imager Storm™ 860 (Mo-
lecular Dynamics/Amersham Biosciences, Freiburg) und der entsprechenden Soft-
ware Scanner Control Version 4.1 mit einer Aufldsung von 50 Micron aufgenommen.
Die Quantifizierung der Hybridisierungssignale erfolgte mit dem Programm Image-
Quant™ Version 5.2. Nach der Hintergrundkorrektur (,Object Average®) wurde mit der
,Volume“-Quantifizierungsmethode die Signalintensitat fir jeden Spot berechnet.
Qualitatskontrolle und Normalisierung der Daten wurden in Microsoft® Excel vorge-
nommen. Berucksichtigt wurden nur die Signale, deren Intensitaten zweifach Uber
dem Hintergrund lagen und in der internen Kontrolle einen maximal 50%igen Unter-

schied zeigten.

2.25 Herstellung und Bearbeitung von M. truncatula cDNA-Arrays

2.25.1 Herstellung der cDNA-Arrays

Makroarrays

Die Mt6k-RIT (M. truncatula 6k Root Interaction Transcriptome) Makroarrays enthal-
ten 5648 PCR Fragmente, die eine Auswahl von Wurzel-exprimierten Genen repra-
sentieren. Diese wurden von Plasmiden aus verschiedenen cDNA-Banken (Journet
et al., 2002) mit M13-Oligonukleotiden amplifiziert und anschlieRend gereinigt. PCR-
Produkte (100-200 ng/ul) und Oligonukleotide (25 uM) wurden in 50% (v/v) DMSO
geldst, mit dem MicroGrid 11 600 (384 Spitzen, BioRobotics, Huntingdon, UK) auf Ny-

-37-



Material und Methoden

lon Membranen (Macherey & Nagel, Duren) getropft und flr zwei Stunden bei 80°C
auf der Oberflache fixiert. Zur Kontrolle der Membranen wurde die Probe mit Brom-
phenolblau (1 mg/l) visualisiert. Dem Auftropfschema (Abbildung 2-1) kann man ent-

nehmen, dass jeder Klon als interne Kontrolle zweimal auf dem Array vorhanden ist.

Abbildung 2-1 Layout des Makroarrays. Der Makroarray besteht aus 24x32 Bldocken mit
jeweils zwei Replikaten von acht unterschiedlichen DNA-Fragmenten. Die Nummerierung
gibt die Position der Fragmente innerhalb eines Blocks an.
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Mikroarrays

Der 6k-RIT Mikroarray enthalt dieselben 5648 PCR Fragmente wie der Makroarray.
Jedes cDNA-Fragment (ca. 250 pg) wurde in drei Replikaten auf einen 3-
Aminopropyltrimethoxysilan-beschichteten Glasstrager mit dem MicroGrid 11 6000
(BioRobotics, Huntingdon, UK) aufgebracht. Die DNA wurde durch eine 3-stlindige
Inkubation bei 80°C kovalent auf dem Glastrager fixiert. Ungebundene DNA wurde
durch waschen in 0,1% (w/v) SDS (42°C, 2 min) und zweimal in destilliertem Wasser
(20°C, 2 min) entfernt. Nach einer 3-minutigen Denaturierung der DNA in kochendem
Wasser wurden die Glasstrager fir 10 s in Ethanol getaucht und durch Zentrifugation

(3 min, 185x%g, 20°C) getrocknet. Die Lagerung erfolgte im Trockenen bei 4°C.
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Abbildung 2-2 Layout des Mikroarrays. Der Mikroarray besteht aus 48 Blocken mit jeweils
24x24 Spots (insgesamt 576 Spots pro Block). Da jedes PCR-Fragment als Triplikat vorhanden
ist, betragt die Summe aller Spots 27.684.
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2.25.2 Synthese der cDNA-Sonden

Radioaktiv-markierte Sonden

Die Erststrangsynthese der cDNA erfolgte mit dem SMART™ PCR cDNA Synthesis
Kit (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, USA). In die radioaktive Markierungs-
reaktion wurden 2 pl sscDNA, 1 yl 10 yM SMART PCR Primer, 5 pl dNTPs (2 mM
dGTP, dCTP und dTTP; 0,2 mM dATP) und 50 pCi [a-**P]-dATP (Hartmann Analytic,
Braunschweig) in einem Gesamtvolumen von 50 yl zusammen mit dem Advantage 2
PCR Kit (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, USA) verwendet. Die PCR wurde
im Personal Cycler (Biometra, Gottingen) mit dem folgenden Programm durchge-
fuhrt: Denaturierung fur 1 min bei 95°C, 35 Zyklen (15 s bei 94°C, 30 s bei 65°C und
6 min bei 68°C) und einer abschliel}enden Elongationsphase von 6 min bei 68°C.
Nach der Entfernung freier Nukleotide Uber S-300 spin columns (Mobitec, Gottingen)
wurde die Einbaurate von [cx—33P]—dATP mit dem Szintillationszahler LS 5600 Multi

Purpose Scintillation Counter (Beckmann, Minchen) bestimmit.

Fluoreszenz-markierte Sonden

Die PCR-Amplifizierung zur Herstellung Fluoreszenz-markierter cONA-Sonden wurde
analog zur radioaktiven Sondenmarkierung durchgefuhrt. Statt des p-Strahlers
[0-P]-dATPs wurden jedoch Aminoallyl-dUTPs (aa-dUTP, Sigma, Taufkirchen) in

die Reaktion eingesetzt, an deren Aminogruppen durch eine Veresterung die Fluo-
reszenzfarbstoffe gekoppelt wurden. Die Reaktion erfolgte mit 0,7 yl dNTPs (25 mM
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dATP, dCTP und dGTP; 8 mM dTTP; 17 mM aa-dUTP), 2 ul sscDNA, 1 ul 10 uM
SMART PCR Primer, dem Advantage 2 PCR Kit (BD Biosciences Clontech, Palo Al-
to, CA, USA) und den entsprechenden PCR-Bedingungen (16 oder 35 Zyklen). 45 pl
PCR-Produkt wurden mit 465 pl Wasser gemischt und mit Microcon-30 Filter von der
Firma Millipore (Eschborn) gereinigt. Der komplette Ansatz wurde durch Zentrifugati-
on (12000 rpm, 8 min, 20°C) in einer Biofuge pico (Heraeus, Hanau) und zweimal
Waschen mit 450 yl Wasser uber die Microcon-30 Filter gereinigt. Die DNA wurde in
einem 20 pl Volumen von den Filtern eluiert, fir 1 min im kochenden Wasserbad de-
naturiert, auf Eis abgekuhlt und kurz zentrifugiert. Anschlieend wurde die DNA vor-
sichtig mit 1 yl 1 M Natriumbikarbonat (pH 9,0) gemischt und an Cy3- und Cy5-NHS
Molekule gekoppelt. Zur Vorbereitung der Fluoreszenzfarbstoffe wurden Cy™3 Mo-
nofunctional Reactive Dye und Cy™&5 Monofunctional Reactive Dye (Amersham Bio-
sciences, Freiburg) in 20 ul Atlas Glass Approved DMSO (BD Biosciences Clontech,
Palo Alto, CA, USA) resuspendiert, in 2 pl aliquotiert und in einer Speed Vac (Heto,
Allergd, Danemark) wieder einrotiert. Zum Schutz der Fluoreszenzfarbstoffe wurde
die Aliquotierung sowie alle nachfolgenden Arbeiten bei verminderter Lichtintensitat
durchgefuhrt. Die Sonden wurden mit den entsprechenden Farbstoffen gemischt und
fur eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Freie Aminogruppen wur-
den durch die Zugabe von 4,5 pl 4 M Hydroxylamins und einer Inkubationszeit von
15 min im Dunkeln geblockt.

Vor der Reinigung der Fluoreszenz-gekoppelten Sonden mit dem Qiaquick PCR Pu-
rification Kit (Qiagen, Hilden) wurden die Cy3-Sonden mit 49 yl Wasser und den ent-
sprechenden Cy5-Sonden gemischt. Die Sonden wurden mit 2x 30 pyl Wasser von
den Saulen eluiert. Die Uberpriifung des Einbaus beider Fluoreszenzfarbstoffe in die
cDNA erfolgte durch die Auftrennung von 2 pl jeder Probe im 0,8%igen (w/v) Agaro-
segel und dem Scannen im Typhoon™ 9400 Variable Mode Imager (Amersham Bio-
sciences, Freiburg) bei 633 nm fur Cy5 und 532 nm bei Cy3. Um wahrend des
Scannvorganges den stérenden Einfluss des Bromphenolblaus zu vermeiden, wur-
den die Proben mit 4 ul 44%igen (v/v) Glycerin ohne Farbstoff elektrophoretisch auf-

getrennt.
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2.25.3 Hybridisierung

Mikroarrays

Die Prahybridisierung der Mikroarrays erfolgte fur eine Stunde in 42°C warmen Easy-
Hyb™ Hybridisierungslosung (Roche Diagnostics, Mannheim) und 5 pg/ml Ultra-
schall-behandeltes Salmon Sperm DNA. Anschliefend wurden die Mikroarrays mit
MilliQ Wasser (20°C, 1 min) gewaschen, in Ethanol (20°C, 10 s) getaucht und durch
Zentrifugation (185%g, 20°C, 3 min) getrocknet. Die Hybridisierung erfolgte in der
ASP Hybridisierungsstation (Amersham Biosciences, Freiburg). Nach der Reduktion
des Probenvolumens in einer Speed Vac von 58 ul auf 20-25 pl wurde die Sonde mit
250 yl EeasyHyb™ Hybridisierungslosung (Roche Diagnostics, Mannheim) sowie
15 pg Ultraschall-behandelte Salmon Sperm DNA gemischt und kurz vor der Injekti-
on in die Hybridisierungskammer 5 min bei 65°C denaturiert. Nach der Hybridisierung
(42°C, 15 Stunden) erfolgte eine Waschung einmal in 2x SSC, 0,2% (w/v) SDS
(42°C, 1 min), zweimal in 0,2x SSC, 0,1% (w/v) SDS (20°C, 1 min), zweimal in 0,2x
SSC (20°C, 1 min) und einmal in 0,1x SSC (20°C, 1 min). Die Glasstrager wurden
durch Zentrifugation (20°C, 185x%g, 3 min) getrocknet und mit dem ScanArray 4000
(Perkin Elmer, Fremont, CA, USA) mit einer PixelgroRe von 10 um im Cy3- und Cy5-
Kanal gescannt. Cy5-Molekule besitzen eine groere Sensitivitat gegenuber den La-
sern des ScanArray 4000, als Cy3-Molekule. Um ein vorzeitiges Ausbleichen des
Farbstoffes durch Scannen der Cy3-Sonden vorzubeugen, wurden die Arrays zuerst

im Cy5-Kanal gescannt.

Makroarrays

Die Hybridisierungen sowie die stringenten Waschschritte erfolgten entsprechend

dem Protokoll fur Digoxigenin-Sonden von Roche Diagnostics (Mannheim).

2.25.4 Datenanalyse

Mikroarrays

Spotdetektion, Bildsegmentierung und die Bildquantifikation erfolgte mit der Software
ImaGene 5.0 (BioDiscovery Inc., El Segundo, CA, USA). Die mittlere Pixelintensitat
der Signale und der lokalen Hintergrinde wurden im Cy3- und dem Cy5-Kanal fur

jeden Spot auf dem Mikroarray berechnet. Wahrend der Bildbearbeitung wurden die
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Spots, die in beiden Kanalen einen R-Wert von R < 1,0 besalen, herausgefiltert. Da-
bei ist R definiert als die Differenz zwischen der mittleren Intensitat der Signalpixel
und der mittleren Intensitat der lokalen Hintergrundpixel dividiert durch die Standard-
abweichung der lokalen Hintergrundpixel. Zusatzlich blieben die Spots unbertcksich-
tigt, deren Qualitat durch Scan- oder Hybridisierungsartefakte beeintrachtigt wurde.
Anschlieend erfolgte die Importierung der Daten in die Mikroarray-Analyse-Software
EMMA 1.0 (http://www.genetik.uni-bielefeld.de/EMMA). Mit diesem Computerpro-
gramm wurde die Normalisierung der Daten sowie die Berechnung der M-Werte (Ex-
pressionsverhaltnisse) und der A-Werte (durchschnittliche Signalintensitat) vorge-
nommen (Dondrup et al., 2003).

Die Signalintensitat (lcys; und lcy3) und die Intensitat des lokalen Hintergrundes
(Bgcys, oder Bgcys;) wurden von jedem Spot im Cy3- sowie im Cy5-Kanal gemessen

und voneinander subtrahiert:

Ri = ICyS‘ _BQCys‘ und Gi - ICySi _Bgcy3‘

Anschlieend wurde flr jeden Spot das logarithmische Verhaltnis zur Basis 2 der In-

tensitatsverhaltnisse berechnet:

Die Berechnung der mittleren Signalintensitat eines Spots erfolgte durch die Formel:

A, =log,. R, xG,

Zur Normalisierung der Daten wurde die Lowess-Funktion verwendet (Yang et al.,
2002). Dieser Algorithmus ist eine lokal gewichtete Regressionsfunktion aus der Pro-
grammiersprache R, die lokal lineare Approximationen eines Scatter-Plots erzeugt.
Dadurch werden intensitatsabhangige Verzerrungen der M-Werte kompensiert, die
durch die Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe entstehen. Die normalisierten M-
Werte fir den i-ten Klon wurden folgendermalien berechnet:

R, R R,
M, =|ogza'_—> |ogzaj—c(A)=|ogzk—(3'_

wobei c(A) die Lowess-Funktion ist, deren Parameter aus der Verteilung der M- und

A-Werte aller Messungen des Experiments bestimmt wurden.
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Um Berechnungen im Falle negativer R;- oder Gi-Werte mit dem Logarithmus zur Ba-
sis 2 zu ermoglichen und um Schwankungen zu reduzieren, die durch eine niedrige
Signalintensitat bedingt sein kdnnen, wurde ein Schwellenwert (,Floor Value®) von 20
vor der Datennormalisierung eingefuhrt. Dies hatte zur Folge, dass alle Werte unter-
halb des Schwellenwertes gleich 20 gesetzt wurden.

Nach der Normalisierung wurden signifikant hoch- oder herunterregulierte Gene
durch einen t-Test identifiziert (Dudoit et al., 2002). Mindestens 50% der technischen
Replikate eines Klons mussten hier ein Signal zeigen und wurden als differentiell
exprimiert angesehen, wenn p < 0,05 und M > 0,9 bzw. M < -0,9 war. Die statistische
Auswertung erfolgte ebenfalls in EMMA 1.0, alle weiteren Arbeiten wurden in Micro-

soft® Excel durchgefiihrt.

Makroarrays

Nach der Exposition (Molecular Dynamics Storage Phosphor Screen) wurden die
Membranen mit dem Phosphor Imager Storm™ 860 (Molecular Dynamics/Amersham
Biosciences, Freiburg) sowie der entsprechenden Software Scanner Control Version
4.1 mit einer Aufldsung von 50 Micron eingescannt. Im Gegensatz zur Bearbeitung
der Mikroarrays wurden in ImaGene 5.0 (BioDiscovery Inc., EI Segundo, CA, USA)
die Spots mit Signalintensitat R < 1,0 und qualitativ minderwertige Spots nicht mar-
kiert, so dass sie nach der Normalisierung mit EMMA 1.0 (Dondrup et al., 2003) ma-
nuell entfernt werden mussten. Aus technischen Griinden ist eine Hintergrund- und
eine ,Floor“-Korrektur mit EMMA 1.0 nicht moglich. Nach der Lowess-Normalisierung
erfolgte die statistische Auswertung, wie bereits fur die Mikroarrays beschrieben. Al-
lerdings wurden nur die Gene berucksichtigt, die ein Signal in allen technischen

Replikaten hatten.
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3 Ergebnisse

3.1  Transkriptom-Analysen in Medicago truncatula

Um transkriptionelle Veranderungen unter verschiedenen Bedingungen in Wurzeln
von M. truncatula zu untersuchen, wurden an der Universitat Bielefeld unter der Lei-
tung von Dr. Helge Kuster und Dr. Anke Becker cDNA-Arrays entwickelt, die ein um-
fangreiches Transkriptom der Wurzel reprasentieren. Die Entwicklung dieser so ge-
nannten Mt6k-RIT Arrays basiert auf einer Sammlung von 6359 EST Cluster (MtC),
welche aus 21473 5" und 3" ESTs zusammengesetzt wurden und deren Sequenzen
mit den entsprechenden Annotierungen im Internet zur Verfligung stehen
(http://medicago.toulouse.inra.fr/Mt/EST). Die ESTs stammen aus cDNA-Banken, zu
deren Generation M. truncatula unter stickstofflimitierten Bedingungen (MtBA), mit
Kndllchenbakterien (MtBB) sowie mit Mykorrhizapilzen (MtBC) angezogen wurde
(Journet et al., 2002). Von Teilnehmern des European Union Genome Project ME-
DICAGO (http://medicago.toulouse.inra.fr/EU) sind zusatzlich einige cDNA-Frag-
mente auf dem Array enthalten, die ebenfalls aus M. truncatula Wurzelinteraktionen
stammen. Aus Klonen dieser cDNA-Banken konnten 5648 unterschiedliche Frag-
mente Uber PCR amplifiziert und auf Nylonmembranen als Makroarrays oder auf
Glasstragern als Mikroarrays zur Verfugung gestellt werden. Jedes PCR-Fragment

liegt auf dem Makroarray als Duplikat bzw. auf dem Mikroarray als Triplikat vor.

Zur ldentifizierung Mykorrhiza-spezifisch regulierter Gene wurde die Leguminose
M. truncatula mit den AM Pilzen Glomus mosseae, Glomus intraradices oder Gi-
gaspora rosea inokuliert und unter Phosphat-limitierten Bedingungen angezogen.
Aufgrund einer Kontamination des G. rosea Inokulums mit Knollchenbakterien wur-
den die mykorrhizierten Pflanzen sowie die entsprechenden Kontrollen zusatzlich mit
den Kndllchen-induzierenden Bakterium Sinorhizobium meliloti infiziert, um differen-
tielle Genexpression, bedingt durch die Mykorrhizasymbiose, eindeutig zuzuordnen.
Nach mehrwochigem Wachstum wurden die Wurzeln geerntet und der Grad der My-
korrhizierung durch Trypanblaufarbung des pilzlichen Gewebes abgeschatzt (Tabelle
3-1). Die unterschiedlichen Wachstumsperioden begriinden sich durch die Aggressi-
vitat mit der Mykorrhizapilze die Wirtspflanze besiedeln. G. rosea zum Beispiel beno-

tigt fur einen vergleichbaren Mykorrhizierungsgrad langer als G. intraradices. Zur Si-
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mulation indirekter Mykorrhizaeffekte im pflanzlichen Symbiosepartner bedingt durch
verbesserte Phosphatversorgung und durch erhohte Phytohormonkonzentrationen
wahrend der Wechselwirkung wurden in weiteren Ansatzen nach vierwdchigem
Wachstum die Medicago-Pflanzen fur zwei Tage mit Abscisinsaure (ABA) bzw. fur
vier Stunden mit Indol-3-Buttersaure (IBA) behandelt oder unter verschiedenen
Phosphatbedingungen kultiviert. Mit Ausnahme von G. mosseae wurden die Inokulie-
rungen sowie die Behandlungen der Pflanzen in unabhangigen Ansatzen (biologi-

sche Replikate) wiederholt.

Tabelle 3-1 Mykorrhizierungsparameter.

Alter o 0 0 0 0

(Wochen) F (%) M (%) m (%) A (%) a((%)
G. mosseae 5 52 - - - -
G. intraradices 3 100 81 81 66 81
4 30 - - - -
G. rosea 6 70 37 53 30 80
6 68 41 60 34 82

Aus allen Ansatzen wurde total-RNA extrahiert, die der Synthese radioaktiv- oder
Fluoreszenz-markierte Sonden diente (Tabelle 3-2). Aus jedem biologischen Ansatz
wurden zwei cDNA-Sonden als technische Replikate zur Hybridisierung der Arrays
synthetisiert. Fur die Mikroarrays wurde die cDNA des eigentlichen Experiments an
den gelb-fluoreszierenden Cy3-Farbstoff und die entsprechende cDNA der Kontrolle
an den orange-fluoreszierenden Cy5-Farbstoff gekoppelt. Experiment- und Kontroll-
Sonden wurden miteinander kombiniert, an einen 6k-RIT Mikroarray hybridisiert und
die Signale anschlieRend mit einem Scanner aufgenommen. Die Auswertung erfolgte
mit dem von der Universitat Bielefeld entworfenen Programm EMMA 1.0 (EST Meets
Microarray). Fur die Hybridisierung von Makroarrays wurde zur Minimierung storen-
der Interferenzen benachbarter Signale das schwacher strahlende [a-P]-dATP statt
des [a-**P]-dATP in die Sonden eingebaut. Radioaktive Sonden wurden jeweils mit
einem 6k-RIT Makroarray hybridisiert. Die gescannten Bilder der Array-
Hybridisierungen wurden mit dem Bilderkennungsprogramm ImaGene 5.0 sowie mit
dem Programm EMMA 1.0 bearbeitet. Im Prozess dieser Bearbeitung wurden die
Daten der technischen Replikate miteinander kombiniert, wahrend die biologischen
Replikate aufgrund ihrer relativ starken Unterschiede im Transkriptionsprofil getrennt

betrachtet werden mussten.
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Tabelle 3-2 Fluoreszenz- und radioaktiv-markierte cDNA-Sonden zur
Hybridisierung an 6k-RIT Mikro- bzw. Makroarrays. In verschiedenen
Ansatzen wurden M. truncatula mit den drei Mykorrhizapilzen
G. mosseae, G. intraradices oder G. rosea inokuliert sowie mit Phyto-
hormonen (ABA bzw. IBA) oder Phosphat behandelt. Total-RNA aus den
Wurzeln dieser Pflanzen wurde zur Synthese von cDNA-Sonden verwen-
det. Fir jeden biologischen Ansatz ist die Anzahl der durchgefiihrten
Hybridisierungen angegeben.

Radioaktive Sonden Replikate
biologische technische
G. mosseae Kontrolle 1 1
G. intraradices Kontrolle 1 1
Fluoreszenz-Sonden Replikate
Cy3-Farbstoff Cyb-Farbstoff biologische technische
G. mosseae Kontrolle 1 2
G. intraradices Kontrolle 2 je2
G. rosea* Kontrolle* 2 je?2
Phosphat Kontrolle 2 2und 1
ABA Kontrolle 2 je2
IBA Kontrolle 2 ie2

* Pflanzen mit Knollchenbildung

Eine haufig beobachtete Eigenschaft von Array-Daten ist die durchgehende Abhan-
gigkeit der logz-Intensitatsverhaltnisse (M) zur mittleren Spotintensitat (A) beider Flu-
oreszenzen innerhalb eines Experiments. Diese Abhangigkeit kann in einem Scatter-
Plot (M/A-Plot) graphisch dargestellt werden. Unter der Annahme, dass die meisten
Gene nicht differentiell exprimiert werden und eine Regulation der Gene symmetrisch
erfolgt (d.h. es gibt ungefahr eine gleiche Anzahl hoch- und runterregulierter Gene),
sollte die Signalintensitat der meisten Gene in einer horizontalen Linie akkumulieren.
Aufgrund des systemischen Effekts zeigt die Verteilung der Datenpunkte jedoch eine
Verzerrung. Eine Normalisierung der Daten ist daher zwingend notwendig und erfolgt
mit der Lowess-Funktion, die systemische Abweichungen detektiert und korrigiert
(Abbildung 3-1).

Zur |dentifizierung signifikanter Signale wurden t-Tests (Dudoit et al., 2002) durchge-
fuhrt, um die Spots mit einem p-Wert p < 0,05 auszuwahlen. Zusatzlich mussten in
jedem biologischen Replikat 50% der Spots pro Gen ein Signal zeigen. Fir Makroar-

rays erhohte sich dieser Wert sogar auf 100%. Gene mit einem mindestens 1,9-
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fachen (M > 0,9 oder M <-0,9) Expressionsunterschied wurden als reguliert betrach-
tet.
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Abbildung 3-1 M/A-Plot der Mikroarray-Daten. Nach Hybridisierung der Sonden an die cDNA-
Mikroarrays erfolgte die Auswertung mit dem Programm EMMA 1.0. Alle Daten wurden nach Hinter-
grund- und ,Floor“-Korrektur, Kombination der technischen Replikate, Lowess-Normalisierung und
statistischer Auswertung (p < 0,05) fiir jeden Ansatz in einem Diagramm zusammengefasst. Die Scat-
ter-Plots zeigen log,-Intensitatsverhaltnisse (M) aufgetragen gegen die mittlere Spotintensitat (A). Dif-
ferentiell exprimierte Gene werden durch Linien bei M > 0,9 und M <-0,9 von den unregulierten Genen
abgegrenzt.
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G. intraradices G. mosseae

M-Werte
M-Werte

-10 T T T T T -10 T T T T T
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Abbildung 3-2 M/A-Plot der Makroarrays. Entsprechend der Bearbeitung der Mikroarrays erfolgte
die der Makroarrays. Aus technischen Grinden musste hier auf eine Hintergrund- und ,Floor*-
Korrektur verzichtet werden. Die Scatter-Plots zeigen log,-Intensitatsverhaltnisse (M) aufgetragen ge-
gen die mittlere Spotintensitat (A). Differentiell exprimierte Gene werden durch Linien bei M > 0,9 und
M < -0,9 von den unregulierten Genen abgegrenzt.

M/A-Scatter-Plots sind eine nitzliche Darstellungsweise der Hybridisierungsdaten,
um Aussagen Uber die Qualitat der Array-Experimente treffen zu kdnnen. Die Mehr-
heit der Gene liegt in einer horizontalen Linie und erscheinen somit als nicht differen-
tiell exprimiert. Dem gegenulber steht ein sehr geringer Anteil regulierter Gene, der
aus dieser Punkte-Wolke streut (Abbildung 3-1). Auffallig ist der Unterschied in der
Datenverteilung der ,G. rosea’-, ,Phosphat’- und ,ABA’-Experimente gegenuber der
von ,G. intraradices’, ,G. mosseae’ und ,IBA'. In den zuletzt genannten Experimenten
ist die Menge regulierter Gene und die Regulationsstarke gegentber den erst ge-
nannten wesentlich niedriger. Dennoch ist die Qualitat ausreichend, um differentiell
exprimierte Gene zu identifizieren (Tabelle 3-3). Die Gesamtzahl regulierter Gene fur
jedes Experiment summiert sich aus den biologischen Ansatzen, die sich wiederum
aus den entsprechenden technischen Replikaten zusammensetzen. Die Summe der
differentiell exprimierten Gene aus den biologischen Replikaten Ubersteigt die Ge-
samtzahl nur geringfugig, was bedeutet, dass die Transkriptionsprofile der biologi-

schen Replikate relativ wenige Gemeinsamkeiten besitzen.
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Tabelle 3-3 Anzahl regulierter Gene aus Mikro- und Makroar-
ray-Experimenten. Fir jedes biologische Replikat sowie fur das
jeweilige Experiment ist die Anzahl der differentiell exprimierten
Gene angegeben.

Experiment ' einzelne nicht redundante
biol. Replikate Summe
G. mosseae 141/265* 390
G. rosea 424/431 695
G. intraradices 99/66/46* 165
Phosphat 412/504 852
ABA 392/517 790
IBA 112/86 186

* Anzahl regulierter Gene aus den Makroarray-Hybridisierungen

In Folge der funktionalen Annotation der moglicherweise kodierten Proteine wurden
die Gen-Cluster des 6k-RIT Arrays in 16 Funktionsklassen eingeteilt (Journet et al.,
2002). Zu den umfangreichen Kategorien zahlen Primarmetabolismus, Proteinsyn-
these und -prozessierung sowie Gene ohne Homologie. Die jedoch grofte Klasse
bilden die cDNA-Cluster mit Sequenzhomologien zu Genen unbekannter Funktion.
Diese Verteilung korreliert mit der Beobachtung, dass die meisten regulierten Gene
aus den Array-Experimenten genau in diese Funktionsklassen fallen (Abbildung 3-3).
Aussagekraftiger in Hinblick auf eine Beteiligung bestimmter Prozesse in der Mykor-
rhiza ist der prozentuale Anteil regulierter Gene pro Funktionsklasse (Abbildung 3-4).
Auffallig ist in den Wechselwirkungen mit den beiden Glomus-Spezies die starke In-
duktion von Genen, die an pflanzlichen Abwehrprozessen (,Verteidigung’) beteiligt
sind, wahrend diese durch G. rosea eher reprimiert scheinen.

Ein effizientes Werkzeug zur ldentifizierung von Genen, deren Expression direkt
durch die Mykorrhiza, nicht aber durch sekundare Effekte, wie erhohte Phosphat-,
ABA- oder IBA-Konzentration, beeinflusst werden, ist die Pivot-Tabelle aus dem Pro-
gramm Microsoft® Excel. Diese Funktion bietet die Mdglichkeit die Expression eines
Gens in allen Array-Experimenten gleichzeitig zu betrachten und so Mykorrhiza-
regulierte Gene, die in den Behandlungen mit ABA, IBA oder Phosphat ebenfalls re-
guliert werden, herauszufiltern (Abbildung 3-5). Insgesamt wurden von 743 Mykorrhi-
za-regulierten Genen 568 identifiziert, die keine regulatorischen Gemeinsamkeiten
mit den ABA-, IBA- oder Phosphatbehandlung zeigten. Die Verteilung dieser Gene
auf die unterschiedlichen Mykorrhizasymbiosen zeigt Abbildung 3-6. Differentielle

Expression in mehr als einer Interaktion zeigten nur wenige Gene. Einen Expres-
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sionsunterschied in allen drei Symbiosen konnte hier nur fir vier Gene ermittelt wer-
den (Tabelle 3-4). Im Anhang dieser Arbeit befindet sich eine Liste dieser Gene mit
einer Mykorrhiza-spezifischen Regulation, der Abbildung 3-6 entsprechend unterteilt.
Der relative Expressionsunterschied ist fur jedes biologische Replikat als log,-
Intensitatsverhaltnis angegeben. Da ein Drittel der cDNA-Fragmente auf dem Mt6k-
RIT-Array aus einer Mykorrhiza cDNA-Bank (MtBC) stammen, ist es nicht Uberra-
schend, dass die meisten Mykorrhiza-regulierten Gene ebenfalls in dieser Bank zu

finden sind.
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Abbildung 3-3 Anzahl regulierter Gene pro Funktionsklasse. Nach Kombination der biologi-
schen Replikate wurden hoch- und herunterregulierter Gene (M > 0,9 und M < -0,9) in Funktions-
klassen eingeteilt.
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Abbildung 3-4 Prozentuale Anteil regulierter Gene pro Funktionsklasse.
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Abbildung 3-5 Gemeinsam regulierte Gene. Fur die Experimente ,Phosphat’, ,ABA’ und ,IBA’ ist die
Anzahl der Gene vermerkt, die nur in dieser Behandlung oder zusammen mit einer der drei Mykorrhi-
zasymbiosen hoch- (schwarz) oder herunterreguliert (rot) werden.

cDNA-Arrays haben den Vorteil mit einem relativ einfachen experimentellen Aufwand
zahlreiche Gene zu identifizieren, die fur weitere Untersuchungen interessant er-
scheinen. Trotz verbesserter Techniken zur Herstellung, Bearbeitung und Auswer-
tung der Arrays kénnen in solchen Hochdurchsatzverfahren systembedingte Fehler
auftreten, die aufgrund der grof3en Datenmenge unbemerkt bleiben. Beispielsweise
konnen cDNA-Fragmente an mehrere Mitglieder einer Genfamilie oder an konser-
vierte Sequenzbereiche anderer Gene hybridisieren und so zu einem falschen Ex-
pressionsmuster fuhren. Diese so genannten Kreuzhybridisierungen kénnen auch
dann auftreten, wenn durch die RNA-Praparation aus Pflanzenwurzeln pilzliche
RNAs mit einer hohen Sequenzhomologie zu pflanzlichen cDNAs, extrahiert werden.
Daher ist eine Verifizierung interessanter Gene auf differentielle Genexpression mit

alternativen Methoden, wie der Real-Time-PCR oder Northern Blot Hybridisierung,

notwendig.
Abbildung 3-6 Anzahl Mykorrhiza-regu-
lierter Gene in Wurzeln von M. trunca-
A B tula. Gezeigt wird fur die Interaktionen mit

den AM Pilzen G. intraradices, G. mosseae
oder G.rosea die Anzahl induzierter
(schwarz) und reprimierter (rot) Gene exklu-
sive (A) und inklusive (B) der Gene, die
auch durch ABA, IBA oder Phosphat regu-
liert werden. Die einzelnen Mengen enthal-
ten die Anzahl der Gene, die sich in ihrer
Regulation von den anderen Interaktionen
unterscheiden, wahrend die Schnittmengen
die Anzahl gemeinsam regulierten Gene
prasentieren.
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Tabelle 3-4 Regulierte Gene in allen drei Mykorrhizasymbiosen.

Cluster Annotation Funktionsklasse
00311MtBC — Unbekannte Funktion
30378MtBC BLUE COPPER PROTEIN Sonstiges
91940MtBC BLUE COPPER PROTEIN PRECURSOR Membrantransport
93285MtBC — Unbekannte Funktion

In einem Beispiel konnte Uber Real-Time-PCR der Expressionsanstieg des ,blue
copper protein precursor (91940MtBC) bestatigt werden. Dieses Gen ist einer der
vier Kandidaten, die ausschlie3lich in der Mykorrhiza reguliert werden (Tabelle 3-4).
Das flr die Array-Experimente ,G. rosea’, ,G. mosseae’ und ,G. intraradices’ verwen-
dete cDNA-Material wurde in die PCR eingesetzt und ein 165 bp Fragment mit den
Gen-spezifischen Oligonukleotiden MtBC43E05-for und MtBC43E05-rev amplifiziert.
Als Referenz wurde das konstitutiv exprimierte Gen MtTef-1a (Translation Elongation
Factor 1a, 158 bp Fragment) mit den Oligonukleotiden MtTef1a-for und MtTef1a-rev

amplifiziert. Die nach der Methode von Pfaffl berechneten Induktionsniveaus zeigten,
wie die Array-Experimente, einen Expressionsanstieg, der allerdings um ein vielfa-

ches hoher liegt.

Abbildung 3-7 Transkriptakkumulierung

des ,blue copper protein precursor’ in

verschiedenen Mykorrhizasymbiosen.

cDNAs aus Wurzeln von M. truncatula ino-

kuliert mit den drei AM Pilzen G. mosseae, G. rosea
G. intraradices oder G.rosea sowie ent-

sprechenden Kontrollen wurden zur Amplifi-

zierung des ,blue copper protein precursor’ G. mosseae
in die Real-Time-PCR eingesetzt. Auler-
dem diente dieses cDNA-Material auch zur
Amplifizierung des Referenzgens MtTef-1a.
Die Berechnung der Induktionsniveaus er-
folgte nach Pfaffl. Fir das Experiment
,G. rosea’ konnte kein relativer Induktions-
wert bestimmt werden, da eine Amplifizie-
rung des ,blue copper protein precursor’ aus
der nicht mykorrhizierten Kontrolle unmég-
lich war.
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3.2 Phytohormone in Wurzeln von M. truncatula

Wie in Zea mays gezeigt wurde, kann die Konzentration der Abscisinsaure (ABA), als
Folge einer Kolonisierung der Wurzeln mit AM Pilzen ansteigen (Danneberg et al.,
1993). Zum Nachweis eines Anstiegs in Wurzeln von M. truncatula erfolgte eine Kul-
tivierung mit G. intraradices und G. mosseae sowie ohne einen Interaktionspartner.
Die Wurzeln dieser Pflanzen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet,
durch Farbung der Hyphen die Mykorrhizierungsfrequenz ermittelt und aus drei un-
abhangigen Proben ABA extrahiert. Die 35 Tage alten Pflanzen wurden in einem ge-
trennten Ansatz kultiviert und zeigten eine Kontamination mit Kndllchenbakterien.
Nach Extraktion und Praparation der ABA erfolgte die Messung in einem Gaschro-

matograph und Massenspektrometer (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8 ABA-Konzentrationen in mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln. Zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten wurden Wurzeln kolonisiert mit G. mosseae oder G. intraradices sowie entspre-
chende Kontrollen geerntet, Mykorrhizierungsfrequenz F (—) bestimmt und der Gehalt an ABA ge-
messen.

Eine Kolonisierung der Wurzeln durch die beiden AM Pilze konnte ca. drei Wochen
nach der Inokulierung beobachtet werden. Ein Anstieg der ABA-Konzentration wurde
in 28 und 53 Tage alten Wurzeln gemessen, die mit G. mosseae besiedelt waren. In
den entsprechenden Kontrollen unterliegt der ABA-Spiegel relativ starken Schwan-
kungen. In Folge einer Mykorrhizierung mit G. intraradices wurde kein signifikant er-
hohter Phytohormonspiegel festgestellt. Nur in der prasymbiontischen Phase
(7 Tage), ohne pilzliche Strukturen in der Wurzel, war ein relativ starker Anstieg zu
verzeichnen. Auffallend ist der starke Unterschied zwischen den Kontrollen beider

Experimente.

-54-



Ergebnisse

3.3 RNA-Akkumulierung im spaten Stadium der Mykorrhizaent-

wicklung

Unter Verwendung eines besonderen Modellsystems wurden die molekularen Grund-
lagen im spaten Stadium der Mykorrhizaentwicklung untersucht. Dazu wurden die
Wurzeltranskriptome von Pisum sativum cv. Finale und der Mutante RisNod24 mit-
einander verglichen. Wahrend der Wildtyp mit einem nod” und einem myc* Phanotyp
Wurzelkndllchen und arbuskulare Mykorrhiza ausbilden kann, hat die Mutante Ris-
Nod24 (myc?, nod", fix') diese Fahigkeit verloren. Trotz erfolgreicher Besiedelung der
mutierten Pflanzen kann in den Wurzelknodlichen weder Stickstoff fixiert noch in der
Mykorrhiza funktionstichtige Arbuskelstrukturen ausgebildet werden. Die Herstellung
einer subtraktiven Bank (PsSSHarb’) von L. Lapopin erlaubte die Identifizierung von
Genen mit einer erhdhten RNA-Akkumulierung wahrend der Arbuskelentwicklung.
600 Klone waren in der Bank enthalten, von denen einige sequenziert und durch
Homologiesuche in der EMBL-Datenbank (http://www.ebi.ac.uk) bereits identifizierten

Genen zugeordnet werden konnten.

In einer fruheren Arbeit wurden aus der subtraktiven Bank PsSSHarb™ 81 Klone zur
weiteren Analyse ausgewahlt. Diese enthielten cDNA-Fragmente mit einer Lange
von mindestens 300 bp. Die cDNA-Fragmente wurden PCR amplifiziert, auf Memb-
ranen fixiert und mit radioaktiv-markierter cDNA hybridisiert. Die entsprechende po-
lyA-RNA fur die Synthese der cDNA-Sonden wurde zuvor aus Kontrollwurzeln von
P. sativum Wildtyp und der Mutante RisNod24 sowie aus Wurzeln dieser Linien, die
mit dem AM Pilz G. mosseae inokuliert waren, extrahiert. Der Wildtyp (F=42%;
A=19%) und die Mutante (F=23%; A=4%) wurden finf Wochen nach Inokulierung
geerntet. Nach dem Einbau von [a-**P]-dATP in die cDNA und Hybridisierung an die
Membranen erfolgte die Auswertung mit dem Phosphor Imager und der Software
ImageQuant™.

Neben der Untersuchung auf Mykorrhiza-regulierte Genexpression, wurde die Regu-
lation auch in anderen pflanzlichen Interaktionen ermittelt. Dazu wurden der Wildtyp
und die Mutante jeweils mit dem stickstofffixierenden Symbionten Rhizobium legumi-
nosarum oder dem biotrophen Pathogen Aphanomyces euteiches inokuliert, die
Wurzeln nach funf Wochen Wachstum geerntet und die daraus extrahierte total-RNA

zur Synthese von radioaktiven cDNA-Sonden verwendet (Grunwald, 2000).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine zweite Hybridisierung mit cDNA-Sonden aus
mykorrhizierten Wildtypwurzeln sowie der entsprechenden Kontrolle durchgefuhrt.
Nach Subtraktion des Hintergrundes und Berechnung des arithmetischen Mittels er-
folgte die Datennormalisierung. Im Gegensatz zu den Mt6k-RIT-Arrays erfolgte hier
die Normalisierung mit dem Gen fur die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(Klon 94), dessen konstitutive Genexpression gezeigt wurde (Abbildung 3-9). Nach
einer stringenteren Auswertung der Daten konnten die Ergebnisse aus der ersten
Hybridisierung weitestgehend bestatigt werden. Anschlie3end erfolgte die Kombina-
tion beider technischen Replikate. Fur weitere Analysen und Diskussionen wurden
nur die Klone berucksichtigt, die in der Mykorrhiza des Wildtyps ein mindestens 4,5-
mal starkeres Hybridisierungssignal zeigten als in der entsprechenden Wildtyp-
Kontrolle (Tabelle 3-5).

Tabelle 3-5 Mykorrhiza-regulierte Gene in P. sativum. P. sativum Wildtyp und die Mutante Ris-
Nod24 wurden mit dem AM Pilz G. mosseae (Gm) und in einem weiteren Versuchsansatz mit
R. leguminosarum (RI) bzw. A. euteiches (Ae) inokuliert. RNA aus Wurzeln dieser Ansatze sowie aus
den entsprechenden Kontrollen diente zur Herstellung von cDNA-Sonden. Die Hybridisierungen dieser
Sonden zeigten nach der Auswertung fir 17 von 81 Klonen einen mindestens 4,5-fachen Expres-
sionsunterschied zwischen dem mykorrhizierten Wildtyp und der Kontrolle.

P. sativum cv. Finale P. sativum RisNod24

Klon Homologie zu Gm Ae RI Gm Ae RI
22 MetalIothionein-like-protein4 7,24 1,44 0,83 0,79 7,40 0,39
33 No homology 6,09 1,16 1,07 0,83 1,15 1,41
73 NADH-ubiquinone-oxidoreductase3 5,05 1,00 1,05 1,19 0,94 1,13
81 GDSL-motif lipase 8,28 0,68 0,90 0,45 1,71 0,57
82 MAP kinase® 10,22 0,91 1,05 0,65 0,80 0,27
91 Disease resistance protein4 15,42 1,19 1,07 1,11 0,59 0,72
92 Translation initiation factor® 5,86 0,93 1,47 0,48 1,29 0,80
95 No homology 5,25 0,82 0,81 0,57 1,41 0,69
104 Trypsin inhibitor* 5,08 0,79 0,77 1,08 0,99 1,32
106 Putative protein (Arabidopsis thaliana) 7,23 1,97 3,34 0,97 0,64 0,60
112 B-Tubulin1 6,89 1,15 - 0,49 1,42 0,86
117 Polyphosphate inositide bdg. protein 10,63 0,79 0,90 0,94 1,45 1,14
125 Deoxycytidilate deaminase® 6,63 1,80 - 1,19 1,96 3,02
126 Epoxide hydrolase4 22,39 0,77 0,80 1,07 2,38 1,14
128 PRPG, proteinase inhibitor* 4,85 1,57 1,39 4,69 2,18 1,87
171 Putative protein (Arabidopsis thaliana) 4,73 0,87 0,43 0,12 3,30 2,17
190 No homology 4,98 0,71 1,50 4,02 1,03 2,66

' Cytoskelett, ? Signaltransduktion, > Primarmetabolismus, * Stressantwort, ° Translation

Von 81 untersuchten Genen zeigen 17 eine Transkriptakkumulierung in mykorrhizier-
ten Wurzeln des P. sativum Wildtyps. Bis auf eine Ausnahme (PRP6, proteinase in-
hibitor) konnte in der Mutante RisNod24 kein Anstieg in der Genexpression ermittelt

werden. Die Einteilung in Funktionsklassen verdeutlicht, dass der grofdte Teil der re-
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gulierten Gene in der Stressantwort involviert ist. Das Metallothionein (Klon 22), als
Mitglied dieser funktionellen Gruppe, zeigt zudem eine Expressionszunahme in der
Mutante besiedelt mit dem Wurzelpathogen.

Entsprechend der M. truncatula 6k-RIT-Arrays besteht aus besagten Grinden auch
bei dieser Hybridisierung die Mdglichkeit falsche Induktionswerte zu erhalten. Daher
sollte in einem weiteren Experiment die differentielle Expression einiger der Mykor-
rhiza-regulierten Gene, die gegenuber der Wildtypkontrolle eine 4,5-fache Induktion
zeigten, bestatigt werden. Um Ergebnisse zu erhalten, die unabhangig vom Genoty-
pen der Pflanzenlinie sind, wurde P. sativum cv. Frisson verwendet, eine Linie, die
effektiver mit G. mosseae mykorrhiziert wird als das Kultivar Finale. Nach drei Wo-
chen Wachstum wurde fur Expressionsstudien total-RNA aus mykorrhizierten und
Kontrollwurzeln (F=79%; A=52%) extrahiert. Durch Northern Blot Analysen konnten
fur das Metallothionein und den Translationinitiationsfaktor 1o eine Mykorrhiza-indu-
zierte Expression gezeigt werden (Abbildung 3-9 D). Die Gene, die im Northern Blot
keine Signale zeigten, wurden durch RT-PCR mit variabler Zyklenzahl und zwei un-
terschiedlichen cDNA-Synthesetechniken amplifiziert (Abbildung 3-9 A-C). Auf diese
Weise konnten fur die meisten Gene eine erhdhte RNA-Akkumulierung in der Mykor-
rhiza bestatigt werden. Fur das Gen des Polyphosphat-Inosit-bindenden Proteins

konnte kein PCR-Produkt synthetisiert werden.
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Abbildung 3-9 RNA-Akkumulierung in P. sativum cv. Frisson. RNA wurde sowohl aus mykorrhi-
zierten (M) als auch aus Kontrollwurzeln (K) von P. sativum cv. Frisson extrahiert. 100 ng total-RNA
wurde fir die cDNA-Synthese mit dem SMART-System verwendet. Es erfolgte eine Amplifizierung mit
24 Zyklen (A) bzw. mit 27 Zyklen (B), die dann als Vorlage fur genspezifische PCR eingesetzt wurde:
20 Zyklen (Gapdh), 30 Zyklen (Trpi: trypsin-inhibitor), 33 Zyklen (Tub: B-tubulin), 40 Zyklen (Mapk:
MAP-kinase), 40 Zyklen (Eph: epoxide hydrolase; Drp: disease resistance protein). (C) Fur die cDNA-
Synthese mit der SuperScript™ Il RT wurde 1 ug total-RNA eingesetzt. Anschlieftend erfolgte eine
genspezifische PCR mit 20 Zyklen (Gapdh: glycerinaldehyde-3-phosphate dehydrogenase) und 40
Zyklen (Prp6: proteinase inhibitor; GDSL: GDSL-motif lipase). (D) In einer Northern Blot Analyse wur-
den die Digoxigenin-markierten cDNA-Fragmente von Klon 22 (Mth: metallothionein-like protein) und
Klon 92 (Tif: translation initiation factor) an 5 pg total-RNA hybridisiert.

Das Expressionsprofil ergab fur 17 Gene aus P. sativum eine RNA-Akkumulierung im
spaten Stadium der Mykorrhizaentwicklung. Zur Untersuchung einer Mykorrhiza-
abhangigen Regulation der entsprechenden Gene in M. truncatula wurde aus 35 Ta-
ge alten Wurzeln mit und ohne G. mosseae besiedelt (F=52%) RNA extrahiert, ra-
dioaktive cDNA-Sonden synthetisiert und an die Makroarrays hybridisiert. Nach zwei
unabhangigen Hybridisierungen und Datenauswertung entsprechend der vorherigen
Experimente zeigten nur der Trypsin-Inhibitor und das B-Tubulin einen signifikanten
Expressionsanstieg (8,39 und 8,19). AuRerdem wurde ein weiteres Metallothionein
(Klon 13) identifiziert mit Regulation (11,78) in M. truncatula, aber nicht in P. sativum.

Nach diesem relativ erfolglosen Versuch wurden Homologiesuchen in cDNA-
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Datenbanken von M. truncatula durchgefiihrt, um weitere Hinweise auf eine Mykor-
rhiza-abhangige Regulation zu erhalten. Dazu wurden die Sequenzen der differentiell
exprimierten Gene aus P. sativum mit WU-BLAST 2.0 gegen die Datenbanken TIGR
MtGIl — Medicago truncatula Gene Index (http://www.tigr.org/tdb/tgi/MtGl/) und
MENS — Medicago EST Navigation System (http://medicago.toulouse.inra.fr/Mt/EST/)
verglichen. Die ESTs in den beiden Datenbanken stammen aus cDNA-Banken, zu
deren Herstellung Medicago-Pflanzen mit diversen Interaktionen und Behandlungen
kultiviert wurden. Neben einzelnen ESTs enthalten MtGl und MENS Sequenz-Cluster
(MtC, MtD oder TC), in denen mehrere ESTs zu einer Konsensussequenz zusam-
mengesetzt wurden. Cluster, mit einer relativ hohen Sequenzhomologie (E-Wert
< 5x107°) zu Mykorrhiza-regulierten Erbsengenen sind in Tabelle 3-6 aufgefiihrt. Bis
auf zwei Ausnahmen (Klon 91 und 128) konnten fur alle Erbsengene sowohl in MtGl
als auch in MENS Sequenzen mit signifikanten Homologien in M. truncatula gefun-
den werden. Im so genannten ,Electronic Northern“ wurden die ESTs, aus denen die
einzelnen Cluster bestehen, hinsichtlich ihrer Herkunft aus den cDNA-Banken unter-
sucht. Die Verteilung und Haufigkeit mit der ESTs eines Clusters in bestimmten
cDNA-Banken zu finden sind, lieferten erste Hinweise auf eine Regulation der ent-
sprechenden Gene.

Die meisten Erbsengene besitzen homologe Cluster in MtGl oder MENS mit mindes-
tens einem EST aus einer Mykorrhiza cDNA-Bank. In einigen Fallen existieren au-
Rerdem homologe Sequenzen, die nicht Teil eines Clusters sind. Aulzer den Genen
fur die NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase und das Polyphosphat-Inosit-bindende Pro-
tein konnten fur alle Erbsengene homologe Sequenzen identifiziert werden, die ver-
glichen mit der entsprechenden Kontrolle eine erhdohte Anzahl ESTs in Mykorrhiza
cDNA-Banken aufweisen. Tabelle 3-7 zeigt fur die regulierten und die konstitutiven
Gene aus der Erbse homologe Medicago-Sequenzen, die nur in der Mykorrhiza aber

nicht in Kontrollen gefunden wurden.
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Tabelle 3-6 Sequenzhomologien zwischen cDNAs aus P. sativum und M. truncatula. Durch den
Vergleich von ESTs Mpykorrhiza-regulierter Erbsengene mit den Sequenzen in den cDNA-
Datenbanken MtGl und MENS wurden in Medicago homologe Gene (E-Wert < 5x107°) identifiziert. Die
Anzahl (#) und der Anteil (%o) der ESTs fiir ein bestimmtes Gen aus Mykorrhiza (Myk) sowie aus Kon-
trollwurzel (Control) cDNA-Banken reflektiert mégliche Expressionsunterschiede. Die untersuchten
cDNA-Banken enthalten Sequenzen aus Medicago-Wurzeln (MtRHE und MiNF-RT) sowie aus Inter-
aktionen mit den AM Pilzen Glomus versiforme (MtMHAM) oder G. intraradices (MtAMP und MtBC).
Bis auf zwei Ausnahmen bleibt die SSH-Bank M. truncatula/G. intraradices (MtGIM) unbertcksichtigt,
da durch die Technik der Subtraktion hier cDNAs Mykorrhiza-regulierter Gene Uberreprasentiert sind.

MtGI MENS
Myk Control Myk Control
Klon Homologie zu ID E-Wert ID E-Wert
# %o # %o # %o # %o
22 Metallothionein TC85312 55E-34 49 233 1 0427 MtC00026  3,0E-38 36 2,29 0 0,00
TC85314 2,4E-33 1 0,05 0 0,00 MtC00041.2 1,8E-34 7 0,45 0 0,00
BQ143785 3,4E-27 0 0,00 0 0,00 MtC00041.1 3,4E-34
BQ144242 9,1E-27 0 0,00 0 0,00
TC85311 9,8E-27 55 2,61 0 0,00
BG450937 9,9E-27 0 0,00 0 0,00
AW774376 1,0E-26 0 0,00 0 0,00
BQ137654 1,4E-26 0 0,00 0 0,00
BQ157359 2,3E-21 0 0,00 0 0,00
33  Put. protein (Arabidopsis thaliana) TC79075 4,0E-23 0 0,00 0 0,00 MtD19366 1,7E-22 0 0,00 0 0,00
73 NADH-ubiquinone-oxidoreductase ~ TC87934 6,5E-61 1 0,05 1 027 MtCeo711  6,6E-61 1 0,06 1 025
81  GDSL-motif lipase/acylhydrolase BQ147594 1,2E-08 0 0,00 0 0,00 MtD26033 1,4E-08 0 0,00 0 0,00
TC93514 2,3E-08 2 0,10 0 0,00 MtD22883 1,3E-05 0 0,00 0 0,00
AJ498708 4,3E-06 O 0,00 0 0,00
82  MAP kinase TC78102 4,8E-42 0 0,00 1 027 MtC20049 2,7E-42 1 0,06 1 025
CA918754 2,8E-15 0 0,00 0 0,00 MtD27467 2,9-15 0 0,00 0 0,00
AW687083 2,9E-15 0 0,00 1 0427 MtC62884 3,0E-15 0 0,00 0 0,00
BG587296 1,9E-05 1 0,05 0 0,00 MtC63213 2,0E-05 1 0,06 0 0,00
91 Disease resistance protein
92  Translation initiation factor TC90686 96E-37 1 0,05 0 0,00 MtC91383 1,9E-37 1 0,06 0 0,00
95  Ser/Thr protein phosphatase TC87076 16E-32 3 0,14 0 0,00 MtC45669 7,1E-24 3 0,19 0 0,00
TC87167 9,0E-16 0 0,00 0 0,00 MtC10421 7,0E-16 0 0,00 0 0,00
104 Trypsin inhibitor TC86085 14E-28 11 0,52 0 0,00 MtCo0162 1,5E-28 6 0,38 0 0,00
TCB86086 3,4E-27 10 0,48 0 0,00 MtC00422.3 2,5E-27 3 0,19 0 0,00
AJ500060* 6,2E-27 1 0,59 0 0,00 MtC00422.1 2,5E-27 4 0,25 0 0,00
TC91524 4,0E-21 3 0,14 0 0,00 MtC00422.2 2,6E-27 4 0,25 0 0,00
AJ502095 55E-19 1 0,05 0 0,00 MtC91610 4,1E-21 2 0,13 0 0,00
TC78015 6,9E-19 2 0,10 0 0,00 MtD23117 5 7E-19 1 0,06 0 0,00
MtD06498 8,7E-19 2 0,13 0 0,00
MtC92041 3,7E-18 1 0,06 0 0,00
106 Put. protein (Arabidopsis thaliana) TC82968* 1,3E-26 2 1,19 0 0,00 MtC30403 4,5E-24 3 0,19 0 0,00
TC79755 44E-24 5 024 0 0,00
112 B-Tubulin TC85408 8,9E-27 12 0,57 3 0,80 MtC00356.2 6,8E-27 7 0,45 3 0,76
MtC00356.1 7,5E-27 4 0,25 1 025
117  Polyphosphate inosite-bdg. protein  TC88628 7,1E-51 0 0,00 0 0,00 MtD02011  7,0E-51 0 0,00 0 0,00
TC92633 14E-09 0 0,00 0 0,00 MtD27038 5,2E-43 0 0,00 0 0,00
MtD19789 2,2E-09 0 0,00 0 0,00
125 Deoxycytidilate deaminase TC85919 1,8E-27 2 0,10 0 0,00 MtDO0090 1,9E-27 2 0,13 0 0,00
TC87887 93E-12 3 0,14 0 0,00 MtC90584  5,2E-27
MtC91189 9,7E-12 2 0,13 0 0,00
126  Epoxide hydrolase AL388370 2,6E-31 1 0,05 0 0,00 MtCeo727 1,5e-30 1 0,06 0 0,00
TC88153 14E-30 1 0,05 0 0,00
128 Proteinase inhibitor (PRP6)
171 Put. protein (Arabidopsis thaliana) TC77032  2,1E-52 2 0,10 0 0,00 MtC10028 8,5E-53 2 0,13 0 0,00
BE202624 1,2E-36 0 0,00 0 0,00
190  No homology TC76697 3,0E-15 25 1,19 1027 MtC00044.1 3,0E-15

* ESTs nur in M. truncatula/G. intraradices SSH-Bank (MtGIM) vertreten
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Tabelle 3-7 Sequenzen ausschliefllich aus Mykorrhiza cDNA-Banken. Die ESTs regulierter und
konstitutiver Erbsengene wurden mit der MtGl und MENS Datenbank verglichen. Gezeigt sind homo-
loge Gene aus M. truncatula mit ESTs ausschlieRlich aus den cDNA-Banken MtMHAM, MtAMP und

MtBC.
) MtGI MENS
Klon Homologie zu

1D E-Wert # %0 1D E-Wert # %o
39 No homology MtBC18HO09F1  3,5E-13 1 0,06
46 No homology MtC92241 44E-11 1 0,06

77 Lectin precursor TC87043 1,1E-07 3 0,14

81 GDSL-motif lipase TC93514 2,3E-08 2 0,10
82 MAP kinase MtC63213 2,0E-05 1 0,06
86 Auxin-repressed protein MtC30279 2,0E-12 2 0,13
104 Trypsin inhibitor TC86085 14E-28 11 0,52 MtC00162 1,5E-28 6 0,38
TC91524 40E-21 3 0,14 MtC00422.3 2,5E-27 3 0,19
TC78015 6,9E-19 2 0,10 MtC00422.2 2,6E-27 4 0,25
MtC00422.1 25E-27 4 0,25
MtC91610 41E-21 2 0,13
MtD23117 57E-19 1 0,06
MtD06498 8,7E-19 2 0,13
MtC92041 3,7E-18 1 0,06
106 Putative protein (Arabidopsis thaliana) TC79755 44E-24 6 0,29 MtC30403 45E-24 3 0,19
115 No homology TC81166 1,0E-36 1 0,05 MtD23310 1,7E-48 1 0,06
173 No homology TC77276 6,7E-13 14 0,67 MtC00157 74E-13 5 0,32
199 No homology MtC60852 5.0e-08 2 0,13
177 Histon H2A TC83516 9,2E-32 2 0,10 MtC92211 8,8E-32 1 0,06
MtC91531 1,2E-31 1 0,06
202 Putative protein (Arabidopsis thaliana) MtC20272.1 2,1E-43 2 0,13

Die cDNA-Sequenzen, die der Entwicklung des Mt6k-RIT Arrays zu Grunde liegen

sind auch in der MENS-Datenbank vertreten. Um weitere Hinweise auf differentielle

Genexpression zu erhalten, wurden die Cluster mit Homologie zu den konstitutiven

oder regulierten Genen der Erbse (Tabelle 3-6 und Tabelle 3-7) auf eine Regulation

in den Array-Experimenten Uberprift (Tabelle 3-8).

Tabelle 3-8 Differentiell exprimierte Gene aus den Mt6k-RIT Array-Experimenten mit Homologie

zu Mykorrhiza-regulierten Erbsengenen.

Die zu den Erbsengenen homologen Gene aus

M. truncatula wurden nur in Mykorrhiza cDNA-Banken gefunden. Fur jedes biologische Replikat ist die
relative Expressionsanderung in log,-Intensitadtsverhaltnissen angegeben, die aufgrund von Array-
Hybridisierungen ermittelt wurden.

Cluster Annotation G. intraradices G. mosseae G.rosea Phosphat ABA IBA
00026MtBC ~ METALLOTHIONEIN -1,13/-1,45 -0,99

00041.2MtBC METALLOTHIONEIN -1,16/-1,14

00157MtBC  NO HOMOLOGY 1,54

00162MtBC ~ TRYPSIN INHIBITOR KUNITZ 1,33/1,77/1,65

00422.1MtBC PROTEASE INHIBITOR 3,01

10028MtBA UNKNOWN FUNCTION -0,94 2,65
30279MtBC  PUT. AUXIN-REPRESSED PROTEIN -0,91
91610MtBC ~ SUBTILISIN INHIBITOR 1,85/1,39 0,97

92041MtBC  NO HOMOLOGY 1,50
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Interessanterweise wurden fur Klon 104 (trypsin inhibitor’) in beiden Datenbanken
eine relativ hohe Anzahl homologer Gene gefunden, deren ESTs vorwiegend aus
Mykorrhiza cDNA-Banken stammen (Abbildung 3-9). Zur Bestatigung der vermuteten
Genregulation in M. truncatula wurden, basierend auf den Sequenzen der MtGI Da-
tenbank, spezifische Oligonukleotide abgeleitet und in einer Real-Time-PCR verwen-
det. Als Vorlage diente cDNA aus Wurzeln sowie aus Interaktionen mit G. mosseae
(F=60%) oder A. euteiches. Durch die Methode der absoluten Quantifizierung wur-
den in jedem Experiment die Kopienzahlen fur das Trypsin-Inhibitor-Gen und das Re-
ferenzgen MtTef-1a bestimmt. Das relative Expressionsniveau wurde durch das Ver-
haltnis der Kopienzahlen von Trypsin-Inhibitoren und Referenzgen berechnet
(Abbildung 3-10).

TC78015 AJ500060
1,00 12,00
0,80 9,60
0,60 7,20
0,40 4,80
0,20 2,40
0,00 T T 0,00
Kontrolle G. mosseae A. euteiches Kontrolle G. mosseae A. euteiches
TC86086 AJ502095
2,50 1,50
2,00 1,20
1,50 0,90
1,00 0,60
0,50 0,30
0,00 T 0,00
Kontrolle G. mosseae A. euteiches Kontrolle G. mosseae A. euteiches
TC91524
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00 T T
Kontrolle G. mosseae A. euteiches

Abbildung 3-10 Graphische Darstellung relativer Expressionsniveaus von Trypsin-Inhibitor-
Genen aus M. truncatula. Ausgehend von Sequenzen der MtGl Datenbank wurden spezifische Oli-
gonukleotide fur funf verschiedene Trypsin-Inhibitoren hergestellt. Aus M. truncatula Wurzeln sowie
aus Interaktionen mit G. mosseae oder A. euteiches wurde RNA extrahiert, daraus cDNA synthetisiert
und als Vorlage in eine Real-Time-PCR eingesetzt. Mit der absoluten Quantifizierungsmethode und
unter Bericksichtigung des Referenzgen MtTef-1a wurden relative Expressionslevels berechnet.
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Das Mykorrhiza-regulierte Metallothionein-Gen (Klon 22) aus der Erbse zeigt flr zwei
homologe Sequenz-Cluster (TC85312 und TC85311) aus M. truncatula einen auffal-
lend hohen EST-Anteil aus Mykorrhiza cDNA-Banken (Tabelle 3-6). Wie fur die
Trypsin-Inhibitor-Gene sollte auch hier differentielle Genexpression uber Real-Time-
PCR nachgewiesen werden. Zur Amplifizierung beider Metallothioneine sowie des
Referenzgens MtTef-1a. wurden Sequenz-spezifische Oligonukleotide verwendet.
Als Vorlage wurde cDNA aus M. truncatula/G. mosseae und der entsprechenden
Kontrolle eingesetzt (Tabelle 3-1). Durch die relative Quantifizierung nach Pfaffl wur-
de der Expressionsanstieg zwischen Mykorrhiza- und Kontrollwurzeln berechnet
(Abbildung 3-11).

Abbildung 3-11 RNA-Akkumulierung von zwei Metal-
lothionein-Genen in mykorrhizierten Wurzeln. cDNAs
aus Wurzeln von M. truncatula inokuliert mit dem AM

X . TC85312
Pilz G. mosseae sowie der entsprechenden Kontrollen
wurden zur Amplifizierung der beiden Metallothioneine in
die Real-Time-PCR eingesetzt. Aulterdem diente dieses
cDNA-Material auch zur Amplifizierung des Referenz-
gens MtTef-1a. Die Berechnung der Induktionsniveaus TC85311
erfolgte nach Pfaffl.
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3.4 Untersuchungen zur H*-ATPase Mthal

Die identifizierte 5'nicht-translatierte Region des Mtha1-Gens besitzt eine Lange von
2489 bp. In diesem Bereich wird 639 bp vor dem Transkriptionsstart der H*-ATPase
eine zweite TATA-Box vermutet, von der ausgehend ein weiteres Transkript erstellt
wird (Krajinski, 1999). Eine weiteres besondere Eigenschaft ist die Existenz eines
Intron im 5nicht-translatierten Region des H*-ATPase-Transkripts. Diese beiden
Strukturen spielen mdglicherweise eine wichtige Rolle fur die Expression des Mtha1-
Gens (Abbildung 3-12).

TATA polyA  TATA ATG

| P | I[P |

1538 1628 1969 2177 2490

Abbildung 3-12 Schematische Dar+stellung der Promotor-Region des Gens Mthal. 66 bp
hinter dem Transkriptionsstart der H'-ATPase befindet sich im nicht-translatierten Bereich ein
187 bp langes Intron. Im 5°-Bereich des Promotors wird von einer zweiten TATA-Box (1538)
ausgehend ein weiteres Transkript synthetisiert. Dies besitzt einen homologen Bereich (1628-
1969) zu dem P022-Gen aus Medicago sativa. Eine mégliche Poly-Adenylierungsstelle (po-
IlyA) wurde ebenfalls identifiziert.
Zur Lokalisierung der Promotoraktivitat der H-ATPase Mtha1 aus M. truncatula wur-
de ein 2283 bp (Position 197-2480) langes Fragment aus genomischer DNA (NCBI
Accessionnr. AJ132891) mit den Oligonukleotiden Mtha1-K und Mtha1-K2 amplifi-
ziert und in den Vektor TOPO™ pCR 2.1 kloniert. AnschlieRend wurde das DNA-
Fragment mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Hindlll wieder herausge-
schnitten und in den binaren Transformationsvektor pBI101-1 vor ein promotorloses
B-Glukuronidase-Gen (GUS) und an die Terminatorregion einer Nopalin-Synthase
(NOS) fusioniert (Abbildung 3-13 A). Nachdem das Konstrukt in den Stamm
Agrobacterium rhizogenes ARqua1 gebracht wurde, erfolgte die Transformation von
M. truncatula Wurzeln. Die Wurzeln wurden mit dem AM Pilz G. intraradices inoku-
liert. Drei Wochen nach der Inokulierung wurden die Pflanzen geerntet und zum
Nachweis der Reportergenaktivitat das farblose 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-f-D-
Glykosid enzymatisch gespalten (Abbildung 3-13 B). Es werden Glukuronsaure und
ein l6sliches Zwischenprodukt frei, das oxidativ zu einem unléslichen blauen Indigo-
farbstoff dimerisiert. AnschlieRend wurden die Pilzhyphen mit saurem Fuchsin rétlich

angefarbt (Abbildung 3-13 C und D). Eine GUS-Farbung wurde nur im Zusammen-
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hang mit arbuskelhaltigen Zellen beobachtet. In der Nahe der interzellularen Hyphen
sowie in Wurzeln ohne Mykorrhiza war keine Aktivitat zu detektieren.

A Hindll TATA TATA BamH B

| | P [

B-Glukuronidase

Neophosphomycin
Transferase Il
NOS Terminator

Rechte Flanke
Linke Flanke

pBI101-1

Col E1 ‘

onv Kontrolle Mykorrhiza

Abbildung 3-13 Mthal-Promotoraktivitat in arbuskelhaltigen Zellen. (A) Der Mtha1-Promotor fusi-
oniert an eine B-Glukuronidase wurde in M. truncatula transfomiert. (B) Wahrend mykorrhizierte Wur-
zeln sich in einen GUS-Test blau farbten, blieben Kontroll-Wurzeln farblos. (C) Intraradikulares Myzel
und Vesikel zeigten keine Reportergenaktivitat in benachbarten Kortexzellen. (D) In Zellen mit Ar-
buskelstrukturen war jedoch eine GUS-Farbung nachweisbar.

Jungsten Untersuchungen zur Folge zeigt Mtha1 nicht nur in mykorrhizierten Wur-
zeln, sondern auch in der Kndllchensymbiose eine Transkriptakkumulierung (person-
liche Mitteilung von K. Manthey und H. Kuster, Universitat Bielefeld). Um die Promo-
toraktivitat von Mtha1 in nodulierten Wurzeln zu lokalisieren, erfolgte Kultivierung von
Medicago-Pflanzen mit Sinorhizobium meliloti. Die Pflanzen wurden 5-6 Wochen
nach Inokulierung geerntet und auf B-Glukuronidase-Aktivitat untersucht. Neben ei-
ner Farbung im stickstofffixierenden Gewebe (Fixierungszone) wurde die starkste Ak-
tivitat in meristematischen Geweben der Wurzelkndlichen beobachtet (Abbildung

3-14).
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250 pm -

Abbildung 3-14 Mthal-Promotoraktivitat in Wurzelkndllchen. Die

B-Glukuronidase-Farbung beschrankt sich auf das zentrale symbionti-

sche Gewebe der 3-4 Wochen alten Kndlichen. Das Ubrige Wurzelge-

webe zeigte keine Farbungen.
Die H'-ATPase zeigte in den Transkriptom-Analysen von M. truncatula keine RNA-
Akkumulierung in ABA- oder IBA-behandelten Wurzeln. Zur Uberpriifung einer diffe-
rentiellen Genexpression in Jasmonat-behandelten Wurzeln wurde M. truncatula
nach 5 Wochen fir zwei, vier und 24 Stunden mit 45 yM Methyljasmonat behandelt
(Material von S. Isayenko, Leibnitz Institut fur Pflanzenbiochemie, Halle/Saale). Nach
der Ernte wurde total-RNA extrahiert und zur Synthese von sscDNA verwendet. Mit
spezifischen Oligonukleotiden wurde das Transkript der H*-ATPase nachgewiesen.
Um die transkriptionelle Veranderungen in den Wurzeln durch appliziertes Jasmonat
zu zeigen, erfolgte eine Amplifizierung der Jasmonat-induzierten Allenoxid-Cyclase
Mtaoc (Abbildung 3-15). Obwohl die Allenoxid-Cyclase mit andauernder Jasmonat-
Behandlung eine Transkriptakkumulierung zeigte, konnte fiir die H*-ATPase keine

Induktion nachgewiesen werden.

Abbildung 3-15 Keine Transkriptak- Jasmonat-Behandlung

kumulierung von Mthal durch er-

héhte Jasmonat-Konzentration in 2h 4h 24 h K

Wurzeln von M. truncatula. Total-

RNA aus Jasmonat-behandelten und Mthal
Kontroll-Wurzeln (K) wurde zur Syn-

these von sscDNA eingesetzt. Zur
Amplifizierung von Mtha1 (30 Zyklen)
mit den Oligonukleotiden Mtha1-for
und Mtha1-rev sowie von Mtaoc und
dem konstitutiven Gen Mttef-1a (beide
23 Zyklen) wurde 1 ul sscDNA ver-
wendet.

Mtaoc
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4 Diskussion

4.1  Mykorrhiza-regulierte Gene in Medicago truncatula

Die Regulation von Wachstums-, Differenzierungs- und Entwicklungsvorgangen in
héheren Pflanzen, wie zum Beispiel Bluhinduktion, Fruchtreifung, pflanzliche Stoff-
speicherung, Teilungs- und Streckungswachstum, erfolgt durch Pflanzenwuchsstoffe.
Sie dienen bereits in kleinsten Konzentrationen als Botenstoffe, wobei der Bildungs-
ort in der Pflanze haufig raumlich vom Wirkungsort getrennt ist. Mit derartigen Wir-
kungscharakteristiken erinnern die Pflanzenwuchsstoffe an tierische Hormone und
werden daher auch als Phytohormone bezeichnet. Als Mediatoren erlauben sie dem
pflanzlichen Organismus, der permanent unter dem Einfluss seiner Umgebung steht,
adaquat auf Umweltfaktoren, wie Wassergehalt, Licht, Nahrstoffangebot, Temperatur
etc., zu reagieren. Durch spezifische Erkennungsprozesse werden Umweltsignale in
komplexen biochemischen Informationsnetzwerken von der Oberflache innerhalb der
Zelle weitergeleitet und verandern haufig die Muster pflanzlicher Genexpression. Ne-
ben abiotischen kdnnen auch biotische Umweltfaktoren den Gehalt an Phytohormo-
nen in der Pflanze beeinflussen. Mikroorganismen, wie Pseudomonaden, Agrobakte-
rien und Knollchenbakterien, kdnnen beispielsweise die Konzentrationen von Cytoki-
ninen und Auxinen in Pflanzen verandern und zum Teil sogar selbst produzieren
(Costacurta & Vanderleyden, 1995). Aber auch ein Befall von Herbivoren kann sich
auf Ethylen-, Jasmonat- und Auxinmengen auswirken (Kahl et al., 2000; Schmelz et
al., 2003; Stotz et al., 2002). Einige physiologische und morphologische Veranderun-
gen, wie zum Beispiel Bluhinduktion, Seitenwurzelbildung und Stomatadffnung, kon-
nen nicht nur durch Phytohormone, sondern auch durch die Kolonisierung mit ar-
buskularen Mykorrhizapilzen hervorgerufen werden (Augé, 2000; Lu & Koide, 1994;
Tisserant et al., 1996; Yano et al., 1996). Erste Untersuchungen der Phytohormon-
konzentrationen in dieser symbiontischen Interaktion zeigten einen Anstieg von Ab-
scisinsaure (ABA), Cytokinin und Gibberellin-ahnlichen Substanzen (Allen et al.,
1980; Allen et al., 1982). Spater wurden dann auch erhéhte Konzentration der ABA
und Indol-3-Buttersdure (IBA) in Glomus sp. kolonisierten Maiswurzeln beobachtet
(Danneberg et al., 1993). In dieser Arbeit zeigten Untersuchungen der ABA-
Konzentration in der Leguminose Medicago truncatula eine Erhdhung in G. mosseae

kolonisierten Wurzeln. Dieser Anstieg scheint mit dem Grad der Kolonisierung zu
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korrelieren. Pflanzenwurzeln, 35 Tagen nach Inokulierung geerntet, zeigten neben
der Mykorrhizierung eine Besiedlung mit Knollchenbakterien. Diese Kontamination
konnte Ursache fur eine Abnahme der Konzentration in mykorrhizierten Wurzeln
sein. Allerdings wurden durch die Kndlichensymbiosen veranderte ABA-
Konzentrationen bisher nicht in der Literatur beschrieben. Bereits zu einem sehr fri-
hen Zeitpunkt der Interaktion zwischen M. truncatula und G. intraradices wurde ein
Konzentrationsanstieg der ABA in Pflanzenwurzeln detektiert, was auf eine Beteili-
gung in der prasymbiontischen Phase hinweisen konnte. Eine zunehmende Koloni-
sierung durch den AM Pilz wirkt sich jedoch nicht auf den ABA-Gehalt aus. Die Bio-
synthese der ABA wird vermutlich schon wahrend der prasymbiontischen Phase, der
Appressorienbildung oder des interzellularen Wachstums angeregt und kommt bei
einer Kolonisierung wieder zum erliegen. Im Gegensatz zu den Kontrollen der
G. mosseae besiedelten Pflanzen zeigten die Kontrollen zu den G. intraradices kolo-
nisierten Wurzeln Uber die gesamte Wachstumsdauer einen relativ konstanten Ge-
halt an ABA. Diese starke Variation deutet darauf hin, dass weitere biotische oder
abiotische Faktoren die ABA-Konzentration beeinflusst haben. Daher sollte die Ver-
anderung des ABA-Spiegels in Medicago-Wurzeln unbedingt durch weitere Messun-

gen bestatigt werden.
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Abbildung 4-1 IBA-Konzentration zu unterschiedlichen Zeitpunkten in M. truncatula Wurzeln
kolonisiert mit den AM Pilzen G. mosseae oder G. intraradices. Neben Messung der IBA-
Konzentration in mykorrhizierten Wurzeln sowie in entsprechenden Kontrollen wurde die Mykorrhizie-
rungsfrequenz F (—) bestimmt. (von J. Ludwig-Mdller, Technische Universitat Dresden)

In den Wurzeln von M. truncatula wurde ein Anstieg der IBA-Konzentration durch Ko-
lonisierung mit G. intraradices beobachtet. Die Erh6hung gegenuber den Kontrollen
ist Uber das gesamte Wachstum relativ konstant, sollte aber aufgrund der hohen

Standardabweichungen kritisch betrachtet werden. Bestatigt wird diese Messung
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durch einen Konzentrationsanstieg von IBA in G. intraradices besiedelten Maiswur-
zeln, der vermutlich mit einem erhdhten Seitenwurzelanteil im Zusammenhang steht
(Kaldorf & Ludwig-Muller, 2000). Messungen in Wurzeln inokuliert mit G. mosseae
ergaben fur IBA keinen Mykorrhiza-bedingten Konzentrationsanstieg (Abbildung 4-1,
personliche Mitteilung von J. Ludwig-Miller). Ahnlich der ABA-Messungen unterlie-
gen auch hier die entsprechenden Kontrollen relativ starken Schwankungen.

Neben der Konzentration der Phytohormone wird auch die Phosphatversorgung der
Pflanze durch die Mykorrhizasymbiose beeinflusst. Phosphat, essentiell fur Wachs-
tum und Entwicklung der Pflanzen, kann von den Wurzeln nur in limitierten Mengen
aufgenommen werden. Die symbiontische Interaktion mit AM Pilzen versorgt die
Pflanze mit zusatzlichem Phosphat und verandert durch die verbesserte Versorgung
das Transkriptionsprofil pflanzlicher Zellen (Liu et al., 2003,Wasaki, 2003 #368).

Die Verwendung der Array-Technologie zur Herstellung umfangreicher Transkripti-
onsprofile soll die Identifizierung pflanzlicher Gene vereinfachen, die direkt durch die
Mykorrhizasymbiose und nicht durch sekundare Effekte, wie variierende Phytohor-
mon- und Phosphatkonzentrationen, reguliert werden. Die Quantifizierung von Gen-
expressionsmustern ist derzeit die haufigste Anwendung von Mikro- oder Makroar-
rays. Integriert in die funktionelle Genomanalyse unterstitzten sie die Charakterisie-
rung von bereits identifizierten Genen sowie Organisation und Kontrolle von Stoff-
wechselwegen (Aharoni & Vorst, 2002). Diverse nicht biologische Einflisse bei Mik-
roarray-Experimenten kénnen zu systemischen Abweichungen fluhren und die Identi-
fizierung regulierter Gene erschweren. Quellen dieser systemischen Abweichungen
sind physikalische Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe (Halbwertszeit, Licht-
empfindlichkeit, Inkorporationsrate), abweichende Bedingungen wahrend der Hybri-
disierung oder unterschiedliche Scannereinstellungen. Ausreichend gute Ergebnisse
konnten durch die Verwendung der Normalisierungsfunktion Lowess erzielt werden
(Dondrup et al., 2003).

Von 5648 Wurzel-exprimierten Genen aus M. truncatula zeigten 7%, 3% bzw. 12%
signifikant einen mindestens 1,9-fachen Expressionsunterschied als Reaktion auf ei-
ne erfolgreiche Mykorrhizierung mit G. mosseae, G. intraradices oder Gigaspora ro-
sea. Insgesamt wurden 743 unterschiedliche Gene (13%) identifiziert, die in mindes-
tens einer Interaktion als reguliert gefunden wurden. Darunter befinden sich Gene,
denen bereits in frGheren Untersuchungen eine Regulation in der arbuskularen My-

korrhizasymbiose nachgewiesen wurde. Zum Beispiel wird der pflanzliche Phosphat-

-69-



Diskussion

transporter MtPT4 durch Interaktionen mit Glomus versiforme und Gigaspora gigan-
tea sowie in G. intraradices kolonisierten Medicago-Wurzeln induziert, wahrend der
Phosphattransporter MtPT2 reprimiert wird (Harrison et al., 2002; Liu et al., 1998).
Mit einem Arabinogalaktan-Protein, Gluthation-S-Transferase und der H'-ATPase
Mtha1 wurden weitere Gene als Mykorrhiza-reguliert bestatigt (Krajinski et al., 2002;
Strittmatter et al., 1996; van Buuren et al., 1999; Wulf et al., 2003).

Die Gliederung in Funktionsklassen verdeutlicht eine Beteiligung der regulierten Ge-
ne an unterschiedlichen Prozessen in der arbuskularen Mykorrhiza. Beispielsweise
sorgen Sekretion, Rezeption sowie Transduktion flr einen gegenseitigen Signalaus-
tausch und leiten dadurch die Entwicklung der Symbiose ein (Kistner & Parniske,
2002). Nach Penetration der Epidermis tber ein Appressorium sowie inter- und intra-
zellulares Hyphenwachstum des AM Pilzes kommt es zur Entwicklung von Arbuskeln
mit morphologischen Umstrukturierungen in der Wirtszelle, wie Fragmentierung der
zentralen Vakuole, Volumenzunahme des Cytoplasmas, Vermehrung von Organellen
und Migration des Nukleus in eine zentrale Position innerhalb der Zelle (Balestrini et
al., 1992; Balestrini et al., 1994; Bonfante & Perotto, 1995). Dies alles sind Modifizie-
rungen, die Elemente des Cytoskeletts involvieren. Hypertrophie des Zellkerns und
Dispersion der Chromatinstruktur in arbuskelhaltigen Zellen weisen auf eine verstark-
te transkriptionelle Aktivitat im Genom hin, an die eine erhéhte Proteinbiosynthese
und Prozessierung gekoppelt ist. So wurde eine erhdhte mitotische Aktivitat im Apex
von mykorrhizierten Wurzeln gemessen (Berta et al., 1991), die in morphologische
Veranderungen des Wurzelsystems resultieren. Die verstarkte Bildung von Seiten-
wurzeln mit relativ kurzen Verzweigungen endet in einem kompakten Wurzelgeflecht.
Zur Ausbildung der periarbuskularen Schnittstelle wird die Plasmamembran vergro-
Rert und neusynthetisierte Zellwandproteine formieren unter anderem die Matrix.
Zum Austausch von Nahrstoffen mit dem AM Pilz werden Membranproteine und mo-
lekulare Transporter benotigt. Die Zunahme der physiologischen Aktivitaten in den
kolonisierten Zellen der Wurzelrinde ist mit einem erhdhten Primarmetabolismus zur
Deckung des Energiebedarfs verbunden (Harrison, 1999).

Pilzliche Strukturen, die in pflanzliches Gewebe eindringen, |6sen fir gewohnlich ei-
ne Reaktion der Pflanzenabwehr aus. Diese kann je nach Art der beteiligten Orga-
nismen starker oder schwacher ausfallen. Auch die Kolonisierung der Wurzel durch
AM Pilze aktiviert eine gro’e Anzahl pflanzlicher Abwehrgene, die vermutlich das

Hyphenwachstum im Kortex kontrollieren. Dem zur Folge ist der hohe prozentuale
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Anteil induzierter Gene der Verteidigungsantwort in Medicago-Wurzeln bei Interakti-
onen mit den beiden Glomus-Spezies nicht Uberraschend. Moglicherweise fuhrt die-
se Zunahme der Genexpression zu einer Verstarkung des Abwehrsystems gegen-
uber Pathogenen, obgleich fur G. intraradices kolonisierte Tomatenwurzeln gegen-
laufige Beobachtungen gemacht wurden (Pozo et al., 2002). Wie sehr sich die My-
korrhizen eines Pilzes mit Tomate und M. truncatula unterscheiden konnen, wurde
vor kurzem gezeigt (Smith et al., 2003). Weitere Untersuchungen offenbarten, dass
je nach Art der Interaktionspartner und abiotischen Umweltbedingungen AM Pilze die
Krankheitsresistenz der Pflanzen positiv oder negativ beeinflussen kénnen (Azcon-
Aguilar & Barea, 1996; Gernns et al., 2001). Einer Erhéhung der Bioprotektion war
sehr haufig in G. mosseae kolonisierten Pflanzen zu beobachten (Lingua et al., 2002;
Pozo et al., 2002; Slezack et al., 1999). Eine Stimulierung des pflanzlichen Abwehr-
systems durch G. rosea hingegen wurde nicht beobachtet, vielmehr kam es zu einer
Repression solcher Gene. Aufgrund dieser Tatsache besteht die Vermutung, dass
sich G. rosea negativ auf die pflanzliche Resistenz gegenuber Pathogenen auswir-
ken konnte.

Eine Gruppe von Genen, die durch Verdopplung und Modifikation aus einem Vorlau-
fergen hervorgegangen sind, nennt man Genfamilie. Die einzelnen Mitglieder liegen
entweder in einem Cluster oder verstreut im Genom und haben im allgemeinen ver-
wandte oder sogar identischen Funktionen. Mdglicherweise werden sie jedoch unter
verschiedenen Bedingungen exprimiert, wie Zeitpunkt, Zelltyp und Art der Stimuli.
Auch im Genom von M. truncatula existieren eine Reihe solcher Genfamilien, die
teilweise, wie beispielsweise die MIPs (Membrane Intrinsic Proteins), auf den cDNA-
Array reprasentiert sind. MIPs sind Transmembranproteine des Plasmalemmas oder
Tonoplasten, die fur einen passiven Transport von Wasser (Aquaporin), aber auch
von Glycerol, Harnstoff, Aminosauren und kleinen Peptiden sorgen. In M. truncatula
wurde bereits ein Aquaporin des Tonoplasten identifiziert, der durch Mykorrhizierung
mit G. mosseae induziert wurde (Krajinski et al., 2000). Ein erhdhter Wassertransport
Uber den Tonoplasten kdnnte die osmotischen Veranderungen im Cytoplasma aus-
gleichen. Diese osmotische Fluktuation entsteht moglicherweise durch das wech-
selnde Volumenverhaltnis zwischen Cytoplasma und Vakuole in arbuskelhaltigen
Zellen. In dieser Arbeit zeigten von insgesamt neun MIP-Genen sieben eine Regula-
tion durch AM Pilze. Wahrend es in jeder Interaktion nur ein induziertes MIP existier-

te, wurden durch G. mosseae und G. rosea vier bzw. zwei Gene reprimiert. Dieses
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Bespiel zeigt, dass Gene mit scheinbar gleicher Funktion unterschiedliche Aufgaben
in der Mykorrhiza erflllen. Auerdem nehmen die drei AM Pilze auf unterschiedliche
Mitglieder einer Genfamilie Einfluss, was auf verschiedene Regulationsmechanismen
hindeutet.

Durch die Applikation der Phytohormone ABA und IBA auf M. truncatula Wurzeln
zeigten 14% bzw. 3% der untersuchten Gene eine Regulation, wahrend eine Din-
gung mit zusatzlichem Phosphat bei 15% zu einer Veranderung der Genexpression
fuhrte.

Die Mikroarray-Experimente ,G. mosseae’, ,G. intraradices’ und ,IBA’ ergaben im
Gegensatz zu ,G. rosea’, ,ABA’ und ,Phosphat’ eine deutlich minimierte Anzahl diffe-
rentiell exprimierter Gene. Mdgliche Ursachen dieser quantitativen Unterschiede
konnten die zeitliche Trennung der Experimente und die Verwendung einer neu pro-
duzierten Serie von Mikroarrays sein. Dies und die abweichende Anzahl
durchgefuhrter Hybridisierungen pro Interaktion erschweren den direkten Vergleich
der Transkriptionsprofile der drei Mykorrhizasymbiosen. Unter der Berlcksichtigung,
dass die Konzentrationen der Phytohormone ABA und IBA sowie des Nahrstoffes
Phosphat in mykorrhizierten Wurzeln scheinbar ansteigen und sich dadurch auf die
pflanzliche Genexpression auswirken konnten, zeigten 568 Gene eine Regulation
ausschlief3lich durch Interaktion mit einem AM Pilz. Darunter befinden sich Gene, de-
ren Expression in zwei oder sogar allen drei Symbiosen beeinflusst wurde. Dieser
Anteil ist jedoch sehr gering. Die AM Pilze G. mosseae, G. intraradices und G. rosea
wirken sich demnach sehr unterschiedlich auf die pflanzliche Genexpression aus und
konnten dem zur Folge die phylogenetische Distanz zwischen den drei Arten wider-
spiegeln. In der Literatur wurde bereits die Diversitat einiger AM Pilze hinsichtlich ih-
rer physiologischen Eigenschaften beschrieben. So ist zum Beispiel der bidirektiona-
le Nahrstoffaustausch zwischen den Symbiosepartnern abhangig von der Art des AM
Pilzes, wie die unterschiedliche Phosphatversorgung von M. truncatula kolonisiert mit
Glomus caledonium oder Scutelleospora calospora zeigte (Smith et al., 2000). Die
Bestatigung dieser Beobachtung erfolgte durch weitere Analysen des Phosphat-
transports in Linum usitatissimum; Lycopersicon esculentum und M. truncatula je-
weils mykorrhiziert mit den AM Pilzen G. intraradices, G. caledonium oder G. rosea.
Neben Wachstumseffekten und Kolonisierungsfrequenzen unterschied sich je nach
Art der beiden Symbiosepartner auch der Phosphatgehalt im Phytobionten. Wahrend

Phosphat in G. intraradices kolonisierten Wurzeln ausschliellich tber die Pilzhyphen
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zur Pflanze gelangt, transportiert G. rosea nur einen geringen Phosphatanteil. Sofern
ein erhdhter Phosphatgehalt in der Pflanze vorliegt, erfolgt die Aufnahme vermutlich
direkt Uber eine Mykorrhiza-abhangige Aktivierung von Transportern in der Wurzel-
epidermis (Smith et al., 2003). Untersuchungen an Weizen und Zuckerahorn verdeut-
licht, dass der Kohlenhydrattransfer sich sowohl durch die Art des pilzlichen, als auch
durch den pflanzlichen Symbionten verandert. Wahrend G. rosea durch ein dichtes
Hyphennetzwerk von beiden Pflanzenarten relativ groRe Mengen an Photoassimila-
ten aufnimmt, erhalt G. intraradices nur von Weizen und G. mosseae von keinen der
beiden Wirtspflanzen Kohlenhydratverbindungen (Lerat et al., 2003). Analog zum
Nahrstoffaustausch hangen auch die bioprotektorischen Eigenschaften der Mykorrhi-
za von der Art der Symbionten ab. So wiesen Tomatenwurzeln infiziert mit dem Pa-
thogen Phytophthora parasitica deutlich weniger Krankheitssymptome auf, wenn sie
gleichzeitig mit G. mosseae kolonisiert waren. Im Gegensatz dazu vermochte
G. intraradices seine Wirtspflanze nicht vor Pathogenbefall zu schitzen (Pozo et al.,
2002). L. esculentum Wildtyp zeigt im Vergleich zur einer Mykorrhiza-defekten Mut-
ante bei Interaktion mit unterschiedlichen AM Pilzen normale Mykorrhizierungs-
muster. Kolonisierung der Mutante mit G. intraradices endet bereits auf der Epider-
mis, wahrend G. mosseae diese noch erfolgreich penetriert, aber nur schwaches in-
terzellulares Hyphenwachstum aufweist. Glomus versiforme vermag es sogar die
Wurzeln der Mutante relativ normal zu besiedeln (Barker et al., 1998; Gao et al.,
2001).

In der Vergangenheit wurde Uber eine Konzentrationsabnahme des gasférmigen
Phytohormons Ethylen in mykorrhizierten Pflanzenwurzeln berichtet (McArthur &
Knowles, 1992). Eine Bestatigung dieses Ergebnisses deutet sich in der Interaktion
zwischen M. truncatula und G. intraradices durch die Repression einer 1-Ami-
nocyclopropan-1-Carbonsaure-Oxidase (ACC-Oxidase) an, die aus 1-Amino-
cyclopropan-1-Carbonséure unter Beteiligung von Ascorbat, Eisen (Fe?*) und mole-
kularen Sauerstoff Ethylen katalysiert {Varner, 2000 #422}. In M. truncatula existiert
scheinbar eine Genfamilie von mindestens vier ACC-Oxidasen. Neben der Repressi-
on eines Mitglieds, werden zwei weitere durch die Interaktion mit G. mosseae bzw.
G. rosea induziert. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu den bisherigen Er-
kenntnissen, kdnnte aber durch die Verwendung eines anderen Modellsystems (un-
terschiedliche Myko- und Phytobionten) erklart werden. Ethylen fordert Blattfall,

Fruchtreife sowie Seneszenz, jedoch bleibt die Rolle in der Mykorrhiza unklar. Ein
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Anstieg von Ethylen ist auch charakteristisch fur eine Infektion mit Pathogenen, wo-
durch die Expression von Genen der Verteidigungsantwort beeinflusst wird (Boller,
1991; Mauch et al., 1988). Die Induktion der Ethylensynthese kann aber auch durch
reaktive Sauerstoffspezies erfolgen (Watanabe et al., 2001), die zum Beispiel durch
,germin-like-proteins’ produziert werden. ,Germin-like proteins’ wurden ursprtinglich
in Samen von Weizen (Triticum aestivum) gefunden (Lane, 1991). Heute ist bekannt,
dass diese Proteine in unterschiedlichen Pflanzenarten vorkommen und neben der
Keimung noch an weiteren Prozessen beteiligt sind. So besitzen zum Beispiel einige
von ihnen eine Oxalat-Oxidase Aktivitat (Berna & Bernier, 1999). Eine Induktion der
Oxalat-Oxidasen erfolgt durch Salzstress (Hurkman & Tanaka, 1996), Auxine (Berna
& Bernier, 1997), zirkadiane Rhythmik (Membre et al., 1997) und pilzliche Infektion
(Zhang et al., 1995), die eine Kolonisierung durch AM Pilze einschlie3t. In Wurzeln
von M. truncatula kolonisiert mit G. intraradices konnte die verstarkte Expression ei-
nes ,germin-like protein’, moglicherweise mit Oxalat-Oxidase Aktivitat, in arbuskelhal-
tigen Zellen gezeigt werden (Doll et al., 2003). Durch die Array-Experimente wurden
je zwei weitere Oxalat-Oxidasen in M. truncatula kolonisiert mit G. mosseae oder
G. intraradices Mykorrhiza-spezifisch hochreguliert. Lokalisiert in der pflanzlichen
Zellwand katalysieren diese Enzyme aus Oxalsaure Wasserstoffperoxid (CoH.O4 +
0O, —» 2 CO;, + H0,). Diese reaktive Sauerstoffspezies wird in Folge eines Patho-
genbefalls, einer Gewebsverletzung (,Oxidative Burst‘) sowie einer Mykorrhizierung
produziert (Salzer et al., 1999). Wasserstoffperoxid besitzt eine antimikrobielle Wir-
kung, induziert die Verteidigungsantwort der Pflanzen und fuhrt zu einer Vernetzung
und Stabilisierung der Zellwand (z.B. Lignifizierung), die eine weitere Penetration von
Pathogenen verhindert (Bradley et al., 1992; Levine et al., 1994; Thordal-Christensen
et al., 1997). Oxidativer Stress durch Verwundung pflanzlichen Gewebes flhrte in
Arabidopsis zu einer erhdhten Promotoraktivitat eines blauen Kupferproteins (Yang
et al., 2002). Die Induktion eines weiteren Proteins dieser Familie erfolgte durch Be-
handlung mit Ozon oder Aluminium sowie durch eine verlangerte Dunkelphase, wo-
durch ebenfalls reaktive Sauerstoffspezies entstehen (Miller et al., 1999; Richards et
al., 1998; van Gysel et al., 1993). Zwei Gene, kodierend fur ein ,blue copper protein’
und ein ,blue copper protein precursor’ sowie zwei Gene mit unbekannter Funktion,
zeigten in M. truncatula eine regulierte Expression durch allen drei Mykorrhizasymbi-
osen, aber nicht durch die beiden Phytohormone oder Phosphat. Zu den Proteinen,

die ein Kupfer-Atom (Typ 1) gebunden haben, zahlen die Plastocyanine und Phyto-
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cyanine. Als Teil der Photosynthese sind Plastocyanine in den Thylakoidmembranen
der Chloroplasten aktiv und transportieren Elektronen zwischen dem Photosystem |
und dem Cytochrom bgf-Komplex. Da photosynthetisches Gewebe nicht in den Un-
tersuchungen bertcksichtigt wurde, handelt es sich vermutlich um ein Phytocyanin,
fur das eine Beteiligung an Redox-Reaktionen in der Verteidigungsantwort der Pflan-
zen diskutiert wird (Nersissian et al., 1998). Wie ein blaues Kupferprotein aus der
Erbse zeigte, wirken Phytocyanine moglicherweise auch an der Synthese von Ligni-
nen mit (Drew & Gatehouse, 1994). Produktion und Lagerung von Ligninen in peri-
pheren Geweben sind, wie bereits beschrieben, Teil der pflanzlichen Stressantwort.
Madglicherweise sind blaue Kupferproteine, die in der Vergangenheit schon als My-
korrhiza-induziert beschrieben wurden (Kuster et al., 2004; Wulf et al., 2003), an der
Kontrolle des pilzlichen Hyphenwachstum in der Wurzelrinde beteiligt.

Die differentielle Genexpression des ,blue copper protein precursor konnte in allen
drei Mykorrhizasymbiosen mit Hilfe der Real-Time-PCR gemessen werden. Die er-
zielten Induktionslevels waren gegenuber den Array-Hybridisierungen signifikant ho-
her. Eine Unterschatzung der Regulationsstarke kann als Folge von Kreuzhybridisie-
rungen auftreten. Ursache kdnnen repetitive Sequenzelemente oder stark homologe
Sequenzen von Mitgliedern einer Genfamilie sein. Bedingt durch die Praparations-
technik erfolgt keine Trennung pilzlicher von pflanzlicher RNA. Kreuzhybridisierungen
mit pilzlichen Transkripten sind daher ebenfalls denkbar, haben jedoch aufgrund des
geringen Pilzanteils meistens keinen starken Einfluss. Alle diese Mdglichkeiten kon-
nen zu artifiziellen Signalen auf den Arrays und somit zu einer falschen Interpretation
der Expressionsdaten fuhren. Zur Bestatigung der Ergebnisse eignet sich die Metho-
de der Real-Time-PCR, da durch die Auswahl genspezifischer Oligonukleotide eine
Kreuzhybridisierung mit anderen Transkripten stark minimiert werden kann. Daher
entsprechen die Ergebnisse aus der Real-Time-PCR eher der tatsachlichen
Transkriptakkumulierung in den untersuchten Geweben. In der Regel fallen die Ex-
pressionsunterschiede im Vergleich zu den Array-Experimenten viel hdher aus.
Durch die Unterschatzung der Expressionslevels in den Array-Experimenten kdnnen
schwach differentiell exprimierte Gene teilweise nicht als solche identifiziert werden.
Es ist nicht auszuschlie3en, dass weitere sekundare Effekte der Mykorrhiza Einfluss
auf die Genexpression nehmen konnen. Der Anstieg der Jasmonat-Konzentration in
Wurzeln durch eine Mykorrhizierung konnte bereits gezeigt werden (Hause et al.,

2002). Die Auswirkung auf das Transkriptionsprofil durch die erhéhte Konzentration
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in mykorrhizierten Wurzeln wird von einer Kooperationsgruppe am Institut fur Pflan-
zenbiochemie in Halle genauer untersucht. Des Weiteren stehen an der Universitat
Bielefeld Daten zur Verfugung, die differentiell exprimierte Gene aus einer Medica-
go/Sinorhizobium Interaktion enthalten. Die Mykorrhiza und die Kndllchensymbiose
besitzen einige physiologische Gemeinsamkeiten, die durch einen Vergleich der
Hybridisierungsdaten genauer charakterisiert werden konnen.

Die Kriterien zur Identifizierung regulierter Gene durch die Array-Experimente wurden
relativ stringent gewahlt, so dass Gene mit einem schwachen Expressionsunter-
schied unberlcksichtigt bleiben. Geringe Schwankungen in der Expression entschei-
den dartber, ob ein Gen noch als differentiell exprimiert betrachtet wird. Dieses tragt
unter anderem dazu bei, dass die Transkriptionsprofile, sowohl der technischen als
auch der biologischen Replikate, nicht identisch sind. Das die erstellten Listen keinen
Anspruch auf Vollstandigkeit haben wird deutlich durch fehlende Gene, die bereits in
der Vergangenheit als reguliert gefunden wurden. Beispielsweise berichtet
F. Krajinski Uber ein induziertes Aquaporin in G. mosseae kolonisierten Wurzeln
(Krajinski et al., 2000), welches in den Hybridisierungsexperiment lediglich eine Re-
pression durch G. rosea zeigte. Mt4, ein Gen mit unbekannter Funktion, wird durch
verschiedene AM Pilze (u.a. G. intraradices, G. mosseae und G. rosea) sowie Phos-
phat negativ reguliert (Burleigh et al., 2002). Aufgrund der Ergebnisse aus dieser Ar-
beit zahlt Mt4 zu den Mykorrhiza-spezifischen Genen, da eine Repression nur in
G. intraradices und G. rosea kolonisierten Wurzeln, aber nicht durch Phosphatappli-
kation beobachtet wurde.

Die Simulation der indirekten Mykorrhizierungseffekte, wie erhdhte ABA-, IBA- und
Phosphatkonzentration in den Wurzeln, entspricht moglicherweise nicht der naturli-
chen Situation. Die Nahrstoffversorgung der Pflanze sowie die Veranderung des
Phytohormonspiegels hangt vermutlich mit dem Kolonisierungsgrad der AM Pilze zu-
sammen. Eine exakte Konzentrationsberechung der zu applizierenden Substanzen
wird durch weitere Faktoren, wie Aufnahme und Transportgeschwindigkeit im pflanz-
lichen Gewebe, erschwert. Die eingesetzten Mengen wurden daher so gewahlt, dass
eine Veranderung der Genexpression zu erwarten war. Ob diese Transkriptionsve-
randerungen auch in mykorrhizierten Wurzeln auftreten, muss kritisch betrachtet wer-
den. Denn ausgehend von der |dee der indirekten Regulierung, mussten alle ABA-,
IBA- und Phosphat-regulierten Gene auch durch die AM Pilze reguliert werden.

Dieses konnte durch die Hybridisierungsexperimente jedoch nicht gezeigt werden.
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den. Ahnliche Diskrepanzen wurden auch von Liu et al. (2003) beobachtet, die mit
Hilfe der Array-Technologie die Expressionsmuster in M. truncatula wahrend der My-
korrhizabildung und nach Applikation von Phosphat untersuchten. Eine mogliche Er-
klarung ware die bereits beschriebene Problematik regulierter Gene umfassend zu
identifizieren. AuRerdem kdnnte die Genexpression durch Faktoren mit unterschiedli-
cher Prioritat kontrolliert werden und so zum Beispiel Mykorrhizierung die Regulation
eines Gens gegenuber veranderter Phosphatversorgung dominieren.

Die Mikroarray-Technologie bietet zuklnftig noch einiges an Potential. Fir immer
mehr Organismen werden in absehbarer Zeit umfangreiche Genomsequenzen mit
den entsprechenden Annotationen zu Verfligung stehen. Aufgrund dieser Informatio-
nen kénnen Wissenschaftler genomweite Mikroarrays produzieren, mit deren Hilfe
der physiologische Zustand einer Zelle durch die Regulation einzelner Stoffwechsel-
wege genau charakterisiert werden kann. Nach Abschluss der Genomsequenzierung
von M. truncatula kdénnten genomweite Arrays fur diesen Modellorganismus herge-
stellt werden. Ein erster Schritt in diese Richtung ist ein seit kurzem verfugbarer Mik-
roarray mit 16000 Genen, die durch synthetische Oligonukleotide (70mere) reprasen-
tiert werden. Durch die Verwendung von Oligonukleotiden kann auf einige fehleran-
fallige Prozesse (z.B. PCR) in der Mikroarray-Produktion verzichtet werden und tragt
so zu einer Qualitatsverbesserung bei. Ein weiter Vorteil dieser Art von Mikroarrays
ist die Minimierung von Kreuzhybridisierungen, durch die Selektion Gen-spezifischer

Sequenzabschnitte.

4.2  Arbuskel-assoziierte Genexpression in Pisum sativum

Die Array-Technologie ist ein effizientes Werkzeug zur Untersuchung von Transkrip-
tionsprofilen, aber vorlaufig nur fir eine geringe Auswahl von Modellorganismen eta-
bliert. Wissenschaftler, denen diese Technologie nicht zur Verfugung steht, missen
sich alternativer Methoden zur Analyse differentieller Genexpression bedienen. Die
Methode der suppressiven subtraktiven Hybridisierung (SSH) ist eine Moglichkeit
und wird schon seit einiger Zeit erfolgreich fir molekularbiologische Untersuchungen
in pilzlichen und pflanzlichen Organismen verwendet, aber auch in der Mykorrhiza-
forschung (Brechenmacher et al., 2004; Requena et al., 2002; Tamasloukht et al.,
2003; van Buuren et al., 1999; Voiblet et al., 2001; Wulf et al., 2003). Mittels der

SSH-Technik kann mit einem geringen experimentellen Aufwand eine cDNA-Bank
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hergestellt werden, die eine relativ gro3e Anzahl differentiell exprimierter Gene ent-
halt. Im Vergleich zur Array-Technologie reprasentieren die SSH-Banken keine na-
turlichen Transkriptionsmuster, aber eignen sich in Kombination mit cDNA-Array-
Analysen zur Identifizierung neuer regulierter Gene.

Um Gene mit einer Arbuskel-assoziierten RNA-Akkumulierung zu identifizieren, wur-
den die beiden mit G. mosseae kolonisierten Pflanzenlinien Pisum sativum Finale
Wildtyp und die isogene Arbuskel-defekte Mutante RisNod24 zur Herstellung einer
SSH-Bank verwendet. Nach Sequenzanalysen wurden 81 Klone fur Hybridisierung-
sexperimente ausgewahlt. Davon zeigten 17 Gene eine signifikante Induktion (4,5-
fach) in mykorrhizierten Wurzeln von P. sativum. Nicht-zielgerichtete Ansatze zur Un-
tersuchung arbuskularen Mykorrhiza resultierten haufig in der Identifizierung pilzli-
cher Gene (Brechenmacher et al., 2004; Delp et al., 2000; Lapopin et al., 1999). Alle
induzierten Gene stammen aus dem pflanzlichen Genom, da cDNAs aus Kontroll-
pflanzen ebenfalls Hybridisierungssignale lieferten.

Zwei Gene wurden schon in friheren Arbeiten im Zusammenhang mit der arbuskula-
ren Mykorrhiza beschrieben. Ein Trypsin-Inhibitor und zwei MAP-Kinasen zeigen ei-
ne verstarkte Genexpression in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula (Liu et al.,
2003; Wulf et al., 2003).

Fir einige Gene aus der SSH-Bank, wie zum Beispiel die fiir ein Metallothionein und
fur eine ,GDSL-motif lipase’ kodieren, wurden mehrere Mitglieder einer Genfamilie
gefunden. Aus besagten Grinden kann dies zu einer Unterschatzung von Hybridisie-
rungssignalen fihren und ist eine mogliche Erklarung fir hdhere Induktionen im Nor-
thern Blot und der RT-PCR. Alternativ konnte die intensivierte Kolonisierung und Ar-
buskelbildung in dem Kultivar Frisson Ursache einer verstarkten RNA-Akkumulierung
sein.

Mit einer Ausnahme Kkorreliert die Expressionszunahme der Gene mit der Entwick-
lung funktionierender Arbuskeln. Das Gen Prp6 (Proteinase-Inhibitor) zeigt einen
Transkriptanstieg in der Entwicklungsmutante RisNod24 und wird daher vermutlich
bereits durch Kolonisierung der Wurzelrinde induziert. Die ,pathogenesis-related pro-
teins’ (PRP), die vor 30 Jahren zum ersten Mal beschrieben wurden (van Loon & van
Kammen, 1970), bilden einen Teil der pflanzlichen Abwehrreaktion. Inzwischen sind
einige PRPs charakterisiert und in 11 Familien (PRP1 bis PRP11) gruppiert. Wah-
rend einige eine B-1,3-Glucanase- oder Chitinase-Aktivitat besitzen, wirkt das PRP6

als Proteinase-Inhibitor und konnte pilzliche Proteinasen inaktivieren. Bei Interaktion
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mit dem Symbionten Rhizobium leguminosarum oder dem Pathogen Aphanomyces
euteiches wurde keine Transkriptakkumulierung detektiert, was Hinweise auf eine
Mykorrhiza-spezifische Beteiligung gibt.

Neben dem Prp6 sind noch vier weitere Gene in die biotische und abiotische Stress-
antwort der Pflanzen involviert. Neben M. truncatula (siehe oben) werden auch in
P. sativum auffallend viele Gene der Pflanzenverteidigung durch eine Kolonisierung
mit G. mosseae aktiviert.

Krankheitsresistenz-Proteine, Trypsin-Inhibitoren und die Epoxid-Hydrolasen sind
Proteine mit anti-pilzlicher Wirkung (Blee, 1998; Chiang & Hadwiger, 1991; Giudici et
al., 2000). In der arbuskuldren Mykorrhiza kontrollieren sie maoglicherweise das
Hyphenwachstum in der Wurzelrinde.

Die starkste Geninduktion im spaten Stadium der Mykorrhizaentwicklung zeigte eine
Epoxid-Hydrolase. Diese Proteine wurden nicht nur in Eukaryoten, sondern auch in
Prokaryoten gefunden, wo sie die Hydrolyse von Epoxiden zu den entsprechenden
Diolen katalysieren (Visser et al., 1999). Ein Substrat der Epoxid-Hydrolasen sind die
Fettsauren-Epoxide und ihre korrespondierenden Diole, die beide pilzliches Wachs-
tum inhibieren konnen (Blee, 1998; Weijers & de Bont, 1999).

Ein weiteres Gen besitzt eine starke Homologie zu dem pl230, ein mogliches Krank-
heitsresistenzgen aus der Erbse. Interaktion mit dem Pathogen Fusarium solani fuhr-
te zu einer verstarkten Expression diese Gens und inhibiert dadurch pilzliches
Wachstum (Chiang & Hadwiger, 1991). Weitere Gene aus dieser Gruppe, wie pl49,
pl176 und pl206, zeigten eine Expressionszunahme in mykorrhizierter Erbse (Ruiz-
Lozano et al., 1999). Wie Untersuchungen an einer frihen Mykorrhizamutante zeig-
ten ist Expression des pl206 stark an die Appressorienbildung gekoppelt.

In Wurzeln von P. sativum wurde eine Trypsin-Protease identifiziert, die durch Inter-
aktion mit G. mosseae und A. euteiches eine Induktion zeigte (Slezack et al., 1999).
Trypsin zahlt aufgrund seines katalytischen Mechanismus zur Familie der Serin-
Proteasen. Im Reaktionszentrum dieser Enzyme befinden sich die drei Aminosauren
Serin, Histidin und Aspartat zu einer so genannten katalytischen Triade angeordnet,
die Uber ein tetraedisches Zwischenprodukt die Spaltung von Peptidketten bewirken.
In dieser Arbeit wurde ein entsprechender Trypsin-Inhibitor gefunden, der wegen
seiner Substrat-Homologie die Bindungstasche des Enzyms besetzt, jedoch nicht

gespalten werden kann und somit zur Inaktivierung des Trypsins fuhrt. Durch ein
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mogliches Wechselspiel des Inhibitors mit der Protease konnte die Entwicklung der
Arbuskeln kontrolliert werden.

Andere Gene, wie das fur ein Metallothionein, beteiligen sich an der Detoxifizierung
und Entfernung pilzlichen Materials wahrend der Arbuskeldegradation. Sie werden
nach Komplexierung toxischer Metalle in der Zellvakuole gelagert (Evans et al.,
1992). Eine verstarkte Expression wurde auch wahrend Seneszenz und Pathogenbe-
fall festgestellt (Butt et al., 1998). Entsprechend dieser Beobachtung zeigte das Me-
tallothionein-kodierende Gen durch Infektion mit dem Pathogen A. euteiches eben-
falls eine Induktion in der Mutante RisNod24. Phanotypisch zeigte die Interaktion
keinen Unterschied zwischen Mutante und Wildtyp. Dennoch scheint der veranderte
Genotyp der Mutante die Expression des Gens zu beeinflussen.

Neben einer erhdhten Aktivitat der Stressantwort wurden auch Gene mit eher grund-
legenden Aufgaben, wie zum Beispiel der Umstrukturierung des Cytoskeletts, indu-
ziert. Eine Beteiligung in der Mykorrhiza wurde bereits diskutiert (Genre & Bonfante,
1997; Genre & Bonfante, 1998). Mikrotubuli als Teil des Cytoskeletts bestehen
hauptsachlich aus dem heterodimeren Protein Tubulin, das sich aus einer nicht-
kovalenten Bindung zwischen a- und B-Tubulin zusammensetzt (Gunning & Hard-
ham, 1982). Daher ist die Expressionszunahme eines p-Tubulin neben der Induktion
eines o-Tubulin Promotors in arbuskelhaltigen Zellen (Bonfante et al., 1996) nicht
uberraschend. In M. truncatula existiert sowohl fur a- als auch B-Tubulin eine Gen-
familie, deren Mitglieder unter verschiedenen Bedingungen reguliert werden. In die-
ser Arbeit wurden drei reprimierte a-Tubuline und ein induziertes p-Tubulin in Folge
einer Mykorrhizierung identifiziert. Die Induktion eines a-Tubulin-Gens durch ABA
und die Repression durch G. rosea deutet auf unterschiedliche Regulationsmecha-
nismen fur den Promotor hin.

Strukturelle und physiologische Veranderungen in der Zelle sind an eine erhdhte me-
tabolische Aktivitat gekoppelt. Als Teil der Atmungskette sorgt die NADH-
Ubiquinone-Oxidoreduktase (Komplex Ill) durch den Transport von Elektronen und
Protonen fur ausreichend Energie in Form von ATP, wahrend die Desoxycytidilat-
Deaminase an der Nukleotidsynthese beteiligt ist. In Folge der erhdhten Transkripti-
onsaktivitat steigt auch der Proteingehalt in mykorrhizierten Wurzeln (Arines et al.,
1993; Franken & Gnadinger, 1994). An die verstarkte Proteinbiosynthese ist vermut-

lich die Expressionszunahme des eukaryotischen Initiationsfaktor 1o (elF1a) gekop-
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pelt. Bereits in M. truncatula konnte wahrend der Mykorrhizierung eine Expressions-
zunahme des Initiationsfaktor 3 (elF3) gezeigt werden (van Buuren et al., 1999). Zu-
sammen aktivieren elF1oa und elF3 die 40S-Ribosomen-Untereinheit und bilden so
den ersten Schritt der Translation. Die Regulation der Proteinbiosynthese wahrend
der Mykorrhizaentwicklung erfolgt vermutlich sowohl Gber Transkription als auch tber
Translation.

Die Nukleinsauresequenz eines gefundenen cDNA-Fragments ist zu 100% identisch
mit einer MAP-Kinase, die in allen Geweben von P. sativum detektiert wurde
(Stafstrom et al., 1993). MAP-Kinasen (,Mitogen-activated Protein Kinase’) sind Teil
einer grollen Familie von Serin/Threonin Protein-Kinasen und an der Transduktion
von extrazellularen Signalen in allen Eukaryoten beteiligt (Jonak et al., 1999; Wid-
mann et al., 1999). In Petersilie und Tabak konnten MAP-Kinasen durch Applikation
mit Elicitoren von pilzlichen Pathogenen aktiviert werden (Ligterink et al., 1997; Su-
zuki & Shinshi, 1995). Die Mykorrhiza-induzierte MAP-Kinase aus P. sativum zeigten
jedoch keinen Transkriptionsanstieg bei Befall mit dem Pathogen A. euteiches, so
dass statt einer Beteiligung an der Stressantwort eine regulatorische Funktion im
Zellzyklus wahrscheinlicher ist (Jonak et al., 1993; Meskiene & Hirt, 2000).
Ermdglichen die Ergebnisse aus P. sativum die Identifizierung Arbuskel-spezifischer
Gene in M. truncatula? Zur Beantwortung dieser Frage wurden die Makroarrays mit
komplexen cDNA-Sonden aus M. truncatula Mykorrhiza und Kontrolle hybridisiert. Da
lediglich die Fragmente der Gene fir den Trypsin-Inhibitor, das B-Tubulin und fur ein
weiteres Metallothionein (Klon 13) ein Mykorrhiza-abhangiges Hybridisierungsmuster
zeigten, wurden die ESTs der Erbsengene gegen die Medicago-Datenbanken TIGR
MtGl und MENS verglichen. Qualitat und Quantitat der orthologen Sequenz-Cluster
unterscheiden sich zwischen den beiden Datenbanken, obwohl sie auf identische
cDNA-Banken zurtckgreifen und die ESTs mit demselben Programm (CAP3) zu Se-
quenz-Cluster zusammengesetzt werden. Wahrend MtGl ESTs auch aus anderen
offentlichen Datenbanken verwendet und schon ab einer Sequenzahnlichkeit Cluster
bildet, sind in MENS ESTs nur aufgrund mehrerer Sequenzhomologien Teil eines
Clusters. In MENS werden ESTs aus 6ffentlichen Datenbanken lediglich zur Kontrol-
le der Cluster herangezogen (Journet et al., 2002). Beide Systeme erganzen sich
und sollten daher parallel verwendet werden.

Die meisten der regulierten Gene aus P. sativum besitzen orthologe Sequenzen in

M. truncatula und sind hier scheinbar Mitglieder von Genfamilien. Die Expression ein-
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einzelner Mitglieder kann durch unterschiedliche Faktoren reguliert werden, wie die
Identifizierung von acht Chitinasen aus M. truncatula verdeutlicht. Einige dieser Chi-
tinasen werden durch Pathogenbefall oder Kndllchensymbiose andere ausschlieRlich
in der Mykorrhiza aktiviert (Salzer et al., 2000).

FiUr das Trypsin-Inhibitor Gen aus der Erbse wurden sechs homologe Sequenzen in
der MtGI Datenbank gefunden, die alle ausschliellich aus Mykorrhiza cDNA-Banken
stammen. Diese ,Electronic Northern“ Analyse gibt Hinweise auf eine Mykorrhiza-
abhangige Regulation, die mit Hilfe der Real-Time-PCR fur funf Mitglieder in
G. mosseae kolonisierten Wurzeln bestatigt wurde. Die Beteiligung mehrerer Mitglie-
der einer Genfamilie deutet darauf hin, dass Trypsin-Inhibitoren unterschiedliche
Aufgaben in der Mykorrhizaentwicklung besitzen. Denkbar sind Unterschiede in ihren
Enzymeigenschaften sowie eine zeitliche oder raumliche Trennung ihrer Aktivitat. In
einer Interaktion zwischen M. truncatula und G. intraradices konnte die fur einen die-
ser Trypsin-Inhibitoren (TC69297) mit arbuskelhaltigen Zellen korreliert werden
(Abbildung 4-2). Der Expressionsanstieg bei Interaktionen mit dem Wurzelpathoge-

nen A. euteiches war nur sehr schwach im Vergleich zur Mykorrhiza.

Abbildung 4-2 Lokalisierung der Genaktivitat eines Trypsin-Inhibitors (TC69297). Das j-
Glukuronidase-Gen wurde unter die Kontrolle des Trypsin-Inhibitor Promotors gebracht. Nach
Transformation in M. truncatula und Inokulierung mit dem AM Pilz G. intraradices wurden nach
vier Wochen die Wurzeln geerntet und hinsichtlich der B-Glukuronidase-Aktivitat angefarbt.
(Bilder von F. Krajinski, Universitat Hannover)

Bedingt durch die stringenten Auswertungskriterien bleiben einige differentielle
exprimierte Gene moglicherweise unberucksichtigt, wie es zum Beispiel fur ein weite-

res Metallothionein (Klon 13) zutrifft. Das Gen aus der Erbse zeigte bei Hybridisie-
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rungen mit den heterologen Sonden aus M. truncatula eine erhohte Expression in der
Mykorrhiza. Aufgrund des relativ niedrigen Induktionslevels von 3,06 wurde dieses
Gen in der Erbse nicht als differentiell exprimiert identifiziert. Die Veranderung der
Genexpression konnte vermutlich mit einer alternativen Methode, wie der Real-Time-
PCR, nachgewiesen werden. Einige transkriptionelle Veranderungen, die durch
Hybridisierungen oder ,Electronic Northern® Analysen beobachtet wurden, konnten
dadurch bestatigt werden. Die Expressionshdhen Mykorrhiza-regulierter Pflanzenge-
ne wurde relativ zu denen des MtTef-1a bestimmt. Das Gen MtTef-1a zeigt unter
verschiedenen Bedingungen eine konstitutive Expression und eignet sich daher als
interner Standard (Wulf et al., 2003). Das Protein TEF-1a ist sehr zahlreich in euka-
ryotischen Zellen enthalten und katalysiert die Bindung von tRNA-Molekllen an die
Ribosomen (Slobin, 1980).

Obwohl das Genom der Erbse zehnmal groRRer als das von Medicago ist, zeigen ver-
gleichende Analysen eine hohe Syntenie zwischen den beiden Leguminosen. Die
Ergebnisse aus dieser Arbeit konnten auch auf transkriptioneller Ebene eine grolie
Ahnlichkeit der beiden Arten bestatigen. M. truncatula ist daher als Modellorganis-
mus geeignet, um wichtige Agrarpflanzen in Hinblick auf Ertrag, Saatqualitat, Produk-
tion von Sekundarmetaboliten, symbiontische Interaktionen und Krankheitsresisten-
zen genauer zu charakterisieren (Journet et al., 2001). Die proteinreichen Samen
von Koérnerleguminosen, wie der Erbse oder der Ackerbohne sowie die Olreichen
Samen der Sojabohne, bilden einen wichtigen Bestandteil der menschlichen Ernah-
rung und werden daruber hinaus auch in der Tierzucht als Futtermittel verwendet.
Daneben werden auch kleinsamige Leguminosen, wie Medicago sativa und
M. truncatula, unter anderem aufgrund ihrer proteinreichen Blatter, als Tierfutter ein-

gesetzt.

4.3 Induktion von Mthal in symbiontischen Geweben

H*-ATPase sind Membran-gebundene Proteine, die durch ATP-Hydrolyse angetrie-
ben Protonen in den extrazellularen Raum transportieren. H*-ATPasen vom P-Typ
unterscheiden sich sehr deutlich hinsichtlich ihrer Biochemie, molekularen Aufbaus,
Reaktionsmechanismus und evolutionaren Ursprungs sehr deutlich von den mito-
chondrialen (F-Typ) und den vakuolaren H*-ATPasen (V-Typ). Sie wurden aus-

schliel3lich in Plasmamembranen von Pflanzen und Pilzen entdeckt und bestehen
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aus einer Peptidkette mit vermutlich 10 Transmembrandomanen. P-Typ ATPasen
sind eine groRe Familie, die wahrend des katalytischen Zyklus ein Aspartyl-
Phosphat-Intermediat bilden, Vanadat sensitiv sind und ahnlichen Domanenstruktu-
ren besitzen. Nach Abschluss des Arabidopsis Genom Sequenzierungsprojekts wur-
den in Arabidopsis thaliana 12 unterschiedliche H*-ATPasen gefunden (Palmgren,
2001), wahrend in M. truncatula mindestens neun existieren (Krajinski et al., 2002).
Die einzelnen H*-ATPase Gene besitzen vermutlich spezifische Funktionen in der
Pflanze und ihre Transkription konnte daher Uber physiologische Faktoren und Um-
weltreize reguliert werden. Expressionsanalysen zeigten eine Transkriptakkumulie-
rung der Gene Lha2 und Lha3 aus Tomate durch Applikation von Zuckern (Mito et
al., 1996), wahrend Lha8 (Kalampanayil & Wimmers, 2001) und Osa3 (Zhang et al.,
1999) aus Reis durch Salzstress induziert wurden. Mtha1 ist eine von drei untersuch-
ten H'-ATPase-Genen aus M. truncatula und zeigte als einzige eine Induktion durch
Mykorrhizierung mit dem AM Pilz G. mosseae. Im Gegensatz zu einer Mykorrhiza-
induzierten H*-ATPase aus Gerste kann durch eine erhdhte Phosphatversorgung
keine verstarkte Genexpression von Mtha1 beobachtet werden (Krajinski et al., 2002;
Murphy et al., 1997). Aulerdem wurden in Kontrollwurzeln keine Transkripte detek-
tiert, wahrend Mykorrhiza-regulierte H*-ATPase Gene aus Tabak, Gerste und Toma-
te (Ferrol et al., 2002; Gianinazzi-Pearson et al., 2000; Murphy et al., 1997) auch hier
exprimiert wurden. Im Falle von Tabak ist dies vermutlich auf eine Aktivitat in Wurzel-
spitzen zurtckzufuhren.

Aktivitatszunahmen von H*-ATPasen wurden in spezifischen pflanzlichen Geweben
oder Zellen gefunden, wie beispielsweise in Wurzelspitzen, Wurzelhaaren und Epi-
dermis sowie Schlie®- und Transferzellen. Durch in situ Hybridisierung konnte in my-
korrhizierten Wurzeln eine Transkriptakkumulierung von Mtha1 ausschlieBlich in ar-
buskelhaltigen Zellen gezeigt werden (Krajinski et al., 2002). Eine Lokalisierung der
Genexpression kann auch mittels Reportergenfusionen erfolgen, wie Untersuchun-
gen der Arabidopsis-Gene aha2, aha3 und aha10 zeigten (DeWitt et al., 1991; Har-
per et al., 1994; Sussman, 1994). Die 5'nicht-translatierte Region von Mtha1 tragt
einige interessante Strukturen, wie ein Intron vor dem Translationsstart sowie ein
weiterer offener Leserahmen stromaufwarts vom Transkriptionsstart der ATPase. Ein
5'nicht-translatierter Bereich, der beide Strukturen enthalt, wurde an eine -
Glukuronidase fusioniert und zeigte nach Transformation in Wurzeln von

M. truncatula eine spezifische Aktivitat in arbuskelhaltigen Zellen.
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Die Funktion der H*-ATPase ist der energieverbrauchende Protonentransport tber
eine Plasmamembran in den Apoplasten pflanzlicher Zellen. Die Arbuskel-
korrelierende Expression solcher Gene, wie Mtha1, Npha2 und Npha4 fuhrt zu einer
Ansauerung der Schnittstelle zwischen Pflanze und Pilz. Es existieren Hinweise,
dass dieser elektrochemische Gradient am Nahrstoffaustausch zwischen Pflanzen
und Mikroorganismen beteiligt ist. Entsprechende H'/P; Symporter wurden bereits in
arbuskelhaltigen Zellen von M. truncatula (Harrison et al., 2002), S.tuberosum
(Rausch et al., 2001) und in Oryza sativa (Paszkowski et al., 2002) detektiert.

Eine alternative Funktion ist die Involvierung an einem spezifischen Signalprozess in
arbuskelhaltigen Kortexzellen, wie es in der Tomate als Antwort auf Gewebsverlet-
zung oder eines Pathogenbefalls beobachtet wurde (Schaller & Oecking, 1999). Au-
Rerdem konnte die Ansauerung der Matrix das Wachstum des Mykobionten regulie-
ren, da Hyphenwachstum von einem pH-Gradienten abhangig ist (Robson et al.,
1996).

Neben den arbuskelhaltigen Zellen konnte eine verstarkte Aktivitat des Mtha1l-
Promotors auch im symbiontischen Gewebe von Wurzelkndlichen in M. truncatula
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur arbuskularen Mykorrhiza beschrankt sich
die Endosymbiose mit stickstofffixierenden Bakterien nur auf wenige Pflanzenfamili-
en. Dennoch zeigen beide Endosymbiosen Ahnlichkeiten in Bezug auf Morphologie
und Physiologie. Der Entstehung stickstofffixierender Knollichen an den Wurzeln von
Leguminosen geht ein gegenseitiger Signalaustausch zwischen Pflanze und Mikro-
organismus voraus. Nach Kontakt mit der Epidermis dringen die Bakterien Uber die
Wurzelhaare durch einen Infektionsschlauch, der seitens der Wirtspflanze durch Cel-
lulose abgekapselt wird, in das Rindengewebe ein. Die Wirtszellen vermehren und
vergroRern sich unter der Wirkung der Infektion (Ausscheidung von Indol-3-
Essisaure) und es kommt zur Entstehung der Wurzelkndllchen, deren innere Zellen
dicht von den jetzt aus den Infektionsschlauchen austretenden Bakterien erflllt sind.
Ahnlich wie die Arbuskeln der AM Pilze werden die Bakterien in den Kndllchen von
einer pflanzlichen Plasmamembran, der so genannten Peribakteroidmembran, um-
geben, Uber die der gegenseitige Nahrstoffaustausch erfolgt. Die Bakterien veran-
dern bald ihre Gestalt in Bakteroide und erhalten vom Wirt vor allem Kohlenstoffver-
bindungen, in der Regel Dicarbonsauren, und geben die Produkte ihrer N,-Fixierung
Uberwiegend als NH;" an diesen ab (Strasburger et al., 1999). Der Transfer dieser

Nahrstoffe ist an einen Protonengradient gekoppelt, der durch P-Typ ATPasen gene-

-85-



Diskussion

riert wird. Pflanzliche H*-ATPase pumpen Protonen Uber die Peribakteroidmembran
aus dem Cytoplasma. Der pH-Wert im peribakteroiden Raum wird zusatzlich durch
den Protonentransport der bakteriellen Atmungskette erniedrigt. Dieser elektroche-
mische Gradient wird einerseits genutzt zur Versorgung der Bakterien mit Dicarbon-
sauren andererseits zur Reduktion von Ammoniak (NH3z) zu Ammonium (NH4"). Am-
monium wird dann tber einen NH4*-Kanal von der Pflanze aufgenommen (Fedorova
et al.,, 1999; Udvardi & Day, 1997) (Abbildung 4-3). Campos et al. isolierten ein
cDNA-Fragment kodierend fur eine P-Typ ATPase aus Phaseolus-Knollchen. Durch
eine Immunolokalisierung konnte dieses Protein nur in nicht-infizierten Zellen des
Kndllchens gefunden werden (Campos et al., 1996). Ob Mtha1 in der Peribakteroid-
membran lokalisiert ist, konnte nicht genau geklart werden.

Cytoplasma ATP ADP+P

der Pflanze \ | /‘

peribakteroider Raum

H* Bakteroid
N2 ——» NH;+ H*
Atmungskette .
Dicarbonsaure NH,

Dicarbonsaure Assimilation

Abbildung 4-3 Schematische Darstellung des Nahrstoffaustausch

in der Kndllchensymbiose. (Modifiziert nach M. Udvardi)
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Aktivierung von H*-ATPasen durch das Auxinde-
rivat Indol-3-Essigsaure. Es wird vermutet, dass die Regulation der H*-ATPasen Uber
ein 14-3-3-Protein erfolgt, welches Phosphorylierungsreaktionen erleichtert. Dieses
Protein dient als Rezeptor fur das Fusicoccin, einem Toxin aus dem Pathogen Fusi-
coccum amygdali. Aufgrund der starken Ahnlichkeit zu Fusicoccin wird Auxin eben-
falls als Bindungspartner eines 14-3-3-Proteins vermutet (Varner, 2000). Mdglicher-
weise reguliert auch der AM Pilz G. rosea die Aktivitat von H*-ATPasen Uber ein 14-

3-3-Protein, da es in kolonisierten Medicago-Wurzeln verstarkt exprimiert wird. Die
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Ansauerung der Zellwand, bedingt durch eine H*-ATPase-Aktivitat, ist eine wichtige
Komponente des zellularen Streckungswachstums (Evans, 1985; Rayle & Cleland,
1992; Serrano, 1989). Die Erhéhung von Indol-3-Essigsaure in nodulierten Pflanzen
(Thimann, 1936) sowie die Vergrol3erung infizierter Zellen (Fedorova et al., 1999) in
den Kndllchen spricht flr eine Beteiligung von Mtha1. Weiter Untersuchungen von P-
Typ ATPasen und deren Induktion durch Phytohormone, zeigte das lediglich ABA ei-
ne H™-ATPase in Friichten von Apfelbdumen aktivieren kann (Peng et al., 2003).
Auch die Transkriptom-Analysen in M. truncatula zeigten keine Induktion von Mtha1
oder anderen ATPasen durch IBA oder ABA. Eine Induktion von Mtha1 durch Jas-
monat konnte ebenfalls nicht gezeigt werden.

Nach den bisherigen Kenntnissen wird das Gen Mtha1 nur durch die Interaktion mit
AM Pilzen und Knodllchenbakterien induziert. Die Frage, welcher Bereich des Promo-
tors regulatorische Funktion besitzt und ob beide Symbionten den gleichen Mecha-
nismus zur Aktivierung des Promotors verwenden, soll durch Deletionen der 5 nicht-
translatierten Region des H*-ATPase-Gens geklart werden. Verschiedene Promotor-
konstrukte wurden bereits mit einem Reportergen fusioniert und werden zurzeit auf

deren Aktivitat in mykorrhizierten und nodulierten Pflanzen untersucht.

In dieser Arbeit wurden durch cDNA-Array-Hybridisierungen Transkriptionsprofile der
Modellpflanzen M. truncatula und P. sativum erstellt. Innerhalb dieser Analysen er-
offnet die Identifizierung von Mykorrhiza-regulierten Genen neue Einblicke in die mo-
lekularen Vorgange der arbuskularen Mykorrhizasymbiose. Neben einer Bestatigung
der differentiellen Genexpression mit alternativen Methoden kdnnen diese Gene fur
weitere Untersuchungen hinsichtlich einer Expression im Zeitverlauf, Lokalisierung
im Organismus und Charakterisierung der Genprodukte dienen. Gene aus
M. truncatula Transkriptionsprofilen werden zum Aufbau einer Internet-Datenbank
verwendet und stehen zunachst Mitgliedern des DFG-Schwerpunktes ,Molekulare

Grundlagen der Mykorrhizasymbiosen® zur Verfigung.
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6 Anhang

Mykorrhiza-regulierte Gene in Medicago truncatula. Alle Gene besitzen ein relatives log,-
Intensitatsverhaltnis (M) von M > 0,9 oder M < -0,9 in mindestens einer der drei Mykorrhizasymbiosen.
Eine Regulation durch die Phytohormone ABA oder IBA bzw Phosphat konnte fiir diese Gene nicht
beobachtet werden. Neben der Cluster-ID und der Annotation sind die log,-Intensitatsverhaltnisse fir
jedes biologische Replikat der Mikroarrays und der Makroarrays angegeben. Gene der Funktionsklas-
se ,Ohne Homologie’ wurden in diesen Listen nicht berlcksichtigt.

Glomus intraradices

Cluster Annotation Induktion

Zellwand
00316MtBC ARABINOGALACTAN-PROTEIN PRECURSOR 1,10

Cytoskelett

30580MtBC CYLICIN I-LIKE PROTEIN 1,93
Membrantransport

00638MtBC INORGANIC PHOSPHATE TRANSPORTER 1,19 1,01

MtAMLs494 NODULIN 26 1,66

Proteinsynthese und -prozessierung

00626MtBC PEPTIDYL-PROLYL CIS-TRANS ISOMERASE (CYCLOPHILIN) 1,29
10817MtBC EUKARYOTIC INITIATION FACTOR 4A -1,20
20306MtBC 60S RIBOSOMAL PROTEIN L17 1,17
30509MtBC TUBULIN-SPECIFIC CHAPERONE A (TUBULIN-FOLDING COFACTOR A) 1,24 1,11
50087MtBA ZINC-DEPENDENT PEPTIDASE -1,04
91337MtBC SERINE PROTEASE 2,12

Primarmetabolismus

00016MtBB NUCLEOSIDE DIPHOSPHATE KINASE 1,22
00599MtBC GLUTAREDOXIN 0,97
00605MtBC BASIC BLUE PROTEIN 1,51

10266MtBC IRON/ASCORBATE-DEPENDENT OXIDOREDUCTASE -1,20
10290MtBC MTHA1 PLASMA MEMBRANE ATPASE 1,34
30062MtBC METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE -1,13
40046MtBB VACUOLAR PROTON ATPASE SUBUNIT -1,03
50754MtBC GLYCOSYLTRANSFERASE -1,07
91345MtBC STEAROYL-COA DESATURASE 1,30 0,95
91490MtBC ZINC-CONTAINING ALCOHOL DEHYDROGENASE 1,43 1,17
92006MtBC PHYTOENE SYNTHASE 0,90
92126MtBC ACYL-ACP THIOESTERASE 0,95
93250MtBA DIHYDROLIPOAMIDE ACETYLTRANSFERASE 0,96

COMPONENT OF PYRUVATE DEHYDROGENASE COMPLEX

Sekundér- und Phytohormonmetabolismus

00512MtBC CYTOCHROME P450 1,26
10505MtBC 1-AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLATE OXIDASE -0,98
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11005MtBA
30350MtBA
45255MtBA
50893MtBC

MtAMLs618

91970MtBC

00467MtBA
00651MtBC
90017MtBA

10965MtBC
20218MtBB
30427MtBA

10607MtBC
10675MtBC
91267MtBC

10736MtBC
50987MtBC
93362MtBC

90603MtBB
92175MtBC

00162MtBC
00387MtBC
00507MtBC
00704MtBC
10203MtBB
10224MtBB
10326MtBB
10539MtBC
10892MtBC
10916MtBC
30298MtBB
40001MtBB
40091MtBA

40133MtBA

50814MtBC

NARBONINE
ISOLIQUIRITIGENIN 2'-O-METHYLTRANSFERASE
CYTOCHROME P450

RETICULINE OXIDASE PRECURSOR
(BERBERINE-BRIDGE-FORMING ENZYME)
GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE

Chromatinstruktur und DNA-Metabolismus

HISTONE H3

Genexpression und RNA-Metabolismus

TRANSCRIPTIONAL ADAPTOR ZINC FINGER CONTAINING PROTEIN
ZINC FINGER PROTEIN
HOMEODOMAIN PROTEIN JUBEL1-LIKE

Signaltransduktion und posttranslationale Requlation

SER/THR PROTEIN KINASE
[NODULIN] MTANN1 ANNEXIN
CALCIUM DEPENDENT PROTEIN KINASE

Sonstiges
CAFFEIC ACID O-METHYLTRANSFERASE
RAC-LIKE GTP BINDING PROTEIN RHO1
LEGUME LECTIN BETA DOMAIN, LEGUME LECTIN ALPHA DOMAIN

Verteidigung
PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN
PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN
DISTANTLY RELATED TO WOUND-INDUCIBLE POTATO GENE WUN1

Abiotische Stimuli und Entwicklung

LIGHT-INDUCIBLE PROTEIN-LIKE PROTEIN
GERMIN-LIKE PROTEIN (OXALATE OXIDASE)

Unbekannte Funktion

TRYPSIN INHIBITOR KUNITZ

TRANSMEMBRANE PROTEIN

BETA-IG-H3/FASCICLIN DOMAIN PROLINE-RICH REGION
PHOSPHATE-INDUCED PROTEIN-LIKE PROTEIN

CWF15/CWC15 CELL CYCLE CONTROL PROTEIN

PROTEIN KINASE
PYRROLIDONE-CARBOXYLATE/PYROGLUTAMYL PEPTIDASE | (C15)
PRO-RICH PROTEIN

HALOACID DEHALOGENASE-LIKE HYDROLASE DOMAIN CONTAINING
PROTEIN

DNA-DAMAGE-REPAIR/TOLERATION LEU RICH REPEAT PROTEIN DRT100-

LIKE
UNKNOWN FUNCTION

-1,35
-1,20

1,76

0,95

-1,41

1,22

1,65

-0,96

1,47
1,17

-1,02

0,94

1,01

1,05
1,09

-0,98
1,55

-0,98
1,35

1,33

0,96

1,23

0,97

0,92

-1,20

0,98

-1,21

0,92

1,09
0,92
1,36

1,77
-1,03

0,98
1,22

1,12
1,44

1,09
-1,58
1,06

0,92

0,93
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50889MtBC MITOCHONDRIAL IMPORT INNER MEMBRANE TRANSLOCASE 0,98
SUBUNIT TIM17/22
90522MtBA - -0,93
91398MtBC GAMMA THIONIN KNOTTIN 1,47
91444MtBC - 0,93
91737MtBC - 1,36
92162MtBC - 1,39
Glomus mosseae
Cluster Annotation Induktion
Zellwand
00320MtBC CAFFEIC ACID 3-O-METHYLTRANSFERASE 1,27
00367MtBB ENDO-1,3-1,4-BETA-D-GLUCANASE PRECURSOR -1,68
00611MtBB EXTENSIN -1,59
40031MtBA PECTIN METHYLESTERASE 1,28
50095MtBA O-METHYLTRANSFERASE 1,12
90224MtBA REVERSIBLY GLYCOSYLATED POLYPEPTIDE 1,01
90553MtBA EXPANSIN -1,53
93335MtBA CELLULOSE SYNTHASE 1,86
Cytoskelett
00575MtBC DYNEIN LIGHT CHAIN -1,00
40015MtBA TUBULIN BETA CHAIN 1,42
Membrantransport
00072MtBC MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 2,22
10445MtBA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 1,96  -1,08
90240MtBA H'/MONOSACCHARIDE COTRANSPORTER 2,17
90846MtBB MITOCHONDRIAL IMPORT INNER MEMBRANE TRANSLOCASE SUBUNIT 1,22
91857MtBC NITRATE/CHLORATE TRANSPORTER -1,55
93151MtBA ATP SYNTHASE GAMMA CHAIN MITOCHONDRIAL PRECURSOR 1,83
JVCPG19 TM PROTEIN -1,09
Vesikeltransport und Proteinlokalisierung
00146MtBC RAB1 SMALL GTP-BINDING PROTEIN -1,29
30422MtBC VACUOLAR ASSEMBLY PROTEIN VPS41 HOMOLOG -0,94
90844MtBB TSNARE/SYNTAXIN 1,23
93295MtBA RAB1 SMALL GTP-BINDING PROTEIN 1,61
Proteinsynthese und -prozessierung
00029MtBB UBIQUITIN EXTENSION PROTEIN 1,40
00049MtBB 60S RIBOSOMAL PROTEIN L10 -1,55
00092MtBC CYSTEINE PROTEINASE PRECURSOR -1,26
00096MtBB 40S RIBOSOMAL PROTEIN S6 -1,03
00117MtBB POLYUBIQUITIN 1,13
00143MtBB 40S RIBOSOMAL PROTEIN S27 1,84
00148MtBC 40S RIBOSOMAL PROTEIN S7 -0,91

00155.1MtBB

60S RIBOSOMAL PROTEIN L6

2,11
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00225MtBC
00286MtBA
00435MtBB
00516MtBA
00773MtBB
01542MtBC
10050MtBB
10104MtBA
10474MtBC
10536MtBC
20220MtBB
20315MtBA

20326MtBB
20369MtBA
45604MtBC
50070MtBA
90493MtBA
90516MtBA
90685MtBB
91653MtBC
93165MtBA
93203MtBA
KV0-1B7

00156MtBB
00338MtBA
00571MtBC
00680MtBC
10123MtBB
10381MtBC
20114MtBA
20253MtBC
30103MtBC
30360MtBC
30399MtBC
45384MtBC
50819MtBC
50986MtBC
90051MtBA
91304MtBC
91519MtBC
91765MtBC
92020MtBC
93020MtBC
93051MtBC
93242MtBA
93311MtBB
MtAMLs31

60S RIBOSOMAL PROTEIN L23

60S RIBOSOMAL PROTEIN L10

40S RIBOSOMAL PROTEIN S18

40S RIBOSOMAL PROTEIN S13

40S RIBOSOMAL PROTEIN S18

60S RIBOSOMAL PROTEIN L3

40S RIBOSOMAL PROTEIN S15
PROTEASOME EPSILON CHAIN PRECURSOR
EUKARYOTIC INITIATION FACTOR (ISO)4F
40S RIBOSOMAL PROTEIN S16

26S PROTEASOME REGULATORY SUBUNIT S12

ENDOPLASMIC RETICULUM HSC70-COGNATE BINDING PROTEIN PRECURSOR
(BIP)
UBIQUITIN

N-CARBAMOYL-L-AMINO ACID AMIDOHYDROLASE

SERINE PROTEASE PRECURSOR

ASPARTYL PROTEASES ACTIVE SITE CONTAINING PROTEIN
N-TERMINAL ACETYLTRANSFERASE

RIBOSOMAL PROTEIN L7A

PROTEASOME 27 KD SUBUNIT

40S RIBOSOMAL PROTEIN

LYSYL-TRNA SYNTHETASE

AMINOPEPTIDASE

EFC3

Primdrmetabolismus

[NODULIN] CARBONIC ANHYDRASE
TRANSALDOLASE

6-PHOSPHOGLUCONATE DEHYDROGENASE
NARBONIN

ESTERASE/LIPASE/THIOESTERASE ACTIVE SITE SERINE CONTAINING PROTEIN

BETA-KETOACYL-COA SYNTHASE

MTGSA GLUTAMINE SYNTHETASE

NITRATE REDUCTASE

FERREDOXIN-NITRITE REDUCTASE
OXIDOREDUCTASE

ATP SYNTHASE

GRR1 GLUCOSE REPRESSION

GTP CYCLOHYDROLASE

NARBONIN

ACETOHYDROXYACID SYNTHASE
DIHYDROFLAVONOL 4-REDUCTASE

ALCOHOL DEHYDROGENASE
GLUCOSE-6-PHOSPHATE 1-DEHYDROGENASE
IRON/ASCORBATE-DEPENDENT OXIDOREDUCTASE
PYRUVATE DEHYDROGENASE E1 COMPONENT ALPHA SUBUNIT
CARBOXYPEPTIDASE

METHYLTRANSFERASE

UDP OR UTP-GLUCOSE GLUCOSYLTRANSFERASE
OXALATE OXIDASE

-1,22
-1,23
-0,90
-0,98
-1,11
-1,10
-1,36
-0,96

-0,94
-0,91
-1,26

-1,07
-2,55
-0,92
1,54
2,40
1,51

1,40
1,55
0,92
1,15
-2,06

-1,23

-1,97
1,17
-1,07
1,57

-0,90
-0,96
1,97
-1,15
-1,63
1,88
1,12

-1,23

2,33
1,35
1,28

-0,95

1,12
-0,91
-1,24
-1,88

-1,06
-0,98

1,14
-0,94

-0,99
1,06
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00193MtBC
10502MtBB

10756MtBA
20288MtBB
20385MtBB
30010MtBA
30184MtBB
30235MtBC
40004MtBA
45179MtBA
93164MtBA
93419MtBB

10713MtBB
50566MtBB
91063MtBB
91751MtBC

00115MtBA
30329MtBC
93100MtBA
93417MtBA

10419MtBA
10495MtBB
10715MtBA
20086MtBA
90228MtBA
90849MtBB
91680MtBC

00787MtBC
90425MtBA

00030MtBC
00101MtBA
00207MtBA
00221MtBB
00241MtBC
00359MtBC
00399MtBC
00437MtBB
00493MtBC

Sekundér- und Phytohormonmetabolismus

FLAVANONE SYNTHASE -1,21
PHENYLCOUMARAN BENZYLIC ETHER REDUCTASE 1,66
(=ISOFLAVONE REDUCTASE HOMOLOG)

PROFUCOSIDASE PRECURSOR -1,10
ISOLIQUIRITIGENIN 2'-O-METHYLTRANSFERASE 3,04
GLUTATHIONE S-TRANSFERASE -1,18
1-AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLATE OXIDASE 1,51
S-ADENOSYL-METHIONINE-STEROL-C- METHYLTRANSFERASE

NARBONIN

CYTOCHROME P450

CYTOCHROME P450 + 26S RRNA

COPROPORPHYRINOGEN [ll OXIDASE PRECURSOR 1,75
CYTOCHROME P450 + 26S RRNA 1,29

Chromatinstruktur und DNA-Metabolismus

HISTONE H4 -1,54
HISTONE H1 -1,06
HISTONE H4 -1,81
HISTONE H2B -1,52

Genexpression und RNA-Metabolismus

GLYCINE-RICH RNA BINDING PROTEIN 0,92
PHD FINGER MOTIF DNA BINDING

RNA-BINDING DOMAIN CONTAINING PROTEIN 1,61
AP2 DOMAIN CONTAINING PROTEIN 0,93

Signaltransduktion und posttranslationale Regulation

ANNEXIN

PROTEIN PHOSPHATASE-2C

RAC-LIKE GTP BINDING PROTEIN RHO1 1,15

RAS-RELATED PROTEIN RAB11

SR-PROTEIN-SPECIFIC KINASE 1,53

GLUTAMATE-/ASPARTATE-BINDING PEPTIDE 0,97

PROTEASE INHIBITOR 1,31
Zellteilung

UBIQUITIN-LIKE PROTEIN SMT3 0,99

KINESIN-LIKE PROTEIN 2,05
Sonstiges

GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE 1,07

40S RIBOSOMAL PROTEIN S15 0,92

RAS-RELATED PROTEIN RAB7 -0,98

GTP-BINDING PROTEIN SAR1 1,45

ASPARAGINE SYNTHETASE [GLUTAMINE-HYDROLYZING] -1,39

PEROXIDASE

GAMMA THIONIN 1,07

NON-SPECIFIC LIPID TRANSFER-LIKE PROTEIN 1,68

THIOREDOXIN H-TYPE 1,18

0,95
-0,93
-1,23
1,28
1,12

-1,01

-1,16
0,95

-1,04

-1,70
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00543MtBB
10122MtBA
10163MtBC
10567MtBA
10714MtBB
10911MtBC
30060MtBB
30355MtBC
45279MtBA
45474MtBA
45501MtBA
50161MtBA
50279MtBA
50384MtBA
90044MtBA
93168MtBB
93183MtBA

00382MtBA
00422MtBC
10354MtBC
40027MtBA

40037MtBA
90706MtBB
91700MtBC
93191MtBB
MtAMLs204

00182MtBC
00796MtBC

10438MtBA
10725MtBC
30257MtBC
90167MtBA
90614MtBB
93317MtBA

00013MtBC
00022MtBC
00062MtBB
00120MtBB
00130MtBC
00152MtBB
00174MtBA
00281MtBB
00378MtBC

HISTONE H3

PROLINE-RICH PROTEIN

[NODULIN] LEGHEMOGLOBIN

PEROXIDASE PRECURSOR

40S RIBOSOMAL PROTEIN S23

PEROXIDASE

PRO RICH PROTEIN

HYDROXYPROLINE-RICH PROTEIN (3'UTR)
PEROXIDASE

PEROXIDASE

18S RIBOSOMAL RNA
PECTINESTERASE/ASCORBATE OXIDASE
PEROXIDASE

BASIC 7S GLOBULIN /EXTRACELLULAR DERMAL GLYCOPROTEIN
CURCULIN-LIKE \(MANNOSE-BINDING\) LECTIN
SMALL NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN, SM D2
4-NITROPHENYLPHOSPHATASE

Verteidigung
SERINE PROTEINASE INHIBITOR
TRYPSIN INHIBITOR KUNITZ
TYPE Il PROTEASE INHIBITOR

S-ADENOSYL-L-METHIONINE:SALICYLIC ACID CARBOXYL METHYLTRANS-
FERASE
EPOXIDE HYDROLASE

BETA-GLUCAN-ELICITOR RECEPTOR
BETA-HEXOSAMINIDASE PRECURSOR
MONODEHYDROASCORBATE REDUCTASE
PR1

Abiotische Stimuli und Entwicklung

ALUMINUM-INDUCED AUXIN-REPRESSED PROTEIN

GALACTINOL-RAFFINOSE GALACTOSYLTRANSFERASE/SEED IMBIBITION PRO-
TEIN-LIKE
AUXIN-INDUCED PROTEIN

WOUND-INDUCED AND VEGETATIVE STORAGE PROTEIN-LIKE
MOB-LIKE PROTEIN

GIBBERELLIN-REGULATED PROTEIN -LIKE

STORAGE PROTEIN PRECURSOR (PD000688)

CONTROL OF PLASTID DEVELOPMENT

Unbekannte Funktion

ALBUMIN/LEGINSULIN PRECURSOR

[NODULIN] MTN29
GLU RICH PROTEIN
UNKNOWN FUNCTION
4F5REL-LIKE PROTEIN
[NODULIN] MTN22
LEGINSULIN/ALBUMIN

-1,19

1,00

-0,95
-1,13
1,03

1,26
0,97

1,60
-1,21

1,47
0,95

1,16
3,01

-0,96
1,84
0,94

1,53

-1,26

2,05
2,52
1,55

-1,24
-1,25
-1,22

-1,43
1,24

-1,33

-1,84

-1,13

-1,36

-0,97
-0,97

-1,28

1,34

1,19
-0,99

-1,38
1,08

-1,16

-1,03
1,06
-1,21

1,22

-107-



Anhang

00741MtBA
10026MtBB
10028MtBA
10222MtBB
10313MtBC
10365MtBA
10485MtBC
10615MtBB
10729MtBC
10873MtBC
10950MtBB
20244MtBC
30081MtBC
30108MtBA
30395MtBC
30447MtBC
45044MtBA
45140MtBA
45306MtBC
45658MtBB
50010MtBA
50020MtBA
50192MtBA
50467MtBB
50606MtBB
50657MtBC
50863MtBC
90021MtBA
90029MtBA
90145MtBA
90230MtBA
90286MtBA
90369MtBA
90384MtBA
90385MtBA
90483MtBA
90508MtBA
90543MtBA
90638MtBB
90644MtBB
90914MtBB
91195MtBC
91428MtBC
91525MtBC
91715MtBC
92165MtBC
93028MtBA
93096MtBA
93129MtBB

PROTEIN OF UNKNOWN FUNCTION UPF0185

UNKNOWN FUNCTION

TRANSMEMBRANE PROTEIN
UNKNOWN FUNCTION
ESTERASE/LIPASE/THIOESTERASE ACTIVE SITE SERINE CONTAINING PROTEIN

THREE RANBP ZINC FINGER CONTAINING PROTEIN
GLYCOSYL TRANSFERASE FAMILY 8
GLYCEROPHOSPHORYL DIESTER PHOSPHODIESTERASE
IQ CALMODULIN-BINDING MOTIF CONTAINING PROTEIN
LEGINSULIN/ALBUMIN

TRANSMEMBRANE PROTEIN
ZINC-FINGER PROTEIN C-X8-C-X5-C-X3-H TYPE

UBIA PRENYLTRANSFERASE
PROTEIN OF UNKNOWN FUNCTION DUF652
UNCHARACTERIZED PLANT-SPECIFIC DOMAIN 01615

PROLINE-RICH REGION
CONSERVED PROTEIN
UNKNOWN FUNCTION

PD014254

TRANSMEMBRANE CAMP INDUCIBLE 2 PROTEIN - LIKE

LEUCINE-RICH REPEAT LEUCINE-RICH REPEAT PLANT SPECIFIC
DUF25
UPF0136

0,92

0,94

-0,95
0,91
-1,10

-1,06

0,97
-1,19
1,42

1,27
1,21
1,04
1,31
0,97

1,47
2,15
-1,24
1,46
1,35
1,48
1,43
1,31

2,09
0,92
1,10
2,29
-0,93
1,95

1,92

1,03
-1,14
2,07
1,93

0,92
-0,94

-1,14

1,22

0,97
-0,91
0,94
1,14

1,03
1,20

1,24

0,94

1,11
-1,38
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Anhang

93159MtBA - 1,99
93163MtBC RNA-BINDING REGION RNP-1 (RNA RECOGNITION MOTIF ) 1,02
93189MtBA - 1,34
93234MtBA - 1,38
93354MtBB - 1,00
93368MtBA - 1,25
KV3-21B21 [NODULIN] MTN21-LIKE 1,32
Gigasporarosea
Cluster Annotation Induktion
Zellwand
00548MtBC ENDOXYLOGLUCAN TRANSFERASE -1,10
11007MtBC ARABINOGALACTAN PROTEIN 2,45
20046MtBB ENDO-1,4-BETA-GLUCANASE 1,70
20266MtBB BETA-XYLOSIDASE/BETA-GLUCOSIDASE -1,00
30124MtBA ENDOXYLOGLUCAN TRANSFERASE -3,00
30264MtBC CELLULOSE SYNTHASE CATALYTIC SUBUNIT -1,01
45398MtBA ENDO-BETA-1 4-D-GLUCANASE -1,63
91344MtBC INVERTASE GLYCOSIDASE 4,18
93407MtBA PROLINE-RICH PROTEIN -1,89
Cytoskelett
50124MtBA KINESIN-LIKE PROTEIN 0,94
90390MtBA MYOSIN HEAVY CHAIN 0,96
Membrantransport
00748MtBB VACUOLAR ATP SYNTHASE 16 KDA PROTEOLIPID SUBUNIT 2,82
10093MtBA VACUOLAR ATP SYNTHASE 22 KDA PROTEOLIPID SUBUNIT 1,37
10835MtBB TRANSMEMBRANE UREASE ACCESSORY PROTEIN UREH-LIKE 3,13
20051MtBA ENVELOPE CALCIUM ATPASE 2,51 2,07
20195MtBB SUGAR TRANSPORTER 1,72
30299MtBB H*/HEXOSE COTRANSPORTER 1,84
40126MtBA TRIOSE PHOSPHATE/PHOSPHATE TRANSLOCATOR -0,93
90689MtBB CATIONIC AMINO ACID TRANSPORTER 3,43
93205MtBA INORGANIC PHOSPHATE TRANSPORTER 1,57
93235MtBC PLASMA MEMBRANE H'-ATPASE 3,42
Vesikeltransport und Proteinlokalisierung
00216MtBC SYNAPTOBREVIN-LIKE/VESICLE-ASSOCIATED MEMBRANE PROTEIN -1,58
00371MtBC COATOMER BETA SUBUNIT -1,33
00581MtBC RAB5 SMALL GTP-BINDING PROTEIN 2,22
00597MtBA SECRETORY CARRIER-ASSOCIATED MEMBRANE PROTEIN -1,14
10414MtBB BP-80 VACUOLAR SORTING RECEPTOR-LIKE PROTEIN 2,67 -2,60
10465MtBB PROTEIN TRANSPORT PROTEIN SEC61 GAMMA SUBUNIT -1,62
20377MtBC SYNAPTOBREVIN-LIKE/VESICLE-ASSOCIATED MEMBRANE PROTEIN -1,93
30345MtBA T-SNARE/SYNTAXIN 5 2,96
50937MtBC SIGNAL RECOGNITION PARTICLE 54 KDA PROTEIN 1,57
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Anhang

93021MtBA
93099MtBB

00024MtBB
00097MtBC
00124MtBB
00150MtBB
00166MtBC
00167MtBB
00214MtBC
00400MtBB
00447MtBB
00545MtBC
00722MtBC
00760MtBC
10052MtBA
10071MtBC
10267MtBC
10373MtBC
10460MtBB
10555MtBA
10752MtBC
10876MtBB
20024MtBB
20146MtBA
20228MtBB
20307MtBC
20369MtBA
30158MtBB
30310MtBA
30585MtBC
40141MtBA
40177MtBB
45014MtBA
45590MtBA
90407MtBA
90497MtBA
90590MtBB
90764MtBB
93210MtBA
KV0-1B7

00287MtBB
00606MtBB
00737MtBB
10064MtBB
10184MtBB

IMPORTIN ALPHA SUBUNIT (NLS RECEPTOR)
VACUOLAR SORTING RECEPTOR PROTEIN

Proteinsynthese und -prozessierung

40S RIBOSOMAL PROTEIN S11

UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME E2-17 KDA

40S RIBOSOMAL PROTEIN S16

60S RIBOSOMAL PROTEIN L32

ELONGATION FACTOR 2

40S RIBOSOMAL PROTEIN S11

UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME E2

60S RIBOSOMAL PROTEIN L32

40S RIBOSOMAL PROTEIN S11

T-COMPLEX PROTEIN 1 BETA SUBUNIT TCP-1-BETA CCT-BETA CHAPERONE
PROTEASOME SUBUNIT ALPHA TYPE 6
UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME E2

NASCENT POLYPEPTIDE-ASSOCIATED COMPLEX ALPHA POLYPEPTIDE
40S RIBOSOMAL PROTEIN S3A

PROTEASOME SUBUNIT

MULTICATALYTIC ENDOPEPTIDASE COMPLEX SUBUNIT C5
PROTEASOME SUBUNIT ALPHA TYPE 6

EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 3 SUBUNIT 10
ASPARTIC PROTEINASE

ELONGATION FACTOR TS

ELONGATION FACTOR EF-2

ELONGATION FACTOR 1-ALPHA

PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE

GTP-BINDING ELONGATION FACTOR 2
N-CARBAMOYL-L-AMINO ACID AMIDOHYDROLASE
UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME

UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME E2
UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME E2 (UTR)

SERINE CARBOXYPEPTIDASE Il PRECURSOR

SERINE PROTEASE

60S RIBOSOMAL PROTEIN L32 RP49

PHENYLALANYL TRNA SYNTHETASE

SERINE CARBOXYPEPTIDASE |

T-COMPLEX PROTEIN 1 BETA SUBUNIT TCP-1-BETA CCT-BETA CHAPERONE
ELONGATION FACTOR 1-ALPHA

50S RIBOSOMAL PROTEIN L19

PEPTIDASE

EFC3

Primarmetabolismus

ESTERASE D
EPIMERASE/DEHYDRATASE
ENOYL-COA HYDRATASE
ADENOSINE KINASE
NADH-CYTOCHROME B5 REDUCTASE

1,92
-1,71

1,72
-1,66

-1,91
-1,83
1,98
2,17
-1,31
1,93
-1,36
-0,92
-1,53
-1,04

2,94
-1,14

-1,16
-1,26
-2,73
-1,40

2,71

-2,44

-0,94

-2,33

1,69

-2,76
-2,61
-2,30

4,15
-1,37
4,30

-0,96
3,10

-0,96

1,86

-1,77

2,30

-1,13

2,50
-1,46
-2,32

-0,99
1,46
-2,96

-1,12
-1,97

-1,06

-2,18

1,01
-3,18

1,04

0,92
-2,43
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10233MtBC
10238MtBC
10286MtBA
10334MtBC
10614MtBA
10912MtBB
20040MtBA
20115MtBA
20121MtBB
20166MtBB
20176MtBB
20213MtBB
30022MtBA
30029MtBC
30073MtBC

30278MtBA

30493MtBB
40013MtBB
45203MtBA
45280MtBC
45568MtBA
50035MtBA
50228MtBA
50474MtBA
91347MtBC
92020MtBC
92130MtBC
93058MtBC
93139MtBA
93162MtBC
93342MtBA
93399MtBA
MsPEPC

00193MtBC
00234MtBA
00296MtBC
00734MtBB
10441MtBB
20397.2MtBA
30053MtBB
30065MtBA
30407MtBA
30435MtBB
45271MtBA
45591MtBB
50990MtBC

ALDEHYDE DEHYDROGENASE

FERREDOXIN PRECURSOR

3-PHOSPHOSHIKIMATE 1-CARBOXYVINYLTRANSFERASE
NADP-DEPENDENT MALIC ENZYME

HEXOKINASE

MONOGALACTOSYLDIACYLGLYCEROL SYNTHASE

VACUOLAR H*-ATPASE SUBUNIT

DIHYDROLIPOAMIDE DEHYDROGENASE/FERRIC LEGHEMOGLOBIN REDUCTASE
MONOGALACTOSYLDIACYLGLYCEROL SYNTHASE PRECURSOR
3-HYDROXY-3-METHYLGLUTARYL COENZYME A REDUCTASE
GLUCOSE-6-PHOSPHATE 1-DEHYDROGENASE
TREHALOSE-PHOSPHATASE

NADP-DEPENDENT MALIC ENZYME

DTDP-D-GLUCOSE 4 6-DEHYDRATASE

AMINOMETHYLTRANSFERASE PRECURSOR

(GLYCINE CLEAVAGE SYSTEM T PROTEIN)

PYRUVATE DEHYDROGENASE E1 COMPONENT ALPHA SUBUNIT MITOCHON-
DRIAL PRECURSOR

DEHYDROQUINATE DEHYDRATASE/SHIKIMATE DEHYDROGENASE
DTDP-D-GLUCOSE 4 6-DEHYDRATASE

CTP SYNTHASE

SERINE-TYPE CARBOXYPEPTIDASE

FATTY ACYL-COA SYNTHETASE
PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYLASE
ALDEHYDE REDUCTASE

DTDP-D-GLUCOSE 4 6-DEHYDRATASE
CYTOCHROME P450 MONOOXYGENASE
IRON/ASCORBATE-DEPENDENT OXIDOREDUCTASE
IRON/ASCORBATE-DEPENDENT OXIDOREDUCTASE
TARTRATE-RESISTANT ACID PHOSPHATASE
ASPARTATE KINASE PRECURSOR

THIAMINE PYROPHOSPHOKINASE

URIDINE 5'-MONOPHOSPHATE SYNTHASE
GLUCOSE-6-PHOSPHATE 1-DEHYDROGENASE

PEP CARBOXYLASE

Sekundér- und Phytohormonmetabolismus

FLAVANONE SYNTHASE

NADPH:ISOFLAVONE OXIDOREDUCTASE
FLAVONOL 3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE
CYTOCHROME P450

LIPOXYGENASE LIPOXIDASE CAROTENE OXIDASE
CHALCONE SYNTHASE

FLAVONOL 3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE
CYTOCHROME P450

POLYNEURIDINE ALDEHYDE ESTERASE/S-ACETONE-CYANOHYDRIN LYASE
PROFUCOSIDASE PRECURSOR

FLAVONOL 3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE
ISOFLAVONE-O-METHYTRANSFERASE
CYTOCHROME P450

2,81

-1,55
-2,60

-1,76
-1,95

-2,78
-2,77

-1,32

1,79
-2,84

-3,61
2,98

-2,09

2,87

-2,26
-2,73
-3,04
2,78
-2,90
1,76

1,77
-1,09
2,97

2,70
-1,14
3,43
1,94
1,09

1,34
1,35

3,96
-4,81
1,28
2,65
2,43
3,05
2,71
1,18

-2,40
1,15

-3,15
-2,69

-2,56
-3,48
-2,29

-3,55
-1,21
1,95

-1,09

-1,38

-2,94

-1,40

-0,98

1,16
-2,03
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93150MtBA
93179MtBA

00621MtBB
10408MtBB
50201MtBA
50537MtBB
50869MtBC
93291MtBA

00420MtBB
10102MtBA
10459MtBB
10466MtBC
10503MtBB
10687MtBC
10765MtBB
20194MtBB
20404MtBA
30106MtBB
30151MtBC
40131MtBA
40194MtBA
45190MtBA
50804MtBC
90310MtBA
90449MtBA
90949MtBB
91503MtBC
92007MtBC

00050MtBC
00409MtBC
10758MtBC
20393MtBA
30122MtBA
30202MtBA
30342MtBB
40061MtBA
40109MtBA
45165MtBA
45186MtBA
45533MtBA
50221MtBA
90127MtBA
90275MtBA

CYTOCHROME P450 72A1
GLUCOSYLTRANSFERASE

Chromatinstruktur und DNA-Metabolismus

HISTONE H2A.Z

HISTONE H2B

NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN
RIBONUCLEOSIDE-DIPHOSPHATE REDUCTASE
TRANSPOSASE

REPLICATION FACTOR-A PROTEIN

Genexpression und RNA-Metabolismus

RNA-RECOGNITION MOTIF (RRM) CONTAINING PROTEIN
HIGH MOBILITY GROUP PROTEIN

RIBONUCLEASE 2 PRECURSOR

MYB-RELATED PROTEIN TRANSCRIPTION FACTOR
HOMEOBOX-LEUCINE ZIPPER PROTEIN

ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN
SM-LIKE GLYCINE-RICH PROTEIN

TRANSCRIPTION INITIATION FACTOR IIB (TFIIB)
CLEAVAGE AND POLYADENYLATION SPECIFICITY FACTOR
NUCLEOLAR PROTEIN

WRKY-TYPE DNA BINDING PROTEIN

RESPONSE REGULATOR

RESPONSE REGULATOR

PCF1-LIKE REGION

HELIX-LOOP-HELIX MOTIF CONTAINING PROTEIN

MYB TRANSCRIPTION FACTOR

BZIP TRANSCRIPTION FACTOR

RGA/SCARECROW-LIKE PROTEIN

TRANSCRIPTION REGULATOR HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR
BZIP TRANSCRIPTIONAL REPRESSOR

Signaltransduktion und posttranslationale Requlation

HIS-CONTAINING PHOSPHOTRANSFER PROTEIN

PROTEIN KINASE

SER/THR PROTEIN KINASE

PHOSPHOINOSITIDE-SPECIFIC PHOSPHOLIPASE C

SER/THR PROTEIN KINASE

PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHATE PHOSPHATASE
PROTEIN PHOSPHATASE TYPE 2C

CALCIUM DEPENDENT PROTEIN KINASE

SPINDLY (GIBBERELLIN ACTION NEGATIVE REGULATOR)-LIKE PROTEIN
PURPLE ACID PHOSPHATASE

MAP KINASE KINASE

SER PROTEIN KINASE

RECEPTOR PROTEIN KINASE

SER/THR PROTEIN PHOSPHATASE PP2A CATALYTIC SUBUNIT
RAB

4,13
3,47

1,86
-1,56

-1,79

-1,00

-2,07

3,16

-2,04

-3,29
-2,71
1,72
1,62

2,19
0,92
1,11

-1,83
2,70

-0,93
2,15

-2,56

2,44
-1,31
2,13
-2,65
-1,82

-1,04

-2,74

2,27

0,93

2,26

-0,91

-2,40

-1,14

-5,05

0,90

3,41
-2,01

-1,15

1,44
2,04
1,77

-2,53
0,93
-3,47
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90295MtBA
92154MtBC
93064MtBB

93215MtBA
93390MtBC

50008MtBA
90179MtBA
91820MtBC
93175MtBC

00018MtBB

00039MtBB
00161MtBC
00192MtBB
00776MtBB
10022MtBA
10033MtBA
10298MtBC
10656 MtBA
20045MtBC
20206MtBB
20305MtBC
30152MtBA
30527MtBC
40010MtBB
45523MtBA
50149MtBA
50230MtBA
50725MtBC
50862MtBC
90304MtBA
90904MtBB
90945MtBB
91429MtBC

91891MtBC
93024MtBC

00041MtBC
00227MtBC
00308MtBA
10246MtBB
10312MtBC
10368MtBC
10717MtBA

CA-BINDING EF-HAND MOTIF CONTAINING PROTEIN
PHOSPHOLIPASE D

TYROSINE SPECIFIC PROTEIN PHOSPHATASES SIGNATURE CONTAINING PRO-

TEIN
SHAGGY-RELATED PROTEIN KINASE

KINASE PROTEIN TRANSFERASE

Zellteilung
CYCLIN-DEPENDENT PROTEIN KINASE (PITSLRE)
DNA REPLICATION LICENSING FACTOR (MCM4)-LIKE PROTEIN
MEI2-LIKE PROTEIN
SHK1 KINASE-BINDING PROTEIN

Sonstiges
5-METHYLTETRAHYDROPTEROYLTRIGLUTAMATE-HOMOCYSTEINE ME-

THYLTRANSFERASE (VITAMIN-B12-INDEPENDENT METHIONINE SYNTHASE ISO-

ZYME)
60S RIBOSOMAL PROTEIN L14

CYTOCHROME B561-LIKE

60S RIBOSOMAL PROTEIN L6

ARGONAUTE/EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 2C
14-3-3 PROTEIN

PEROXIDASE

1,4-BENZOQUINONE REDUCTASE/TRP REPRESSOR BINDING PROTEIN
PEROXIDASE PRECURSOR

DNAJ PROTEIN

PEROXIDASE PRECURSOR

VACUOLAR SORTING RECEPTOR
SCARECROW-LIKE/PHYTOCHROME A SIGNAL TRANSDUCTION PROTEIN
PEROXIDASE

MANNOSE-1-PHOSPHATE GUANYLTRANSFERASE

PEROXIDASE

RING-H2 ZINC FINGER PROTEIN

URIDINE 5'-MONOPHOSPHATE SYNTHASE

ZINC FINGER

CARBOXYLASE BIOTIN LIGASE

PROTEIN KINASE

GDSL LIPASE/ACYLHYDROLASE LIKE

THIOREDOXIN FAMILY

CHIMERE CYTOCHROME P450 MONOOXYGENASE/
TRANSPORTER TRANSPORT NITRATE

OXIDOREDUCTASE DEHYDROGENASE SUBUNIT
EUKARYOTIC INITIATION FACTOR ISO4F SUBUNIT

Verteidigung
METALLOTHIONEIN
PR10
GLUTATHIONE PEROXIDASE
SUPEROXIDE DISMUTASE (CU-ZN) PRECURSOR
CHITINASE
RESISTANCE PROTEIN
PEROXIDASE PRECURSOR

-1,63

-2,36

-3,57

2,97
-0,92

-3,38

3,73
-1,80

-2,22
-1,29
-1,98
-1,35
-2,36
-3,03

-2,89

3,40
-2,07

2,48
-1,63
-1,83
-0,92
-1,99

1,77

-0,90

-1,16
-1,05
-4,68

-2,37
-3,80

-3,40

1,67

-2,55
0,94

-1,75

-1,28

-2,60
-1,77
-1,27

-1,60
-1,45

-2,72
-1,28

2,02

-2,21

1,14
-1,97

-2,09
-2,83
-2,38
-1,89
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10834MtBC DISEASE RESISTANCE RESPONSE PROTEIN 206-LIKE -3,72
20143MtBA PEROXIDASE PRECURSOR -0,92
50001MtBA ABC TRANSPORTER -0,97
50303MtBA THAUMATIN-LIKE PROTEIN -0,95

Abiotische Stimuli und Entwicklung

00738MtBC NITRATE-INDUCED PROTEIN-LIKE 2,52

10361MtBB LOW-TEMPERATURE INDUCED PROTEIN-LIKE PROTEIN -1,28
10595MtBC DNAJ PROTEIN -1,44
45619MtBA DEVELOPMENT PROTEIN -2,97
90593MtBB NO APICAL MERISTEM PROTEIN-LIKE PROTEIN -2,14  -2,75
91156MtBB NO APICAL MERISTEM PROTEIN-LIKE PROTEIN -1,05

91472MtBC RIPENING-RELATED PROTEIN -1,00

Unbekannte Funktion

00211MtBB - -1,50
00381MtBC - 1,57
00389MtBC MT4 GENE PRODUCT -0,95
00499MtBC - -2,03
00522MtBC PHOSPHATIDYLINOSITOL 3- AND 4-KINASE -1,26
00686MtBB ASP/GLU RICH PROTEIN -3,13  -1,08
00726MtBB UNCHARACTERIZED CYS-RICH DOMAIN 1,42
10254MtBC - -2,36
10363MtBC - 1,62
10434MtBC - 2,31
10475MtBC - -0,91
10512MtBB - 1,96
10522MtBC G-PROTEIN BETA WD-40 REPEAT 3,71 2,22
10553MtBC UNKNOWN FUNCTION -2,43
10609MtBC SENESCENCE-ASSOCIATED GENE SAG101-LIKE -1,03
10650MtBA CALCIUM-BINDING EF-HAND RAS SMALL GTPASE RAB TYPE RAS SMALL GTPASE 0,91
RHO TYPE SMALL GTP-BINDING PROTEIN DOMAIN
10726MtBB - 3,39
10741MtBB STERILE ALPHA MOTIF SAM 1,15
10759MtBA SER-RICH PROTEIN -2,03
10778MtBB CYCLASE-ASSOCIATED PROTEIN -0,94
20076MtBA HLY-IIl RELATED PROTEINS -2,51
20096MtBA - -3,68
20280MtBB TUB FAMILY SIGNATURE 1 CONTAINING PROTEIN 0,98
20303MtBC PHOSPHATIDYLINOSITOL-SPECIFIC PHOSPHOLIPASE C DOMAIN CONTAINING -4,56
PROTEIN
30175MtBA BURP DOMAIN 2,19
30218MtBC CONSERVED PROTEIN 1,70
30248MtBB - 3,12 1,69
30352MtBC UNCHARACTERIZED PLANT-SPECIFIC DOMAIN 01589 2,49
30391MtBC TPR REPEAT CONTAINING PROTEIN -3,42
30423MtBC CELLULAR RETINALDEHYDE-BINDING (CRAL)/TRIPLE FUNCTION DOMAIN (TRIO) 1,04
30454MtBB - -2,17
30513MtBC INOSINE/URIDINE-PREFERRING NUCLEOSIDE HYDROLASE -0,96 -1,89
40052MtBA BASIC-LEUCINE ZIPPER (BZIP) TRANSCRIPTION FACTOR 4,41
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40155MtBB
45036MtBA
45077MtBA
45131MtBA
45232MtBA
45236MtBA
45256MtBA
45525MtBA
45563MtBB
45577MtBB
45598MtBC
45607MtBB
50021MtBA

50033MtBA
50116MtBA
50160MtBA
50244MtBA
50686MtBC
50695MtBC
50834MtBC
90123MtBA
90145MtBA
90244MtBA
90247MtBA
90253MtBA
90276MtBA

90309MtBA
90343MtBA
90451MtBA
90545MtBA
90570MtBB
90571MtBB
90580MtBB
90597MtBB
90604MtBB
90752MtBB
90786MtBB
90951MtBB
90968MtBB
90989MtBB
91071MtBB
91197MtBC
91218MtBC
91388MtBC
91470MtBC
91480MtBC
91556MtBC
91586MtBC

UBX DOMAIN AUS

DNA J-LIKE DOMAIN CONTAINING PROTEIN
RNA-BINDING PROTEIN

MULTISPANNING MEMBRANE PROTEIN

BASIC HELIX-LOOP-HELIX DIMERIZATION DOMAIN BHLH

CONSERVED HYPOTHETICAL ATP BINDING PROTEIN ATP/GTP-BINDING SITE
MOTIF A (P-LOOP)
RNA-BINDING REGION RNP-1 (RNA RECOGNITION MOTIF)

TPR REPEAT CONTAINING PROTEIN
RIBOSOMAL PROTEIN S8E

GLU/GLN RICH PROTEIN
SER/LYS RICH PROTEIN

TYROSINE SPECIFIC PROTEIN PHOSPHATASE
AND DUAL SPECIFICITY PROTEIN PHOSPHATASE

GLUTAMINE-RICH PROTEIN

[NODULIN] MTN19
AP2 (APETALA2) DOMAIN CONTAINING PROTEIN

LATE NODULIN NOD-CCP5 - LIKE
PROLINE-RICH REGION

1,07

1,38
1,37
1,41

-1,40
1,77
-1,42

2,55

2,51
-1,47
1,03

-0,90
1,81

-1,07
-1,68
2,73

2,00

1,33
1,05
-1,12
2,33
-1,29

-3,03
1,48

3,10

-2,26
0,95

2,67

0,99

-1,76
3,42

2,46
2,14
3,45
2,63
-3,70
1,74
0,92
1,48

-1,47

-2,87
1,00

3,45

1,32

-1,05
-2,91

1,92
2,59

1,08
-1,09
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91847MtBC GTP-BINDING LIPOPROTEIN 2,13
91895MtBC ZN-FINGER C2H2 TYPE 0,93
91916MtBC - 0,91
92164MtBC - -3,65
93004MtBB LEUCINE-RICH REPEAT PROLINE-RICH REGION PLANT SPECIFIC 4,41
93022MtBC DNAJ DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 2,83
93112MtBC - 1,81 -1,07
93148MtBA - 1,44
93188MtBB - -1,20
93220MtBB LEUCINE-RICH REPEAT CYSTEINE-CONTAINING TYPE 3,45
LEUCINE-RICH REPEAT TYPICAL SUBTYPE
LEUCINE-RICH REPEAT SDS22+-LIKE
93268MtBA UNKNOWN FUNCTION -2,15
93316MtBC - 3,63
GVN-55E6 [NODULIN] NODULIN 25 -0,97
GVN-7416 [NODULIN] MTN21 1,51
GVN-74J10 [NODULIN] MTN21-LIKE 2,60
MHAM-47P10 [NODULIN] MTN93 -0,96
MtAe5 - 1,40 1,62
G. intraradices & G. rosea
Cluster Annotation Induktion
G. intraradices G. rosea
Zellwand
10353MtBB ARABINOGALACTAN PROTEIN -0,98 -1,46
Membrantransport
20134MtBA MTPT2 PHOSPHATE TRANSPORTER -0,95 -1,24
Proteinsynthese und -prozessierung
30164MtBC AMINOPEPTIDASE -0,93 -2,04
Primérmetabolismus
00463MtBC PYRUVATE KINASE, CYTOSOLIC ISOZYME -0,94 327 2,73
10491MtBB 20G-FE (Il) OXYGENASE SUPERFAMILY 0,99 1,56
50697MtBC BLUE COPPER PROTEIN 2,06 3,61
Genexpression und RNA-Metabolismus
45283MtBC ZINC-FINGER TYPE TRANSCRIPTION FACTOR WRKY -0,99 -3,59
Unbekannte Funktion
MtAe14 - 0,97 1,24
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G. intraradices & G. mosseae

Cluster Annotation Induktion

G. intraradices G. mosseae

Membrantransport
10430MtBC MAJOR INTRINSIC PROTEIN (NODULIN26-LIKE) 2,05 1,28 1,76 0,98
GVN-71A1 NODULIN 26 1,18 1,72 1,56 1,67
Proteinsynthese und -prozessierung
50766MtBC SERINE CARBOXYPEPTIDASE 1,92 1,92 097
91610MtBC SUBTILISIN INHIBITOR 1,85 1,39 0,97
93225MtBB OLIGOSACCHARYL TRANSFERASE -1,05 -1,02
Primarmetabolismus
00238MtBC FERREDOXIN PRECURSOR -1,17 -1,00
30578MtBB BLUE COPPER-BINDING PROTEIN -1,06 -1,05 -1,08
MtAMLs393 OXALATE OXIDASE 1,77 1,53
Sekundéar- und Phytohormonmetabolismus
90560MtBA TERPENE SYNTHASE 1,11 1,31
Chromatinstruktur und DNA-Metabolismus
92000MtBC HISTONE H2B 1,37 1,48
Sonstiges
10199MtBC LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT PROTEIN -0,99 -1,18
45121MtBA BASIC 7S GLOBULIN/EXTRACELLULAR DERMAL GLYCOPRO- -1,12 -2,19
TEIN
Verteidigung
00285MtBC CYSTEINE-RICH ANTIFUNGAL PROTEIN-LIKE 1,01 1,09 1,99
00300MtBC PROTEASE INHIBITOR 0,98 1,39
40051MtBC GLUTATHIONE S-TRANSFERASE 0,92 1,91
91818MtBC PROTEINASE INHIBITOR 1,37 166 164 160 1,04
Abiotische Stimuli und Entwicklung
00329MtBA GERMIN-LIKE PROTEIN (OXALATE OXIDASE) -1,22 -1,51
20245MtBC AUXIN-RESPONSIVE PROTEIN-LIKE PROTEIN -0,99 -1,10
Unbekannte Funktion

00603MtBC BURP DOMAIN 1,42 1,06 1,09 1,41
30464MtBC MYB-LIKE DNA-BINDING DOMAIN SHAQKYF CLASS 1,22 1,24 2,26
40121MtBC UNKNOWN FUNCTION -1,32 -1,23
51010MtBC TRYPSIN INHIBITOR KUNITZ 1,87 0,95 123 3,39
91754MtBC - 1,31 0,9 1,75 1,22
MtAMLs11 HYPOTHETICAL PROTEIN 1,88 2,41
MtAMLs232 - 1,38 1,60
MtAMLs245 HYPOTHETICAL PROTEIN 1,98 2,50
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G. mosseae & G. rosea

Cluster Annotation Induktion
G. mosseae G. rosea
Membrantransport
00007MtBC MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN (AQUAPORIN PIP1) -1,38 -0,92
Vesikeltransport und Proteinlokalisierung
10629MtBB SYNAPTOBREVIN-LIKE/VESICLE-ASSOCIATED MEMBRANE PROTEIN  -1,04 -2,88 -2,76
Primarmetabolismus
00758MtBB 6 7-DIMETHYL-8-RIBITYLLUMAZINE SYNTHASE PRECURSOR -0,91 -1,96
10646MtBC PLASMA MEMBRANE H*-ATPASE -0,92 -2,50
20390MtBA VACUOLAR ATP SYNTHASE SUBUNIT B -1,05  -1,49
30223MtBC IRON/ASCORBATE-DEPENDENT OXIDOREDUCTASE 0,99 279 1,87
90582MtBB ALBUMIN 2 -1,01 -2,31
93076MtBA PYRUVATE KINASE 1,43 1,94
MsCA CARBONIC ANHYDRASE 0,92 2,06
Sekundéar- und Phytohormonmetabolismus
00294MtBC NAD(P)H DEPENDENT 6'-DEOXYCHALCONE SYNTHASE 1,12 3,89
(CHALCONE REDUCTASE)
00509MtBC O-METHYLTRANSFERASE 1,08 362 2,68
50576MtBB DESACETOXYVINDOLINE-4-HYDROXYLASE -0,99 -1,88
Genexpression und RNA-Metabolismus
93106MtBC RIBONUCLEASE PRECURSOR 1,40 -2,82 -1,67
Signaltransduktion und posttranslationale Regulation
40113MtBA SER/THR PROTEIN KINASE -1,00 -2,15
Sonstiges
00020MtBB 14-3-3 PROTEIN -0,99 -1,02 -387
00067MtBB 1,4-BENZOQUINONE REDUCTASE/TRP REPRESSOR BINDING PRO-  -1,65 -1,52
TEIN
00341MtBC HISTONE H2B -1,21 -1,10
mt-aac120001a01 [NODULIN] LEGHEMOGLOBIN, TC10534-HOMOLOG 1,54 1,67
Unbekannte Funktion
10362MtBB - 1,25 1,44
91894MtBC - -0,97 -3,89 -238
93302MtBB RING FINGER CONTAINING PROTEIN -1,13 -1,55
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G. intraradices, G. mosseae & G. rosea

Cluster Annotation Induktion
G. intraradices G. mosseae G. rosea
Membrantransport
91940MtBC BLUE COPPER PROTEIN PRECURSOR 1,52 1,51 0,96 2,93
Sonstiges
30378MtBC BLUE COPPER PROTEIN 2,09 1,79 4,37
Unbekannte Funktion
00311MtBC - 1,44 1,24 1,43 293 2,40
93285MtBC GROWTH-RELATED PROTEINS-LIKE 1,47 1,19 1,39 2,39 1,42 255
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