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ZUSAMMENFASSUNG

Die arbuskuldre Mykorrhiza (AM) ist eine symbiontische Wechselwirkung, die zwischen im Boden
lebenden Pilzen der Ordnung Glomeromycota und den meisten Landpflanzen ausgebildet wird. In
dieser Gemeinschaft profitieren beide Symbiosepartner durch einen gegenseitigen
Nahrstoffaustausch voneinander. AM-Pilze versorgen ihre Wirtspflanze mit Wasser und
Nahrstoffen wie beispielsweise Phosphat aus dem Boden und erhalten im Gegenzug dafiir
Photosyntheseprodukte. Obwohl es sich bei der AM um eine der am weitesten verbreiteten
pflanzlichen Symbiosen lberhaupt handelt, sind die molekularen Mechanismen, die zu ihrer
Ausbildung fiihren, bislang erst ansatzweise verstanden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
friihe Signaltransduktion der AM anhand der Interaktionen der Modell-Leguminose Medicago
truncatula mit dem AM-Pilz Glomus intraradices untersucht. Dabei lag der Fokus auf der
Identifizierung und funktionellen Analyse Signaltransduktions-assoziierter Pflanzengene. Hierfiir
erfolgten zundchst umfassende Analysen von Genexpressionsdaten aus verschiedenen Stadien
der AM-Symbiose mit M. truncatula. Diese fiihrten zur Auswahl und anschlieBenden Untersuchung
von insgesamt 17 Genen, deren Expressionsprofil eine potentielle Bedeutung fiir die friihe
Signaltransduktion der AM nahe legte. Fir die funktionellen Analysen dieser Kandidatengene
wurden spezifische RNAi(RNA Interferenz)-Konstrukte erstellt und mit dem Retrotransposon Tnt1
erzeugte Insertionsmutanten selektioniert, um ein gezieltes knockdown bzw. knockout der
entsprechenden Gene zu erhalten. Hierfiir wurde eine Methodik zur molekularen Identifizierung
von Tnti-Insertionsmutanten in den Kandidatengenen etabliert. Zudem wurden fir einige der
untersuchten Gene Promotor-GUS-Konstrukte zur Bestimmung der zelluldren Expression in
verschiedenen AM-Stadien erstellt. Die Analysen dieser Konstrukte und Mutanten ergaben fiir die
Genprodukte von neun der untersuchten Gene Hinweise auf eine potentiell AM-assoziierte
Funktion. Dabei wiesen die Ergebnisse der funktionellen Analysen von sechs dieser Gene auf eine
mogliche Rolle in der AM-Symbiose hin, schlossen jedoch aufgrund der beobachteten Effekte eine
zentrale Bedeutung dieser Gene in der Signaltransduktion der AM aus. Schliefflich konnten drei
Gene identifiziert werden, deren funktionelle Analysen auf eine wichtige Funktion fir die
Ausbildung der AM-Symbiose hindeuteten. Diese Gene kodieren ein Calcium-bindendes Protein,
einen GRAS-Transkriptionsfaktor und einen ERF-Transkriptionsfaktor. In allen drei Fallen wurden
die betreffenden Gene bereits in frithen AM-Stadien induziert und ein knockdown bzw. knockout
dieser Gene fiihrte zu deutlichen Beeintrachtigungen in der Expression von AM-Markergenen
bzw. in der Ausbildung der AM-Symbiose. Die méglichen Funktionen dieser Signaltransduktions-
assoziierten Komponenten in der friihen Signaltransduktion, die zur Ausbildung der AM-Symbiose

flhrt, werden diskutiert.
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ABSTRACT

The arbuscular mycorrhiza (AM) is a symbiotic association formed between soil fungi belonging
to the order Glomeromycota and most land plants. The mutualistic benefit of this symbiosis is
based upon the nutrient exchange between both symbiotic partners. While AM-fungi supply their
host plant with water and nutrients from soils, such as phosphate, they receive photosynthetic
products in return. Although the AM symbiosis probably is the most widespread terrestrial plant
symbiosis, the molecular mechanisms leading to the establishment of this relationship are only
poorly understood. In the scope of this thesis, the early signal transduction of the AM symbiosis
was analysed on the basis of the interaction between the model legume Medicago truncatula and
the AM-fungus Glomus intraradices. Here, the key aspect was the identification and functional
analysis of plant genes involved in signal transduction. For this purpose, extensive analyses of M.
truncatula gene expression data from different AM stages were performed. This led to the
identification and and further investigation of 17 genes whose expression profiles indicated a
potential role in early signal transduction of AM symbioses. For the functional analyses of these
candidate genes specific RNAi(RNA interference) constructs were generated and insertion
mutants carrying the retrotransposon Tnt1 were selected for a targeted knockdown or knockout
of the corresponding genes. Therefore, a methodology for the molecular identification of the Tnt1
insertion mutants in the candidate genes was established. In addition, promoter-GUS constructs
were generated for some of the selected genes to determine the cellular expression of these
genes in different AM stages. Altogether, the analyses of these constructs and mutants revealed
an AM-associated function for the gene products of nine of the selected genes. For six of these
genes the results of the functional analyses indicated a potential role in AM symbioses, but
simultaneously excluded a central role of these genes in the AM signal transduction according to
the observed outcome. Finally, the functional analyses of three genes indicated an important role
in the establishment of the AM symbiosis. Those genes encode a calcium-binding protein, a GRAS
transcription factor and an ERF transcription factor. In all three cases the corresponding genes
were induced in early AM stages and a knockdown or knockout of these genes resulted in
considerable impairments in the expression of AM marker genes and in the establishment of the
AM symbiosis, respectively. The potential functions of these signal transduction associated
components in the early signal transduction, leading to the establishment of the AM symbiosis,

are discussed.
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I. EINLEITUNG

I.1 Symbiosen zwischen Pflanzen und Mikroorganismen des Bodens

I.1.1 Die Symbiose - eine vorteilhafte Lebensgemeinschaft

Allgemein versteht man unter einer Symbiose das tempordre oder dauernde Zusammenleben von
Organismen verschiedener Arten, die von dieser Gemeinschaft profitieren (Weiler & Nover, 2008).
Fuhrt eine solche Verbindung fiir alle Beteiligten zu einer Verbesserung ihrer Lebensumstande,
spricht man von einer mutualistischen Symbiose (Weiler & Nover, 2008). Symbiotische
Interaktionen sind in groRer Vielfalt unter Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen verbreitet.
Pflanzen sind zur Verbesserung ihrer Nahrstoffversorgung vielfach in der Lage, unterschiedliche
Wurzelsymbiosen mit im Boden lebenden Mikroorganismen auszubilden. Dazu zdhlen die
Knéllchensymbiose, eine Verbindung mit Stickstoff-fixierenden Bodenbakterien, sowie die
Mykorrhiza-Symbiose, eine Lebensgemeinschaft mit im Boden vorkommenden Pilzen, deren

Verbreitung und Entwicklung in den folgenden Abschnitten beschrieben werden.
1.1.2 Die Knéllchensymbiose

I.1.2.1 Die Verbreitung der Knéllchensymbiose

Stickstoff ist ein wesentlicher Bestandteil vieler Biomolekiile, die essentiell fiir das Wachstum und
die Entwicklung aller Organismen sind (Kneip et al., 2007). Fiir Eukaryoten ist der groBte Teil des
terrestrischen Stickstoffs jedoch nicht zuganglich, denn lediglich einige Bakterien haben die
Fahigkeit entwickelt, atmosphérischen Stickstoff in Form von Ammonium zu fixieren (Kneip et al.,
2007). Hierzu gehoren die Gattungen Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium
und Sinorhizobium, die allgemein lediglich als Rhizobien bezeichnet werden (Talukdar, 2009).
Diese sind in der Lage, mit Pflanzen der Leguminosen-Familie (Fabaceae) eine so genannte
Kndllchensymbiose einzugehen. Dabei bilden die Wirtspflanzen im Wurzelbereich Verdickungen,
die als Wurzelknoéllchen bezeichnet werden. Diese werden von Rhizobien besiedelt, um mit der
Pflanze Stickstoffverbindungen gegen Photosyntheseprodukte austauschen. Obwohl auch einige
andere Pflanzenfamilien zu einer solchen Interaktion fdhig sind, ist die Symbiose zwischen

Leguminosen und Rhizobien aus agrarwirtschaftlicher Sicht die bedeutendste (Perret et al., 2000).
1.1.2.2 Die Entwicklung der Knéllchensymbiose
Die Entwicklung der Knéllchensymbiose beginnt als molekularer Dialog zwischen Rhizobien und

Leguminosen (Brewin, 1991). Dabei sondern Leguminosen zundchst Botenstoffe in Form von

Flavonoiden in den Boden ab, die je nach Pflanzenart variieren kénnen (Perret et al., 2000;
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Oldroyd & Downie, 2004). Die Antwort der Rhizobien auf dieses Signal besteht in der Synthese
und Freisetzung als Nod(Nodulations)-Faktoren bezeichneter Lipochitooligosaccharide (LCOs),
die wiederum an Rezeptoren der pflanzlichen Epidermiszellen binden kénnen und in diesen zu
einer Oszillation des Calcium(Ca**)-Spiegels, dem so genannten Ca**-spiking, fiihren (Ehrhardt et
al., 1996; Sieberer et al., 2009; Oldroyd & Downie, 2004). Die Rhizobien lagern sich an die
Wurzelhaare der Wirtspflanze an (Abbildung I.1) und werden durch eine Verformung der
Wurzelhaare, die als root hair curling bezeichnet wird, von diesen umschlossen (Heidstra et al.,
1994; Esseling et al., 2003; Gage, 2004). Von diesem Punkt aus bildet sich ein Infektionsschlauch
(Abbildung I.1), der vom Wurzelhaar bis in den inneren Kortex der Pflanzenwurzel fiihrt (Timmers
et al., 1999; Veereshlingam et al., 2004; Miwa et al., 2006; Jones et al., 2007). Parallel zu diesem
Infektionsprozess wird im inneren Kortex der Pflanzenwurzel die Zellteilung initiiert (Foucher &
Kondorosi, 2000; Heidstra et al., 1997; Wasson et al., 2006), die letztlich zur Bildung von
Wurzelknélichen fiihrt (Oldroyd & Downie, 2004; Oldroyd et al, 2011). Sobald die
Infektionsschlduche diese Region erreichen (Abbildung I.1), werden die Bakterien in das
Cytoplasma der Zellen des parallel gebildeten Knéllchenmeristems entlassen und von einer
Membran umschlossen (Brewin, 2004). Hier wachsen und differenzieren die Bakterien zu einer
Stickstoff-fixierenden Form, die man als Bakteroide bezeichnet (Robertson & Lyttleton, 1984;
Vasse et al., 1990; Szczyglowski et al., 1998; Cermola et al., 2000). Sie werden von der Pflanze mit
einem sorgfiltig regulierten Angebot an Sauerstoff und Kohlenstoff versorgt, so dass sie sehr
effizient atmospharischen Stickstoff fixieren und diesen im Gegenzug in Form von Aminosauren
an die Pflanze abgeben (Fischer, 1994; Day et al., 2001; Oldroyd & Downie, 2004; Prell & Poole,
2006).

~_ Rhizobial 1 Abbildung I.1: Schematische
Q bacteria U Darstellung der Entwicklung
AN Efm{emn der Knéllchensymbiose in
friihen Stadien. Stickstoff-
i fixierende  Bodenbakterien
Epidermis {{— Pre-infection (Rhizobien), die sich an die
Wurzelhaare einer Pflanze aus
AL CR 4 der Leguminosen-Familie an-
gelagert haben, werden durch
das root hair curling von den
Wurzelhaaren  umschlossen.
Endodermis Von hier bildet sich ein Pra-
Infektionsschlauch aus, ge-
Pericycle folgt von einem Infektions-
schlauch, der die Bakterien in
den inneren Kortex der Wurzel leitet. Parallel dazu beginnt bereits mit dem root hair curling eine in der Abbildung durch
gestrichelte Linien angedeutete Zellteilung im Perizykel und inneren Kortex. Aus den neuen Zellen des inneren Kortex
formt sich mit Eintreffen des Infektionsschlauchs das Knéllchenmeristem (Quelle: Oldroyd et al., 2011).

thread

At
0

Inner cortex

1.1.3 Die Mykorrhiza-Symbiose

Als Mykorrhiza bezeichnet man eine symbiotische Wechselwirkung zwischen im Boden lebenden
Mykorrhiza-Pilzen und den Wurzeln fast aller Landpflanzen. Den Begriff der Mykorrhiza pragte

Albert B. Frank bereits im 19. Jahrhundert. Der aus den griechischen Worten mykes (Pilz) und rhiza
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(Wurzel) geschaffene Begriff (Frank, 1885), umschreibt diese Symbiose als ,,Pilzwurzel* dabei
sehr zutreffend. Durch einen engen Kontakt von Pilzhyphen und Pflanzenwurzeln versorgt der
Mykorrhiza-Pilz in dieser Symbiose die Wirtspflanze mit Wasser und Nahrstoffen aus dem Boden,

wdhrend er im Gegenzug pflanzliche Photosyntheseprodukte erhalt.

I.1.3.1 Verbreitung und Formen der Mykorrhiza

Die Mykorrhiza wird allgemein als die am weitesten verbreitete terrestrische Symbiose tiberhaupt
angesehen, da es nur sehr wenige Pflanzenarten gibt, die nicht in der Lage sind, eine solche
Verbindung einzugehen (Parniske, 2008). Es gibt eine Vielzahl von Mykorrhiza-Formen, die sich
generell in Endo- und Ektomykorrhiza unterteilen lassen. Wahrend der Mykorrhiza-Pilz in der
Ektomykorrhiza auRerhalb der Wurzelzellen der Wirtspflanze verbleibt, wachsen die
Pilzstrukturen in der Endomykorrhiza sowohl extra- als auch intrazellular (Harrison, 1999). Dabei
werden ausschlie3lich epidermale und kortikale Wurzelzellen kolonisiert, die Pilzhyphen dringen
aber nicht in das vaskulare System oder das Meristem der Wurzel ein (Smith & Read, 2008). Die
am hdufigsten auftretende Form der Mykorrhiza ist eine Endomykorrhiza, die als arbuskuldre
Mykorrhiza (AM) bezeichnet wird (Harrison, 1999; Smith & Read, 2008). Charakteristisch und
zugleich namensgebend fiir diese ist die Bildung so genannter Arbuskeln in den kolonisierten

Wirtszellen. Dabei handelt es sich um stark verzweigte Strukturen, die in den inneren kortikalen

Zellen der Wirtspflanze ausgebildet werden und
vermutlich dem Nahrstoffaustausch zwischen den beiden
Symbiosepartnern dienen (Parniske, 2008; Smith & Read,
2008). Obwohl sich die Arbuskeln in den Pflanzenzellen
entwickeln, bleiben sie apoplastisch, da sie von der

Plasmamembran der Pflanzenzelle, der periarbuskuldren

/—Fungal cellwal Membran (PAM), umschlossen werden (Harrison, 1999).

Fungus Fungal cytoplasm Plant cell wall

/ r— ) (——\\ Abbildung 1.2: Mikroskopische und schematische Darstellung einer
_) Arbuskel. A: Mikroskopische Aufnahme einer reifen Arbuskel des

Plant = ' o Arum-Typs von Glomus intraradices. Deutlich zu unterscheiden sind die
) ‘ Fungal plasma Pilzhyphe und der Arbuskelstamm von den feinen Verdstelungen der

membrane Arbuskel (Quelle: Glomus database; http://mycor.nancy.inra.fr/
IMGC/GlomusGenome/index3.html). B: Schematische Darstellung einer
Arbuskel. Das in violett dargestellte Pilzgewebe wird in der
pflanzlichen Zelle von der periarbuskuldren Membran (PAM) umgeben,
die den Pilz vom Cytoplasma der Pflanze abgrenzt. Den in griin
PAM // dargestellten Raum zwischen der PAM und der Plasmamembran des

Cytoplasm ,/

Pilzes bezeichnet man als periarbuscular space (PAS) (Quelle: Parniske,
2008).

Q

Abhdngig vom besiedelnden AM-Pilz, werden Arbuskeln weiterhin in Paris- und Arum-Typen
unterschieden (Brundett, 2004). Wahrend der Arum-Typ einer Arbuskel der klassischen,
baumchenartigen Struktur entspricht (Abbildung 1.2 A), zeichnet sich der Paris-Typ durch weniger
aufféllige Knauel intrazelluldrer Hyphen aus (Smith & Read, 2008). Neben den Arbuskeln bilden
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AM-Pilze zudem in der Regel extra- oder intrazelluldre Speicherorgane aus, die als Vesikel
bezeichnet werden (Smith & Gianinazzi-Pearson, 1988).

Die AM ist eine sehr alte, und wie man heute vermutet, die urspriinglichste Form der Mykorrhiza-
Symbiose (Smith & Read, 2008). Anhand von fossilen Funden konnte sie auf ein Alter von 400
Millionen Jahren zurilick datiert werden (Remy et al., 1994). Aufgrund ihrer weiten Verbreitung
und ihrer wichtigen Rolle in der Nahrstoffversorgung von Pflanzen, wird vielfach vermutet, dass
die AM in der Besiedlung der Erde durch Landpflanzen eine wichtige Rolle spielte (Pirozynski &
Malloch, 1975; Simon et al., 1993; Remy et al., 1994, Heckman et al., 2001).

1.1.3.2 Die Entwicklung der arbuskuldren Mykorrhiza (AM)

Die Entwicklung der AM beginnt mit der Abgabe pflanzlicher Signalmolekiile in den Boden
(Abbildung 1.3), die als Strigolactone identifiziert werden konnten (Akiyama et al., 2005). Im
Gegenzug sondert der AM-Pilz nun ebenfalls einen molekularen Botenstoff in den Boden ab, der
analog zu den fir die Knéllchensymbiose beschriebenen Nod-Faktoren allgemein als Myc-Faktor
bezeichnet wird. Die Struktur dieser Myc-Faktoren konnte erst kiirzlich als LCO identifiziert
werden (Maillet et al., 2011). Dieser Signalaustausch induziert in den Epidermiszellen der
Wirtspflanze ein Ca**-spiking, das zur Aktivierung Symbiose-relevanter Pflanzengene fiihrt (Gough
& Cullimore, 2011). Sobald die wachsenden Pilzhyphen eine Pflanzenwurzel erreichen, formen sie
auf deren Oberflache eine Art abgeflachter Hyphen (Abbildung I.3), die als Hyphopodien
bezeichnet werden und das Eindringen des AM-Pilzes in die Wirtspflanze erleichtern (Bastmeyer

et al., 2002; Parniske, 2008).

Abbildung 1.3: Schematische
P Darstellung der Entwicklungs-
I I

'presymblotugc phase’ stadien einer AM-Symbiose.

Spore

«

/' / Pflanzenwurzeln  sekretieren
f Strigolactone in die Rhizos-
Strigolactone  Myc factor )/
EVIRRce ot ;L;T]g;'ranon \u) phire, die eine erhohte
B _:7::;.:""11%_" 7% ) physiologische Aktivitdt von
| lHyphOpOd'“rT }] \ N \\ '”’\;g; AM-Pilzsporen und -hyphen
Y0 Wm — induzieren und zur verstarkten
o ocaaumspakang‘A o Verzweigung von Pilzhyphen

} ]' // 0 %b 1 fiihren. Zudem reagieren AM-
© 2 ! [ose® O Pilze mit einer Abgabe von
O

Vo O Myc-Faktoren, die zu einer
o o @ J LQQ}Q@ %%€§ y
0 X () O o

i Calcium-Oszillation und einer

anschlielenden  Aktivierung
I I Symbiose-relevanter Gene in
den Epidermiszellen der
Wurzel fihren. Bei Kontakt mit der Wurzel formen die Pilzhyphen Hyphopodien und dringen mit Hilfe des von der
Pflanze gebildeten prepenetration apparatus (PPA) durch die Epidermis in die Wurzel ein. Dabei dringen die Pilzhyphen
bis in den inneren Kortex vor, wo sie entlang der Langsachse der Wurzel weiter wachsen und in den inneren kortikalen
Zellen Arbuskeln bilden. Neue AM-Pilzsporen werden typischerweise an den Spitzen der Hyphen aufRerhalb der Wurzel
gebildet (Quelle: modifiziert nach Parniske, 2008).

Die Invasion des AM-Pilzes in die Pflanzenwurzel wird jedoch maligeblich von der Wirtspflanze
gesteuert (Abbildung 1.3). Dabei leitet die Pflanze die Pilzhyphen durch eine cytoplasmatische

Briicke, dem so genannten prepenetration apparatus (PPA), durch die einzelnen Zellen, von der
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Epidermis in den inneren Kortex der Wurzel (Genre et al., 2005; Genre et al., 2008). Dort
angekommen, verbreiten sich AM-Pilze des Arum-Typs durch interzelluldares Hyphenwachstum
und die intrazelluldare Ausbildung von Arbuskeln entlang der Langsachse der Wurzel (Smith &
Read, 2008; Parniske, 2008). In dieser Umgebung durchlduft jede Arbuskel zundchst eine
Wachstumsphase bis zum Erreichen einer bestimmten Maximalgréfte und wird anschlieBend in
einem Degradationsprozess erst abgeschnirt, um dann nach und nach abgebaut zu werden
(Javot et al., 2007a; Parniske, 2008). Die durchschnittliche Lebensdauer einer Arbuskel betragt nur
8 - 9 Tage, die Wirtszelle besitzt danach jedoch die Fdhigkeit zur erneuten Aufnahme von
Arbuskeln (Alexander et al., 1988; Alexander et al., 1989).

1.1.3.3 Das Prinzip des Nahrstoffaustauschs in der arbuskularen Mykorrhiza

Die Bedeutung der Mykorrhiza fiir die Nahrstoffversorgung von Pflanzen ldsst sich mit dem Zitat
,»Mycorrhizas, not roots, are the chief organs of nutrient uptake by land plants* (Smith & Read,
2008) sehr gut verdeutlichen. Noch deutlicher wird der Stellenwert dieser Symbiose bei der
Uberlegung, dass alle fiir den Menschen wichtigen Nutzpflanzen eine Mykorrhiza ausbilden
kénnen (Sanders & Croll, 2010).

In der AM findet der Nahrstoffaustausch zwischen Pilz und Pflanze in den Arbuskeln statt,
genauer gesagt Uber die periarbuskuldre Membran (PAM) und im periarbuscular space (PAS), dem
Raum zwischen den Plasmamembranen von Pilz und Pflanze (Abbildung I.2). Obgleich sie mit der
Gbrigen pflanzlichen Plasmamembran kontinuierlich ist, besitzt die PAM eine von dieser
abweichenden Zusammensetzung, die dem Nahrstoffaustausch dient (Harrison et al., 2002;
Pumplin & Harrison, 2009). So lassen sich hier beispielsweise der pflanzliche Phosphattransporter
MtPT4 (Harrisson et al., 2002) oder die H*-ATPase MtHA1 (Krajinski et al., 2002) finden, die an
Arbuskel-spezifischen Transportvorgangen beteiligt sind.

AM-Pilze versorgen ihre Wirtspflanze (ber diese Schnittstelle mit Wasser, Phosphat,
Stickstoffverbindungen, Sulphat und Spurenelementen wie Kupfer oder Zink aus dem Boden
(Egerton-Warburton et al., 2007; Javot et al., 2007b; Finlay, 2008; Tian et al., 2010). Eine
bedeutende Rolle nimmt dabei vor allem die Versorgung mit Phosphat und Stickstoff ein, da diese
fir das Pflanzenwachstum limitierend sind (Javot et al., 2007b). Diese Nahrstoffe werden vom
AM-Pilz in Form von anorganischem Phosphat bzw. Ammonium, Nitrat oder Aminosduren aus
dem Boden aufgenommen (Javot et al., 2007b; Parniske, 2008). Bei der Nahrstoffaufnahme
profitieren AM-Pilze nicht nur davon, dass sie bestimmte Nadhrstoffe besser aus dem Boden |I6sen
kénnen als ihr Symbiosepartner, sondern auch von der gréfleren Oberflache ihrer Hyphen im
Vergleich zu den Pflanzenwurzeln (Javot et al.,, 2007b). Diese kénnen eine Dichte von 100 m
Hyphengeflecht pro Kubikzentimeter Erde erreichen (Miller et al., 1995). Der aufgenommene
Stickstoff wird hauptsachlich in Form von Arginin zur Pflanze transportiert, anschlieBend aber in
einer Kohlenstoff-freien Form, in der Regel als Ammonium, an diese abgegeben (Govindarajulu et
al., 2005; Cruz et al., 2007; Tian et al., 2010). Der Phosphat-Transport innerhalb der Hyphen erfolgt
in Form von Polyphosphat und wird von der Pflanze als anorganisches Phosphat {iber die PAM

durch Phosphattransporter, wie den bereits erwdhnten MtPT4, aufgenommen (Harrison et al.,
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2002; Javot et al., 20073a; Javot et al., 2007b). Aufgrund der verbesserten Nahrstoffversorgung
erh6ht die AM-Symbiose nicht nur Vitalitat und Wachstum von Pflanzen, sondern bewirkt dartiber
hinaus auch eine erhohte Resistenz gegentiber biotischem (Liu et al., 2007; Finlay, 2008) und
abiotischem (Feng et al., 2002; Xu et al., 2008; Singh et al., 2011) Stress. Dabei geht man davon aus,
dass die erhohte Resistenz mykorrhizierter Pflanzen gegeniiber Pathogenen und Parasiten
(,,bioprotection‘) auf eine Art Prakonditionierung der Abwehr dieser Pflanzen zurtickgeht (Pozo
& Azcdn-Aguilar, 2007).

Im Gegenzug fir die umfangreiche Nahrstoffversorgung wird der AM-Pilz von der Pflanze mit
Kohlenstoff beliefert, in der Regel erfolgt dies in Form von Saccharose (Solaiman & Saito, 1997;
Bago et al., 2000; Bago et al. 2003). Diese wird in den PAS transportiert, dort in Hexosen
aufgespalten (Hohnjec et al., 2003; Baier et al., 2010) und kann so vom Pilz aufgenommen werden
(SchiiRler et al., 2006). Die Versorgung ihrer Symbiosepartner mit Photosyntheseprodukten kann
dabei bis zu 20 % der gesamten Photosyntheseleistung einer Pflanze ausmachen (Bago et dl.,
2000).

Von dem beschriebenen Nahrstoffaustausch profitieren beide Symbiosepartner gleichermafen.
Um dies dauerhaft zu gewabhrleisten, ist jedoch eine kontinuierliche gegenseitige Kontrolle
notwendig. So kénnen Pflanzen ihre Symbiosepartner wahrnehmen, unterscheiden und bei
Bedarf den besten Pilzpartner mit mehr Kohlenhydraten belohnen (Kiers et al., 2011). Der
Mykorrhiza-Pilz kann auf der anderen Seite steuern, dass vermehrt Ndhrstoffe an Wurzeln
geliefert werden, die ihrerseits viele Kohlenhydrate abgeben (Kiers et al., 2011; Fellbaum et al.,
2012). Dadurch wird die Symbiose im Gleichgewicht gehalten und keiner der beiden Partner

ausgenutzt.
1.2 Modellorganismen zur Untersuchung der arbuskuldren Mykorrhiza
I.2.1 Die Modell-Leguminose Medicago truncatula

Als Modell fiir viele genetische Studien an Pflanzen dient hdufig die weit verbreitete Acker-
Schmalwand (Arabidopsis thaliana). Da diese jedoch nicht in der Lage ist, mikrobielle Symbiosen
auszubilden, findet sie in diesem Forschungsfeld keine Anwendung (Rose, 2008). Eine
Pflanzenfamilie, die hingegen nicht nur in der Lage ist, eine mikrobielle Symbiose mit
Mykorrhizapilzen zu formen, sondern auch mit Stickstoff-fixierenden Bodenbakterien in Symbiose
leben kann, ist die bereits erwdhnte Familie der Leguminosen (Fabaceae). Direkt nach den Grasern
(Graminaceae) handelt es sich bei den Leguminosen um die Pflanzenfamilie mit der weltweit
grofiten 6konomischen Bedeutung (Graham and Vance, 2003). Bekannte Leguminosen wie Pisum
sativum (Erbse), Vicia faba (Ackerbohne), Cicer arietinum (Kichererbse) oder Glycine max (Soja)
tragen aufgrund ihres hohen Proteingehalts mageblich zur menschlichen Erndhrung bei. Doch
auch in der Futtermittelproduktion und Griindiingung sind Leguminosen wie beispielweise
Medicago sativa (Luzerne) oder Trifolium repens (Klee) weit verbreitet (Szczyglowski and

Stougaard, 2008).
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Als erste Leguminose wurde im Jahr 2008 eine Arbeitsversion des Genoms von Lotus japonicus
(Sato et al., 2008) publiziert, gefolgt von der 2010 veréffentlichten genomischen Sequenz von

Glycine max (Schmutz et al., 2010) und dem 2011 publizierten Medicago truncatula Genom (Young

et al., 2011).

Abbildung 1.4: Die Model-
leguminose Medicago truncatula.
Dargestellt sind neben dem
nattirlichen Habitus (A) die Bliten
(B), Blatter und Samenkapseln (C)
von M. truncatula (Quelle: A: INRA
Dijon: http://www1i.montpellier.
inra.fr/BRC-MTR/accueil.php?menu
=medicago&page=menu11; B und C:
M. truncatula homepage: http://
www.medicago.org).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die urspriinglich aus dem mediterranen Raum stammende
Leguminose Medicago truncatula (Abbildung 1.4) als Modellpflanze zur Untersuchung der AM-
Symbiose verwendet. M. truncatula besitzt viele natiirliche Eigenschaften, die sie zu einem
verbreiteten Modellorganismus machen. Neben einem fiir Leguminosen verhaltnismaRig kleinen
(470 Mbp) und diploiden Genom (Young et al., 2011), das in acht Chromosomen organisiert ist,
stellt M. truncatula eine autogame Pflanze dar und besitzt eine relativ kurze Generationszeit von
etwa drei Monaten (Ané et al., 2008). Zudem stehen aufgrund der verbreiteten Forschung an
dieser Modellpflanze viele Techniken und Ressourcen fiir die Arbeit mit M. truncatula zur
Verfigung. Die unter www.medicagohapmap.org verfiigbare genomische Sequenz von M.
truncatula wird durch eine umfangreiche EST (expressed sequence tag) Datenbank mit Uber
250.000 Transkript-Sequenzen (Medicago truncatula Gene Index; http://compbio.dfci.harvard.edu
[cgi-bin/tgi/gimain.pl2gudb=medicago) erganzt. Fir Transkriptomsstudien von M. truncatula
stehen sowohl Microarrays (Kuster et al., 2004; Kister et al., 2007) als auch Affymetrix GeneChips
(Benedito et al., 2008) zur Verfigung. Auf Grundlage publizierter GeneChip Daten existiert ein
umfassender Genexpressionsatlas fiir M. truncatula Transkripte (Benedito et al., 2008). Darliber
hinaus wurden im Laufe der Zeit eine Vielzahl von Techniken fiir reverse genetics Studien (wie
beispielweise RNAi, TILLING, deTILLING und Retrotransposon-basierte Insertionsmutagenese)
und Transformationsmethoden (Trinh et al., 1998; Kamaté et al., 2000; Chabaud et al., 2003;

Vieweg et al., 2004; Zhou et al., 2004; Crane et al., 2006) fiir M. truncatula etabliert.

1.2.2 Der AM-Pilz Glomus intraradices

Alle bekannten AM-Pilze gehoren dem Stamm der Glomeromycota an (Schiifler et al., 2001). Mit
einem Alter von Uber 400 Millionen Jahren handelt es sich bei den AM-Pilzen um sehr
urspriingliche Lebewesen, die sich im Laufe der Zeit kaum verandert haben (Parniske, 2008). Die

Glomeromycota sind einzigartig darin, dass in ihren Sporen und Hyphen mehrere Zellkerne in
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einem gemeinsamen Cytoplasma vorkommen, was zu Ansammlungen hunderter Nuclei fihren
kann (Sanders & Croll, 2010). Da einzelne Zellkerne solcher Ansammlungen in einigen AM-
Pilzarten auch noch genetisch verschieden sein kénnen (Giovanetti et al., 2001; Hijri & Sanders,
2005), erweist sich die Definition des Individuums hier als sehr schwierig (Pawlowska & Taylor,
2004; Rosendahl, 2008). Insgesamt ist Uber GenomgréRen, Ploidie und nicht zuletzt
Genexpression dieser Organismen nur sehr wenig bekannt. Ob sich AM-Pilze sexuell fortpflanzen
kénnen, und welcher Art ein solcher Fortpflanzungsmechanismus sein kénnte, ist nach wie vor
umstritten (Gandolfi et al., 2003; Rosendahl, 2008; Sanders & Croll, 2010). In Abwesenheit einer
passenden Wirtspflanze kénnen die Sporen von AM-Pilzen mehrfach keimen, zur Vollendung ihres
Lebenszyklus sind die obligat biotrophen Pilze jedoch auf einen Wirt angewiesen (Parniske, 2008).
Dabei besitzen AM-Pilze in der Regel keine sonderlich ausgeprédgte Wirtsspezifitat (Smith & Read,
2008), vielmehr werden die meisten Pflanzen zeitgleich von verschiedenen AM-Pilzarten
kolonisiert (Fitter, 2005; Santos-Gonzalez et al. 2007).

Glomus intraradices ist ein weit verbreiteter AM-Pilz, der in verschiedenen Okosystemen auf der
ganzen Welt auftritt (Lammers et al., 2003). In der Symbiose mit Wirtspflanzen, zu denen auch M.
truncatula gehort, bildet G. intraradices Arbuskeln des Arum-Typs aus (Feddermann et al., 2008).
Aufgrund seiner schnellen Kolonisation von Wirtspflanzen ist G. intraradices nicht nur einer der am
haufigsten untersuchten AM-Pilze, sondern auch Hauptbestandteil vieler kommerzieller
Mykorrhizasubstrate (Martin et al., 2008). Die seit 2003 laufende Sequenzierung des G.
intraradices Genoms (Lammers et al., 2003) erwies sich als unerwartet komplex (Martin et al.,
2008) und ist bislang noch nicht abgeschlossen. Seit 2011 ist jedoch eine EST-Datenbank von G.
intraradices verfugbar (Tisserant et al., 2012). Im Rahmen einer phylogenetischen Umgruppierung
von AM-Pilzen wurde G. intraradices kiirzlich in Rhizophagus irregularis umbenannt (Kriiger et al.,
2012). Da sich diese Bezeichnung jedoch bislang noch nicht in der Literatur durchgesetzt hat, wird

im Rahmen dieser Arbeit die Bezeichnung Glomus intraradices beibehalten.

.3 Die friilhe Signaltransduktion in der Knéllchensymbiose und der

arbuskuldren Mykorrhiza

I.3.1 Die friihe Signaltransduktion in der Knéllchensymbiose

Zur Ausbildung einer symbiotischen Verbindung ist ein komplexer Austausch von Signalmolekilen
zwischen den beiden Symbiosepartnern erforderlich, der einer gegenseitigen Erkennung und der
Ausbildung der symbiotischen Strukturen dient. Die friilhe Signaltransduktion der
Knéllchensymbiose wird im Folgenden beispielhaft anhand der Symbiose zwischen M. truncatula
und Sinorhizobium meliloti beschrieben. Die Signaltransduktion beginnt mit der zuvor bereits
erwdhnten Sekretion von Flavonoiden in den Boden durch M. truncatula (Perret et al., 2000).
Diese aromatischen Verbindungen kénnen so genannte NodD-Proteine von S. meliloti binden und
induzieren (iber diese die Synthese der Nod-Faktoren (Peck et al., 2006; Oldroyd & Downie, 2004).

Hierbei handelt es sich um LCOs (Lerouge et al., 1990; Dénarié et al.,, 1996), die je nach
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Rhizobienart unterschiedlichste Modifikationen tragen koénnen, was vermutlich der
Wirtsspezifitat dient (Perret et al., 2000; Oldroyd & Downie, 2004). Viele Rhizobien-Arten
produzieren sogar mehr als eine Nod-LCO Variante (Jones et al., 2007). Die Nod-LCOs werden in
den Boden abgegeben und kénnen dort von einem in der Wurzelhaarmembran von M. truncatula
sitzenden (Haney et al., 2011) Rezeptorkinase-Heterodimer (Radutoiu et al., 2003), bestehend aus
den beiden LysM(lysin motif)-Kinasen MtNFP (Arrighi et al., 2006) und MtLYK3 (Smit et al., 2007)
erkannt werden (Abbildung 1.5). Diese Perzeption I6st in den entsprechenden Epidermiszellen
eine Signalkaskade aus (Abbildung I.5). Diese beginnt in und um den Nukleus mit einem Anstieg
der Ca**-Konzentration gefolgt von einer Oszillation des Ca*-Spiegels, die man als Ca*"-spiking
bezeichnet (Ehrhardt et al., 1996; Sieberer et al., 2009; Oldroyd & Downie, 2004; Oldroyd &
Downie, 2006).
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der friihen Signaltransduktion in der Kndlichensymbiose und arbuskuldren
Mykorrhiza von Medicago truncatula. Nod- und Myc-LCOs werden von in der epidermalen Plasmamembran sitzenden
Rezeptorkinase-Heterodimeren erkannt und I6sen im und um den Zellkern eine als calcium spiking bezeichnete
Oszillation des Calcium-Spiegels aus. In der Kndllchensymbiose setzt sich das Rezeptorkinase-Heterodimer aus den
beiden LysM-Kinasen MtNFP und MtLYK3 zusammen. In der arbuskuldren Mykorrhiza spielt MtNFP ebenfalls eine
wichtige Rolle in der Signalperzeption, weitere Komponenten konnten bislang jedoch nicht identifiziert werden. Neben
diesen ist auch die Rezeptorkinase MtDMI2 an der Transduktion der mikrobiellen Signale beteiligt. Der Kalium-
durchlassige Inonenkanal MtDMI1 ist in der Kernmembran lokalisiert und kompensiert das in Folge des calcium spiking
aufgetretene Ladungsungleichgewicht in der Zelle. Die Calcium-Signale werden im Nukleus durch die Calcium- und
Calmodulin-anhdngige Kinase MtDMI3 entschlisselt und fiihren unter anderem durch Beteiligung von MtIPD3 zur
Aktivierung Symbiose-relevanter Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitdt wiederum letztlich zur Nodulation bzw.
Mykorrhizierung fiihrt. Neben der beschriebenen Signaltransduktionskaskade gibt es fiir die arbuskuldre Mykorrhiza
Hinweise auf eine von diesem CSP (common symbiotic pathway) unabhangige Signaltransduktion.
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Dieses Signal wird nun unter Beteiligung der Proteine MtDMI1, MtDMI2 und MtDMI3
weitergeleitet (Catoira et al., 2000), die, wie ihre namentliche Abkirzung von ,,doesn’ t make
infection bereits verrdt, alle essentiell fiir die Ausbildung der Kndllchensymbiose sind. Bei
MtDMI2 handelt es sich zundchst um eine Rezeptorkinase (Stracke et al., 2002), deren genaue
Funktion in der Signaltransduktion noch nicht eindeutig geklart werden konnte. MtDMI1 ist ein
Kalium-durchlassiger Kationen-Kanal in der Membran des Zellkerns (Abbildung I.5), der dort das in
Folge des Ca**-spiking aufgetretene Ladungsungleichgewicht kompensiert (Charpentier et dl.,
2008). Das Ca*-spiking selbst spielt eine zentrale Rolle in der frithen Signaltransduktion der
Knéllchensymbiose. Im Zellkern wird es von der Ca*-CaM(Calmodulin)-abhdngigen Kinase
MtDMI3 entschlisselt (Gleason et al, 2006). Hierbei wird diese zundchst durch
Autophosphorylierung selbst aktiviert und kann in diesem Zustand durch weitere
Phosphorylierungen Symbiose-spezifische Transkriptionsfaktoren aktivieren (Mitra et al., 2004;
Gleason et al., 2006). Bei diesem Prozess spielt auch das mit MtDMI3 interagierende Protein
MtIPD3 (interacting protein of DMI3) eine Rolle, denn dieses Gen ist ebenfalls essentiell fir die
Ausbildung der Knéllchensymbiose (Messinese et al., 2007; Yano et al., 2008; Horvath et al., 2011).
Zu den aktivierten Transkriptionsfaktoren gehéren die GRAS-Transkriptionsfaktoren MtNSP1
(nodulation signalling pathway 1; Smit et al., 2005) und MtNSP2 (nodulation signalling pathway 2;
Kalé et al., 2005) sowie der ERF-Transkriptionsfaktor MtERN1 (ERF required for nodulation 1;
Middleton et al., 2007), die an die Promotoren Symbiose-relevanter Gene binden kénnen (Hirsch
et al., 2009). Diese wiederum I6sen in den pflanzlichen Zellen symbiose-spezifische Antworten aus
(Mitra et al., 2004; Combier et al., 2008), woraufhin die Symbiose wie in Absatz 1.1.2.2 beschrieben

ausgebildet wird.
1.3.2 Die friihe Signaltransduktion in der arbuskuldren Mykorrhiza

Die friihe Signaltransduktion der AM-Symbiose zwischen M. truncatula und G. intraradices ist dem
molekularen Dialog mit S. meliloti sehr dhnlich. Wie in Abschnitt 1.1.3.2 beschrieben, beginnt die
Kommunikation der beiden Symbiosepartner mit der Abgabe pflanzlicher Signalmolekiile in den
Boden. Hierbei handelt es sich um Strigolactone, die in AM-Pilzen zu einer allgemeinen
Stimulation des Metabolismus, sowie zu vermehrtem Wachstum und Verzweigung der Pilzhyphen
fuhrt (Akiyama et al., 2005; Akiyama & Hayashi, 2006; Besserer et al., 2006). In einigen AM-Pilzen
fuhrt der Kontakt mit Strigolactonen sogar zur Keimung von Sporen (Parniske, 2008). Im
Gegenzug sondert der AM-Pilz nun ebenfalls einen molekularen Botenstoff in den Boden ab, der
analog zu den fiir die Knéllchensymbiose beschriebenen Nod-Faktoren, allgemein als Myc-Faktor
bezeichnet wird. Im Gegensatz zu den schon ldnger bekannten Nod-Faktoren, wurde die Existenz
und genaue Zusammensetzung von Myc-Faktoren lange Zeit nur vermutet, diese konnten jedoch
kirzlich als eine Mischung sulfatierter und nicht-sulfatierter LCOs identifiziert werden (Maillet et
al., 2011), die im weiteren Verlauf als sMyc-LCOs und nsMyc-LCOs bezeichnet werden. Dabei
weisen vor allem sMyc-LCOs starke strukturelle Ahnlichkeiten zu den ebenfalls sulfatierten Nod-

LCOs von S. meliloti auf (Maillet et al., 2011). Bereits vor der chemischen Identifikation dieser
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Botenstoffe konnte durch Behandlungen von Pflanzenwurzeln mit Uberstdnden keimender AM-
Sporen oder extraradikaler Hyphen mehrfach gezeigt werden, dass dies zu Symbiose-spezifischen
Reaktionen in den Pflanzenwurzeln fihrt (Kosuta et al., 2003; Weidmann et al., 2004; Olah et al.,
2005; Navazio et al., 2007; Kuhn et al., 2009; Chabaud et al., 2011). Fiir die Perzeption der Myc-
LCOs konnte bislang kein Mykorrhiza-spezifischer Rezeptor identifiziert werden (Abbildung I.5),
allerdings scheint auch hier die fiir die Knéllchensymbiose beschriebene LysM-Kinase MtNFP eine
Rolle zu spielen (Maillet et al., 2011, Czaja et al., 2012). Der Austausch von Botenstoffen induziert in
den Epidermiszellen der Wirtspflanze ein Ca**-spiking (Gough & Cullimore, 2011). Dabei
unterscheidet sich das durch Nod-LCOs induzierte Ca**-spiking in seiner Signatur jedoch deutlich
von den Signalen, die nach einer Behandlung von Pflanzenwurzeln mit dem Uberstand keimender
AM-Sporen gemessen wurden (Kosuta et al., 2008; Bonfante & Requena, 2011). Eine géngige
Erklérung fur diese Unterschiede im Ca**-spiking ist die Vorbereitung der Pflanzenwurzel auf die
beiden verschiedenen symbiotischen Interaktionen (Kosuta et al., 2008). Interessanterweise zeigt
sich die unterschiedliche Ca**-Signatur jedoch nur in der Pré-Kontaktphase der beiden Symbiosen,
nach dem ersten Kontakt mit dem jeweiligen Symbiosepartner konnten in M. truncatula Wurzeln
sehr dhnliche Ca**-Signale gemessen werden (Sieberer et al., 2012). In Ubereinstimmung mit der
Knéllchensymbiose erfolgt die weitere Signaltransduktion anhand der bereits beschriebenen
Proteine MtDMI1, MtDMI2, MtDMI3 und IPD3 (Abbildung I.5). Durch MtDMI3 werden bislang
grofiteils noch unbekannte AM-spezifische Transkriptionsfaktoren aktiviert, deren Aktivitat die
Pflanzenzellen auf eine Besiedlung mit AM-Pilzen vorbereiten.

Neben der beschriebenen Signaltransduktionskaskade gibt es fiir die arbuskuldre Mykorrhiza
Hinweise auf eine von dieser unabhéngigen Signaltransduktion (Kosuta et al., 2003; Gutjahr et al.,
2009; Kuhn et al., 2009). Daher wird vermutet, dass es neben den Myc-LCOs noch andere
Signalmolekiile geben kénnte (Bonfante & Requena, 2011), die eine Rolle in der frithen
Signaltransduktion der AM spielen. Ein Beispiel hierfiir sind die erst kirzlich identifizierten
sekretierten Effektorproteine von G. intraradices, die pflanzlichen Abwehrmechanismen

entgegenwirken (Kloppholz et al., 2011).

I.3.3 Der evolutiondre Zusammenhang zwischen der Knéllchensymbiose und der

arbuskuldaren Mykorrhiza

Anhand der Beschreibungen der friihen Signaltransduktion der Knéllchensymbiose und der AM
wird deutlich, dass diesen eine gemeinsame Signalkaskade, die als CSP (common symbiotic
pathway) bezeichnet wird (Gough & Cullimore, 2011), zugrunde liegt. In M. truncatula konnten mit
MtDMI1, MtDMI2, MtDMI3 und IPD3 vier Gene identifiziert werden, die fiir beide Symbiosen
gleichermafen essentiell sind und daher dem CSP angehdren (Gough & Cullimore, 2011). Aus Lotus
japonicus sind dartber hinaus zwei dem CSP angehérende Nukleoporine bekannt (Kistner et al.,
2005), deren Homologe in M. truncatula bislang jedoch nicht identifiziert wurden. Die Existenz des
CSP fiihrte zu der Hypothese, dass die urspriinglich fiir die AM-Symbiose etablierten

Signalkomponenten (Remy et al., 1994) im Laufe der Evolution von der wesentlich jiingeren
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Knollchensymbiose adaptiert wurden (Kistner & Parniske, 2002). Dabei geht man davon aus, dass
eine 58 Millionen Jahre zuriickliegende Genomduplikation von M. truncatula entscheidend fir die
Entwicklung der Knéllchensymbiose auf Basis der duplizierten Signalkomponenten der AM-
Symbiose war (Young et al., 2011). Unabhangig davon konnte gezeigt werden, dass sowohl Nod-
als auch Myc-LCOs das Wachstum und die Verzweigung von Wurzeln in Abhdngigkeit des CSP
stimulieren (Olah et al., 2005; Maillet et al., 2011), was ein Hinweis darauf sein kénnte, dass die den
beiden Symbiosen zugrunde liegende Signaltransduktion urspriinglich der Wurzelentwicklung

diente.

I.4 Methoden zur funktionellen Genanalyse

Funktionelle Genanalysen kénnen generell iber forward oder reverse genetics Ansatze erfolgen.
Dabei versteht man unter forward genetics die klassische Genetik, die versucht zu einem
vorhandenen Phanotyp die genetische Grundlage zu bestimmen. Im Gegensatz dazu wird durch
reverse genetics versucht, zu einem bestimmten Gen den Phdnotyp zu bestimmen. Dabei wird die
biologische Funktion eines Gens durch dessen differentielle Expression (wie zum Beispiel
knockout, knockdown oder Uberexpression des Gens) unter definierten Bedingungen untersucht.
In Pflanzen wurden bislang eine Vielzahl von reverse genetics Methoden wie beispielsweise virus-
induced gene silencing (VIGS), RNA-Interferenz (RNAI), Insertionsmutagenese, chemische
Mutagenese (TILLING: targeting induced local lesions in genomes) oder fast neutron Mutagenese
(deTILLING: deletion TILLING) etabliert (Gilchrist & Haughn, 2010). Im Folgenden werden die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Methoden der RNA-Interferenz und der

Insertionsmutagenese beschrieben.
1.4.1 RNA-Interferenz (RNAI)

Kleine RNA-Molekiile kénnen die Genexpression in Pflanzen auf verschiedene Arten auf
transkriptioneller und post-transkriptioneller Ebene beeinflussen (McGinnis, 2010). Generell
unterscheiden sich dabei die Hemmung der Transkription (transcriptional silencing), die Hemmung
der Translation (translational silencing) und die RNAi-vermittelte spezifische Inaktivierung von
mRNAs (messenger RNAs). Der RNAi-Mechanismus bei Pflanzen wurde erst Anfang der 9oer Jahre
mehr oder weniger unbeabsichtigt in Petunien entdeckt (Napoli et al., 1990). Hierbei handelt es
sich um einen nicht nur in Pflanzen weit verbreiteten und evolutiondr konservierten Mechanismus
zur Genregulation (McGinnis, 2010), der urspriinglich méglicherweise zur Abwehr von Viren und
Transposons entstanden ist (Mihlhardt, 2006).

Die Grundlage des RNAi-Prozesses bilden doppelstrangige RNA-Molekiile (dsRNA). Diese werden
von einer spezifischen RNase namens Dicer erkannt und in 21 - 23 Nukleotide lange Fragmente
zerschnitten (Abbildung 1.6), die als short interfering RNA (siRNA) bezeichnet werden (Mihlhardt,
2006). Diese siRNAs kdnnen nun von einem so genannten RISC-Komplex (RNA induced silencing

complex) gebunden werden, der spezifisch einen der beiden RNA-Strange entfernt (Mihlhardt,
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2006). Nun bindet der RISC-Komplex an mRNAs, die eine zu dem gebundenen einzelstrangigen
RNA-Fragment komplementéare Sequenz besitzen (Abbildung 1.6), und spaltet diese mRNA oder
inhibiert ihre Translation (McGinnis, 2010). Dabei reichen bereits wenige RISC-Komplexe aus, um

eine grofRe Anzahl von mRNA-Molekdilen zu inaktivieren (Mihlhardt, 2006).
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des RNAi-Prozesses. Doppelstrangige RNA in Haarnadelstruktur (hairpin
dsRNA) wird von der RNase Dicer in kurze RNA-Fragmente (siRNA) zerschnitten. Der RISC-Komplex bindet die siRNA
und entfernt spezifisch einen der beiden RNA-Strdnge. mRNAs mit komplementdren Sequenzen zu der im RISC-
Komplex verbleibenden RNA werden von diesem gespalten oder ihre Translation inhibiert.

Als genetisches Werkzeug wurde der RNAi-Mechanismus bereits in einer Vielzahl von Pflanzen
verwendet (McGinnis, 2010). Dazu wird in der Regel ein Teil der Kodiersequenz des Target-Gens in
einen RNAi-Expressionsvektor kloniert und anschlieRend in der Pflanze exprimiert. Diese
Expressionsvektoren sind in der Regel so konstruiert, dass sie die Target-Sequenz durch eine
Intron-Sequenz getrennt zwei mal in revers komplementdrer Orientierung tragen, so dass die
dsRNA als Haarnadelstruktur mit einem Intron-loop (Abbildung 1.6) exprimiert wird (McGinnis,
2010). Lasst sich durch ein spezifisches RNAi-Konstrukt ein knockdown des entsprechenden
Target-Gens messen, so spricht man von einem RNAi-Effekt. Das Level eines RNAi-Effekts ist in der
Regel abhdngig von der verwendeten Target-Sequenz, aber generell nicht vorhersagbar
(McGinnis, 2010). Durch die gezielte Auswahl von Target-Sequenzen ist es moglich, sowohl
einzelne Gene als auch ganze Genfamilien durch RNAi zu regulieren (Gilchrist & Haughn, 2010). Die
Funktionalitat und Effektivitat von RNAi-Analysen in Wurzelsymbiosen von M. truncatula konnte
bereits mehrfach gezeigt werden (Limpens et al., 2004; FloR et al., 2008a; FloR et al., 2008b; Kuhn
etal., 2009).



I. Einleitung 28

I.4.2 Insertionsmutagenese

Das Prinzip der Insertionsmutagenese basiert auf der Insertion eines genetischen Elements in der
Kodierregion des Target-Gens, so dass keine nativen Transkripte dieses Gens mehr entstehen
kénnen. Typischerweise fihrt die Insertionsmutagenese damit zum kompletten Funktionsverlust
des entsprechenden Genprodukts (Gilchrist & Haughn, 2010), denn die Insertion einer beliebigen,
langeren Sequenz fiihrt mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einem verfriihten Stopcodon. Ein solches
verfriihtes Stopcodon wird von einem zelleigenen Qualitatskontroll-Mechanismus namens
nonsense-mediated mRNA decay (NMD) erkannt und das fehlerhafte Transkript daraufhin
abgebaut (Stalder & Mihlemann, 2008). Als genetische Elemente fiir die Insertionsmutagenese
eigenen sich dabei vor allem Transposons und Retrotransposons sowie die Agrobakterien-
vermittelte T-DNA (transfer DNA). Da sich solche Elemente nicht gezielt in ein bestimmtes Gen
inserieren lassen, erfordert die Insertionsmutagenese in der Regel einen sehr hohen
organisatorischen, zeitlichen und finanziellen Aufwand (Gilchrist & Haughn, 2010). Um das Genom
eines Modellorganismus abzudecken werden groRe Populationen von Insertionsmutanten
bendtigt, in denen die jeweiligen Insertionen (iber PCR-basierte screening-Ansatze nachgewiesen
werden kénnen (Gilchrist & Haughn, 2010). Da ein solcher Aufwand fir einzelne
Forschungsgruppen nicht realistisch ist, wurden bereits fiir viele Modellorganismen
Insertionsmutanten-Datenbanken, wie beispielsweise das SALK-Projekt fir A. thaliana (Alonso et
al., 2003), gegriindet. Auch flir M. truncatula ist unter Federfiihrung der Noble Foundation (Samuel
Roberts Noble Foundation, Ardmore, Oklahoma, USA) eine solche Datenbank verfiigbar, in der
das Retrotransposon Tnt1 fiir die Insertionsmutagenese verwendet wird (Tadege et al., 2008).

Das urspringlich in Tabak identifizierte transposable element of Nicotiana tabacum 1 (Tnt1) war
eines der ersten charakterisierten pflanzlichen Retrotransposons tiberhaupt (Grandbastien et al.,
1989). Die 5,3 kb lange Sequenz von Tnt1 (Anhang A.1) setzt sich aus zwei identischen long
terminal repeats (LTRs) an beiden Enden, sowie einem dazwischen liegenden Kodierbereich
zusammen (Grandbastien et al., 1989). Dieser kodiert fiir ein Polyprotein, das alle notwendigen
Funktionen fiir eine autonome Transposition besitzt (Grandbastien et al., 1989). Dabei kopieren
Retrotransposons sich selbst iber ein mMRNA-Intermediat und inserieren sich nach einer reversen
Transkription an einem neuen Ort im Genom (Wessler, 2006).

Zur Erstellung der Insertionsmutanten wurde in eine M. truncatula Wildtyp R108 Pflanze zundchst
funf Tnt1-Kopien separat iber Agrobakterien-vermittelte Transformation eingebracht (Tadege et
al., 2008; Tadege et al., 2009). Von dieser Elternlinie wurden Blatt-Explantate entnommen, aus
denen durch Zugabe entsprechender Hormone Kalli erzeugt wurden. Uber somatische
Embryogenese wurden aus den Kalli pflanzliche Embryos erzeugt und zu Pflanzen regeneriert
(Tadege et al., 2008; Tadege et al., 2009). Ausschlieflich wahrend der somatischen Embryogenese
bewegen sich Tnt1-Kopien an neue Insertionsorte innerhalb des Genoms (Tadege et al., 2008;
Tadege et al., 2009). Dabei wird aus jedem Blatt-Explantat nur eine Pflanze regeneriert, damit die
einzelnen Tnti-Linien vollstandig unabhdngig voneinander bleiben (Tadege et al., 2008; Tadege et

al., 2009). Es konnte gezeigt werden, dass die Tnt1-Insertionen in nachfolgenden Generationen
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stabil sind und keine weiteren Kopien ihrer selbst hervor bringen, die vorhandenen aber separat
segregieren konnen (d’Erfurth et al., 2003; Tadege et al., 2008).

Die Tnt1-Insertionen konzentrieren sich vornehmlich auf die Exon-Regionen des Genoms (Tadege
et al., 2008). Eine mogliche Erklarung hierfiir ist der hier vorherrschende héhere GC-Gehalt, der
Mechanismus mit welchem Insertionen in kodierenden Regionen bevorzugt werden, ist jedoch
unbekannt (Tadege et al., 2008; Tadege et al., 2009). Innerhalb der kodierenden Bereiche konnten
keine Insertions hot spots detektiert werden, hier sind die Tnt1-Insertionen gleichmafig verteilt,
so dass jede Insertionslinie im Durchschnitt 25 verschiedene Tnti-Insertionen besitzt (Tadege et
al., 2008; Tadege et al., 2009). Derzeit sind Gber 19.000 unabhangige M. truncatula Tnti-Linien
verfligbar, was einer Abdeckung von etwa 90 % aller bekannten M. truncatula Gene entspricht
(http://bioinfo4.noble.org/mutant/index.php).

Anhand von Tntt-Insertionsmutanten konnte bereits die Funktionen einer Reihe von M. truncatula
Genen aufgeklart werden (Benlloch et al., 2006; Zhao et al., 2010; Zhou et al., 2011; Tadege et dl.,
2011; Uppalapati et al., 2012; Cheng et al., 2012). Ein Beispiel hierfirr ist das Gen MtPIM (M.
truncatula proliferating inflorescence meristem), fir das die Kontrolle der Identitdt des
Blitenmeristems und der Bliitenentwicklung anhand von Insertionsmutanten nachgewiesen

werden konnte (Benlloch et al., 2006).
I.5 Vorarbeiten zur funktionellen Analyse von AM-relevanten Genen

Im Vorfeld dieser Arbeit standen aus unterschiedlichen Quellen eine grofle Anzahl AM-bezogener
Transkriptionsdaten von M. truncatula zur Verfligung. Dabei handelte es sich um Medicago
GeneChip Hybridisierungen verschiedener friiher und reifer AM-Stadien in M. truncatula Wildtyp
Pflanzen und dmi3 Mutanten. Die friihen Stadien wurden durch M. truncatula Wurzeln im Stadium
der PPA-Bildung mit Gigaspora margarita (Ortu et al., 2012) und nach 5-tdgiger Mykorrhizierung
mit G. intraradices (V. Gianinazzi-Pearson, INRA, Dijon, Frankreich, unpublizierte Daten)
reprasentiert, wahrend bei den spdten Stadien eine 28-tagige Mykorrhizierung mit G. intraradices
bzw. Glomus mossae (Hogekamp et al., 2011) erfolgte. Des Weiteren deckten diese Datensatze
auch die Prd-Kontaktphase der AM-Symbiose ab. Hierfiir wurden Expressionsdaten aus mit
keimenden G. intraradices Sporen und mit filtrierten Uberstidnden keimender G. intraradices
Sporen behandelter M. truncatula Wurzeln (N. Hohnjec, Leibniz Universitdt Hannover, Hannover,
unpublizierte Daten) einbezogen. Detaillierte Beschreibungen der einzelnen Datensdtze sind

Tabelle I.1 zu entnehmen.
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Tabelle I.1: Ubersicht der zu Beginn dieser Arbeit zur Verfiigung stehenden Medicago truncatula Transkriptionsdaten.
Fiir die auf Medicago GeneChip basierenden Datensédtze sind entsprechende Kurzbeschreibungen der Behandlungen und
Kontrollen angegeben. Eine ausfiihrliche Auflistung der einzelnen GeneChip Datensédtze ist Tabelle C.1 im Anhang zu

entnehmen.
Datensatz Behandlung Kontrolle Referenz
Sporentiberstand M. truncatula Wildtyp A17 | M. truncatula Wildtyp N. Hohnjec, Leibniz

Wildtyp-Wurzeln

Pflanzen nach 6- bzw. 24-
stiindiger Inkubation mit

dem filtrierten Uberstand
gekeimter G. intraradices

Sporen.

A17 Pflanzen nach 6-
bzw. 24-stiindiger
Kontrollinkubation.

Universitat Hannover,
Hannover, unpublizierte
Daten

Sporeniiberstand
dmi3-Wurzeln

M. truncatula dmi3
Mutanten nach 6- bzw.
24-stiindiger Inkubation
mit dem filtrierten
Uberstand gekeimter
G. intraradices Sporen.

M. truncatula dmi3
Mutanten nach 6- bzw.
24-stiindiger
Kontrollinkubation.

N. Hohnjec, Leibniz
Universitat Hannover,
Hannover, unpublizierte
Daten

Sporen
Wildtyp-Wurzeln

M. truncatula Wildtyp A17
Pflanzen nach 6- bzw. 24-
stiindiger Inkubation mit
gekeimten G. intraradices
Sporen.

M. truncatula Wildtyp
A17 Pflanzen nach 6-
bzw. 24-stiindiger
Kontrollinkubation.

N. Hohnjec, Leibniz
Universitat Hannover,
Hannover, unpublizierte
Daten

Sporen
dmi3-Wurzeln

M. truncatula dmi3
Mutanten nach 6- bzw.
24-stiindiger Inkubation
mit gekeimten

G. intraradices Sporen.

M. truncatula dmi3
Mutanten nach 6- bzw.
24-stuindiger
Kontrollinkubation.

N. Hohnjec, Leibniz
Universitat Hannover,
Hannover, unpublizierte
Daten

PPA
Wildtyp-Wurzeln

M. truncatula Wildtyp A17
Pflanzen im Stadium der
PPA-Bildung mit Gigaspora
margarita.

Nicht-mykorrhizierte M.
truncatula Wildtyp A17
Pflanzen.

Ortu et al. (2012)

PPA
dmi3-Wurzeln

M. truncatula dmi3
Mutanten im Stadium der
Hyphopodien-Bildung mit
Gigaspora margarita.

Nicht-mykorrhizierte M.
truncatula dmi3
Mutanten.

Ortu et al. (2012)

Frihe Mykorrhiza
Wildtyp

Fir 5 Tage mit G.
intraradices
mykorrhizierte M.
truncatula Wildtyp J5
Pflanzen.

Nicht-mykorrhizierte M.
truncatula Wildtyp Js
Pflanzen.

V. Gianinazzi-Pearson,
INRA, Dijon, Frankreich,
unpublizierte Daten

Frihe Mykorrhiza
dmis

Fir 5 Tage mit G.
intraradices
mykorrhizierte M.
truncatula dmi3
Mutanten.

Nicht-mykorrhizierte M.
truncatula dmi3
Mutanten.

V. Gianinazzi-Pearson,
INRA, Dijon, Frankreich,
unpublizierte Daten

Reife Mykorrhiza

Fiir 28 Tage mit G.
intraradices bzw. Glomus
mossae mykorrhizierte M.
truncatula Wildtyp A17
Pflanzen.

Nicht-mykorrhizierte und
mit 20 uM
Phosphatdiingung
supplementierte M.
truncatula Wildtyp A17
Pflanzen.

Hogekamp et al. (2011)
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1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die transkriptionelle und funktionelle Analyse von Pflanzengenen, die fiir die
symbiotische Interaktion zwischen M. truncatula und AM-Pilzen benétigt werden, wobei ein Fokus
auf der friihen Signaltransduktion lag. Daflir wurden insgesamt 17 Kandidatengene (Tabelle I11.2)
auf Grundlage AM-bezogener Transkriptionsdaten von M. truncatula ausgewahlt (vgl. Tabelle I.1)
und analysiert. Die Analysen erfolgten hauptsachlich als reverse genetics Ansdtze, fiir einige der
Kandidatengene aber auch auf Ebene der Promotoraktivitat. Fiir die reverse genetics Ansdtze
wurden sowohl RNAi-Konstrukte als auch Tnti-Insertionsmutanten verwendet, da sich beide
Methoden gut ergdanzen und durch ihre Kombination die Chancen auf die Identifizierung von
geeigneten knockdown- bzw. knockout-Mutanten steigen. Im Rahmen der RNA-Interferenz wird
haufig nur ein knockdown des Target-Gens erreicht, was zu einem nicht sichtbaren oder nur
schwach sichtbaren Phanotyp fiihren kann. Andererseits eréffnet dies auch die Mdéglichkeit zur
Analyse essentieller Gene. In Insertionsmutanten auf der anderen Seite lassen sich essentielle
Gene nicht immer analysieren, da diese in der Regel letal sind, dafiir weisen sie fir nicht-
essentiellen Gene hdufig einen deutlicheren Phdnotyp auf. Durch die Verknipfung dieser
Methoden sollen neue Einblicke in die friihe Signaltransduktion in der arbuskuldren Mykorrhiza

von M. truncatula gewonnen werden.
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Il. MATERIAL UND METHODEN

1.1 Material

I1.1.1 Pflanzen- und Pilzmaterialien

Fir die Extraktion von Gesamt-DNA und die Induktion von transgenen haarigen Wurzeln fiir RNAi-
oder Promoter-GUS-Experimente wurde die Modellleguminose Medicago truncatula Gaertn cv.
Jemalong A17 (T. Huguet, INRA Toulouse, Frankreich), die im Folgenden lediglich als M. truncatula
bezeichnet wird, verwendet. Im Rahmen der Analyse von Insertionsmutanten wurden die Tnt1-
Insertionslinien NFoo75, NF0160, NF4095, NF4409, NF4499, NF5196, NF8500, NF8710, NF8882,
NF9470, NF9488, NF9704, NF10142, NF10424, NF11020, NF11181, NF11397, NF11581, NF11714 und
NF12449 (J. Wen, Samuel Robert Noble Foundation, Ardmore, Oklahoma, USA) verwendet. Da die
Tnt1-Linien diesem genetischen Hintergrund entstammen (Tagede et al., 2008), diente Medicago
truncatula Gaertn cv. R108-1 (Hoffmann et al., 1997), die im Folgenden lediglich als M. truncatula
R108 bezeichnet wird, als Wildtyp-Kontrolle fiir die Tnt1-Insertionsmutanten.

Zur Mykorrhizierung wurden die Sporen des AM-Pilzes Glomus intraradices Isolat 49 (Maier et al.,
1995) verwendet und in Form eines Inokulums appliziert. Die vorangehende Co-Kultivierung des

AM-Pilzes zur Inokulum-Produktion erfolgte mit Lauchpflanzen (Allium porrum cv. Elefant).
Il.1.2 Bakterienstamme

Samtliche Klonierungen erfolgten in Escherichia coli DH5a mcr (Grant et al., 1990) mit Ausnahme
der Klonierung von RNAi-Konstrukten, diese erfolgten in E. coli Omnimax™ 2-T1" (Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland). ccdB-exprimierende Plasmide fiir die Gateway®-Klonierung wurden in
dem ccdB-resistenten Stamm E. coli DB3.1 (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) angezogen und
vermehrt. Fir die Induktion transgener haariger Wurzeln in M. truncatula wurde Agrobacterium

rhizogenes ARqua1 (Quandt et al., 1993) verwendet.

I1.1.3 Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind Tabelle Il.1 zu entnehmen. Zusatzliche
Plasmidkarten der Kloniervektoren pKi18, pGUSINT, pRedRoot, pDONR221 und pK7GWIWG2(lII)
befinden sich in Abbildung B.1- B.5 im Anhang.

I1.1.4 Primer/Oligonukleotide

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden als Primer fiir die PCR (siehe

Abschnitt 11.2.2.5) verwendet und von der Firma Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland) bezogen.
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Primer fiir die Amplifikation von Promotorfragmenten sind in Tabelle II.2 aufgelistet, Primer fir
die Amplifikation von RNAi-Targetsequenzen in Tabelle 1.3 und Primer fiir die Genotypisierung
von Tnti-Insertionsmutanten in Tabelle 1.4. Die Auflistung der fiir die real time RT-PCR
verwendeten Primer ist in Tabelle 1.5 zu finden. Bei Lieferung lagen samtliche Primer lyophilisiert
vor. Die fiir die real time RT-PCR verwendeten Primer wurden nach Herstellerangaben in RNase-

freien Wasser geldst und alle anderen Primer entsprechend in TE-Puffer.

Tabelle Il.1: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide. Angegeben sind die GroRe, vermittelte
Resistenz, sonstige Eigenschaften und Referenz der jeweiligen Plasmide. Abkiirzungen: Amp: Ampicillin, Kan:

Kanamycin, Spec: Spectinomycin, Strep: Streptomycin

Name GroRe Resistenz Beschreibung Referenz
pK18 2,7kb Kan Klonier- und Sequenziervektor mit lacz- Pridmore (1987)
Gen (blau/weil selektionierbar)
pK18:p12220 4,2 kb Kan pK18-Derivat; tragt die Promotorsequenz diese Arbeit
(-1/-1.486) von Mtr.12220 als Smal/HindIIl-
Konstrukt einkloniert
pK18:p10067 3,6 kb Kan pK18-Derivat, tragt die Promotorsequenz diese Arbeit
(-1/-996) von MtSK1 als EcoRI/HindIIl-
Konstrukt einkloniert
pGUSINT 5,4 kb Amp Kloniervektor mit gusAint-Reportergen- Kister et al.
Kassette (1995)
pGUSINT: 6,9 kb Amp pGUSINT-Derivat; tragt die diese Arbeit
p12220 Promotorsequenz (-1/-1.486) von
Mtr.12220 blunt end (iber Smal einkloniert
pGUSINT: 6,5 kb Amp pGUSINT-Derivat; tragt die diese Arbeit
p49618 Promotorsequenz (-19/-1.097) von
Mtr.49618 blunt end iber Smal einkloniert
pGUSINT: 6,4 kb Amp pGUSINT-Derivat, tragt die diese Arbeit
p10067 Promotorsequenz (-1/-996) von MtSK1 als
EcoRI/HindllI-Konstrukt einkloniert
pRedRoot 13,5 kb Kan bindres Plasmid mit einer Ubiquitin- Limpens et al.
Promotor-dsRed-Kassette (2003)
pRR:p12220-GUS 17,5 kb Kan pRedRoot-Derivat; tragt die Spel aus diese Arbeit
pGUSINT:p12220 ausklonierte und
Klenow-aufgefiillte Promoter-GUS-
Kassette als Smal einkloniertes Fragment
pPRR:p49618-GUS 17,1kb Kan pRedRoot-Derivat; tragt die Spel aus diese Arbeit
pGUSINT:p49618 ausklonierte und
Klenow-aufgefiillte Promoter-GUS-
Kassette als Smal einkloniertes Fragment
pRR:p10067-GUS 17 kb Kan pRedRoot-Derivat, tragt die Xhol/Xbal aus diese Arbeit
pGUSINT:p10067 ausklonierte und
Klenow-aufgefiillte Promoter-GUS-
Kassette als Smal einkloniertes Fragment
pDONR221 4,7 kb Kan leerer Kloniervektor aus dem Gateway®- Invitrogen,
Klonierkit, tragt attP-sites fiir homologe Darmstadt,
Rekombination zwischen denen das ccdB- Deutschland
Gen liegt
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pDONR221: 2,9 kb Kan pDONR221-Derivat; tragt die RNAI- diese Arbeit
Mtr.9126 Targetsequenz (+1.238/+1.669) gegen
Mtr.9126 flankiert von attL-sites
pDONR221: 2,9 kb Kan pDONR221-Derivat; tragt die RNAI- diese Arbeit
Mtr.9513 Targetsequenz (+301/+745) gegen
Mtr.9513 flankiert von attL-sites
pDONR221: 2,8 kb Kan pDONR221-Derivat; tradgt die RNAi- diese Arbeit
Mtr.10987 Targetsequenz (+550/+883) gegen
Mtr.10987 flankiert von attL-sites
pDONR221: 2,9 kb Kan pDONR221-Derivat; tragt die RNAI- diese Arbeit
Mtr.25945 Targetsequenz (+470/+854) gegen
Mtr.25945 flankiert von attL-sites
pDONR221: 2,9 kb Kan pDONR221-Derivat; trégt die RNAI- diese Arbeit
Mtr.32288 Targetsequenz (+237/+609) gegen
Mtr.32288 flankiert von attL-sites
pDONR221: 3kb Kan pDONR221-Derivat; tradgt die RNAi- diese Arbeit
Mtr.37966 Targetsequenz (+350/+822) gegen
Mtr.37966 flankiert von attL-sites
pDONR221: 2,9 kb Kan pDONR221-Derivat; tragt die RNAI- diese Arbeit
Mtr.43223 Targetsequenz (+1.844/+2.218) gegen
Mtr.43223 flankiert von attL-sites
pK7GWIWG2(II) 15,3 kb Spec bindrer RNAi-Kloniervektor, tragt eine E. Limpens,
Ubiquitin-Promotor-dsRed-Kassette und Wageningen
zwei in inverser Orientierung University &
angeordnete ccdB-Gene flankiert von Research
attR-sites fiir die homologe Center,
Rekombination von RNAi- Wageningen,
Targetsequenzen der Gateway®- Niederlande
Klonierung
pK7GWIWG2: 14,1kb Spec pK7GWIWG2(I)-Derivat; tragt zwei in diese Arbeit
Mtr.9126 inverser Orientierung Gber
att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+1.238/+1.669) gegen Mtr.9126 als RNAI-
Konstrukt
pK7GWIWG2: 14,1kb Spec pK7GWIWG2(I1)-Derivat; tragt zwei in diese Arbeit
Mtr.9513 inverser Orientierung Gber
att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+301/+745) gegen Mtr.9513 als RNAI-
Konstrukt
pK7GWIWG2: 13,9 kb Spec pK7GWIWG2(I)-Derivat; trégt zwei in diese Arbeit
Mtr.10987 inverser Orientierung tber
att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+550/+883) gegen Mtr.10987 als RNAi-
Konstrukt
pK7GWIWG2: 14,0 kb Spec pK7GWIWG2(I)-Derivat; tragt zwei in diese Arbeit
Mtr.25945 inverser Orientierung Gber
att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+470/+854) gegen Mtr.25945 als RNAI-
Konstrukt
pK7GWIWG2: 14,0 kb Spec pK7GWIWG2(I1)-Derivat; tragt zwei in diese Arbeit
Mtr.32288 inverser Orientierung tber

att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+237/+609) gegen Mtr.32288 als RNAI-
Konstrukt
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pK7GWIWG2:
Mtr.37966

14,2 kb

Spec

pK7GWIWG2(I1)-Derivat; tragt zwei in
inverser Orientierung tber

att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+350/+822) gegen Mtr.37966 als RNAI-
Konstrukt

diese Arbeit

pK7GWIWG2:
Mtr.43223

14,0 kb

Spec

pK7GWIWG2(I1)-Derivat; trégt zwei in
inverser Orientierung tber

att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+1.844/+2.218) gegen Mtr.43223 als RNAI-
Konstrukt

diese Arbeit

pK7GWIWG?2:
Mtr.20292

14,2 kb

Spec

pK7GWIWG2(I)-Derivat; tragt zwei in
inverser Orientierung Gber

att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+66/+502bp) gegen Mtr.20292 als RNAI-
Konstrukt

Schaepe (2011)

pK7GWIWG2:
Mtr.12220

14,0 kb

Spec

pK7GWIWG2(I1)-Derivat; tragt zwei in
inverser Orientierung tber

att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+601/+888) gegen Mtr.12220 als RNAI-
Konstrukt

Schaepe (2011)

pK7GWIWG2:
Mtr.49618

14,0 kb

Spec

pK7GWIWG2(I)-Derivat; tragt zwei in
inverser Orientierung tber

att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+351/+597) gegen Mtr.49618 als RNAI-
Konstrukt

Schaepe (2011)

pK7GWIWG2:
MtGras1

13,9 kb

Spec

pK7GWIWG2(I)-Derivat; tragt zwei in
inverser Orientierung tber

att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+151/+529) gegen Mtr.7264 als RNA-
Konstrukt

Schaepe (2011)

pK7GWIWG2:
MtMyb2

13,9 kb

Spec

pK7GWIWG2(I1)-Derivat; trégt zwei in
inverser Orientierung tber

att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+502/+686) gegen Mtr.38547 als RNAI-
Konstrukt

Schaepe (2011)

pK7GWIWG2:
GUS

14,0 kb

Spec

pK7GWIWG2(I)-Derivat; tragt zwei in
inverser Orientierung Gber

att-sites einklonierte Targetsequenzen
(+920/+1182) gegen das GUS-Gen als RNAi-
Konstrukt

Schaepe (2011)

Tabelle Il.2: Auflistung der Primersequenzen fiir die Amplifikation der Promotorregionen von Mtr.12220, Mtr.49618
und Mtr.10067. Fiir die Primersequenzen sind native Sequenzen und fiir die Klonierung essentielle extensions getrennt
angegeben. Smal-Schnittstellen sind in GroBbuchstaben dargestellt, Hindlll-Schnittstellen unterstrichen und EcoRI-
Schnittstellen fett gedruckt. Die AmplifikatgroRe jedes Primerpaars ist in Basenpaaren (bp) angegeben.

Primerbezeichnung Sequenz (extension) Sequenz (nativ) Amplifikat
Mtr.12220 for 2aaCCCGGG | tcttgtaaagttaagtcgtttctgat 1.503 bp
Mtr.12220_rev aaaaagctt | ttgggatatgtattgagatagaaca
Mtr.49618 for aaagaattc | gtccaaaagtgcaattaagcctata 1.115 bp
Mtr.49618 rev aaaaagctt | ctcaaacggctacttagatatctca
p10067 for aaagaattc | acgattgagatgtaggaagg 1.014 bp
p10067_rev aaaaagctt | tttcagtgctagctatttca
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Tabelle 11.3: Auflistung der Primersequenzen fiir die Amplifikation der RNAi-Targetsequenzen von Mtr.9126, Mtr.9513,
Mtr.10987, Mtr.25945, Mtr.32288, Mtr.37966 und Mtr.43223. Die Primersequenzen umfassen neben den nativen
Sequenzabschnitten die fett gedruckten attB1- (in forward-Primern) bzw. attB2- (in reverse-Primern) Sequenzen fir die
homologe Rekombination der Gateway®-Klonierung. Die fiir jedes Primerpaar angegebene Amplifikatgroe in
Basenpaaren (bp) versteht sich inklusive der attB-Sequenzen (2 x 29 bp =58 bp).

Primerbezeichnung

Primersequenz

Amplifikat

Mtr.9126 attB1_for

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctagggatcacaaagagaggattaatg

489 bp

Mtr.9126_attB2_rev

ggggaccactttgtacaagaaagctgggttigtgacaaagttttaggatgctct

Mtr.9513 attB1 for

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctctatcagattgttttataggtccac

502 bp

Mtr.9513_attB2 rev

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtttgaagagtcatatagccaattagt

Mtr.10987 attB1 for

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcagggttgaagaggaggaggggcat

391bp

Mtr.10987 attB2 rev

ggggaccactttgtacaagaaagctgggttccttttcttcaacttaaatcaaat

Mtr.25945 attB1 for

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgtctctttgacatggttggtagtgg

442 bp

Mtr.25945 attB2 rev

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtggcccaataagaaatgaacttgatg

Mtr.32288 attB1 for

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgagaacaatgtggacctttctaatg

430 bp

Mtr.32288 attB2 rev

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtgtgtctctigagtcagtacaaacca

Mtr.37966 attB1 for

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcatttaatagctcggtaggaaatcg

530 bp

Mtr.37966_attB2 rev

ggggaccactttgtacaagaaagctgggttttgttatttcttgtagacgttggg

Mtr.43223_attB1_for

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgagttcttcagtgatgcattctgtc

432 bp

Mtr.43223 attB2_rev

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtgtacgttactcatctcaatcagtta

Tabelle 11.4: Auflistung der Primersequenzen fiir die Genotypisierung von Tnti-Insertionsmutanten. Angegeben sind
die Primersequenzen zur Genotypisierung der Tnt1-Insertionslinien NFoo75, NF0160, NF4095, NF4409, NF4499, NF5196,
NF8500, NF8710, NF8882, NF9470, NF9488, NF9704, NF10142, NF10424, NF11020, NF11181, NF11397, NF11581, NF11714 und
NF12449 mittels direct Multiplex PCR. Die AmplifikatgroRe jedes Primerpaars ist in Basenpaaren (bp) angegeben.

Tnti-Linie Primerbezeichnung Primersequenz Amplifikat

NFoo75 Mtr.21216_for agtttcgatgcttgctatggeggat 400 bp
Mtr.21216_rev tgaacattttctcaggagttttctt

NFo160 Mtr.20292 for agaccagcaagttctcgagtgaaag 614 bp
Mtr.20292 rev tcaatcgaattttccggtgctacat

NF4095 NF4095 for catggagtgcagaagaagacagaat 441bp
NF4095 rev tcaccaaccatttcctecctatctt

NF4409 Mtr.11570_for gtgggatttgaagatgttgacatga 527 bp
Mtr.11570 rev Ctttacacaaaaggaattaccaact

NF4499 Mtr.24351 for gcaccaccttccataaaatttctac 530 bp
Mtr.24351 rev gcaacaacaacaatatcaacaaccg

NF5196 NF5196 for ctccttcctatgccagtgtatectc 794 bp
NF5196 rev ctcctacaatctgaagtcctccacc

NF8500 NF8500 for gaatcatgaatctcgtgtgttccaa 318 bp
NF8500 rev gaacttcttcttggtccatggectg

NF8710 NF8710 for atggaccaagaagaagttcgcaaga 420 bp
NF8710 rev catcttaggagcgactcatcatctt

NF8882 NF8882 for agatggttaatgaacgtacaagatg 508 bp
NF8882 rev aactatcttgtatccaagtgcttca

NF9470 NFg9470 for agactagttgttgaacatggtgtct 479 bp
NF9470 rev attaactggagccatctgcatatag

NF9488 NF11020 NF9488 for tagatgcaaggtacacaaaaagcac 508 bp
NF9488 rev catcatctgcttagtttccttcttg

NF9704 NF10424 NF9704 for ggaacacattcaacaataccttctt 479 bp
NF10424 NF9704 rev gctaatttgttaagtaggtcaacca

NF10142 NF12449 NF10142 for tgtcacaatattaagtagctattca 619 bp
NF12449 NF10142 rev atattattaattcaatgacaaggat

NF10424 NF10424 NF9704 for ggaacacattcaacaataccttctt 479 bp
NF10424 NF9704 rev gctaatttgttaagtaggtcaacca




1. Material und Methoden

38

NF11020 NF11020 NF9488 for tagatgcaaggtacacaaaaagcac 349 bp
N11020 rev gagctccttcaacatctcttcatag

NF11181 NF11181_for agctggaatctgttatgcgaggacc 528 bp
NF11181 rev cgagcaagagcctggattagactca

NF11397 NF11397 for2 atcatggtggccgaaaaatcttctt 447 bp
NF11397 rev2 atacatcgaaaaccaatttgtttcc

NF11581 NF11581 for gctcttcaacaacaacatcatcatc 402 bp
NF11581 rev gcaaccgtaacagaaccaccacaac

NF11714 NF11714_for2 ttcagatggtctcatagttcgtaca 525 bp
NF11714_rev2 tccaagcttctcaagtccaacaagg

NF12449 NF12449 NF10142 for tgtcacaatattaagtagctattca 619 bp
NF12449 NF10142 rev atattattaattcaatgacaaggat

Tnt1- Tnt1-F gcattcaaactagaagacagtgctacc

spezifisch | (Tagede et al., 2008)

Tnt1- LTR6 gctaccaaccaaaccaagtcaa

spezifisch | (Tagede et al., 2008)

Tabelle Il.5: Auflistung der Primersequenzen fiir real-time RT-PCR Messungen. In einzelnen Abschnitten getrennt
angegeben sind Primersequenzen zur Normalisierung, fiir AM-Markergene, fiir RNAi-Konstrukte und fir Tnt1-
Insertionslinien. Zusatzlich aufgefiihrt wird fir jedes Primerpaar die GréBe (in Basenpaaren) des amplifizierten

Fragments und die Temperatur des H6hepunktes der spezifischen Schmelzkurve dieses Amplifikats.

Gen

| Primerbezeichnung |

Primersequenz

| Amplifikat | Schmelzkurve

real-time RT-PCR Primer zur Normalisierung:

MtTEFo Tefa for actgtgcagtagtacttggtg 179 bp ~81,5°C
Tefa rev aagctaggaggtattgacaag

real-time RT-PCR Primer fiir AM-Markergene:

GiaTUB (Pumplinet | Gi a-Tub for tgtccaaccggttttaaagt 173 bp ~82,5°C

al., 2010) Gi_a-Tub rev aaagcacgtttggcgtacat

GmTEF« (Baier et Gm Tef1 L ttgacaaacgtacaatagagaa 272 bp ~81,0°C

al., 2010) Gm Tef1 R gcagcaataattaaaatagca

MtANN2 TC95776 L gcaaaagttaccatgtgatta 309 bp ~81,5°C
TC95776 R attgattcatgaagaatgtca

MtBCP1 TC96500 L catctttgcatgagagactta 220 bp ~76,0°C
TC96500 R aatgaatgggagagttacaat

MtCBF1 Mtr.51511_a_stop_hin taattctgattccactgatga 115 bp ~76,0°C
Mtr.51511_a stop_rev agctgaattagaagtgacgat

MtCBF2 TC136186b hin agctgaagctacctcatattt 119 bp ~77,0°C
TC136186b rev taggtcttgtttaacatgcag

MtENOD11 2-EN11-RT-AT21for gcgtatttgcaagcaacaag 174 bp ~77,5°C
3-EN11-RT-Rev2 ccacatgcaaagatgggacg

MtHA1 TC95400 L aggttctaacatctattggga 202 bp ~80,0°C
TC95400 R gacaacttatgtgaaccaatg

MtPT4 PT4-L ttcacatcttctcagttcttg 160 bp ~82,0°C
PT4-R aatttgataggattcttttgc

real-time RT-PCR Primer fiir RNAi-Konstrukte:

Mtr.7264 Mtr.7264 RT for cttatttcagtgaagcacttg 251 bp ~79,0°C
Mtr.7264 RT rev aagatttatccattgtgctg

Mtr.9126 Mtr.9126 RT for caacaacagtttaccttacca 252 bp ~80,0°C
Mtr.9126_RT rev agcagattcttcttgaacttt

Mtr.9513 Mtr.9513_RT for tcacattgtggtaagatagga 274 bp ~81,0°C
Mtr.9513 RT rev ggtggacctataaaacaatct

Mtr.10987 Mtr.10987 RT for ataccactactctttccteca 282 bp ~82,0°C
Mtr.10987 RT rev aactctagcaccattcttttt

Mtr.12220 Mtr.12220 RT for ctgaatcagaccaacaactta 262 bp ~80,5°C
Mtr.12220 RT rev gaacctagtgagagagctagg
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Mtr.20292 Mtr.20292 RT for tgattattgcttttctggtaa 272 bp ~81,0°C
Mtr.20292 RT rev aagttctcgagtgaaagaatc

Mtr.25945 Mtr.25945 RT for aagtggtagttttgttggagt 258 bp ~82,0°C
Mtr.25945 RT rev aacaaggaattttctatgctc

Mtr.32288 Mtr.32288 RT for ggagaccacaaaatcatctat 263 bp ~80,0°C
Mtr.32288 RT rev aatttcaaatccctaaaaaga

Mtr.37966 Mtr.37966 RT for2 taacggttggacaataaaata 288 bp ~79,0°C
Mtr.37966 RT rev2 cttcttcatcttcaaggaagt

Mtr.38547 Mtr.38547 RT for tggatttgaatatgaattttg 299 bp ~83,5°C
Mtr.38547 RT rev gattgtttcatcttcttgtga

Mtr.43223 Mtr.43223 RT for aaatcttctgcataactaggg 270 bp ~81,5°C
Mtr.43223 RT rev gtttcgaaagaaagatcagtt

Mtr.49618 Mtr.49618 RT for tcttcatgtcatcttttggt 297 bp ~81,0°C
Mtr.49618 RT rev taagagtaagtgcagcaacat

real-time RT-PCR Primer fiir Tnti-Insertionslinien:

Mtr.9126 Tnt1-spez. | Mtr.9126 RT B+D for2 | gaaagagatgctttatacttgtg 250 bp ~80,0°C

Amplifikat Mtr.9126_RT B rev tggtgtcattgttactctttt

Mtr.11570 genspez. | Mtr.11570 RT D for aggaattaccaacttgttttc 307 bp ~78,5°C

Amplifikat Mtr.11570 RT D rev ctgaggctaagacattaggat

Mtr.11570 Tnt1-spez. | Mtr.11570 RT B for tttacacaaaaggaattacca 302 bp ~79,0°C

Amplifikat Mtr.11570 RT B rev agagttgaagctctcctttta

MtMKS1 genspez. Mtr.24351 RT D for tgtaataagtgacatggaagg 259 bp ~80,0°C

Amplifikat Mtr.24351 RT D rev aacaaaatttgaaggactagg

MtMKS1 Tnt1-spez. Mtr.24351 RT B _for aagggatagaacaaacacaat 298 bp ~79,5°C

Amplifikat Mtr.24351 RT B rev agagttgaagctctcctttta

Mtr.38547 genspez. | NF11581 RT D for acgctatggatttgaatatga 219 bp ~80,5°C

Amplifikat NF11581 RT D rev cggaacgaccttttatgtag

Mtr.38547 Tnt1- NF11581 RT B for acgctatggatttgaatatga 239 bp ~80,0°C

spez. Amplifikat NF11581 RT B rev gctaccaaaccaaagaaaact

Mtr.40638 genspez. | NF8500 RT D for2 3acaaacaataacagcacaac 193 bp ~79,0°C

Amplifikat 1 NF8500 RT D rev ttgaggtggaataattacaaa

Mtr.40638 genspez. | NF8710 RT D for gttcgcaagatctttaacaaa 250 bp ~83,5°C

Amplifikat 2 NF8710 RT D rev1 acccattcttatccaaatcat

Mtr.40638 Tnt1- NF8710 RT B for gttcgcaagatctttaacaaa 236 bp ~81,0°C

spez. Amplifikat 2 NF8710_RT B rev ttattcagaagggttttccac

Mtr.43223 genspez. | NF5195 RT D _for aaagaagtcctcttgctatgt 260 bp ~81,0°C

Amplifikat NF5195 RT D rev tatggacaaatctgatacagc

Mtr.43223 Tnt1- NF5195 RT B for gacaatgtattggtgaagatg 217 bp ~81,0°C

spez. Amplifikat

NF5195 RT B rev

cattttctcaggagttttctt

I1.1.5 Nahrmedien, Antibiotika und Zusatze

I1.1.5.1 Nahrmedien zur Anzucht von Bakterienstammen

PA-Medium

LB-Medium (Sambrook et al., 1989)

17,5 g/l Penassay Broth (PA)

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NadCl
— pH-Wert auf 7,4 eingestellt
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TY-Medium (Beringer, 1974)

5 g/l Trypton

3 g/l Hefeextrakt

0,7 g/l Cacl, x 2H,0

— pH-Wert auf 7,2 eingestellt

Il.1.5.2 Ndhrmedien zur Anzucht transgener Wurzelkulturen

M-Medium (Bécard & Fortin, 1988)

Macro-Stammldsung 1

Macro-Stamml&sung 2

Macro-Stammlésung 3

Macro-Stamml&sung 4

Macro-Stamml&sung 5

Micro-Stamml&sung 1

Micro-Stammldsung 2

50 ml/l Macro-Stamml&sung 1
50 ml/l Macro-Stamml&sung 2
50 ml/l Macro-Stamml&sung 3
50 ml/l Macro-Stammlésung 4
10 ml/l Macro-Stamml&sung 5

1 ml/l Micro-Stamml&sung 1

1 ml/l Micro-Stammldsung 2

10 ml/ Vitamin-Stamml&sung

10 ml/ NaFe-EDTA-Stamml&sung
10 g/l Saccharose

— pH-Wert mit 100 mM KOH auf 5,5 einstellen

— direkt vor dem Autoklavieren 5 g Phytagel zugegeben
14,62 g/l MgSO, x 7 H,0

1,6 g/l KNO;

1,3 g/l KCl

5,76 g/l Ca(NO;), x 4 H,0

0,48 g/l KH,PO,

4,9 g/l MnCl, x 2 H,0

1,5 g/l H3BO;

2,66 g/l ZnSO, x 7 H,0

0,0024 g/l Na,MoO, x 2 H,0

0,13 g/l CuSO, x 5 H,O

0,75 g/l KI
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Vitamin-Stammldsung

NaFe-EDTA-Stammldsung

11.1.5.3 Antibiotika

Ampicillin (Amp)

Kanamycin (Kan)

Streptomycin (Strep)

Spectinomycin (Spec)

Augmentin (Aug)

11.1.5.4 Zusatze

Agar

0,3 g/l Glycin

0,01 g/l Thiamin-HCl
0,01 g/l Pyridoxin-HCl
0,05 g/l Nicotinsaure
5 g/l Myo-Inositol

0,8 g/l NaFe-EDTA

Stamml&sung: 100 mg/ml in H,0 geldst und sterilfiltriert
Anwendung: 100 pg/ml Medium zur selektiven Anzucht

Ampicillin-resistenter E. coli Stamme

Stamml&sung: 50 mg/ml in H,O geldst und sterilfiltriert

Anwendung: 50 pg/ml Medium zur selektiven Anzucht
Kanamycin-resistenter E. coli Stdmme; 100 pg/ml Medium
zur selektiven Anzucht Kanamycin-resistenter A. rhizogenes

Stamme

Stammldsung: 300 mg/ml in H,0 geldst und sterilfiltriert
Anwendung: 600 pg/ml Medium zur selektiven Anzucht

von A. rhizogenes Stammen

Stammldsung: 100 mg/ml in H,O geldst und sterilfiltriert
Anwendung: 100 pg/ml Medium zur selektiven Anzucht
Spectinomycin-resistenter E. coli oder A. rhizogenes

Stamme

Stamml&sung: 250 mg/ml in H,O geldst und sterilfiltriert
Anwendung: 1 mg/ml Medium zur Abtétung von A.
rhizogenes Stammen auf transgenen M. truncatula

Wurzelkulturen

Zur Herstellung von Festmedien fiir die Bakterienanzucht

wurden pro Liter Flissigmedium 15 g Agar zugesetzt.
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Phytoagar

X-Gal

IPTG

11.1.6 Puffer und L6sungen

Zur Herstellung von Festmedien fiir die Pflanzenanzucht

wurden pro Liter Flissigmedium 25 g Phytoagar zugesetzt.

Stammlésung: 40 mg/mlin N,N-Dimethylformamid gel&st
Anwendung: Fir die blau-weif3-Selektion 30 pl pro

Festmedienplatte ausplattiert.

Stamml&sung: 50 mg/ml in H,O geldst und sterilfiltriert
Anwendung: Fir die blau-weif3-Selektion 30 pl pro

Festmedienplatte ausplattiert.

11.1.6.1 Puffer fiir Bakteriensuspensionen mit physiologischen lonenkonzentrationen

PS-Puffer

7 g/l Na,HPO,, x 2H,0

5 g/l NadCl

3 g/l KH,PO,

— pH-Wert mit HCl auf 7,0 eingestellt

11.1.6.2 Puffer zur Aufnahme von DNA

TE-Puffer (Mihlhardt, 2006)

10 mM Tris HCl (pH 7,4)
1mM EDTA (pH 8,0)

11.1.6.3 Puffer und Lésungen fiir Enzymreaktionen

10 x TA-Restriktionspuffer

TCM-Puffer

660 mM K-Acetat

330 mM Tris HCl

100 mM MgCl,

5 mM Dithiothreitol (DTT)

1mg/ml BSA

— pH-Wert mit Eisessig auf 7,5 eingestellt

10 mM Cadl,

10 mM MgCl,

10 mM Tris HCl

— pH-Wert auf 7,5 eingestellt
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11.1.6.4 Puffer und L6sungen fiir die PCR

dNTP-Mix

10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP

11.1.6.5 Puffer und Lésungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (Miihlhardt, 2006)

BPB-L6sung

Ethidiumbromid-Farbel6sung

DNA-Marker

40 mM Tris-HCI

10 mM Na-Acetat

1mM EDTA

— pH-Wert mit Eisessig auf 7,8 eingestellt

80 ml Glycerin
10 ml TAE-Puffer
2,5 g Bromphenolblau (BPB)

20 pl Ethidiumbromid-L&sung auf 500 ml H,0

GeneRuler™ 50 bp, 100 bp und 1 kb DNA Ladder
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)

250 bp DNA Marker (MBBL, Bielefeld, Deutschland)

11.1.6.6 Puffer und Lésungen fiir die Gesamt-DNA Extraktion

CTAB-Puffer (Stewart & Via, 1993)

PCI-Mix (Muhlhardt, 2006)

2% (w/v) CTAB

1,4 M Nadl

200 mM EDTA

100 mM Tris-HCI (pH 8,0)

0,33 % (v/v) PVP-25

0,2 % (v/v) R-Mercaptoethanol (frisch zugesetzt)

1 Volumen iso-Amylalkohol
24 Volumen Chloroform

25 Volumen Phenol (pH 7,0)

11.1.6.7 Puffer und L6ésungen fiir die HB-Lyse

HB1-Puffer (Becker, 1993)

50 mM Tris HCl pH 8,0
10 mM EDTA pH 8,0
— pH-Wert mit HCl auf 8,0 eingestellt
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HB2-Puffer (Becker, 1993)

HB3-Puffer (Becker, 1993)

200 mM NaOH
1% (w/v) SDS

2,55 M K-Acetat
— pH-Wert mit Eisessig auf 4,8 eingestellt

11.1.6.8 Puffer und Lésungen zur Erzeugung hitzekompetenter Zellen

Tbf1-Puffer

Tbf2-Puffer

100 mM RbCl

10 mM MES

1omM Cadcl, x2 H,0

50 mM MndCl, x 2 H,0

— MndCl,-Lésung getrennt autoklaviert und nachtrdglich
zugesetzt. Der pH-Wert wurde in beiden Teilkomponenten

auf 6,0 eingestellt.

10 mM MOPS

75 mM Cadl, x 2 H,0

10 mM RbdCl

15 % (v/v) Glycerin (87 %)

— pH-Wert auf 6,5 eingestellt

11.1.6.9 Puffer und Lésungen fiir histochemische Analysen

Tris-HCI/NaCl-Puffer

K-Ferri/Ferrocyanid-Stammldsung

X-Gluc-Stammlésung

GUS-Farbepuffer
(Beeckmann & Engler, 1994)

Tintenfarbel6sung

100 mM Tris-HCl
50 mM Nadcl

100 mM K-Ferricyanid
100 mM K-Ferrocyanid

— Lagerung bei-20 °C

25 mg X-Gluc (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl/beta-D-Glucosid)
in 500 pl N,N-Dimethyformamid gel&st

960 pl Tris HCI/ NaCl-Puffer

20 pl K-Ferri-/Ferrocyanid-Stammldsung

20 pl X-Gluc-Stammldsung

5% (v/v) schwarze Tinte in 8 % (v/v) Essigsaure
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Alexa-Stammldsung 1 mg/ml WGA-Alexa Fluor® 488 in H,0O geldst
Alexa-Farbel6sung 20 pl/ml Alexa-Stammldsung in 1 x PBS-Puffer
10 X PBS-Puffer 1,4 M Nadl

27 mM Kl

10 mM Na,HPO, x 2 H,O
18 mM KH,PO,
— pH-Wert mit KOH auf 7,3 eingestellt

I1.1.7 Diingel6sungen zur Pflanzenanzucht
11.1.7.1 % strength Hoagland's solution
Als Diingelésung flir mykorrhizierte Pflanzen diente % strength Hoagland's solution (Arnon &

Hoagland, 1940). Die Diingelosung wurde aus den in Tabelle I1.6 beschriebenen sechs

Teilkomponenten in sterilen Wasser angesetzt und der pH-Wert auf 6 - 7 eingestellt.

Tabelle I1.6: Zusammensetzung der Teilkomponenten der % strength Hoagland's solution Diingel6sung.

Komponente | Nahrsalz Konzentration | Konzentration | Stammlsung/ GieRlosung
Stammlésung | GiefRlésung

1 Ca(NO;), x4 H,0 1M 2,5 MM 2,5 ml/l
2 KNO, 1M 2,5 mM 2,5 ml/l
3 MgSO, x 7 H,0 1M 1mM 1ml/l
4 KH,PO, 0,1 M 20 UM 0,2 ml/l
5 NaFe EDTA 0,01 M 50 UM 5 ml/l
6 Na,MoOQ, x 2 H,0 0,0002 M 0,2 UM 1ml/l

H;BO, 0,01 M 10 UM

NiCl, x 6 H,O 0,0002 M 0,2 uM

ZnSO, x 7 H,0 0,001 M 1uM

Mndl, x 2 H,0 0,002 M 2 UM

CuSO, x5H,0 0,0005 M 0,5 UM

CodCl, x 6 H,0O 0,0002 M 0,2 UM

11.1.7.2 NH-Mix

Urspriinglich dient der NH-Mix (Baier et al., 2007) als Diingel6sung fiir nodulierte Pflanzen, im
Rahmen dieser Arbeit wurde er jedoch ausschliefllich fiir die Verdiinnung von Nod-LCOs in den
Myc- und Nod-LCO induction assays verwendet (siehe Abschnitt 11.2.5.7). Die Diingelésung wurde
aus den in Tabelle 11.7 beschriebenen sieben Teilkomponenten in sterilen Wasser angesetzt und

der pH-Wert auf 7,5 eingestellt.
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Tabelle II.7: Zusammensetzung der Teilkomponenten der NH-Mix Diingel6sung.

Komponente | Nahrsalz Konzentration | Konzentration | Stamml6sung/ GieBl6sung
Stammlésung | GieBlésung

1 Cacl, x 2 H,0 1M 1mM 1ml/l

2 MgSO, x 7 H,0 0,5M 0,5 MM 1ml/l

3 K,SO, 0,5M 0,5 MM 1mlfl

4 NaFe EDTA 0,05 M 50 uM 1ml/l

5 K,HPO, 0,76 M 2mM 2ml/l
KH,PO, 0,34 M 2mM

6 Na,MoOQ, x 2 H,0 0,001 M 1uM 1ml/l
H,BO; 0,015 M 15 uM
ZnSO, x 7 H,0 0,001 M 1uM
MnSO, x H,O 0,01 M 10 uM
CuSO, x5H,0 0,0032 M 3,2 UM
CodCl, x 6 H,0O 0,0002 M 0,2 UM

7 NH,NO; 1M 0-7,5mM 0-7,5mifl

11.1.8 Enzyme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind Tabelle 1.8 zu entnehmen. Alle

enzymatischen Reaktionen wurden unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen und mit

entsprechend mitgelieferten Puffern durchgefiihrt. Ausgenommen hiervon sind alle Reaktionen

mit Restriktionsendonukleasen, die allesamt mit TA-Puffer anstelle der unterschiedlichen

mitgelieferten Puffer angesetzt wurden.

Tabelle 11.8: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Enzyme.

Enzym

Hersteller

T4 DNA Ligase

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Klenow Fragment

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Pfu-Polymerase

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Phire® Hot Start Il DNA Polymerase

Finnzymes, Espoo, Finnland

Restriktionsendonukleasen (EcoRl, EcoRV, Hindlll,

Smal, Spel, Xbal, Xhol)

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

RNaseA

Il.1.9 Kits

Serva, Heidelberg, Deutschland

Tabelle I1.9: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kits.

Kit

Hersteller

DNeasy® Plant Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

NucleoSpin® Extract Il Kit

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Gateway® Cloning Technology Kit

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Phire® Plant Direct PCR Kit

Finnzymes, Espoo, Finnland

QIAprep® Spin Miniprep Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy® Plant Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

SensiMix™ SYBR Hi-ROX One-Step Kit

Bioline, Luckenwalde, Deutschland

RNAse free DNase Set

Qiagen, Hilden, Deutschland



1. Material und Methoden

47

11.1.10 Chemikalien

Tabelle Il.10: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien.

Chemikalie Hersteller
Acetonitril Merck, Darmstadt, Deutschland
Agar Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Agarose (peqGOLD Universal Agarose)

PegLab, Erlangen, Deutschland

Ammoniumnitrat (NH,NO,)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ampicillin Serva, Heidelberg, Deutschland
Augmentin Duchefa Direct, St. Louis, Missouri, USA
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
Borsdure (H;B0;) Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Bromphenolblau (C,qH4Br,;NaO,S)

Merck, Darmstadt, Deutschland

BSA (bovine serum albumin)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Calciumchlorid-Dihydrat (Cacl, x 2 H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Calciumnitrat-Tetrahydrat (Ca(NO;), x 4H,0)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloroform

Roth, Karlsruhe, Deutschland

CTAB (Cetrimoniumbromid)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

dATP Bioline, Luckenwalde, Deutschland
dCTP Bioline, Luckenwalde, Deutschland
dGTP Bioline, Luckenwalde, Deutschland

di-Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(Na,HPO, x 2 H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

dTTP

Bioline, Luckenwalde, Deutschland

EDTA (C,oH,4N,Na,05 x 2 H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Essigsaure (C,H,0,) 100% (Eisessig)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol abs. (C,H;OH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Glycin (G,H;NO,) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycerin 85 % Merck, Darmstadt, Deutschland
Hefeextrakt Oxoid, Basingstoke, UK

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Iso-Amylalkohol (C;H,,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumacetat (CH;COOK)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydroxid (KOH)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumjodid (K1)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumnitrat (KNO,)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Kaliumsulfat (K,SO,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

K-Ferricyanid (Kaliumhexacyoanoferrat(lil);
KsFe(CN)e)

Merck, Darmstadt, Deutschland

K-Ferrocyanid (Kaliumhexacyanoferrat(l11)-
Trihydrat; K,Fe(CN), x 3 H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kanamycin

Serva, Heidelberg, Deutschland

Kobaltchlorid-Hexagydrat (CoCl, x 6 H,0)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Kupfersulfat-Pentahydrat (CuSO, x 5 H,0)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO, x 7H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Manganchlorid-Dihydrat (MnCl, x 2 H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Mangansulfat-Monohydrat (MnSO, x H,0)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
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MES (2-N-Morpholinoethansulfonsdure)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Molybdansaure (Na,MoO, x 2 H,0)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

MOPS

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Myo-Inositol

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

NaFe-EDTA (C,,H.,N,NaFeOg)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Natriumacetat (CH;COONa)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid (NacCl)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhypochloridlésung (NaClO) 10 %

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Nickelchlorid-Hexahydrat (NiCl, x 6 H,0)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Nicotinsdure (CH;NO,)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

N,N-Dimethylformamid (HCON(CH,),)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Penassay Broth (PA) Medium

Oxoid, Basingstoke, UK

Phenol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Phytagel Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
Phytoagar Duchefa, Haarlem, Niederlande

PVP(Polyvinylpyrrolidon)-25

Serva, Heidelberg, Deutschland

Pyridoxin-HCI (CgH,,NO, ¢ HCI)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Rubidiumchlorid (RbCl)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Saccharose (C;,H,,0,,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Salzsdure (HCl) 37 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Schwefelsdure (H,SO,) 95-98 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

SDS (sodium dodecyl sulfate; C,,H,;0,S * Na)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Spectinomycin

Serva, Heidelberg, Deutschland

Stickstoff (flussig)

Linde, Miinchen, Deutschland

Streptomycin

Serva, Heidelberg, Deutschland

Thiamin-HCI (C,,H,,CIN,0S ¢ HCl)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Tinte (schwarz)

Sheaffer, Shelton, Conneticut, USA

Tris

MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich

WGA (wheat germ agglutinin) Alexa Fluor® 488

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

X-Gal

Roth, Karlsruhe, Deutschland

X-Gluc (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl/B-D-Glucosid)

X-Gluc Direct, UK

Zinksulfat-Heptahydrat (ZnSO, x 7 H,0)

11.1.11 Verbrauchsmaterialien

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Tabelle I1.11: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmittel.

Verbrauchsmittel

Hersteller

Aluminiumfolie

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Deckglas

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Einwegfilterpipetten (10 ml)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Einwegkantile (5 ml)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Elektroporationskiivette

PegLab, Erlangen, Deutschland

Filterpapier

Whatman, Dassel, Deutschland

Frischhaltefolie

Melitta, Minden, Deutschland

Insulinspritze (0,5 ml)

BD Medical, Le Pont de Claix Cedex, Frankreich

Lysing Matrix D tubes

MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich

Nitrilhandschuhe

Ansell, Miinchen, Deutschland

Objekttrager

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Optische Klebefolien (fir real time RT-PCR)

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Parafilm

Pechiney, Menasha, Wisconsin, USA

Petrischale, rund, & 35 mm

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New York, USA

Petrischale, rund, @ 90 mm

Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland
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Petrischale, eckig, 120 x 120 mm

Novodirekt, Kehl, Deutschland

Pikiererde P (Einheitserde)

Gebr. Patzor GmbH, Sinntal-Jossa, Deutschland

Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Starlab, Ahrensburg, Deutschland

Pipettenfilterspitzen (10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1250 pl)

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Polypropylen-R6hrchen (13 ml, 15 ml, 50 ml)

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Prazisionswischtlicher

Kimberley-Clark, Koblenz, Deutschland

Reaktionsgefal (1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Reaktionsgefall (RNase-frei, 1,5 ml)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Reaktionsgefal (0,2 ml)

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Seramis® Substrat

Mars, Mogendorf, Deutschland

Sterilfilter (0,2 um)

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Universol Blue Diinger (N:P:K 18:11:18)

Scotts, Nordhorn, Deutschland

Vermiculite (Kérnung 3 - 6 mm)

Deutsche Vermiculite Ddmmstoff-GmbH,
Sprockhével, Deutschland

96-well Platte (fur real time RT-PCR)

11.1.12 Gerate

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Tabelle I1.12: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerate.

Gerat Typbezeichnung Hersteller
Autoklav VX-150 Systec, Wettenberg, Deutschland
Brutschrank B6, B20 Thermo, Langenselbold, Deutschland
Digitalkamera XC50 Olympus, Hamburg, Deutschland
Eismaschine AF-100 Scotsman, Mailand, Italien
Elektroporator CelljecT Uno Thermo, Langenselbold, Deutschland
Feinwaage Extend Sartorius, Géttingen, Deutschland
Fluoreszenzbinokular EL6000 Leica, Wetzlar, Deutschland
Gefrierschrank (-80 °C) MDF-U73V Sanyo, Osaka, Japan
Geldokumentationsanlage UV Solo Biometra, Goéttingen, Deutschland

Homogenisator

FastPrep®-24

MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich

Inkubationsschiittler

Certomat® IS

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Klimakammer

ThermoTEC, Weilburg, Deutschland

Klimaschrank KPS 1700 Weisshaar, Bad Salzuflen, Deutschland
Kihl-Gefrier-Kombinations- Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe,

gerdt Deutschland

Kihlzentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Laborspilmaschine G7883 Miele, Giitersloh, Deutschland
Magnetriihrer RH basic 2 IKA, Staufen, Deutschland

Mikroskop BH-2 Olympus, Hamburg, Deutschland
Mikrowelle R-26ST Sharp, Hamburg, Deutschland
Multikanalpipette 10 pl, 100 pl, 1200 pl Eppendorf, Hamburg, Deutschland
PCR-Gerat Mastercycler pro S Eppendorf, Hamburg, Deutschland
pH-Meter Basic Meter PB-11 Sartorius, Gottingen, Deutschland
Photometer BioPhotometer plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipette 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl,1000 pl Stid-Laborbedarf, Ganting, Deutschland

Nichipet EX Professional

Pipettenspiile

Holzel, Horlkofen, Deutschland

real time RT-PCR-Gerat

Mastercycler realplex’

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Reinstwasseranlage

Arium® 611 UV

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Spannungsgeber fiir Power Pack P25T Biometra, Gottingen, Deutschland
Gelelektrophorese

Spectrophotometer Nanodrop 1000 Thermo, Langenselbold, Deutschland
Sterilbank HERAsafe KS18 Thermo, Langenselbold, Deutschland

Sterilschrank

Heraeus

Thermo, Langenselbold, Deutschland
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Tischzentrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Vibratom VT1000S Leica, Wetzlar, Deutschland
Vortexer MS3 basic IKA, Staufen, Deutschland

Waage Extend Sartorius, Géttingen, Deutschland
Wasserbad 1002, 1003 GFL, Burgwedel, Deutschland

I1.1.13 Software

Tabelle I1.13: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Softwareprogramme.

Programm

Anwendung

Hersteller/Referenz

Adobe Photoshop® CS4
Extended 11.0

Bildbearbeitung

Adobe Systems, Miinchen,
Deutschland

Adobe Reader 8

Textverarbeitung

Adobe Systems, Miinchen,
Deutschland

CLC DNA Workbench 5.5

Analyse von Sequenzdaten, Planung
von Klonierungen

CLC bio, Katrinebjerg, Ddnemark

Clone Manager 4.01

Analyse von Sequenzdaten, Planung
von Klonierungen

Scientific & Educational Software,
Cary, North Carolina, USA

CorelDRAW® X3

Bildbearbeitung

Corel, Fremont, Kalifornien, USA

dChip Analyse von GeneChip Daten Li & Wang (2003)
Emboss Package Analyse von Sequenzdaten Rice et al. (2000)
EndNote 7.0 Literaturmanagement Thomson ISI ResearchSoft,

Carlsbad, Kalifornien, USA

MapMan 3.5.0BETA

Analyse von GeneChip Daten

Usadel et al. (2005)

Microsoft Office Paket

Textverarbeitung, Datenanalyse

Microsoft, Redmond, Washington,
USA

Primer Designer 2.2

Primerdesign

Scientific & Educational Software,
Cary, North Carolina, USA

Primer3 Primerdesign Rozen & Skaletzky (2000)

realplex 2.2 Analyse von real time RT-PCR Daten Eppendorf, Hamburg, Deutschland
SAMS 2.0 Analyse von GeneChip Daten Bekel et al. (2009)

1.2 Methoden

I1.2.1 Anzucht und Konservierung von Bakterienstammen

11.2.1.1 Anzucht von Bakterienstammen

Die Anzucht von E. coli-Stammen erfolgte auf bzw. in PA- oder LB- Fest- bzw. Fliissigmedien bei

37 °C Uber Nacht. A. rhizogenes Stamme wurden fiir 48 h bei 30 °C auf bzw. in TY-Fest- bzw.

Flissigmedium angezogen. Eine selektive Anzucht auf resistenzvermittelnde Plasmide erfolgte

durch Zugabe entsprechender Antibiotika (siehe Abschnitt 11.1.5.3).

I1.2.1.2 Konservierung von Bakterienstammen

Die Konservierung von Bakterienstammen erfolgte in Form von Glycerinkulturen die bei -20 °C

gelagert wurden. Hierzu wurden entsprechende Bakterienstamme selektiv auf Platten angezogen
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und in 500 pl LB-Medium (E. coli Stémme) bzw. 500 pl TY-Medium (A. rhizogenes Stamme)
resuspendiert. Nach Zugabe von 600 pl Glycerin (87 %) wurde die Losung griindlich gevortext und
bei -20 °C gelagert. Eine erneute Anzucht der konservierten Stamme erfolgte durch den Ausstrich

von 20 pl Glycerinkultur pro Platte entsprechenden Festmediums.

I1.2.2 Molekularbiologische Arbeiten

Il.2.2.1 Isolierung bakterieller Nukleinsduren
Il.2.2.1.1 Isolierung bakterieller Plasmid-DNA mittels QIAprep® Spin Miniprep Kit

Die Isolierung hochreiner bakterieller Plasmid-DNA aus E. coli und A. rhizogenes Stammen erfolgte

mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) wie vom Hersteller beschrieben.
I.2.2.1.2 Isolierung bakterieller Plasmid-DNA mittels HB-Lyse

Die Plasmid-Isolierung mittels HB-Lyse (modifiziert nach Becker, 1993) diente zur schnellen
Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli. Die nach dieser Methode isolierte Plasmid-DNA war
starker verunreinigt als die nach der vorherigen Methode gewonnenen Plasmid-DNA, daher
diente sie ausschlieBlich zu Kontroll- und Nachweiszwecken und wurde nicht fiir Klonierungen
verwendet.

Fir die HB-Lyse wurden ca. 5 mm? E. coli Zellen vom Festmedium abgenommen und in 200 pl HB1-
Puffer resuspendiert. AnschlieRend wurden nacheinander je 200 pl HB2- und HB3-Puffer
hinzugegeben und das Gemisch anschlieBend jeweils invertiert. Nach eine zehnminitigen
Zentrifugation bei 14.500 UpM wurde der Uberstand auf 500 pl Isopropanol gekippt und
invertiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt fiir 20 Minuten bei 13.000 UpM wurde der
Uberstand abgenommen und das Pellet mit 500 ul 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach einer
fiinfminiitigen Zentrifugation bei 13.000 UpM wurde der Uberstand erneut abgenommen und das
Pellet trocknen gelassen. Die anschliefende Resuspension des getrockneten Pellets erfolgte in
40 - 50 pl TE-Puffer.

11.2.2.1.3 Aufreinigung bakterieller Plasmid-DNA mittels NucleoSpin® Extract Il Kit

Die DNA-Aufreinigung erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe des NucleoSpin® Extract Il Kit
(Macherey-Nagel). Aufgereinigt wurden PCR-Amplifikate und DNA-Fragmente deren 5’-Uber-
hange mit dem Klenow-Fragment aufgefiillt wurden um Gberschiissige Nukleotide, Primer, Salze,
kleine unspezifische Fehlamplifikate oder das Klenow-Fragment zu entfernen, welche
nachfolgende Reaktionen behindern kénnen. Die Aufreinigung erfolgte je nach Anwendung
separat oder in Kombination mit einer vorausgehenden Extraktion aus einem Agarosegel. Beides

erfolgte entsprechend der Anweisungen des Herstellers.
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I.2.2.2 Isolierung pflanzlicher Nukleinsduren
Il.2.2.2.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus M. truncatula

Die Isolierung genomischer Gesamt-DNA aus M. truncatula erfolgte wahlweise nach der CTAB-
Methode oder mittels des DNeasy® Plant Mini Kits. Wahrend die aufwendigere CTAB-Methode
deutlich héherer Konzentrationen genomischer DNA lieferte, war die Isolierung mit dem Kit

wesentlich schneller und mit mehr parallelen Proben durchfiihrbar.
11.2.2.2.2 Isolierung von Gesamt-DNA nach der CTAB-Methode

Fir die Extraktion nach der CTAB-Methode (modifiziert nach Stewart & Via, 1993) wurde zunachst
frisches Pflanzengewebe in fliissigem Stickstoff gefroren und anschliefend in Lysing Matrix D
tubes in einem FastPrep®-24 Homogenisator bei 6,5 m/s homogenisiert. Insgesamt wurden die
Proben fiinf Mal 10 Sekunden homogenisiert, wobei sie nach jeweils zwei Durchgdngen kurz in
flissigem Stickstoff gekiihlt wurden um eine Uberhitzung zu vermeiden. Das so zerkleinerte
Pflanzengewebe wurde mit auf 65 °C temperierten CTAB-Extraktionspuffer (4 ml/g Gewebe)
versetzt und fiir 30 Minuten bei 60 °C inkubiert. Zwischenzeitlich wurde die Suspension mehrfach
invertiert. AnschlieBend wurde das Gemisch mit 1 Volumen PCI-Mix versetzt, invertiert und fiir 15
Minuten bei 10.000 UpM zur Phasenbildung zentrifugiert. Nach der Zentrifugation konnte die
obere, wadssrige Phase abgezogen und mit DNase-freier RNaseA versetzen werden. Der RNA-
Verdau fand bei 37 °C fiir 15 Minuten statt. Im Anschluss fanden zwei weitere Extraktionsschritte
statt, der erste mit 1 Volumen PCI-Mix und der zweite mit 1 Volumen Chloroform. In beiden Féllen
konnte durch eine Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 10.000 UpM die obere, wdssrige Phase
separiert werden, die im jeweils ndchsten Schritt weiter verwendet wurde. AnschlieRend wurde
die DNA aus dieser Losung mit 1/10 Volumen Natriumacetat (3 M Natriumacetat, pH 5,2) und 0,6
Volumen Isopropanol fiir 1 Stunde bei -20 °C geféllt. Durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei
6.000 UpM wurde die DNA pelletiert, mit 75 % (v/v) Ethanol gewaschen und auf gleiche Weise
erneut pelletiert. Das Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieffend in TE-Puffer

resuspendiert.
11.2.2.2.3 Isolierung von Gesamt-DNA mittels DNeasy® Plant Mini Kit

Die Isolierung genomischer Gesamt-DNA aus M. truncatula erfolgte mit Hilfe des DNeasy® Plant
Mini Kit wie vom Hersteller beschrieben. Die vorausgehende Homogenisation des
Pflanzenmaterials erfolgte in Lysing Matrix D tubes in einem FastPrep®-24 Homogenisator bei 6,5
m/s. Insgesamt wurden die Proben fiinf Mal 10 Sekunden homogenisiert, wobei sie nach jeweils
zwei Durchgéngen kurz in flissigem Stickstoff gekiihlt wurden, um eine Uberhitzung zu

vermeiden.
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I.2.2.2.4 Isolierung von pflanzlicher RNA mittels RNeasy® Plant Mini Kit

Die Isolierung von RNA aus M. truncatula erfolgte mit Hilfe des RNeasy® Plant Mini Kit erweitert
durch einen DNasel-Verdau mittels RNAse free DNase Set. Die vorausgehende Homogenisation
des Pflanzenmaterials erfolgte in Lysing Matrix D tubes in einem FastPrep®-24 Homogenisator bei
6,5 m/s. Insgesamt wurden die Proben fiinf Mal 30 Sekunden homogenisiert, wobei sie nach
jeweils zwei Durchgingen kurz in fliissigem Stickstoff gekiihlt wurden, um eine Uberhitzung zu
vermeiden. Abweichend von der Beschreibung des Herstellers erfolgte die Homogenisation des

Pflanzenmaterials in 600 pl anstelle von 450 pl RLT-Puffer.
11.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Nukleinsduren erfolgte in der Gelelektrophorese mit 1 - 2 % (w/v)
Agarosegelen in TAE-Puffer (modifiziert nach Sambrook et al., 1989). Zur Beladung der
Agarosegele wurden entsprechende DNA- bzw. RNA-Proben mit 0,5 - 2 pl Bromphenolblau-
Lésung (BPB-LOsung) versetzt. Die anschliefende Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von
70 - 100 V. Die Farbung der Agarosegele erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid,
der mit den Nukleinsdure-Doppelstrangen interkaliert. Durch Anregung mit UV-Licht (254-366 nm)
emittiert Ethidiumbromid Licht im orange-roten Bereich (590 nm), so dass die im Agarosegel

aufgetrennte DNA- bzw. RNA-Fragmente durch UV-Bestrahlung sichtbar werden (Lottspeich,
1998).

11.2.2.4 Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde im Rahmen dieser Arbeit je nach Anwendung aus der
Agarose-Gelelektrophorese abgeschatzt oder nach Herstellerangaben durch eine photometrische

Messung mittels Nanodrop 1000 bestimmt.

I.2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR: polymerase chain reaction) ist eine Methode zur Herstellung
zahlreicher Kopien eines bestimmten DNA-Abschnitts durch enzymatische Vervielfaltigung (Mullis
& Falloona, 1987). Die zu amplifizierende DNA (template DNA) wird zu einem Gemisch aus Puffer,
Primern, Nukleotiden und einer hitzestabilen DNA-Polymerase gegeben. Die PCR lduft in Zyklen
mit jeweils drei Schritten ab. Im ersten Schritt, der Denaturierung, wird der PCR-Ansatz stark
erhitzt, so dass die doppelstrangige DNA in ihre Einzelstrange zerfdllt. Zu Beginn der PCR gibt es
in der Regel noch eine initale Denaturierung, bei der das Gemisch fiir [dngere Zeit erhitzt wird um
anfangliche Sekundéarstrukturen in der DNA aufzulésen (Lottspeich, 1998). Im zweiten PCR-
Schritt, dem Annealing lagern sich die Primer bei einer Primer-abhangigen Temperatur an die

einzelstrangige DNA an. Als drittes folgt der Polymerisationsschritt, der beim Temperatur-
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Optimum der beigefiigten hitzestabilen DNA-Polymerase statt findet. In diesem Schritt setzt die
Polymerase an den Primern an und polymerisiert den jeweils zweiten, neuen DNA-Strang
(Lottspeich, 1998). Fir die meisten Anwendungen liegt nach 30 - 35 dieser Zyklen genligend PCR-
Amplifikat fiir weitere Analysen vor (Lottspeich, 1998). Zuletzt folgt der PCR fiir gewdhnlich noch

eine etwas langere finale Polymerisation.
11.2.2.5.1 Standard PCR

Die Standard-PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir die Amplifikation von Promotorsequenzen
und RNAi-Targetsequenzen aus genomischer DNA von M. truncatula verwendet. Hierflir wurden
zwei unterschiedliche Polymerasen verwendet: die Phire® Hot Start Il DNA Polymerase fiir die
Amplifikation der Promotorsequenzen von Mtr.12220 und Mtr.49618 und fiir die Amplifikation der
RNAi-Targetsequenzen von Mtr.9126, Mtr.9513, Mtr.10987, Mtr.25945, Mtr.32288, Mtr.37966 und
Mtr.42332, sowie die Pfu-Polymerase fiir die Amplifikation der Promotorsequenz von Mtr.10067.
Die Zusammensetzung der einzelnen PCR-Reaktionen erfolgte nach Herstellerangaben der
jeweiligen Polymerasen. Die verwendeten PCR-Programme sind fiir die Phire® Hot Start Il DNA

Polymerase Tabelle 11.14 und fiir die Pfu-Polymerase Tabelle II.15 zu entnehmen.

Tabelle Il.14: PCR Programm fiir die Amplifikation von RNAi-Targetsequenzen und Promotorsequenzen mittels Phire®
Hot Start Il DNA Polymerase. Das Programm wurde zur Amplifikation der RNAi-Targetsequenzen von Mtr.9126,
Mtr.9513, Mtr.10987, Mtr.25945, Mtr.32288, Mtr.37966, Mtr.42332 und der Promotorregionen von Mtr.12220 und Mtr.49618
verwendet. Die Annealing-Bedingungen weisen folgende Abweichungen fiir die einzelnen Gene auf: *Zeit fir das
Annealing der RNAi-Targetsequenzen Mtr.9126, Mtr.9513, Mtr.10987, Mtr.25945, Mtr.32288, Mtr.37966, und Mtr.42332;
**Zeit fiir das Annealing der Promotorsequenzen von Mtr.12220 und Mtr.49618; 'Annealingtemperatur fiir Mtr.9513 und
Mtr.10987, *Annealingtemperatur fiir Mtr.43223, >Annealingtemperatur fiir Mtr.25945, *Annealingtemperatur fir
Mtr.32288 und Mtr.37966, °*Annealingtemperatur fiir ~ Mtr.9126, 6Annealingtemperatur fir  Mtr.12220,
’Annealingtemperatur fiir Mtr.49618.

PCR Schritt Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 5 min 98°C
Denaturierung 15 sec 98 °C
Annedling 20%/30%* sec | 55°C'/58 °C?/61°C3[63 °C*64 °C5/66 °C®[70 °C 35 X
Polymerisation 1min 72°C
Finale Polymerisation 3 min 72°C
Lagerung oo 4°C

Tabelle I1.15: PCR Programm fiir die Amplifikation der Promotorregion von Mtr.10067 mittels Pfu-Polymerase.

PCR Schritt Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 5min | 95°C
Denaturierung 30sec | 95°C
Annealing 30sec | 63°C 35 X
Polymerisation 2min | 72°C
Finale Polymerisation 7 min 72°C
Lagerung LS 4°C
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11.2.2.5.2 Direct Multiplex PCR

Als direct PCR bezeichnet man eine PCR die direkt aus dem gewiinschten Gewebe ohne eine
vorherige Extraktion der template DNA erfolgt. Im Rahmen dieser Arbeit diente die direct PCR der
schnellen Genotypisierung von Tnti-Insertionslinien und erfolgte mit Hilfe des Phire® Plant Direct
PCR Kits. Abweichend von den Herstellerangaben erfolgte die Aufbereitung des fiir die direct PCR
eingesetzten Pflanzenmaterials nach folgendem Ablauf: Mit einer sterilen 1.000 pl Pipettenspitze
wurde von der zu untersuchenden Pflanze ein Blattstiick ausgestochen, in 20 pl TE-Puffer
zerquetscht und anschlieBend fir 3 Minuten bei 50 °C inkubiert. Von diesem direct template
wurde je 1 pl in eine 20 pl direct PCR-Reaktion eingesetzt. In der Regel erfolgten die direct PCR-
Reaktionen zudem als Multiplex-PCR, d. h. als PCR der mehrere Primerpaare gleichzeitig
beigefiigt werden (Mihlhardt, 2006). Dabei handelte es sich jeweils um ein genspezifisches
Primerpaar sowie einem zusdtzlichen Tnti-spezifischen Primer. Die Zusammensetzung der
einzelnen PCR-Reaktionen sowie die verwendeten Programme sind den Tabellen 11.16, 11.17 und

11.18 zu entnehmen.

Tabelle 11.16: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes der mit Hilfe des Phire® Plant Direct PCR Kit durchgefiihrten
direct Multiplex PCR Messungen.

direct Multiplex PCR Komponente Volumen
2 x Puffer 10 ul
direct template 1l
genspezifischer forward Primer (100 mM) 0,5 ul
genspezifischer reverse Primer (100 mM) 0,5 ul
Tnt1-spezifischer Primer (100 mM) 0,5 pl
Phire Il Polymerase 0,4 pl
H,O 7,1 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Tabelle 11.17: PCR Programm fiir die Genotypisierung der Tnti-Insertionsmutanten NFoo75, NF4095, NF4499, NF5196,
NF8500, NF8710, NF8882, NF9470, NF9488, NF9704, NF10142, NF10424, NF11020, NF11181, NF11397, NF11581, NF11714 und
NF12449 mittels direct Multiplex PCR. Die angegebenen Annealing-Temperaturen entsprechen den einzelnen Multiplex-
Primerkombinationen #(NF12449 NF10142_for + NF12449 NF10142_rev + Tnt1-F), 8(NF11397 for2+ NF11397_rev2 + Tnt1-
F), (NF11020_NF9488_for + NF9488 rev + Tnt1-F), °(Mtr.24351_for + Mtr.24351_rev + Tnt1-F), {(NF10424_NF9704 for +
NF10424 NF9704 rev + Tnt1-F), "(NF10424 NF9704 for + NF10424 NF9704 rev + Tnt1-F), S(Mtr.21216_for +
Mtr.21216_rev + Tnt1-F und NF8882 for + NF8882 rev + Tnt1-F), "(NF11020_NF9488 for + NF11020_rev + Tnti-F),
'(NF11714_for2 + NF11714_rev2 + Tnt1-F), 2(NF8710_for + NF8710_rev + Tnt1-F und NF11581_for + NF11581 rev + Tnt1-F),
K(NF4095_for + NF4095_rev + Tnt1-F und NF5196_for + NF5196 _rev + Tnt1-F) und "(NF11181_for + NF11181_rev + Tnt1-F
und NF8500_for + NF8500_rev + Tnt1-F).

PCR Schritt Zeit Temperatur

Initiale Denaturierung 5 min 98 °C

Denaturierung 10 sec 98 °C

Annealing 10 sec 51 C*/54 °C®/55°CY/60 °CP/61°CFl62 °CT] 63 °CY[63,5 °C"/ 40 X

64°C'/65,5 °C’[66 °C*[70 °C"

Polymerisation 40 sec 72°C

Finale Polymerisation 2 min 72°C

Lagerung co 4°C
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Tabelle 11.18: PCR Programm fiir die Genotypisierung der Tnti-Insertionsmutanten NF0160 und NF4409 mittels direct
Multiplex PCR. Die angegebenen Annealing-Temperaturen entsprechen den einzelnen Multiplex-Primerkombinationen
'(Mtr.20292_for + Mtr.20292_rev + Tnt1-F) und *(Mtr.11570_for + Mtr.11570_rev + Tnt1-F).

PCR Schritt Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 5 min 98 °C
Denaturierung 15 sec 98 °C
Annedling 40 sec 58 °C'/60 °C* 40 X
Polymerisation 1min 72°C
Finale Polymerisation 3 min 72°C
Lagerung &) 4°C

11.2.2.5.3 real time RT-PCR

Im Gegensatz zur Standard-PCR dient in einer RT-PCR (reverse transcription PCR) nicht DNA
sondern RNA als template. Die RNA wird mit Hilfe des Enzyms reverse Transkriptase in DNA
umgeschrieben und diese dann wie in einer gewdhnlichen PCR-Reaktion amplifiziert (Mihlhardt,
2006). Die Echtzeitmessungen (real-time) der RT-PCR ermdglicht der Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green |, der spezifisch an doppelstréangige DNA bindet, wodurch sein Fluoreszenzsignal deutlich
verstarkt wird. Am Ende jeder Polymerisationssphase wird der Fluoreszenzfarbstoff auf
entsprechender Wellenldnge angeregt und die emittierende Strahlung gemessen. Die Zunahme
der Strahlung korreliert dabei mit der Zunahme des PCR-Produkts (Pfaffl, 2006). Den PCR-Zyklus,
in dem ein bestimmter Fluoreszenz-Schwellwert (threshold) Gberschritten wird, bezeichnet man
als C; (cycle of threshold)-Wert einer Probe. Anhand dieser Werte kénnen die einzelnen Proben
nun miteinander verglichen werden. Je mehr template RNA eine Probe enthalt, desto niedriger ist
ihr C-Wert (Pfaffl, 2006).

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durch gefiihrten real time RT-PCR Reaktionen handelte es sich in
allen Fallen um relative und semi-quantitative real time RT-PCRs, die jedoch der Einfachheit halber
im Folgenden lediglich als real time RT-PCRs bezeichnet werden. Mit Hilfe der real time RT-PCR
wurde die Expression der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Kandidatengene sowie von
ausgewihlten AM-Markergenen analysiert. Die RT-PCR Messungen erfolgten mit dem SensiMix™
SYBR Hi-ROX One-Step Kit (sowie dem Vorgingermodel: SensiMix™ SYBR One-Step Kit) mit je 50
ng RNA pro Reaktionsansatz. Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze sowie die
verwendeten PCR-Programme erfolgten in Anlehnung an die Empfehlungen des Herstellers und

sind Tabelle I1.19 und Tabelle II.20 im Detail zu entnehmen.

Tabelle 11.19: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes fiir die real time RT-PCR. Die Zusammensetzung wurde fiir
mit Hilfe des SensiMix™ SYBR Hi-ROX One-Step Kit durchgefiihrte real time RT-PCR Messungen verwendet.

real time RT-PCR Komponente Volumen
RNA (10 ng/ul) 5yl
forward- + reverse-Primermix (2,5 uM) 5 pl
2 x SensiMix SYBR Hi-ROX One-Step 12,5 pl
Reverse Transkriptase 0,25 pl
RNase Inhibitor 0,5 pl
RNase-freies H,0O 1,75 pl
Gesamtvolumen 25 pl
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Tabelle I1.20: Programm fiir die real time RT-PCR. Das Programm wurde fiir mit Hilfe des SensiMix"™ SYBR Hi-ROX One-
Step Kit durchgefiihrte real time RT-PCR Messungen verwendet. Die angegebenen Annealingtemperaturen
entsprechen den Messungen mit den real time RT-PCR Primern #2-EN11-RT-AT21for + 3-EN11-RT-Rev2, ®Mtr.7264 RT for
+ Mtr.7264_RT_rev, Mtr.12220_RT_for + Mtr.12220_RT_rev, Mtr.20292_RT_for + Mtr.20292_RT_rev, Mtr.38547_RT_for +
Mtr.38547_RT rev, Mtr.49618 RT for + Mtr.49618 RT rev, Mtr.24351_RT_D _for + Mtr.24351_RT_D_reyv,
NF5195 RT D for + NF5195 RT D rev, CMtr.25945_RT_for + Mtr.25945 RT rev, Mtr.11570 RT B for +
Mtr.11570_RT_B_rev, NF5195 RT_B_for + NF5195 RT_B_rev, DMtr.51511_a_stop_hin + Mtr.51511_a_stop_rev,
TC136186b_hin + TC136186b_rev, NF11581_RT_D_for + NF11581_RT_D_rev, NF11581_RT_B for + NF11581_RT_B rev,
NF8710_RT D _for + NF8710_RT D revi, NF8710_RT B for + NF8710_RT_B rev und fallen Gbrigen Primerpaaren aus
Tabelle Il.5.

real time RT-PCR Schritt Zeit Temperatur
Reverse Transkription 10 min 45°C
Aktivierung der Polymerase 10 min 95 °C
Denaturierung 15 sec 95 °C
Annealing 15 sec 63 °C" 57 °C® 56 °C“/ 55 °C” [ 53 °C* 44 x
Polymerisation 15 sec 72°C
SYBR Green Detektion
Vorbereitung auf die 15 sec 95 °C
Schmelzkurvenanalyse 15 sec 40°C
Schmelzkurvenanalyse 15sec/1°C 40°C— 95°C
Lagerung oo 10 °C

Im Anschluss an jede real time RT-PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse zur Bestatigung des
jeweils richtigen Amplifikats durchgefiihrt. Die Temperaturen der Hohepunkte der spezifischen
Schmelzkurve der Amplifikate jedes verwendeten Primerpaars sind in Tabelle 1.5 aufgelistet. Fiir
jede durchgefiihrte real time RT-PCR wurde anhand der Schmelzkurzen die Korrektheit der
Amplifikate tiberpriift.
Die konstitutive Expression des Translations-Elongations-Faktors MtTEFa (TC178258 im DFCI
Medicago Gene Index) wurde fiir die Normalisierung der real time RT-PCR Messergebnisse Uber
verschiedene Bedingungen genutzt. Fiir jede Probe wurden der AC-Wert und das relative
Genexpressionslevel folgendermalen berechnet (Livak & Schmittgen, 2001):
AC; = C; (Gen X) — C; (MtTEFa)
Relative Expression: 2

Die Signifikanz der gemessenen Expressionsunterschiede wurde mit Hilfe des in Microsoft®
Excel® 2007 eingebundenen Student’s t-test bestimmt. Dabei wurden fiir die Ergebnisse des
zweiseitigen t-Tests die folgenden drei Signifikanzlevel unterschieden:

1) signifikant mit p < 0,1 (Irrtumswahrscheinlichkeit: 10 %)

2) signifikant mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit: 5 %)

3) hochsignifikant mit p < 0,01 (Irrtumswahrscheinlichkeit: 1 %).

11.2.2.6 Sequenzierungen

Samtliche Sequenzierreaktionen wurden als externe Auftragsarbeiten durch die Firma SeqlLab
(Gottingen, Deutschland) durchgefihrt.
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I1.2.3 Klonierungsexperimente

11.2.3.1 Restriktionsspaltung von DNA

Im Rahmen der durchgefiihrten Arbeiten wurden Restriktionsendonukleasen (kurz:
Restriktionsenzyme) sowohl zur Herstellung der zur Klonierung verwendeten DNA-Fragmente als
auch zur Charakterisierung und Identifizierung bestehender DNA-Konstrukte verwendet. Die

Spaltungen erfolgten in der Regel nach folgendem Ansatz (modifiziert nach Sambrook et al.,
1989):
Ansatz (20 pl): 1-10 pyl DNA

2 pl 10 x TA-Restriktionspuffer

1 pl Restriktionsenzym 1

(1 pl Restriktionsenzym 2 beim Doppelverdau)

ad 20 pl H,0

Die einzusetzende DNA-Menge wurde dabei aus einer zuvor durchgefiihrten Agarose-
Gelelektrophorese abgeschatzt. Die Restriktionsspaltungen erfolgten fiir 1 - 4 h bei
enzymspezifisch optimaler Temperatur nach Herstellerangaben. Die anschlielende Inaktivierung

der Restriktionsenzyme erfolgte wahlweise bei-20 °C tiber Nacht oder fiir 20 Minuten bei 70 °C.

I1.2.3.2 Auffiillen von 5’-Uberhingen mit dem Klenow-Fragment

Beim Klenow-Fragment handelt es sich um die abgespaltene und aufgereinigte C-terminale
Doméne der DNA-Polymerase |, welches eine 3’-5’-Exonuklease- und Polymerasefunktion besitzt
(Seyffert, 2003). In Klonierungsarbeiten wurde das Klenow-Fragment dazu verwendet durch
Restriktionsspaltungen erzeugte sticky ends mit einzelstrangige 5-Uberhéngen aufzufiillen um
blunt ends fiir nachfolgende Klonierungsschritte zu generieren. Die Reaktion erfolgte in der Regel

nach folgendem Ansatz (modifiziert nach Sambrook et al., 1989):
Ansatz (20 pl): 1-10 yl DNA

2 pl 10 x Puffer fiir Klenow-Fragment

1 pl Klenow-Fragment

1 pl ANTP-Mix

ad 20 pl H,0

Die einzusetzende DNA-Menge wurde dabei aus einer zuvor durchgefiihrten Agarose-

Gelelektrophorese abgeschitzt. Das Auffiillen der 5’-Uberhénge erfolgten fiir 15 Minuten bei 37 °C
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und die anschlieBende Inaktivierung des Klenow-Fragments durch Zugabe von 1 ul 200 mM EDTA

(pH 8,0) und anschlieRender Inkubation bei 70 °C fiir 20 Minuten.

11.2.3.3 Dephosphorylierung von Kloniervektoren

Die Dephosphorylierung mit Hilfe der shrimp alkaline phosphatase (SAP) diente dazu die 5’-
Phosphatgruppen linearisierter Kloniervektoren abzuspalten um eine Ligation des leeren Vektors
zu verhindern. Die Dephosphorylierung erfolgte in der Regel nach folgendem Ansatz (modifiziert

nach Sambrook et al., 1989):

Ansatz (20 pl): 1-10 pl DNA
2 pl 10 x SAP-Puffer
1l SAP
ad 20 pl H,O

Die einzusetzende DNA-Menge wurde dabei aus einer zuvor durchgefiihrten Agarose-
Gelelektrophorese abgeschatzt. Die Dephosphorylierung erfolgte fiir 30 Minuten bei 37 °C. Die
anschlieBende Inaktivierung der SAP fand bei 70 °C fiir 20 Minuten statt.

11.2.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe von Ligasen kdnnen DNA-Fragmente miteinander verkniipft werden, hier diente diese
Reaktion dazu das gewiinschte Insert in einen Zielvektor zu klonieren. Dabei wurden der
Zielvektor und das gewiinschte Insert im Verhdltnis 1:3 in die Reaktion eingesetzt. Die Ligation
erfolgte in der Regel nach folgendem Ansatz (modifiziert nach Sambrook et al., 1989):

Ansatz (30 pl): 1-10 pl Zielvektor
1-10 pl Insert
2 pl 10 x Puffer fiir T4 DNA-Ligase
1 bzw. 3 pl T4 DNA-Ligase (sticky bzw. blunt end Klonierung)
ad 20 pl H,0

Die Reaktion erfolgte iber Nacht bei einem Temperaturgradienten von 18 °C auf 4 °C.

11.2.3.5 Erstellung von RNAi-Konstrukten mittels Gateway®-Klonierung

Fur die Klonierung von RNAi-Konstrukten wurde das Gateway® Cloning Technology Kit
verwendet. Die Gateway®-Klonierung basiert auf dem Rekombinationsprozess des
Bakteriophagen A, fir den spezifische Rekombinationssequenzen, die so genannten

attachment(att)-Sequenzen, sowie spezifische Rekombinationsenzyme, notwendig sind.
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Urspriinglich vereinfachte dieses Rekombinationssystem die Integration von A in das E. coli
Chromosom und stellt somit den Wechsel vom lytischen in den lysogenen Zyklus dar (Landy, 1989;
Ptashne, 1992).

1. Rekombination (BP-Reaktion):

attB1 attB2 attP1 attP2 attl1 attl2 attR1 attR2
| T RNA + ccdB | BP-Clonase + T ccdB B |

RNAi-Targetsequenz pDONR221 pDONR221:RNAI Nebenprodukt

2. Rekombination (LR-Reaktion):

atil1 attl2 attR1 attR2 attR2 attR1

ccd8 L | Intron | P ccdB

pDONR221:RNAi pk7GWIWG2(1l)

=
A
O
=]
=0
m
o
@

attB1 attB2 attB2 attB1 attP1 attP2

RNAI L [ Intron | "B iANSI

pk7 GWIWG2:RNAI Nebenprodukt

Abbildung Il.1: Schema der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Gateway®-Klonierungen zur Erstellung von RNAi-
Konstrukten. Im ersten Rekombinationsschritt wird die mit attB-Rekombinationssequenzen versehene RNAi-
Targetsequenz mittels BP-Clonase in den Vektor pDONR221 eingefiigt. Im zweiten Rekombinationsschritt wird die RNAI-
Targetsequenz aus diesem Konstrukt mittels LR-Clonase doppelt in inverser Orientierung in den bindren Zielvektor
pK7GWIWG2(11) umkloniert.

Die Erstellung der RNAIi-Konstrukte erfolgte (iber zwei Rekombinationsschritte. Im ersten Schritt,
der sogenannten BP-Reaktion, werden mit Hilfe des BP Clonase™ Il Enzym Mixes attB-flankierte
Sequenzen gegen attP-flankierte Sequenzen ausgetauscht. So wurden die RNAi-Targetsequenzen
durch spezifische Primer-extensions direkt mit den gewiinschten attB-Sequenzen amplifiziert und
in der BP-Reaktion gegen das fiir E. coli letale attP-flankierte ccdB-Gen im Gateway®-Vektor
pDONR221 ausgetauscht (Abbildung 11.1). Dabei entstanden aus den flankierenden attP-
Sequenzen im Zielvektor die langeren attL-Sequenzen. Im zweiten Rekombinationsschritt, der LR-
Reaktion, werden mit Hilfe des LR Clonase™ Il Enzym Mixes attL-flankierte Sequenzen gegen
attR-flankierte Sequenzen ausgetauscht. So konnten hier die RNAi-Targetsequenzen aus dem im
ersten Rekombinationsschritt erhaltenen Konstrukt pDONR221:RNAi erneut gegen das ccdB-Gen
des bindren RNAi-Vektors pk7GWIWG2(Il) ausgetauscht werden (Abbildung I1.1). Im Gegensatz

zur ersten Rekombination trug der Zielvektor der zweiten Rekombination zwei durch eine Intron
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getrennte attR-flankierte ccdB-Gene in inverser Orientierung, so dass jeweils auch zwei RNAI-
Targetsequenzen eingefligt wurden, um spater die klassische RNAi-Haarnadelstruktur ausbilden

zu kdnnen. Die BP-und LR-Reaktionen erfolgten jeweils nach Herstellerangaben.

1l.2.4 Transformationsexperimente in Bakterien

11.2.4.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen fiir Hitzeschock-Transformationen

E. coli besitzt kein natiirliches Transformationssystem und ist somit nicht in der Lage Plasmide aus
der Umgebung aufzunehmen. Um dennoch Plasmid-DNA in E. coli transformieren zu kdnnen
miissen die E. coli-Zellen daher zundchst durch die im Folgenden beschriebene Behandlung
(modifiziert nach Sambrook et al., 1989) mit Rubidiumchlorid fiir eine Aufnahme von DNA aus
dem Medium kompetent gemacht werden.

Als Vorkultur wurde zundchst eine nicht-selektive E. coli-Flissigkultur in 10 ml LB-Medium
angesetzt und tiber Nacht im Schiittler bei 250 UpM und 37 °C inkubiert. Mit 2 ml dieser Vorkultur
wurde am ndchsten Tag in 200 ml LB-Fliissigmedium die Hauptkultur angeimpft und bei 250 UpM
und 37 °C im Schittler bis zum Erreichen einer 0.D.s3, von 0,6 - 0,8 inkubiert. Die E. coli-Zellen
wurden nun fiir 15 Minuten bei 2000 UpM und 4 °C pelletiert und der Uberstand abgegossen.
AnschlieBend wurde das Bakterienpellet auf Eis in 120 ml Tbf1-Puffer zundchst resuspendiert und
anschlieBend erneut fiir 15 Minuten bei 2000 UpM und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das abgetropfte Pellet in 15 ml Tbf2-Puffer auf Eis resuspendiert. Die so

gewonnenen kompetenten E. coli Zellen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
11.2.4.2 Hitzeschocktransformation in E. coli

Die Hitzeschock-Transformation (modifiziert nach Sambrook et al., 1989) diente dem Transfer
rekombinanter Plasmide in E. coli. Hierzu wurde zunéchst ein Aliquot kompetenter Zellen auf Eis
angetaut und mit 0,5 Volumen TCM-Puffer und 1/10 Volumen der zu transformierenden Plasmid-
DNA fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die eigentliche Transformation erfolgte aufgrund eines
Temperaturschocks von 42 °C fiir 75 Sekunden der bis dato auf Eis gekuihlten E. coli-Zellen. Nach
erneuter 5-minttiger Inkubation auf Eis wurde der Transformationsansatz mit 1 ml LB-Medium
versetzt und zur Anregung des Bakterienstoffwechsels fir eine Stunde drehend bei 37 °C
inkubiert. Anschliefend wurde eine Verdiinnungsreihe der transformierten Zellen auf Festmedium

mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert.

I.2.4.3 Herstellung kompetenter A. rhizogenes-Zellen fiir Transformationen via

Elektroporation

Zur Transformation von Plasmid-DNA in A. rhizogenes-Zellen via Elektroporation mussten diese

zundchst fir die entsprechende Behandlung kompetenten gemacht werden. Dazu wurden die zu
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elektroporierenden Bakterien unter steter Kihlung in ein weitestgehend salzfreies Medium
Uberfiihrt werden. Zundchst erfolgte die Anzucht einer selektiven A. rhizogenes Vorkultur in 10 ml
TY-Medium im Schittler bei 250 UpM und 30 °C tiber Nacht. Am néchsten Tag wurden mit 2 ml der
Vorkultur 200 ml TY-Medium fiir die Hauptkultur angeimpft und im Schittler bei 250 UpM und
30 °C bis zum Erreichen einer 0. D.¢o, VON 0,6 - 0,8 inkubiert. AnschliefRend wurden die Zellen fir 10
Minuten bei 2000 UpM bei 4 °C pelletiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet auf Eis in
50 ml 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde drei Mal wiederholt und das
Bakterienpellet zuletzt in 4 ml 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert. Die so erhaltenen

elektrokompetenten Zellen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

11.2.4.4 Elektroporation in A. rhizogenes

Der Transfer rekombinanter DNA in A. rhizogenes erfolgte (iber Elektroporation, da fir
Agrobakterien eine  Fremd-DNA-Aufnahme sonst nur durch relativ langwierige
Konjugationversuche méglich ist. Hierzu wurde zundchst ein Aliquot kompetenter A. rhizogenes-
Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1 - 3 pl der zu transformierenden DNA versetzt und in eine
vorgekiihlte Elektroporationskiivette {berfiihrt. Der durch die Elektroporation versetzte
elektrische Impuls erfolgte bei 1.800 V. Im Anschluss an die Elektroporation wurde der
Transformationsansatz mit 1 ml TY-Medium versetzt und fiir 2 Stunden drehend bei 30 °C
inkubiert. Anschlieend wurde eine Verdiinnungsreihe der transformierten Zellen auf Festmedium

mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert.

I1.2.5 Pflanzenarbeiten

I.2.5.1 Skarifizierung und Sterilisierung von M. truncatula Samen

Die Sakrifizierung und Sterilisierung von M. truncatula Samen erfolgte modifiziert nach Hohnjec et
al. (2003). Dazu wurden zundchst die Samen aus ihren Hiilsen geholt, mit 2 Volumen 95 - 98% (v/v)
Schwefelsdure versetzt und circa 10 - 15 Minuten invertiert. Anschliefend wurde die
Schwefelsdure vollstandig abpipettiert und die Samen 6 - 8 Mal griindlich mit Wasser gespiilt. Um
die Samen zu sterilisieren wurden sie fiir 9o Sekunden in 2 Volumen 2 % (v/v) Natriumhypochlorid-
Losung invertiert und anschlieBend wieder 6 - 8 Mal griindlich mit Wasser gespiilt. Zuletzt wurden
die Samen vollstandig mit Wasser bedeckt und 2 - 4 Stunden im Licht quellen gelassen. Danach
wurden die Samen auf 0,8 % (w/v) Agarplatten auslegt und vier Tage bei 4 °C in Dunkelheit, einen

Tag bei Raumtemperatur in Dunkelheit und einen Tag bei Raumtemperatur in Licht inkubiert.

11.2.5.2 Anzucht von M. truncatula

Die Anzucht von M. truncatula Pflanzen erfolgte in einer Klimakammer mit einem 16-stiindigen

Lichtintervall (PPF (photosynthetic photon flux): 150 pmol m™ s™) bei 23 °C und einem 8-sttindigen
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Dunkelintervall bei 18 °C. Die durchgangigen Luftfeuchtigkeit betrug 70 %. Die Anzucht fand
wahlweise in Seramis®-Substrat oder steril auf Agarplatten statt.

Die Anzucht in Seramis®-Substrat erfolgte in der Regel fiir die ersten 3 - 4 Wochen in 4o0er-
Multitopfplatten (Abbildung 1.2 A), anschliefend wurden die M. truncatula Pflanzen jeweils zu
zweit in 200 ml Topfe umgesetzt (Abbildung 1.2 B). Die Pflanzen wurden 2 - 3 Mal wochentlich mit
% strength Hoagland’s solution (supplementiert durch 2 mM NH,NO; fiir die ersten 3 - 4 Wochen
des Wachstums) gediingt. Das fiir die Anzucht verwendete Seramis®-Substrat wurde vor der
Anzucht griindlich gewaschen (unter standigen Rihren jeweils 15 Minuten unter flieBendem
kalten, heifen und zuletzt wieder kalten Wasser) um Diingerriickstande zu entfernen und fiir 14 h
bei 200 °C sterilisiert.

Die sterile Anzucht erfolgte auf Schrdgagarplatten (eckig, 120 x 120 mm) mit % strength
Hoagland’s solution (supplementiert durch 5 mM NH,NO; firr die ersten 3 - 4 Wochen des
Wachstums) und 25 g/l Phytoagar. Um das Eindringen der Pflanzenwurzeln in das Festmedium zu
verhindern, wurde dieses zudem mit sterilem Filterpapier (Whatman) bedeckt. Die Kanten von je
drei Schrdgagarplatten wurden gemeinsam mit Frischhaltefolie umwickelt um sie vor dem
Austrocknen zu bewahren. An der oberen Kante wurde die Frischhaltefolie leicht angeritzt um
dennoch einen Gasaustausch zu erméglichen. Die untere Halfte jedes dieser Dreierpacks wurde
als Lichtschutz mit Aluminiumfolie umwickelt und die Schrégagarplatten im ca. 70 °C Winkel in der
Klimakammer platziert (Abbildung 1.2 C).

Die Anzucht von hairy root cultures (HRCs; siehe Abschnitt 111.2.5.6) fand ebenfalls in der
Klimakammer statt und erfolgte auf M-Medium. Auch hier wurde das Medium mit sterilem
Filterpapier (Whatman) bedeckt um ein Eindringen der Wurzeln zu verhindern (Abbildung 1.2 D).
Wie die Schragagarplatten wurden die HRC-Platten gegen Austrocknung mit Frischhaltefolie
umwickelt, im Gegensatz zu diesen jedoch flach hingelegt und lichtdicht verpackt.

M. truncatula Pflanzen zur Samennachzucht wurden in einem Gewdchshaus bei Tageslicht und
zusdtzlicher Beleuchtung (16 Stunden/Tag) durch Natriumdampflampen (3.000 - 4.000 Lux)
angezogen. Die Anzucht erfolgte in einem 1:1:1 Pikiererde/Vermiculite/Sand-Gemisch in 650 ml
Topfen. Gediingt wurde einmal wochentlich mit 0,1 % (w/v) Universol Blue Diinger. Um eine
gegenseitige Bestaubung zur verhindern wurden die einzelnen Pflanzen in einem ausreichenden

Abstand zueinander platziert und hochgebunden (siehe Abbildung Il.2 E).

11.2.5.3 Mykorrhizierung von M. truncatula

Die Mykorrhizierung von M. truncatula erfolgte Uber die Zugabe von 10 - 15 % (v/v) von G.

intraradices Inokulum in das Seramis®-Substrat.
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Abbildung I1.2: Verschiedene Anzuchtsvarianten von Medicago truncatula. Die Anzucht in Seramis®-Substrat (A und B),
auf Schragagarplatten (C), in hairy root cultures (D) und im Gewdchshaus zur Samennachzucht (E) erfolgten wie im
Detail im Text beschrieben.

I.2.5.4 Bestimmung der Kolonisationsrate mykorrhizierter Pflanzenwurzeln

Die Bestimmung der Kolonisationsrate mykorrhizierter Wurzeln erfolgte mit Hilfe der von
Giovannetti & Mosse (1980) beschriebenen gridline intersections method. Bei dieser Methode
werden mykorrhizierte und entsprechend gefarbte (siehe Abschnitt 11.2.6.3) Wurzeln in ca. 1 cm
lange Fragmente geschnitten und in einer Petrischale ausgebreitet, deren Unterseite mit
Gitternetzlinien versehen ist. Nun werden unter dem Mikroskop nacheinander die horizontalen
und vertikalen Gitternetzlinien betrachtet und dabei die Schnittstellen mit den Wurzeln getrennt
fir mykorrhizierte und nicht-mykorrhizierte Wurzeln gezdhlt. Aus diesen Werten ldsst sich
anschliel3end die Kolonisationsrate der Wurzeln bestimmen.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Bestimmung der Kolonisationsrate unter dem
Fluoreszenzbinokular mit durch WGA Alexa Fluor® 488 gefarbten Wurzeln (siehe Abschnitt
[1.2.6.3.2). In Anlehnung an die zuvor beschriebene Methode wurde hier jedoch nicht nur die
Kolonisationsrate (die unabhangig von den vorhandenen Pilzstrukturen ausschlief3lich zwischen
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Wurzeln unterscheidet) sondern zudem auch die

Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen (Hyphen, Arbuskeln und Vesikel) in den Wurzeln
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bestimmt. Konkret wurde dabei jede Wurzelschnittstelle in eine der folgenden zehn Klassen
eingeteilt:
1) mit externen Hyphen kolonisierte Wurzel (EV)
2) mitinternen Hyphen kolonisierte Wurzel (IH)
3) mit externen und internen Hyphen kolonisierte Wurzel (EH/IH)
4) mit externen und internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln kolonisierte Wurzel
(EH/IH/AIV)
5) mit externen und internen Hyphen und Arbuskeln kolonisierte Wurzel (EH/IH/A)
6) mitinternen Hyphen und Arbuskeln kolonisierte Wurzel (IH/A)
7) mitinternen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln kolonisierte Wurzel (IH/A/V)
8) mit externen und internen Hyphen und Vesikeln kolonisierte Wurzel (EH/IH/V)
9) mitinternen Hyphen und Vesikeln kolonisierte Wurzel (IH/V)
10) nicht-mykorrhizierte Wurzel (nm)
Aus diesen Daten konnten nun folgendermafen die Kolonisationsrate und die Anteile der
einzelnen Pilzstrukturen berechnet werden:
Kolonisationsrate (%): ((Summe von 1-9)*100)/(Summe von 1-10)
Anteil externer Hyphen in mykorrhizierten Wurzeln (%):
((Summe von 1, 3, 4, 5 und 8)*100)/(Summe von 1-9)
Anteil interner Hyphen in mykorrhizierten Wurzeln (%):
((Summe von 2-9)*100)/(Summe von 1-9)
Anteil von Arbuskeln in mykorrhizierten Wurzeln (%):
((Summe von 4, 5, 6 und 7)*100)/(Summe von 1-9)
Anteil von Vesikeln in mykorrhizierten Wurzeln (%):
((Summe von 4, 7, 8 und 9)*100)/(Summe von 1-9)
Da bei sehr jungen Wurzeln hdufig das Wurzelvolumen zu gering fiir eine Bestimmung mit dieser
Methode war, wurden hier mehrere Wurzeln zu einer Probe vereinigt und gemeinsam ausgezahit.
Fir jede Wurzel bzw. jede Probe aus mehreren Wurzeln wurden mindestens 300 gridline
intersections ausgezdhlt um Zufallseffekte weitestgehend auszuschlieBen. Zudem wurden alle
Proben blind ausgezahlt, damit im Vorfeld erwartete oder vermutete Effekte keinen Einfluss auf

die jeweiligen Ergebnisse hatten.

11.2.5.5 Wurzeltransformation von M. truncatula

Als Methode zum Transfer rekombinanter DNA in Pflanzen wurde im Rahmen dieser Arbeit der
Agrobakterien-vermittelten Gentransfer tber die Induktion transgener haariger Wurzeln (hairy
roots) mittels A. rhizogenes gewahlt. Hierbei handelt es sich um eine relativ schnelle und einfache
Transformations-Methode, die jedoch nur fiir transgenes Wurzelgewebe und nicht fiir eine
vollstdndige Pflanzentransformation geeignet ist (Boisson-Dernier et al., 2001). Die Bildung der so
genannten haarigen Wurzeln basiert auf der Induktion transgener Wurzeln durch Infektion mit

einem A. rhizogenes Stamm, der das Reporter-Konstrukt auf einem bindren Plasmid und zusatzlich



1. Material und Methoden 66

ein Ri-Plasmid mit fir die Induktion der haarigen Wurzeln nétigen Hormonbiosynthesegenen
tragt.

Fur die nach Vieweg et al. (2004) durchgefiihrte Wurzeltransformation in M. truncatula wurden
zundchst der gewiinschte Konstrukt-tragenden A. rhizogenes-Stamm auf Festmedium
ausgestrichen und zwei Tage bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurde der angewachsene
Bakterienrasen in PS-Puffer resuspendiert und die Bakteriensuspension in eine sterile 0,5 ml
Insulinspritze aufgezogen. Die Injektion der Bakteriensuspension in die nach Abschnitt 11.2.5.1
behandelten M. truncatula-Keimlinge erfolgte im Bereich des Hypokolyts. Die Keimlinge wurden
dann wahlweise in Multitopfplatten mit Seramis®-Substrat pikiert oder steril auf
Schragagarplatten ausgelegt. Nach der Induktion der transgenen Wurzeln fand zundchst eine 24-
stiindige Inkubation der angestochenen Keimlinge bei 18 °C im Dunkeln statt, bevor sie in die
Klimakammer Gberfiihrt wurden. Nach ca. einer Woche lieRen sich die ersten Wurzelbildungen an
der Anstichstelle beobachten. Im Falle der in Seramis®-Substrat pikierten Keimlinge wurden diese
dann durch steriles, angefeuchtetes Seramis®-Substrat abgedeckt, um sie vor dem Austrocknen

zu schiitzen.

11.2.5.6 Erzeugung von hairy root cultures (HRCs)

Aus den wie in Absatz Il.2.5.5 beschrieben erzeugten transgenen Wurzeln wurden fir die
analysierten Promotor-GUS-Konstrukte zusdtzlich hairy root cultures (HRCs) erzeugt. Diese
transgenen Wurzelkulturen haben die durch A. rhizogenes Gbermittelten rol-Gene in ihr Genom
integriert, die ihnen ein unbegrenztes Wurzelwachstum erméglichen (Ono & Tian, 2011). Dank
dieser Eigenschaft kann so aus einem kleinen Wurzelstiick eine ganze HRC zu Analysezwecken
angezogen werden. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Anzucht von HRCs auf M-Medium. Pro
Platte wurde mittig ein Stiick einer transgenen Wurzel ausgelegt, die im Laufe der Zeit zu einer

Wurzelkultur heranwuchs.
11.2.5.7 Myc-/Nod-LCO Induction Assays

Die Promotoren der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Promotor-GUS-Konstrukte wurden in
induction assays auf ihre Aktivitdt beziiglich einer Inkubation mit Myc- und Nod-LCOs getestet. Im
Anschluss an eine 24-stiindige Inkubation von transgenen Wurzeln bzw. HRCs der jeweiligen
Konstrukte in Myc-LCO, Nod-LCO oder Kontrolldsungen folgte ein anschlieRender Farbenachweis
der B-Glucuronidase-Aktivitdt (siehe Abschnitt 11.2.6.2). Die jeweiligen Inkubationen fanden in
sMyc-LCO Losung (10° M sMyc-LCOs in % strength Hoagland’s solution pH 6,5), nsMyc-LCO Lésung
(107 M nsMyc-LCOs in % strength Hoagland’s solution pH 6,5), s/nsMyc-LCO Losung (10® M sMyc-
LCOs und 107 M nsMyc-LCOs in % strength Hoagland’s solution pH 6,5), Myc-Kontrollgsung (¥
strength Hoagland’s solution pH 6,5), Nod-LCO Losung (10® M Nod-LCOs in NH-Mix pH 7,5) und
Nod-Kontrolldsung (NH-Mix pH 7,5) statt. Die verwendeten Myc-LCOs stammten aus E. coli
(Maillet et al., 2011) und enthielten 90 % Tetramere (LCO-1V) und 10 % Pentamere (LCO-V). Sowohl
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sMyc- als auch nsMyc-LCOs lagen als 1:1 Mischungsverhdltnis von mit Palmitinsdure (C16:0) bzw.
mit Olsdure (C18:1A9Z) N-acetylierten Verbindungen vor. Die verwendeten Nod-LCOs setzten sich
aus dem tetrameren S. meliloti Nod-Faktor NodSm-IV-Ac-S (C16:2A2EA9Z) und etwa 10 % des
entsprechenden Pentamers mit den gleichen O- und N-Substitutionen zusammen. Sowohl Myc-
als auch Nod-LCOs lagen als 10° M Stammldsungen in 50 % (v/v) Acetonitril vor, weshalb die
verwendeten Myc- und Nod-Kontrollldsungen mit einer entsprechenden Menge Acetonitril

versetzt wurden.

11.2.6 Histochemische Analysen

11.2.6.1 Nachweis des Reportergens dsRed

Das Reportergen dsRed liegt in der T-DNA der bindren Vektoren pRedRoot und pK7GWIWG2(I1).
Durch Bestrahlung mit einer Anregungswellenldnge von 556 nm fluoresziert das Protein rot und
ermdglichte somit unter dem Fluoreszenzbinokular die Unterscheidung von transgenen und

nicht-transgenen Pflanzenwurzeln.

11.2.6.2 Farbenachweis der B-Glucuronidase(GUS)-Aktivitat

Der Nachweis der B-Glucuronidase(GUS)-Aktivitat in Pflanzenwurzeln (modifiziert nach Kuster et
al., 1995) erfolgte durch Inkubation in GUS-Farbepuffer bei 37 °C im Dunkeln fur 2 - 24 Stunden.

Um die Farbereaktion abzustoppen, wurden die Wurzeln griindlich mit Wasser gespiilt.

11.2.6.3 Farbenachweis arbuskuldrer Mykorrhizastrukturen in Pflanzenwurzeln

Zum Nachweis arbuskuldrer Mykorrhizastrukturen in Pflanzenwurzeln verwendet man Farbstoffe
die sich intensiv an das Chitin des Pilzgewebes anlagern, aber aus pflanzlichem Gewebe
ausgewaschen werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten die Farbenachweise
wahlweise durch Tintenfarbung oder durch Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei der
Tintenfarbung lagert sich handelsiibliche Tinte an das Pilzgewebe an. Diese Farbung ist schnell,
einfach und kostengiinstig, aber nicht ldnger als einige Stunden lagerbar. Im Falle der WGA-Alexa
Fluor® 488 Farbung wurde der Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488 an das wheat germ
agglutinin (WGA) gekoppelt, welches an das Pilzgewebe bindet. Diese Farbung ist
zeitaufwendiger und kostspieliger als die Tintenfarbung, dafiir aber auch deutlich sensitiver und

lasst sich zudem (iber Monate lagern.
11.2.6.3.1 Tintenfarbung

Fur die Tintenfarbung (Vierheilig et al., 1998) wurden die Wurzeln zundchst in einer

volumenfiillenden Menge 10 % (w/v) KOH fiir 8 - 10 Minuten bei 95 °C inkubiert und anschliefend
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grindlich mit Wasser gespiilt. Die eigentliche Farbung erfolgt durch die Zugabe von einer
volumenfillenden Menge Tintenfdrbeldsung in der die Wurzeln 2 - 3 Minuten bei 95 °C inkubiert
wurden. Um die Uberschiissige Tinte aus dem Pflanzengewebe auszuspiilen wurden die Wurzeln

3-4 Malin 0,8 % (v/v) Essigsdure gewaschen.

11.2.6.3.2 Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488

Fir die Farbung mit WGA Alexa Fluor® 488 wurden die Wurzeln zundchst in einer
volumenfiillenden Menge 10 % (w/v) KOH fir 8 - 10 Minuten bei 95 °C inkubiert und anschlieRend
grindlich mit Wasser gespiilt. Die eigentliche Farbung erfolgt durch die Zugabe von einer
volumenfiillenden Menge Alexa-Farbel6sung, in der die Wurzeln fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur in Dunkeln inkubiert wurden. Anschlielend wurde Uberschissiger Farbstoff mit
Wasser ausgewaschen. Die Detektion der WGA-Alexa Fluor® 488 Farbung erfolgte unter einem
Fluoreszenzbinokular. Der Fluoreszenzfarbstoff besitzt ein Anregungsmaximum mit einer

Wellenlange 499 nm und ein Emissionsmaximum bei 520 nm.
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I1l. ERGEBNISSE

lll.1 Auswahl von Kandidatengenen fiir die friihe Signaltransduktion in der

arbuskuldren Mykorrhiza

Die in dieser Arbeit untersuchten Kandidatengene wurden ({ber eine Analyse der
Genexpressionsdaten von insgesamt 72 Medicago GeneChip Hybridisierungen identifiziert. Diese
GeneChip Daten entstammten teilweise der MediPIEx Datenbank, einer integrative Datenbank fiir
Sequenz- und Expressionsdaten von M. truncatula (Henckel et al., 2010), zum Teil wurden auch
bisher unpublizierte Datensatze einbezogen. Die fiir die Analyse verwendeten Datensdtze sind in

Tabelle 1.1 zusammengefasst sowie im Detail in Tabelle C.1im Anhang aufgelistet.

Auswahl von Genen mit einer mind.
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Abbildung lll.1: Schema zur Auswahl von Kandidatengenen in der friihen Signaltransduktion der arbuskulédren
Mykorrhiza von Medicago truncatula. Insgesamt wurden 72 GeneChip Hybridisierungen (Tabelle C.1 im Anhang) mit den
in Tabelle 1.1 beschriebenen experimentellen Ansdtzen zur Analyse von entsprechenden Kandidatengenen verwendet.
Die Selektion der Kandidatentgene erfolgte wie in der Abbildung dargestellt schrittweise nach Induktion (bei
entsprechendem p-value), Annotation und Expressionsprofil der jeweiligen Gene. Diese Schritte erfolgten getrennt fir
Kandidatengene, die upstream und downstream von DMI3 agieren.
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Im Wesentlichen handelte es sich bei den fiir diese Hybridisierungen verwendeten
experimentellen Ansatzen um Vergleiche von M. truncatula Wildtyp Pflanzen und dmi3 Mutanten
in verschiedenen AM-Stadien oder nach Behandlung mit keimenden AM-Pilzsporen bzw. deren
Uberstéanden (Tabelle 1.1). Die Auswahl von Kandidatengenen erfolgte zunéchst aufgrund einer
mindestens 1,5-fachen Induktion (mit p < 0,05) im Vergleich zu einer entsprechenden Kontrolle
und wurde schrittweise durch ihre charakteristische Expression in einzelnen GeneChip
Experimenten, ihr Expressionsprofil im Medicago truncatula Gene Expression Atlas (MtGEA;
Benedito et al., 2008) und ihrer Annotation verfeinert. Insbesondere im Bezug auf letzteres galt
die Aufmerksamkeit hauptséchlich Genen, die als in der Ca*-Signaltransduktion involviert
annotiert waren oder Rezeptorkinasen bzw. Transkriptionsfaktoren kodieren. Der genaue
Datenanalyse-Prozess ist Abbildung Ill.1 zu entnehmen.

Im Hinblick auf die Suche nach Kandidatengenen, die in der frilhen AM-Signaltransduktion
beteiligt sind, wurde separat nach Genen gesucht, die upstream und downstream von DMI3, einer
der wichtigsten bekannten Komponenten der frithen Signaltransduktion, agieren. Insgesamt
konnten 16 Kandidatengene identifiziert werden, fiir die weiterfiihrende Analysen angestellt
wurden. Von diesen waren acht Gene sowohl im Wildtyp als auch in dmi3-Mutanten induziert und
spielen somit vermutlich eine Rolle upstream DMI3, wahrend acht weitere Gene ausschliefllich im
Wildtyp induziert waren und somit vermutlich downstream DMI3 agieren (Abbildung Il1.1, Tabelle
lll.1). Von diesen 16 Genen waren neun als Transkriptionsfaktoren, drei als potentielle
Komponenten der Ca**-Signaltransduktion und vier als sonstige Proteine annotiert (Tabelle 111.2).
Diese Liste an Kandidatengenen wurde im Verlauf der Arbeit um ein Gen erweitert, das im
Rahmen von Expressionsanalysen mit Myc- und Nod-LCOs behandelter M. truncatula
Pflanzenwurzeln (wie beschrieben in Czaja et al. 2012) identifiziert wurde. Hierbei handelte es sich
um eine Serin/Threonin-Kinase mit der GeneChip ID Nummer Mtr.10067.1.51_at, die bei einer
insgesamt sehr geringen Hintergrundexpression mit hoher Intensitat auf eine Behandlung mit
Myc-LCOs reagierte.

Die funktionelle Analyse der insgesamt 17 Kandidatengene erfolgte anhand von Promotor-GUS-
Konstrukten, RNAi-Konstrukten und Tnt1-Insertionsmutanten. Der Einfachheit halber werden fiir
diese Gene des Weiteren die in Tabelle Ill.2 aufgelisteten Kurzbezeichnungen verwendet. Eine
genaue Zuordnung der zur Analyse der einzelnen Gene verwendeten Methoden sowie deren
prinzipielle Funktionalitdt sind ebenfalls Tabelle Ill.2 zu entnehmen. Dabei zeigte sich, dass fiir die
vier Gene Mtr.9513, Mtr.21216, Mtr.32288 und Mtr.37966 keiner der verfolgten Ansdtze
funktionierte. Da hier keine geeigneten Insertionsmutanten identifiziert wurden bzw. kein
signifikanter RNAi-Effekt gemessen werden konnte, konzentrieren sich die im Folgenden

beschriebenen Analysen auf die ibrigen Gene aus Tabelle IIl.2.
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Tabelle IIl.1: Zusammenfassung von GeneChip Daten ausgewihlter Kandidatengene. Angegeben sind die Induktionen
im Vergleich zu einer entsprechenden Kontrolle der in Tabelle 1.1 beschriebenen Medicago GeneChip Datensdtze.

Signifikante Expressionsunterschiede (mit p < 0,05) sind fett gedruckt.
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Ubersicht der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Gene. Fiir jedes Gen angegeben sind die Medicago

GeneChip ID, die Nummern der EST (expressed sequence tag) und genomischen Sequenzen, die Annotation, die im

I1l. Ergebnisse

Tabelle 1lI.2

Rahmen dieser Arbeit verwendete Genbezeichnung sowie die gewahlten Methoden zur funktionellen Analyse des

jeweiligen Gens. Dabei ist zusétzlich angegeben ob der jeweilige methodische Ansatz prinzipiell funktionierte (+) oder
nicht (-). *ID Nummer der EST-Datenbank von M. truncatula (DFCI Medicago Gene Index); *GenBank accession number; *ID

des M. truncatula Genoms (Version 3.5); °ID des M. truncatula BAC Klons
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lll.2 Erzeugung von Reportergen- und RNAi-Konstrukten sowie Selektion

von Mutantenlinien fiir funktionelle Analysen

l1l.2.1 Klonierung von Promotor-GUS-Konstrukten

lll.2.1.1 Klonierung eines Promotor-GUS-Konstrukts fiir das Mtr.12220 Gen

Fur die Klonierung eines Promotor-GUS Konstrukts fiir das Kandidatengen Mtr.12220 wurde eine
1.486 bp lange Promotorsequenz (-1/-1.486) ausgewdhlt, die des Weiteren als p12220 bezeichnet
wird. Mit Hilfe eines spezifischen Primerpaars (Tabelle 11.2), das zuséatzliche extensions mit den
Restriktionsschnittstellen fir Smal und Hindlll tragt, wurde das insgesamt 1.503 bp lange
Fragment mittels Phire® Hot Start Il DNA Polymerase aus dem Genom von M. truncatula
amplifiziert (Abbildung 111.2). Uber die Restriktionsschnittstellen Smal und Hindlll wurde p12220
zundchst in den Vektor pKi18 (Pridmore, 1987; Abbildung B.1 im Anhang) einkloniert, woraus das
Konstrukt pK18:p12220 entstand. Der fehlerfreie Einbau der Promotorsequenz konnte durch
spezifische Restriktionsspaltungen und eine anschlieBende Sequenzierung nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Uber die gleichen Restriktionsschnittstellen fand eine anschlieRende
Umklonierung von p12220 in den Vektor pGUSINT (Kister et al., 1995; Abbildung B.2 im Anhang)
statt. Das so entstandene Konstrukt pGUSINT:p12220 trdgt die Promotorsequenz von Mtr.12220
gefolgt von einer gusAint-Reportergenkassette (Abbildung I11.3). Durch eine Spel-Spaltung wurde
die komplette Promotor-GUS-Kassette aus pGUSINT:p12220 heraus gespalten, die Gberhangenden
5-Enden mit dem Klenow-Fragment aufgefiillt und anschlieBend blunt end in den Smal-
gespaltenen bindren Vektor pRedRoot (Limpens et al., 2003; Abbildung B.3 im Anhang) ligiert.
Spezifische Kontrollspaltungen und Sequenzierungen bestdtigten den korrekten Einbau der
Promotor-GUS-Kassette in das finale Konstrukt pRR:p12220-GUS (Daten nicht gezeigt). Im letzten
Schritt wurde pRR:p12220-GUS in A. rhizogenes transformiert, um auf diesem Wege den

Agrobakterien-vermittelten DNA-Transfer in M. truncatula zu ermdglichen.

Abbildung 1l1l.2: Agarosegele der mittels PCR aus
genomischer DNA von  Medicago truncatula
amplifizierten = Promotorregionen von Mtr.12220,
Mtr.49618 und Mtr.10067. A: Neben einem 250 bp DNA
Marker  (linke  Spur), sind die amplifizierten
Promotorregionen von Mtr.12220 (1.503 bp, mittlere
Spur) und Mtr.49618 (1.115 bp, rechte Spur) zu erkennen.
B: Neben einem 100 bp DNA Marker (linke Spur),
befindet sich die amplifizierte Promotorregion von
Mtr.10067 (1.014 bp, rechte Spur).
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lll.2.1.2 Klonierung eines Promotor-GUS-Konstrukts fiir das Mtr.49618 Gen

Fir die Klonierung eines Promotor-GUS Konstrukts fiir Mtr.49618 wurde eine 1.097 bp lange
Promotorsequenz (-1/-1.097) ausgewahlt, die des Weiteren als p49618 bezeichnet wird. Mit Hilfe
eines spezifischen Primerpaars (Tabelle 11.2) das zusatzliche extensions mit den
Restriktionsschnittstellen fiir EcoRl und Hindlll trdgt, wurde das insgesamt 1.115 bp lange
Fragment mittels Phire® Hot Start Il DNA Polymerase aus dem Genom von M. truncatula
amplifiziert (Abbildung I11.2). Durch Spaltung mit EcoRIl und Hindlll wurde p49618 in den ebenso
gespaltenen Vektor pK18 einkloniert. Eine Sequenzierung des so entstandenen Konstrukts
pK18:p49618 zeigte zwar die korrekte Amplifikation von p49618, doch ebenfalls die wahrend des
Klonierungsprozesses aufgetretene Zerstérung der tiber den reverse-Primer eingefiihrten Hindlll-
Schnittstelle. Da diese Schnittstelle essentiell fiir die weiteren Klonierungsschritte war, musste die
Klonierungsstrategie entsprechend angepasst werden. Um p49618 wieder aus dem Vektor pK18
ausklonieren zu kénnen, wurde zundchst die noch intakte EcoRI-Schnittstelle gespalten und der
resultierende 5’-Uberhang mit dem Klenow-Fragment aufgefiillt. Auf der anderen Seite des
Promotorfragments wurde anstelle der defekten Hindlll-Schnittstelle eine naheliegende EcoRV-
Schnittstelle zur Spaltung genutzt. Dies zog allerdings eine Verkiirzung des Promotorfragments
(jetzt: -19/-1.097) von 1.097 bp auf 1.078 mit sich. AnschlieRend wurde p49618 blunt end in den
Smal-gespaltenen Vektor pGUSINT direkt vor die gusAint-Reportergenkessette kloniert. Durch
spezifische Kontrollspaltungen und Sequenzierungen konnte die korrekte Insertion von p49618 in
das Konstrukt pGUSINT:p49618 bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt).

Smal Hindlll

35S-

p12220 gusAint-Gen Terminator

Abbildung  1lL.3:  Schematische
L 1,5 kb Il 24 kb || Darstellung der Promotor-GUS-
Fusionen von Mtr.12220, Mtr.49618

EoRt Fegrv und Mtr.10067. Dargestellt sind die
049618 gusAint-Gen 35S- Fusionen der Promotorregionen
—\/ Terminator| | von Mtr.12220 (p12220, oben),

| 11k | 24k | Mtr.49618 (p49618, mlttlg). und
Mtr.10067 (p10067, unten) mit der

EcoRl Hinll gusAint-Reportergenkassette. Die
ungefdhren Langen (in Kilobasen-

p10067 gusAint-Gen Teri?ir?;tor paaren) der einzelnen Fragmente

sowie die fir die Klonierungen

| 1,0kb I 24kb || verwendeten Restriktionsschnitt-

stellen sind eingezeichnet.

Durch einer Spel-Spaltung und der anschlieRenden Auffiillung der 5’-Uberhénge mit Hilfe des
Klenow-Fragments wurde die komplette Promotor-GUS-Kassette (Abbildung I11.3) in den Smal-
gespaltenen bindren Vektor pRedRoot umkloniert. Der korrekte Einbau in das finale Konstrukt
PRR:p49618-GUS konnte durch spezifische Kontrollspaltungen und eine anschlieRende

Sequenzierung bestatigt (Daten nicht gezeigt), und zuletzt in A. rhizogenes transformiert werden.
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lll.2.1.3 Klonierung eines Promotor-GUS-Konstrukts fiir das Mtr.10067 Gen

Fir die Klonierung eines Promotor-GUS-Konstrukts fiir das Kandidatengen Mtr.10067 wurde eine
996 bp lange Promotorsequenz (-1/-996) ausgewahlt. Mit Hilfe eines spezifischen Primerpaars
(Tabelle I1.2), das zuséatzliche extensions mit den Restriktionsschnittstellen fiir EcoRI und Hindlll
tragt, wurde das insgesamt 1.014 bp lange Fragment mittels Pfu-Polymerase aus dem Genom von
M. truncatula amplifiziert (Abbildung 111.2). Das amplifizierte Promotorfragment (p10067) wurde
mit EcoRI und Hindlll verdaut und anschliefend in den entsprechend gespaltenen Vektor pK18
einkloniert, wodurch das Konstrukt pKi18:p10067 entstand. Der fehlerfreie Einbau der
Promotorsequenz konnte durch spezifische Restriktionsspaltungen und eine anschlieRende
Sequenzierung nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe der EcoRI- und Hindlll-
Schnittstellen wurde p10067 aus dem Vektor pK18 in den Vektor pGUSINT umkloniert, wo es
direkt vor der gusAint-Reportergenkassette eingesetzt wurde (Abbildung 111.3). Erneut konnte
durch spezifische Restriktionsspaltungen und eine anschlieBende Sequenzierung die korrekte
Insertion von p10067 in das neue Konstrukt pGUSINT:p10067 gezeigt werden. Durch eine
Xbal/Xhol-Spaltung wurde die komplette Promotor-GUS-Kassette aus pGUSINT:p10067 heraus
gespalten, die (iberhdngenden 5’-Enden mit dem Klenow-Fragment aufgefiillt und anschlieRend
blunt end in den Smal-gespaltenen bindren Vektor pRedRoot ligiert. Der korrekte Einbau in das
finale Konstrukt pRR:p10067-GUS konnte durch spezifische Kontrollspaltungen und eine
anschliefende Sequenzierung bestatigt (Daten nicht gezeigt) und das Konstrukt zuletzt in A.

rhizogenes transformiert werden.

l1l.2.2 Klonierung von RNAi-Konstrukten

Fir die sieben Kandidatengene Mtr.9126, Mtr.9513, Mtr.10987, Mtr.25945, Mtr.32288, Mtr.37966 und
Mtr.43223 (Tabelle 111.2) wurden RNAi-Konstrukte mit Hilfe des Gateway® Cloning Technology Kits,
eine auf dem Rekombinationsprozess des Bakteriophagen A basierende Klonierungsmethode
(Details siehe Abschnitt 11.2.3.5), erstellt. Als RNAi-Targetsequenzen wurden jeweils 300 - 500 bp
lange Sequenzen in den 3’-Regionen der Kandidatengene gewahlt (Abbildung A.2 im Anhang).
Diese Regionen flankierende Primerpaare mit spezifischen attB-Rekombinationssequenzen
wurden entsprechend der Angaben des Gateway® Cloning Technology Kits erstellt. Mit Hilfe
dieser spezifischen Primerpaare (Tabelle I1.3) und der Phire® Hot Start Il DNA Polymerase wurden
die gewiinschten Targetsequenzen mittels PCR aus genomischer DNA von M. truncatula (im Falle
der Gene Mtr.9126, Mtr. 25945, Mtr.32288, Mtr.37966 und Mtr.43223) oder aus ¢cDNA von mit G.
intraradices mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln (im Falle der Gene Mtr.9513 und Mtr.10987)
amplifiziert (Abbildung 111.4).

Im ersten Rekombinationsschritt (BP-Reaktion; siehe Abbildung I1.1) wurden die attB-flankierten
RNAi-Targetsequenzen mit Hilfe der Gateway®-Systems nach Herstellerangaben in den
Donorvektor pDONR221 (Abbildung B.4 im Anhang) eingebracht. Die Insertion der korrekten
RNAi-Targetsequenzen in die  Konstrukte  pDONR221:Mtr.9126, = pDONR221:Mtr.9513,
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pDONR221:Mtr.10987, pDONR221:Mtr.25945, pDONR221:Mtr.32288, pDONR221:Mtr.37966 und
pDONR221:Mtr.43223 konnte Uber spezifische Restriktionsspaltungen bestatigt werden (Daten

nicht gezeigt).

Abbildung 11l.4: Agarosegel der
mittels PCR aus  Medicago
truncatula amplifizierten RNAi-
Targetsequenzen von Mtr.9126,
Mtr.9513, Mtr.10987, Mtr.25045,
Mtr.32288, Mtr.37966 und
Mtr.43223. Neben 100 bp DNA-
Markern (M) sind die RNAi-
Targetsequenzen von (1) Mtr.9126
(489 bp), (2) Mtr.9513 (502 bp), (3)
Mtr.10987 (391 bp), (4) Mtr.25945
(442 bp), (5) Mtr.32288 (430 bp),
(6) Mtr.37966 (530 bp) und (7)
Mtr.43223 (432 bp) abgebildet. Die Amplifikation der Targetsequenzen von Mtr.9126, Mtr. 25945, Mtr.32288, Mtr.37966
und Mtr.43223 erfolgte aus genomischer DNA von M. truncatula, wahrend die Targetsequenzen von Mtr.9513 und
Mtr.10987 aus cDNA von mit G. intraradices mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln statt fand.

Im zweiten Rekombinationsschritt (LR-Reaktion; siehe Abbildung I1.1) wurden die RNAI-
Targetsequenzen aus dem Vektor pDONR221 doppelt in inverser Orientierung in den bindren
RNAi-Kloniervektor pK7GWIWG2(Il) (Abbildung B.5 im Anhang) umkloniert. Auch diese Reaktion
erfolgte nach Herstellerangaben des Gateway® Cloning Technology Kits. Die korrekte Position der
RNAi-Targetsequenzen in den aus dem zweiten Rekombinationsschritt resultierenden RNAi-
Konstrukten pK7GWIWG2:Mtr.9126, pK7GWIWG2:Mtr.9513, pK7GWIWG2:Mtr.10987,
pK7GWIWG2:Mtr.25945, pK7GWIWG2:Mtr.32288, pK7GWIWG2:Mtr.37966 und
pK7GWIWG2:Mtr.43223 konnte mit Hilfe spezifischer Kontrollspaltungen nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt).

Tabelle 111.3: Auflistung der Punktmutationen in den RNAi-Konstrukten pK7GWIWG2:Mtr.9126, pK7GWIWG2:Mtr.9513,
pK7GWIWG2:Mtr.10987, pK7GWIWG2: Mtr.25945, pK7GWIWG2:Mtr.32288 und pK7GWIWG2:Mtr.37966. Aufgelistet ist
jeweils die Art der Punktmutation sowie ihre Position (in bp) innerhalb der jeweiligen RNAi-Targetsequenzen.

RNAi-Konstrukt Punktmutation Position in der RNAi-Targetsequenz
pK7GWIWG2:Mtr.9126 Insertion: A 300
pK7GWIWG2:Mtr.9513 Substitution: C— T 239

Substitution: G —» T 300
pK7GWIWG2:Mtr.10987 Deletion: T 303
pK7GWIWG2:Mtr.25945 Substitution: T — A 126
pK7GWIWG2:Mtr.32288 Insertion: A 345
Substitution: T — A 348
pK7GWIWG2:Mtr.37966 Substitution: T— C 208

Eine anschlielende Sequenzierung zeigte fiir sechs der sieben RNAi-Konstrukte Punktmutationen
in beiden invers angeordneten RNAi-Targetsequenzen. Ob diese Punktmutationen, von denen
ausschliefllich das Konstrukt pk7GWIWG2:Mtr.43223 nicht betroffen war, aus der PCR
Amplifikation oder aus dem Rekombinationsprozess stammten konnte nicht endgiiltig geklart

werden. Da in jeder der betroffenen RNAi-Targetsequenzen jedoch nur 1 - 2 Punktmutationen
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vorlagen (Tabelle I11.3), lieR sich annehmen, dass dies den ohnehin nicht vorhersagbaren RNAi-
Effekt moéglicherweise nicht bzw. nur wenig beeintrachtigen wiirde. Alle sieben RNAi-Konstrukte

wurden im letzten Schritt in A. rhizogenes transformiert.
111.2.3 Anzucht, Selektion und Genotypisierung von Tnti-Insertionsmutanten

Fir die 14 Kandidatengene Mtr.7264, Mtr.9126, Mtr.9513, Mtr.1098, Mtr.11570, Mtr.20292, Mtr.21216,
Mtr.24351, Mtr.25945, Mtr.32288, Mtr.37966, Mtr.38547, Mtr.40638 und Mtr.43223 (Tabelle 111.2)
konnten insgesamt 20 Tnti-Insertionslinien der Noble Foundation (Samuel Robert Noble
Foundation, Ardmore, Oklahoma, USA) identifiziert werden. Bei den fiir diese Linien erhaltenen
Samen handelte es sich wahlweise um Samen der Generationen Ro oder R1. Ro-Samen sind die
Samen der aus Gewebekulturen regenerierten Pflanzen (Ro-Pflanzen) nach einer
Selbstbestdubung (Abbildung III.5).

RO-Saatgut
e _—
RO-Pflanze

Gewebekultur (Tnt1-Insertionin Gen x

liegt heterozygot wor)

R1-Saatgut
*
2V
'@ul__g( 1 3
5 g
' R1-Pflanze
- L<t|_?2-|:’f'|"|haT‘IZE t (Trt1-Insertion in Gen x lisgt
elekiion auf homozygote homozygot, heterozygot
Tnt1-Insertion in Gen x) % R2-Saatgut ode\r‘%ar nicht vosri)g
. | .
Ve
& oF
Analysen B 2
(real time RT-PCR Messungen, ...) 8¢

Abbildung I11.5: Prozess der Selektion fiir eine Tnti-Insertionslinie zur Analyse eines ausgewahlten Gens (Gen x). Aus
einer Gewebekultur wurden an der Samuel Roberts Noble Foundation zundchst im Hochdurchsatzverfahren Ro-Pflanzen
erzeugt, von denen eine hier beispielhaft gezeigt ist. In dieser Ro-Pflanze liegt die gewiinschte Tnt1-Insertion in Gen x
heterozygot vor. Aus den durch Selbstbefruchtung gewonnenen Ro-Samen werden R1-Pflanzen angezogen, in denen
die Tnt1-Insertion im ausgewdhlten Gen segregiert und somit homozygot, heterozygot oder gar nicht vorliegen kann.
Uber eine Genotypisierung werden die fiir die gewiinschte Tnti-Insertion homozygoten R1-Pflanzen bestimmt und aus
ihren Samen die ausschlief3lich homozygoten R2-Pflanzen angezogen. Die R2-Pflanzen kénnen zum einen zur Nachzucht
homozygoter Samen fiir die gewiinschte Tnti-Insertion und zum anderen fiir weitergehende Analysen bezliglich des
ausgewadhlten Gens genutzt werden.
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Ro-Pflanzen, und somit auch ihre Samen, sind heterozygot fir alle Tnt1-Insertionen. Fiir einen
vollstandigen insertionsbedingten knockout eines Gens, muss die entsprechende Tnt1-Insertion
jedoch homozygot vorliegen. So mussten fiir die 14 Linien NF8500, NF8710, NF8882, NF9470,
NF9488, NF9704, NF10142, NF10424, NF11020, NF11181, NF11397, NF11581, NF12449 und NF11714, fir
die ausschlieBBlich Ro-Samen vorlagen, zunachst Ri1-Pflanzen angezogen und die R1-Samen nach
einer Selbstbefruchtung geerntet werden (Abbildung Il1.5). Fiir die sechs Linien NFoo75, NF0160,
NF4095, NF4409, NF4499 und NF5196 war dieser Schritt nicht notwendig, da bereits R1-Samen
vorlagen.

Ab der Generation R1 segregierten die jeweiligen Tnti-Insertionen, so dass sie entweder
homozygot, heterozygot oder gar nicht vorlagen. Um die homozygoten Pflanzen fiir die jeweilige
Tnt1-Insertion zu identifizieren, fand fir die R1- bzw. R2-Pflanzen (Ri-Pflanzen fir den Fall dass
urspriinglich Ro-Samen vorlagen und R2-Pflanzen fiir den Fall dass urspriinglich R1-Samen
vorlagen) jeder Linie eine Genotypisierung statt. Hierfiir wurden die Tnti-Insertionen in dem
jeweiligen Kandidatengen der einzelnen R1- bzw. R2-Pflanzen jeder Linien mittels direct Multiplex
PCR (siehe Abschnitt 11.2.2.5.2) nachgewiesen.

Stellvertretend fiir alle analysierten Tnt1-Linien wird dieser Prozess hier nur anhand der Linie
NF4095 im Detail beschrieben. Fiir diese Linie lagen bereits R1-Samen vor, aus denen insgesamt 12
R2-Pflanzen angezogen wurden. Zur Genotypisierung dieser Pflanzen wurde zundchst ein
genspezifisches Primerpaar (Tabelle I1.4) fir das Kandidatengen Mtr.38547 designt dessen
forward- und reverse-Primer jeweils unmittelbar upstream und downstream der Tnti-
Insertionsstelle liegen. Gemeinsam mit dem Tnti-spezifischen, am 3’-Ende des Retrotransposon
liegenden, Primer Tnt1-F (Tagede et al., 2008) und den genspezifischen Primern wurde nun eine
direct Multiplex PCR fiir jede der 12 Pflanzen durchgefiihrt (Abbildung 111.6).

Tnt1-spezifische
Amplifikate
-

LTR6

/]
\ Tnt1 !/

Trt1-F Abbildung  Ill.6:  Schematische

Darstellung der Genotypisie-rung

von Tntt-Insertionslinien mittels

Multiplex PCR. Durch Multiplex PCR-

Reaktionen der Gen-spezifischen

genspezifischer Primer mit jeweils einem der Tnt1-

reverse- spezifischen Primer (LTR6 oder Tnt1-
Primer - . . .

F) lasst sich Uber die unter-

| schiedlichen  Gréflen der ent-

stehenden genspezifischen oder

senspezitscher Tnti-spezifischen Amplifikate

forward- erkennen ob die entsprechende

Primer Tnt1-Insertion homozygot, hetero-
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Wie in Abbildung Ill.7 zu erkennen ist, wiesen die fir die untersuchte Tnt1i-Insertion
heterozygoten Pflanzen (Nr. 2, 4, 8 und 12) dabei sowohl ein Tnt1-spezifisches Amplifikat (704 bp)

als auch eine genspezifisches Amplifikat (441 bp) auf, die deutlich voneinander zu unterscheiden
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waren (Abbildung I11.7). Die fur die gewiinschte Tnti-Insertion homozygoten Pflanzen (Nr. 5, 7
und 10) zeigten nur das Tnti-spezifische Amplifikat und die Pflanzen ohne die gewtinschte Tnt1-

Insertion (Nr. 1, 3, 6, 9 und 11) nur das genspezifische Amplifikat (Abbildung 111.7).

M11 2 3 4 5M26 7 8 + + + - M2 M2 ¢ 10 11 12 + + M2

Abbildung 11l.7: Agarosegel der Genotypisierung der Tnti-Insertionslinie NF4095 mittels direct Multiplex PCR mit
einem genspezifischen Primerpaar und einem zusdtzlichen Tnti-spezifischen Primer. Das obere, Tnti-spezifische
Amplifikat ist mit einer GréRe von 704 bp deutlich vom unteren genspezifischen Amplifikat mit einer Gré8e von 441 bp
zu unterscheiden. Folglich handelt es sich bei Nr. 2, 4, 8 und 12 um heterozygote und bei Nr. 5, 7, und 10 um homozygote
Pflanzen fir die gewlinschte Tnti-Insertion. Die Ubrigen Pflanzen (Nr. 1, 3, 6, 9 und 11) tragen die gewliinschte Tnt1-
Insertion gar nicht mehr. 1 - 12: direct template von R2-Pflanze Nr. 1 - 12 der Tntt-Insertionslinie NF4095; +: Positiv
Kontrolle (direct template verschiedener M. truncatula R108 WT-Pflanzen); -: Negativ-Kontrolle (kein template); M1: 1 kb
Marker; M2: 100 bp Marker

Um diese mittels direct PCR gewonnenen Erkenntnisse zu bestatigen, wurde fiir eine Auswahl von
Pflanzen, in diesem Fall fiir die potentiell homozygoten Pflanzen Nr. 5, 7 und 10 sowie zur
Kontrolle fiir die potentiell heterozygoten Pflanzen Nr. 2 und 4, genomische DNA isoliert und die
PCR auf dieser Basis wiederholt. Neben der zuvor durchgefiihrten Multiplex-PCR aus den
genspezifischen Primern und Tnt1-F wurde zudem eine zweite Multiplex PCR mit den
genspezifischen Primern und dem Primer LTR6 (Tagede et al., 2008) durchgefiihrt. LTR6 ist wie
Tnt1-F ein Tnti-spezifischer Primer, der im Gegensatz zu diesem jedoch am 5’-Ende des
Retrotransposons sitzt (Abbildung 111.6).
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Abbildung 111.8: Agarosegel der Genotypisierung der Tnti-Insertionslinie NF4095 mittels PCR mit einem
genspezifischen Primerpaar und zwei verschiedenen Tnti-spezifischen Primern. A: Das obere mit Hilfe des Tnt1-
spezifischen Primers Tnt1-F generierte Amplifikat ist mit einer Gré3e von 704 bp deutlich vom unteren genspezifischen
Amplifikat mit einer GréBe von 441 bp zu unterscheiden. B: Das obere mit Hilfe des Tnti-spezifischen Primers LTR6
generierte Amplifikat ist mit einer GréRe von 506 bp deutlich vom unteren genspezifischen Amplifikat mit einer GroRe
von 441 bp zu unterscheiden. Folglich handelt es sich bei Nr. 2 und 4 um heterozygote und bei Nr. 5, 7 und 10 um
homozygote Pflanzen fiir die gewiinschte Tnt1-Insertion. 5, 7, 10, 2, 4: template von R2-Pflanze Nr. 5, 7, 10, 2, 4 der Tnt1-
Insertionslinie NF4095; +: Positiv Kontrolle (template M. truncatula R108 WT-Pflanze); -: Negativ-Kontrolle (kein
template); M: 100 bp Marker
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Wie erwartet zeigten die Pflanzen Nr. 5, 7 und 10 ausschlieBlich die Tnt1-spezifischen Amplifikate
(704 bp fir Tnt1-F und 506 bp fir LTR6), wahrend die heterozygoten Pflanzen Nr. 2 und 4
zusatzlich das genspezifische Amplifikat (441 bp) aufwiesen (Abbildung 111.8). Somit konnten fiir
die Linie NF4095 insgesamt drei fir die gewiinschte Tnti-Insertion homozygote Pflanzen
identifiziert werden, von denen sich nach einer weiteren Selbstung jedoch zwei als steril
erwiesen. Daher konnten im Fall der Linie NF4095 ausschlieflich die Samen von Pflanze Nr. 7

geerntet und als Grundlage fiir weitere Analysen in der ndachsten Generation verwendet werden.

Tabelle Ill.4: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit analysierten Tnti-Insertionslinien. Aufgelistet sind die Tnt1-
Insertionslinien entsprechender Kandidatengene unter Angabe der Tnti-Insertionsstelle (wobei sich +1 auf das erste
Nukleotid des Startcodons der genomischen Sequenz bezieht) und der Anzahl der in der Generation R1 bwz. R2
identifizierten Pflanzen mit der gewiinschte homozygoten oder heterozygoten Tnti-Insertion oder ohne diese.
Angaben in Klammern kennzeichnen die Anzahl steriler Pflanze in Bezug auf die vor der Klammer genannte Gesamtzahl.

Gen Tnt1 Linie Tnt1 Pflanzen mit Pflanzen mit Pflanzen ohne
Insertionsstelle homozygoter | heterozygoter | Tnti-Insertion
Tnt1-Insertion Tnt1-Insertion
Mtr.7264 NF8882 1.835 bp 0 2 (2 steril) 10
Mtr.9126 NF11181 655 bp 4 (1 steril) 3 6
Mtr.9513 NF10142 844 bp o o 18
NF12449 1.051 bp 0 6 6
Mtr.10987 NF9704 192 bp o o 20
NF10424 153 bp o 27 23
Mtr.11570 NF4409 1.445 bp 3 5 6
Mtr.20292 NFo160 19 bp o o 12
Mtr.21216 NFoo75 745 bp 3 (3 steril) 6 3
Mtr.24351 NF4499 513 bp 3 4
Mtr.25945 NF11397 1.257 bp 0 0 19
NF11714 9 bp 7 1 10
Mtr.32288 NF9470 493 bp 1 10 9
Mtr.37966 NF9488 522 bp ) 0 1
NF11020 211 bp 0 0 1
Mtr.38547 NF11581 166 bp 5 6 5
NF4095 680 bp 3 (2 steril) 4 8
Mtr.40638 NF8500 -274 bp 10 (2 steril) 4 3
NF8710 111bp 5 (2 steril) 1 2
Mtr.43223 NF5196 643 bp 4 (1 steril) 5 6

Die Ergebnisse der entsprechend durchgefiihrten Genotypisierungen der Tnti-Insertionslinien
NFoo75, NFo160, NF4409, NF4499, NF5196, NF8500, NF8710, NF8882, NF9470, NF9488, NF9704,
NF10142, NF10424, NF11020, NF11181, NF11397, NF11581, NF11714 und NF12449 sind Tabelle I1l.4 zu
entnehmen. Dabei konnten ausschlielich fiir die elf Linien NFoo75, NF4409, NF4499, NF11181,
NF11714, NF9470, NF11581, NF4095, NF8500, NF8710 und NF5196 Pflanzen identifiziert werden, die
homozygot fiir die jeweilige Tnt1-Insertion waren. Wahrend die drei Linien NF8882, NF10424 und
NF12449 zumindest heterozygote Pflanzen fir die jeweiligen Tnti-Insertionen aufwiesen, waren

die gewiinschten Insertionen in den sechs Linien NF0160, NF10142, NF9704, NF11397, NF9488 und
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NF11020 Uberhaupt nicht nachweisbar. Im Falle der Linien, fiir die zumindest heterozygote
Pflanzen der jeweiligen Tnt1-Insertion nachweisbar waren, besteht die geringe Méglichkeit, dass
bei der Menge der genotypisierten Pflanzen (im Schnitt 16 pro Linie) rein zufdllig keine
homozygote Pflanze dabei war. Daher wurde im Falle der Tnti-Insertionslinie NF10424 ein zweiter
Genotypisierungsansatz durchgefiihrt. Von den urspriinglich 15 genotypisierten R1-Pflanzen dieser
Linie erwiesen sich 8 Pflanzen als heterozygot und in den verbleibenden 7 war die gewiinschte
Tnti-Insertion gar nicht nachweisbar. In einem zweiten Ansatz wurden nun weitere 35 R1-Pflanzen
genotypisiert, von denen sich 19 als heterozygot fir die gewiinschte Tnti-Insertion erwiesen und
diese in den lbrigen 16 Pflanzen nicht nachweisbar war. Interessanterweise war das Verhaltnis
zwischen den heterozygoten Pflanzen und den Pflanzen ohne die gewiinschte Tnti-Insertion in
beiden Genotypisierungsansdtzen der Linie NF10424 sehr konstant: im ersten Ansatz waren
durchschnittlich 53,3 % aller Pflanzen heterozygot, im zweiten Ansatz waren es 54,3 %. Dies zeigt,
dass die Aufspaltung der R1-Pflanzen dieser Linie zumindest nach einem konstanten Verhaltnis
erfolgte. Mit insgesamt 50 genotypisierten R1-Pflanzen der Linie NF10424 ldsst sich feststellen,
dass die Abwesenheit homozygoter Pflanzen vermutlich andere Griinde als die zu geringe Anzahl
der getesteten Pflanzen hatte. Denkbar wdre hier beispielsweise, dass ein homozygoter knockout
des jeweiligen Kandidatengens letal fiir die entsprechende Pflanze ist. So konnte fiir fast alle Tnt1-
Linien beobachtet werden, dass einzelne Samen nicht keimten bzw. einzelne Keimlinge nicht
lange (berlebten. Dies kann, neben einer mdglichen Letalitat, natiirlich aber auch andere
Ursachen haben.

Im Falle der Linien NFo160, NF10142, NF9704, NF11397, NF9488 und NF11020, fiir die die
gewlinschte Tnti-Insertion (iberhaupt nicht nachweisbar war, ist ein solcher Erklarungsansatz
zwar ebenfalls vereinzelt denkbar, aber angesichts der hohen Anzahl dieser Linien langst nicht
ausreichend. Mdégliche weitere Erkldrungsansatze hierfiir waren beispielsweise das Vertauschen
von Samen oder die falsche Zuordnung der Tnti-Insertionsstelle im Rahmen der

Hochdurchsatzproduktion einzelner Mutantenlinien.

-~y Abbildung lll.9: Vergleich eine Medicago truncatula Wildtyp-Pflanze mit einer
) o Pflanze der Tntt-Insertionslinie NFo075. Abgebildet ist jeweils ein Blatt einer M.
truncatula R108 Wildtyp-Pflanze (links) sowie einer Pflanze der Tnti-Insertions-
linie NFoo75 (rechts).

Von den insgesamt 45 als homozygot identifizierten Pflanzen erwiesen sich circa 25 % als steril
(Tabelle 111.4). Ein Beispiel hierfir ist die Linie NFoo75, in der zwar drei homozygote Pflanzen
identifiziert werden konnten, die sich jedoch allesamt als steril erwiesen. Alle homozygoten
Pflanzen dieser Linie waren zwergwiichsig und eine wies zudem eine starke phanotypische
Abnormalitat der Blattform auf, wie in Abbildung Ill.9 zu erkennen ist. Da Fertilitdt eine
Grundvoraussetzung fiir die Analyse eines Kandidatengens mittels Tnti-Insertionsmutanten ist,

wurden anhand der Tnti-Insertionslinie NFoo75 keine weiteren Untersuchungen angestellt und
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fur die anderen Linien mit sterilen homozygoten Pflanzen (siehe Tabelle 1Il.4) entsprechend
eingeschrankt.

Von den fertilen Pflanzen mit homozygoten Tnti-Insertionen in den jeweiligen Kandidatengenen
wurden routinemdfig Nachkommen herangezogen, von denen stets 4 - 5 Pflanzen zur
Saatgutproduktion verwendet wurden, wahrend die (ibrigen Nachkommen mit G. intraradices
mykorrhiziert und fiir funktionelle Analysen der jeweiligen Kandidatengene verwendet wurden
(Abbildung 111.5). Als Kontrolle dienten hierbei jeweils unter gleichen Bedingungen angezogene M.
truncatula R108 Wildtyp-Pflanzen. Zum Zeitpunkt der Ernte wurden alle Tnt1-Insertionsmutanten
zundchst phanotypisch charakterisiert. Hierzu wurde zundchst optisch beurteilt ob die
Insertionsmutanten in Form, Farbe und GréRRe den Wildtyp-Kontrollen entsprachen, was, wie in
Abbildung 1ll.9 zu erkennen ist, nicht immer der Fall war. Da eine erfolgreiche Mykorrhizierung
einen positiven Einfluss auf Biomasseproduktion und Wachstum von Pflanzen hat (Smith & Read,
2008), wurden als weitere Parameter das Frischgewicht von Spross und Wurzel sowie die Anzahl
der Blatter, Bliten und Samenkapseln jeder einzelnen Pflanze festgehalten und mit
entsprechenden Wildtyp-Kontrollen verglichen. Fiur weitere Analysen wurden die Wurzeln der
Insertionsmutanten und Wildtyp-Kontrollen in 1 -2 cm lange Fragmente geschnitten, gemischt, je
zur Hélfte aliquotiert und bei -80° C gelagert. Mit Ausnahmen weniger Pflanzen wurde die erste
Wurzelhalfte jeder Pflanze fiir eine Farbung der AM-Pilzstrukturen genutzt, wahrend das restliche
Wurzelgewebe einer RNA-Extraktion unterzogen wurde.

Mittels real time RT-PCR wurde in diesen RNA-Proben einerseits die relative Expression von AM-
Markergenen bestimmt und andererseits die homozygote Tnti-Insertion an der korrekten Stelle
bestatigt. Fiir diesen Nachweis wurde fiir jede Tnti-Insertionslinie ein genspezifisches und ein
Tnti-spezifisches Primerpaar designt. Wie bereits im Rahmen der Genotypisierung der Tnt1-Linien
beschrieben, lagen hierbei die genspezifischen Primer unmittelbar up- und downstream der Tnt1-
Insertion und lieferten somit ausschliefSlich in den Wildtyp-Kontrollen das korrekte Amplifikat. Bei
den Tnti-spezifischen Primerpaaren lag der forward-Primer jeweils unmittelbar upstream der Tnt1-
Insertion, wahrend der reverse Primer auf dem Retrotransposon lag, so dass hier ausschlief3lich in
den Tnti1-Insertionsmutanten das korrekte Amplifikat vorliegen konnte. Die Abwesenheit der
genspezifischen Amplifikate in den Insertionsmutanten bestatigte zudem die Homozygotie dieser

Pflanzen.
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l1l.3 Funktionelle Analyse ausgewdhlter Kandidatengene

lll.3.1 Funktionelle Analyse von Kinasen und sonstigen Signaltransduktions-

komponenten

l11.3.1.1 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.20292
l11.3.1.1.1 Die Zellwand-assoziierten Rezeptorkinase Mtr.20292

Das Kandidatengen Mtr.20292 kodiert fiir eine putative Zellwand-assoziierte Rezeptorkinase. Das
1.584 bp lange Gen liegt randstandig auf dem siebten Chromosom von Medicago truncatula.
Neben der genomischen Sequenz von Mtr.20292, die in der Version 3.5 des M. truncatula Genoms
(Young et al., 2011) den Bezeichner Medtr7g116650 tragt, konnte in der EST-Datenbank von M.
truncatula (DFCI Medicago Gene Index) zudem das Mtr.20292 entsprechende EST-Cluster TC194450
identifiziert werden. Die genomische Sequenz von Mtr.20292 beinhaltet insgesamt vier Introns
und einen 8o bp lange 3’-UTR (untranslated region) Bereich, wodurch sich der Kodierbereich des
Gens auf 1.082 bp reduziert (Abbildung I11.10). Die Introns fast aller eukaryotischen Gene beginnen
mit den Nukleotiden GT (bzw. GU auf RNA-Ebene) und enden auf AG, diese Sequenzen sind
vermutlich Erkennungssequenzen fiir RNA-bindende Proteine, die beim Spleillen eine Rolle
spielen (Brown, 2007). Dieses Muster trifft auch auf alle vier Introns von Mtr.20292 zu (Abbildung
[11.10). In der aus der Nukleotidsequenz abgeleiteten Aminosduresequenz von Mtr.20292, mit einer
Lange von 360 Aminosauren, konnte tber eine Motivsuche der PROSITE-Datenbank (Sigrist et al.,
2010) von Position 62 - 311 eine Proteinkinase-Doméne der Familie der Serin/Threonin-Kinasen
identifiziert werden (Abbildung I11.10). Diese umfasst zwei charakteristische Regionen: eine ATP-
Bindestelle und eine funktionell wichtige Asparaginsdaure (Abbildung I11.10). Die ATP-Bindestelle
liegt im N-terminalen Bereich von Mtr.20292 und ist typischerweise gekennzeichnet durch einen
Glycin-reichen Abschnitt in der N&he eines Lysins (Hanks & Hunter, 1995). Das zweite
charakteristische Merkmal, eine Asparaginsdure, die hochkonserviert im Zentrum der
katalytischen Domadne liegt und eine wichtige Rolle in der katalytischen Aktivitdt des Enzyms
spielt (Knighton et al., 1991), konnte ebenfalls in der Aminosduresequenz von Mtr.20292
identifiziert werden (Abbildung I11.10).

Die Auswahl von Mtr.20292 als Kandidatengen erfolgte neben der Annotation als potentielle
Rezeptorkinase aufgrund der Induktion in verschiedenen Mykorrhiza-Stadien. So zeigte Mtr.20292
eine 5,3-fachen Induktion in M. truncatula Wildtyp Wurzeln im Stadium der PPA-Bildung, die in
entsprechend behandelten Wurzeln einer dmi3-Mutante nicht beobachtet werden konnte
(Tabelle 1Il.1). Neben dieser Induktion in sehr frilhen Mykorrhizastadien war in spéateren
Mykorrhizastadien eine noch viel starkere Induktion nachweisbar. Im Detail war Mtr.20292 nach
28-tagiger Mykorrhizierung mit G. intraradices bzw. G. mossae 48,7-fach bzw. 20,7-fach im

Vergleich zu einer entsprechenden Kontrolle induziert (Tabelle I11.1). Diese Daten lassen fiir das
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Genprodukt von Mtr.20292 auf eine potentiell Symbiose-assozierte Rolle downstream MtDMI3 in

friihen und spaten Mykorhizastadien vermuten.

ATGAAGAAACTTGTGTTGGCAATGTTGGTGATAGCTATCTTAGCATTATTGATTATTGC
TTTTCTGGTAAAATGTGTATCAAAGAAGAAGCCTGTTAAGAAGCACGTCCAGTTGAAACA
GATAGCTACTTGGTCTGGACTTTACTGGTTCACAAAAACTGAAATTGAAAATGCCATGAA
TTTTGAAAATGAAAAGATAAACCTTGGACGCGGGAGTGCGGGTGAAGTGTTTAGAGGTGT
TTTGCCAAGTGGTCAAGTTGTGGCCATCAAGCATTTGACAAAGAGTAACACCTCTAGTTC
TGATTCTTTCACTCGAGAACTTGCTGGTCTTTCTAGACTTCGTCATCCAAACCTTGTTTG
CTTGTTTGGCTGTTGCATGGAAGATGGCGAAAGATATCTTGTCTACGAGTTCTGTGCCAA
TGGAAATCTTGCTCAACATCTCTTGAGTAATGCTCTCTACTCTTCACTACCCTTGATCAA
TCATTCACTATATTCCAATGTTAATGTAAACAATGATTTTATTTATGTGTGTGTGACTAT
GTTCAGGAAGAGACAGCCATTTGACATGGGAAGCAAGAGTGAAGATTTTGAGAGAATGTT
CATTTGCGCTTAAGTATCTCCATCATCATATAGAGGGTTGTGTTGTCCATAGAGATATCA
AGGTAAGTGTGATGAAGTTAATCTGGAATGGATTCTGCACTTAATTGGGAATGATTAGAA
AATGTTTTCTTAATGCCTTGTATTGATTTTATTGTTTAGCTTACAAACATTCTTTTGACT
GAGAAATATGAAGCCAAACTGTCGGATTTTGGATTGTCAAGGATGATGGGCATGGAAGAG
AGCAAGGTTTTTACTGATGTTAGAGGAACTATAGGTTACATGGATCCAGAGTACATGAGT
AATGCCAAGTTAACTTGTGCCAGTGATGTATATAGTTTTGGAATTGTTGCTTTGCAAATT
CTGTCAGGACAGAAAGTCATAGAGTTGGATCTTGATGCAAGAGATCAGCTCACCAGAAAG
GTAGTACAATTCACTCATTTACATGACATTAAATTACACTAGATTATATAGTATATAATT
CAACTCAATTATGTATGCAACTTTACTTTTTGTAGGCAAGAGATGTGAGTATGGGAAAGC
GTCCATTGTCGGATTTTGTAGACTCGCGACTAAAGGGACAAGTTGATAAGGAGGATTTTG
GATCTATTTTACAGATTGCAGTACTTTGTGTTGCCAAATCAAGCACGGGTCGCCCACCAA
TTGAGGTTGTTTTTGACGAATTGGACAAAGTCTATAGGGACCTTGATTCACGCAAGGTAC
TACTACTAATAATAATTTGCACAAGCACATTAACTGGTGCTTATTGTAATTTTGAGCTTA
CCAAGCTGACAACAGTTTTCGGTTTATGCAGAAGGCAACCCCAACACCATCAACAACATC
AACATCAACATCAACATCTAGCTCTAACTGAGTCCTCGACGAAGTGGTCATATATGTGTG
TA-GTAAAACATTGAAGAAGTGAAACTGGAAAT TGGAAGATGAACATGTACATTACAG
TACATATAATATTATTTTTCAGCAT

MKKLVLAMLVIAILALLIIAFLVKCVSKKKPVKKHVQLKQIATWSGLYWEFTKTE IENAMN
FENEKINLGRGSAGEVFRGVLPSGQVVAIKHLTKSNTSSSDSFTRELAGLSRLRHPNLVC
LFGCCMEDGERYLVYEFCANGNLAQHLLRRDSHLTWEARVKILRECSFALKYLHHHIEGC
VVHR.IKLTNILLTEKYEAKLSDFGLSRMMGMEESKVFTDVRGTIGYMDPEYMSNAKLTC
ASDVYSFGIVALQILSGQKVIELDLDARDQLTRKARDVSMGKRPLSDEVDSRLKGQVDKE
DFGSILQIAVLCVAKSSTGRPPIEVVFDELDKVYRDLDSRKKATPTPSTTSTSTSTSSSN

Abbildung lll.10: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von Mtr.20292. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben)
und die abgeleitete Aminosduresequenz (unten) von Mtr.20292 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau
und rot hinterlegt sind das Start- und Stoppcodon, rot gedruckte Abschnitte markieren den entsprechenden 3’-UTR
Bereich. Grau hinterlegte Bereiche kennzeichnen Introns. Das griin hinterlegte Pfeilsymbol markiert die Insertionsstelle
des Retrotransposons Tnt1 in der Insertionslinie NFo160. In der Aminosauresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau
und rot hinterlegt, zusatzlich gelb markiert ist eine mittels Motivsuche identifizierte Proteinkinase-Domane mit ATP-
Bindestelle (ein unterstrichener Glycin-reicher Abschnitt in der Nahe eines fett gedruckten Lysins) und einer pink
markierten und funktionell wichtigen Asparaginsaure (siehe Beschreibung im Text).

Das MtGEA-Expressionsprofil von Mtr.20292 zeigte weiterhin, dass dieses Gen hochspezifisch in
Wurzelknéllchen und mykorrhizierten Wurzeln exprimiert wird (Abbildung 111.11). Dies legt die
Vermutung nahe, dass Mtr.20292 eine generelle Funktion in Wurzelsymbiosen von M. truncatula
spielt. Aufgrund seiner Annotation als Zellwand-assoziierte Rezeptorkinase ware eine mdgliche
Rolle in der Verarbeitung und Weiterleitung mikrobieller Signale denkbar.

Um einen tieferen Einblick in die Funktion des Mtr.20292 Proteins zu erlangen wurde, wie in den
folgenden Abschnitten beschrieben, versucht durch RNAi bzw. Insertionsmutagenese ein
gezieltes knockdown bzw. knockout der Expression von Mtr.20292 zu erreichen um dessen

phanotypische Folgen zu beobachten.
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Abbildung Ill.11: Das Expressionsprofil von Mtr.20292 aus dem M. truncatula gene expression atlas (MtGEA). Das
Expressionsprofil zeigt eine spezifische Expression von Mtr.20292 in Wurzelkndllchen und mykorrhizierten Wurzeln von
M. truncatula.

lll.3.1.1.2 Fiir die Analyse von Mtr.20292 mittels Tnti-Insertionsmutanten konnten keine

homozygoten Pflanzen identifiziert werden

Fir das Kandidatengen Mtr.20292 konnte in der Tnt1-Datenbank der Noble Foundation die Tnt1-
Insertionslinien NF0160 identifiziert werden. Anhand der in der Datenbank zur Verfiigung
gestellten Sequenzdaten lieen sich Position und Orientierung der Tnti-Insertionen in Mtr.20292
bestimmen. Die Insertion lag direkt am Anfang des Gens, zwischen dem 19. und 20. Basenpaar
downstream des Startcodons in 5’-3’-Orientierung (Abbildung 111.10). Flr weiterfiihrende
funktionelle Analysen wurde versucht homozygote Pflanzen der Linien NFo160 zu identifizieren,
was allerdings nicht gelang. Die gewiinschte Tnti-Insertion lies sich weder homo- noch
heterozygot in Pflanzen dieser Linie nachweisen (Tabelle 111.4). Angesichts dieser Ergebnisse

wurden keine weiteren Analysen an der Tnt1-Insertionslinie NFO160 durchgefiihrt.

l11.3.1.1.3 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.20292 beeintrachtigt die Expression von AM-

Markergenen

Parallel zur Analyse der Insertionsmutanten von Mtr.20292 wurde im Rahmen einer Masterarbeit
(Schaepe, 2011) ein gegen dieses Gen gerichtetes RNAi-Konstrukt erstellt. Mit Hilfe des RNAi-
Konstrukts pK7GWIWG2:Mtr.20292 sowie des Kontrollkonstrukts pK7GWIWG2:GUS wurden
transgene, haarige Wurzeln in M. truncatula induziert, fiir 21 Tage mit G. intraradices mykorrhiziert,
und anschlieBend einer RNA-Extraktion unterzogen. Das Kontrollkonstrukt pK7GWIWG2:GUS
tragt als RNAi-Targetsequenz einen Teil des GUS Gens, das auf Basis einer BLAST(basic local
alignment search tool)-Suche (Altschul et al., 1990) keine signifikanten Entsprechung
bekannten Transkriptom von M. truncatula besitzt und im Vergleich zu einer Wildtyp-Kontrolle
auch keinen Einfluss auf die Ausbildung der AM in M. truncatula hat (Schaepe, 2011).

Eine real time RT-PCR Analyse der RNAIi- und Kontrollwurzeln zeigte einen deutlichen RNAi-Effekt
mit einer hochsignifikanten (p = 0,002) Reduktion der Transkriptmenge von Mtr.20292 auf
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durchschnittlich 35,84 % (Abbildung Il11.12). Dies zeigte zundchst einmal, dass sich der RNAi-
Mechanismus mit Hilfe des Konstrukts pK7GWIWG2:Mtr.20292 induzieren lield. Um festzustellen
ob der durch das RNAi-Konstrukt erzielte knockdown von Mtr.20292 Auswirkungen auf die
Ausbildung der AM in M. truncatula hat, wurde als nachstes die Expression der AM-Markergene
GiaTUB (Glomus intraradices a-Tubulin) und MtPT4 (Medicago truncatula phosphate transporter 4;
Harrison et al., 2002) in den RNAi- und Kontrollwurzeln gemessen. Dabei zeigte sich in den RNAI-
Wurzeln fiir beide Gene eine signifikante Reduktion der relativen Expression (Abbildung 111.13). Im
Detail war die Expression von GiaTUB auf im Mittel 58,79 % (mit p = 0,049) und die Expression von
MtPT4 etwas stdrker auf durchschnittlich 48,97 % (mit p = 0,088) reduziert.

Abbildung I1ll.12: Die relative Expression von
Mtr.20292 in mit  Glomus intraradices
0,010 ey mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von

] Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real
time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.20292 in unabhdngigen, transgenen M.
truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt
pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken: Kontr.) sowie
dem gegen Mtr.20292 gerichteten RNAi-Konstrukt
pK7GWIWG2: Mtr.20292 (graue Balken: RNAI)
generiert wurden nach 21 Tagen Mykorrhizierung
mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen
Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus
zehn Kontroll- und zwdlf RNAi-Wurzeln. Diesen
Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind
Abbildung C.1 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den entsprechenden
Standardfehler. Signifikante Expressionsunterschiede zwischen Kontroll- und RNAi-Wurzeln sind folgendermalen
gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01 (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).

Mtr.20292 Expression

0,0009
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Bei GiaTUB handelt es sich um ein von G. intraradices konstant exprimiertes a-Tubulin. Tubuline
bilden als Bestandteile der Microtubuli die Basis des Cytoskeletts (McKean et al., 2001) und
werden daher in der Regel konstant exprimiert. So spiegelt die Menge der GiaTUB-Transkripte in
mykorrhizierten Wurzeln die Menge des pilzlichen Gewebes in diesen Wurzeln wider. Daher ldsst
sich durch eine Reduktion der GiaTUB Expression in den RNAi-Wurzeln auf eine insgesamt
geringere AM-Pilz Kolonisation im Vergleich zu den Kontrollwurzeln schliel3en, die aber keinerlei
Hinweis darauf gibt, welcher Art die vorhandenen Pilzstrukturen sind. MtPT4 ist ein
Phosphattransporter, der spezifisch in der periarbuskuldrene Membran exprimiert wird (Javot et
al., 2007a) und somit als Arbuskel-spezifischer Marker genutzt werden kann. Die Reduktion von
MtPT4 in den RNAi-Wurzeln [asst vermuten, dass hier entweder generell weniger Arbuskeln

vorhanden sind oder die vorhandenen Arbuskeln zumindest funktionell beeintrachtigt sind.
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Abbildung I1l1l.13: Die relative Expression der AM-Markergene GiaTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A) und MtPT4 (B) in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die
mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken: Kontr.) sowie dem gegen Mtr.20292 gerichteten RNAI-
Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.20292 (graue Balken: RNAi) generiert wurden nach 21 Tagen Mykorrhizierung mit G.
intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus zehn Kontroll- und zwolf
RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.2 im Anhang zu entnehmen. Die
dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. Signifikante Expressionsunterschiede
zwischen Kontroll- und RNAi-Wurzeln sind folgendermafien gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01
(Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).

Somit lieB sich zeigen, dass eine RNAi-vermittelte Reduktion der Trankriptmenge von Mtr.20292
zu einer signifikant verminderten Expression zweier Markergene fiihrt, die einerseits den
pilzlichen Kolonisationsgrad und andererseits den Anteil reifer Arbuskeln widerspiegeln. Dieser
Effekt legt eine Rolle der Rezeptorkinase Mtr.20292 in der Ausbildung der AM in M. truncatula

nahe, die jedoch durch weitere Analysen bestdtigt werden missten.

l1l.3.1.2 Funktionelle Analyse des Kandidatengens MtMKS1

l11.3.1.2.1 Das Map-Kinase Substrat MtMKS1

Bei MtMKS1 handelt es sich um das Map-Kinase Substrat 1 aus M. truncatula. Die Auswahl von
MtMKS1 als Kandidatengen erfolgte aufgrund seiner spezifischen Expression in sehr frilhen
Mykorrhizastadien. So konnte fiir dieses Gen eine signifikante Induktion nach einer 6-stiindigen
Inkubation mit gekeimten G. intraradices Sporen bzw. deren Uberstdnden beobachtet werden
(Tabelle I11.1). Ebenso zeigte sich eine signifikant Induktion dieses Gens in M. truncatula Wurzeln
im Stadium der PPA-Bildung mit Gi. margarita (Tabelle Ill.1). Interessanterweise lieSen sie die
beschriebenen Induktionen nicht nur im Wildtyp, sondern auch in entsprechend behandelten
dmi3-Mutanten nachweisen (Tabelle IIl.1). Sofern MtMKS1 eine Rolle in der frithen AM-Symbiose
spielt, ldsst dies vermuten, dass es sich um eine Funktion upstream von MtDMI3 oder um eine
CSP-unabhédngige Funktion handelt. In spateren Mykorrhizastadien konnte keine Induktion des
MtMKS1 Gens beobachtet werden.
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ATGAATCAATTCCCAGACATTCCTACAGGAAGATCACCAAGAAGAGAACTTCAAGGTCCA
CGTCCTACACCTCTTAGAATACACAAGGACTCTCACAAAATCAAGAAACCACCATTGGCC
CACAGCAGCAGCAGCAACAACAACAATATCAACAACCGCGCCAACCAATTATAATCTACA
CCGTCTCCCCTAAGGTAATCCACACCACACCCGGGGACTTCATGAACCTCGTCCAACGTC
TCACCGGATCCTCCTCCTCCTCCTCCACCTCCTCCACCTCCTCGTCTTCATCATCAAATA
TTGATCCTTTCCGCGGGGATGGAACAATATCCCCCGCGGCGCGTTATGCCACCATGGAGA
AAGCTATGTCTCCTTTGGGGAAAAAACAACAACAACAACAACAAATAGTAGCACCAATAA
CAAGTTTTACTAGTGATGTAATAAGTGACATGGAAGGGATAGAACAAACACAATTGATGA
ATCATGGAGTAGAGAGAGGAAACATGATGTTTCYAAGGGATTTTGTCTCCGGGACCGGCT
TCACTATCTCCAATTCCTTCTAATTTTTTCTCGCCACCATCTTCGGATCCAAACATGTTC
AACAACTTCCTTCATGATTTAAGTCCTGCACTTCATAGTGGTAGAAATTTTATGGAAGGT
GGTGCTAATTTCTTATTACCTAGTCCTTCAAATTTTGTTTCACCTATTACTCCTTCTATT
GATTTATTCAACTATTTCTTAGGG-TAAATGGTTGCCATTTATTTGTAGCTAAGTTTG
ATTATATTTTTCATTTTATATACAAATATTTTTAGATAGGGCATATGGTTTTTTCTTACC
TTGAGTTATTTTCTAGAGCTGGAATTTTGAAATAATTTAATTGGATTTATTTTTGGGCAA
TTTTGTTGCTCAAATTGTTT

MNQFPDIPTGRSPRRELQGPRPTPLRIHKDSHKIKKPPLAPQOOQQQQQYQQPRQPIITY
TVSPKVIHTTPGDFMNLVQRLTGSSSSSSTSSTSSSSSSNIDPFRGDGT ISPAARYATME
KAMSPLGKKQQQQQQIVAPITSFTSDVISDMEGIEQTQLMNHGVERGNMMFQGILSPGPA
SLSPIPSNFFSPPSSDPNMFNNFLHDLSPALHSGRNFMEGGANFLLPSPSNFVSPITPSI
DLENYFLGH

Abbildung 111.14: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von MtMKS1. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben) und
die abgeleitete Aminoséuresequenz (unten) von MtMKS1 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau und rot
hinterlegt sind das Start- und Stoppcodon, rot gedruckte Abschnitte markieren den entsprechenden 3’-UTR Bereich.
Das griin hinterlegte Pfeilsymbol markiert die Insertionsstelle des Retrotransposons Tnt1 in der Insertionslinie NF4499.
In der Aminosduresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau und rot hinterlegt, zusatzlich gelb markiert ist ein mittels
Motivsuche identifiziertes VQ-Motiv.

Das MtMKS1 Gen liegt auf dem dritten Chromosom von M. truncatula und tragt in der Version 3.5
des M. truncatula Genoms den Bezeichner Medtr3go9o350. In der EST-Datenbank von M.
truncatula konnte das dem Gen entsprechende EST-Cluster TC200491 identifiziert werden, dem
jedoch ca. das erste Drittel der Gensequenz fehlt. Mdglicherweise handelt es sich hier um eine
unvollstandige Assemblierung der EST-Sequenzen. In der genomischen Sequenz von MtMKS1
konnten keinerlei Introns identifiziert werden, so dass von einem zusammenhdngenden Exon
auszugehen ist. Die Nukleotidsequenz von MtMKS1 besitzt eine Gesamtldnge von 920 bp, von
denen jedoch 170 bp auf den 3’-UTR Bereich entfallen, wodurch sich der Kodierbereich des Gens
auf 750 bp verkiirzt (Abbildung 111.14).

In der 249 Aminosduren langen, abgeleiteten Proteinsequenz von MtMKS1 konnte liber einen
Abgleich der CDD(conserved domain database)-Datenbank (Marchler-Bauer et al., 2009) ein VQ-
Motiv von Position 74 bis 83 identifiziert werden (Abbildung I11.14). Hierbei handelt es sich um ein
kurzes Motiv, das in einer Reihe von Pflanzenproteinen gefunden wurde, dessen Funktion bisher
aber unbekannt ist (Marchler-Bauer et al., 2009).

Ein Vergleich der MKS1-Proteinsequenz aus M. truncatula mit den entsprechenden Sequenzen aus
Glycine max und Arabidopsis thaliana zeigte wie erwartet, eine deutlich hdhere
Sequenzadhnlichkeit zwischen den nahen Verwandten M. truncatula und G. max, wdhrend die
Sequenz von A. thaliana stérkere Abweichungen aufwies (Abbildung I11.15). Dennoch gab es einige
kiirzere konservierte Bereiche zwischen allen drei Proteinen, zu denen auch das VQ-Motiv
gehorte (Abbildung 111.15), was eine funktionell wichtige Rolle dieses Motivs fiir das MKS1 Protein

vermuten lasst.



l1l. Ergebnisse 89

MtMKS1 MN---QFPD-IPTGR-SPRR--ELQGPRPTPLRIHKDSHKIKKPPLAPQQOQQOQQQQY--0Q
GmMKS1 MD---QFSHIIPTER-SPRRELQLOGPRPTPLRINKDSHKIKKPPLAPQQPSHPHQ---P
AtMKS1 MDPSEYFAGGNPSDQONQKRQLOICGPRPSPLSVHKDSHKIKKPPKHPAPPPNRDQPPPY
* . * Ko s sk as kkAK kA e AKKEAKKKAK K .Uk
MtMKS1 QPRQPIIIYTVSPKVIHTTPGDFMNLVQRLTGSSSSSSTSSTSSSSSSNIDPFR-GDGTI
GmMKS1 PPROQPIIIYTVSPKVIHTTPSDFMNLVQRLTGSSSSSSVVVPNNNN-THVDPFNNGAGML
AtMKS1 IPREPVVIYAVSPKVVHATASEFMNVVQRLTGISSGVFLES-——————————--— GGGGDV
**:*::**:*****:*:*'.:***:***‘k** ‘k*. * %
MtMKS1 SPAARYATMEKAMSPLGKKQQQQQQIVAPITSFTSDVISDMEGIEQTQLMNHGVERGN-M
GmMKS1 SPAARYATIEKAMSPMGKKH-—-——--- VLPSG---DNIISDVQGIEIN-IGDGVLERSQQON
AtMKS1 SPAARLASTENASPRGGKEP-—-——-—--—-————————— AARDETVEINTAMEEAAEFGG--
KxkKKA Ko Kok | Kk . coex . *
MtMKS1 MFQGILSPGPASLSPIPSNFFSPPSSDPNMENNFLHDLSPALHSGRNFMEGGANFLLPSP
GmMKS1 MFQGILSPGPASLSPIPSNFFSPPSSDPSMVS—-FLHDLSPMFQSGRNFMEG—-SSFVLPSP
AtMKS1 YAPGILSPSPALLPTASTGIFSPMYHQGGMFS———PAIPLGLFSPAGFMSP———FRSPGF
***** * * * . I *k**k H '*'. .. . * ** * *'

MtMKS1 SN---FVSPITPSIDLFNYFLG--

GmMKS1 SSNEFSFVSPHTPSMDLEFNYFLD-—

AtMKS1 TS---LVASPT-FADFEFSHIWDQD

cx. ok ek

Abbildung IlL.15: Alignment der MKS1-Proteinsequenzen aus Medicago truncatula (MtMKS1), Glycine max (GmMKS1)
und Arabidopsis thaliana (AtMKS1). Die im Einbuchstabencode dargestellten Aminosduresequenzen wurden mit
ClustalW2 (Higgins et al., 1996) aligned. Es zeigen sich einige konservierte Bereiche, zu denen auch das mittels einer
Motivsuche identifizierte VQ-Motiv (gelb hinterlegt) gehort.

Das MtGEA-Expressionsprofil von MtMKS1 zeigte eine unspezifische Expression dieses Gens in
Blattern, Wurzelknélichen und Wurzeln von M. truncatula (Abbildung 111.16). Die von allen
untersuchten Geweben starkste Expression lieR sich jedoch in mykorrhizierten Wurzeln
beobachten (Abbildung 111.16), was méglicherweise auf eine Rolle von MtMKS1 in dieser Symbiose

hinweist.
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Abbildung I11.16: Das Expressionsprofil von MtMKS1 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA). Das
Expressionsprofil zeigt eine unspezifische Expression von MtMKS1 in Bldttern, Wurzeln und Wurzelknéllchen von M.
truncatula. In mykorrhizierten Wurzeln [dsst sich eine besonders starke MtMKS1-Expression beobachten.
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lll.3.1.2.2 Identifikation und Verifikation homozygoter Tnti-Insertionsmutanten fiir das Gen
MtMKS1

Mittels einer BLAST-Suche der Tnt1-Datenbank (http://bioinfo4.noble.org/blast/blast.html) konnte
fir das Kandidatengen MtMKS1 die Tnti-Linie NF4499 identifiziert werden. Diese Linie besitzt
insgesamt 16 Tnti-Insertionsstellen, von denen sich die zehnte Insertion zwischen dem 513. und
514. Basenpaar downstream des Startcodons von MtMKS1 befindet. Das Retrotransposon sitzt hier
in 3’-5’-Orientierung mitten in der Kodierregion des Kandidatengens (Abbildung I11.14). Durch die
Tnt1-Insertion an dieser Stelle wird mit dem zehnten Nukleotid der Tnt1-Sequenz ein mit der
Gensequenz von MtMKS1 in frame liegendes friihzeitiges Stopcodon (TAA) erreicht. Dies fiihrt
aller Voraussicht nach zu einem friihzeitigen Transkriptionsstop des MtMKSt1 Transkripts und
einem anschlieBenden NMD(nonsense mediated mRNA decay)-Abbau des verkiirzten Transkripts.
Selbst fiir den Fall, dass dieses dem NMD-Abbau entgehen sollte, ist die Funktionalitdt des
entstehenden Genprodukts duflerst fraglich, da diesem durch die Tnti-Insertion etwa ein Drittel
der Sequenz fehlen wiirde. Daher ist bei einer homozygoten Tnti-Insertion von einem
vollsténdigen knockout von MtMKS1 auszugehen. Durch eine Genotypisierung (siehe Abschnitt
[11.2.3) konnten insgesamt drei Pflanzen mit den Bezeichnern NF4499#1, NF4499#4 und
NF4499#13 mit einer homozygoten Tnti-Insertion in der Gensequenz von MtMKS1 identifiziert
werden (Tabelle Ill.4). Nachkommen dieser homozygoten Pflanzen wurden unter gleichen
Bedingungen wie entsprechende M. truncatula R108 Wildtyp-Kontrollen angezogen und fiir 35
Tage mit G. intraradices mykorrhiziert. Aus der Halfte der Wurzel jeder Tnt1- und Wildtyp-Pflanze
wurde die RNA extrahiert und fiir real time RT-PCR Messungen verwendet. Zundchst wurde dabei
mittels genspezifischer und Tnti-spezifischer Primerpaare die korrekte Insertion des
Retrotransposons in MtMKS1 verifiziert. Die genspezifischen Primer lagen unmittelbar up- und
downstream der Tnti-Insertion, wahrend das Tnti-spezifische Primerpaar mit je einem Primer auf
dem Gen und auf dem Retrotransposon lagen. Dabei zeigte sich wie erwartet, dass das
genspezifische Amplifikat ausschlieBlich in den Wildtyp-Pflanzen auftrat, wdhrend das Tnt1-

spezifische Fragment nur in den Insertionsmutanten amplifiziert werden konnte (Abbildung

11.17).

Abbildung 1l1l.17: Die relative Expression eines
genspezifischen und eines Tnti-spezifischen
MtMKS1-Amplifikats in  Medicago truncatula
Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der
Linie NF4499. Dargestellt ist die mittels real time
RT-PCR gemessene relative Expression eines
genspezifischen (schwarze Balken) und eines Tnt1-
spezifischen (graue Balken) MtMKS1-Amplifikats in
M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln (WT#1-5) und
in  Wurzeln der Nachkommen der Tnt1-
Insertionsmutanten NF4499#1 (NF4499 #1/3-10),
NF4499#4  (NF4499#4/2-5) und  NF4499#13
(NF4499#13/1-3) nach 35 Tagen Mykorrhizierung
mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen
Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je
zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden
Standardfehler.
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Dies bestatigt, dass die Tnt1-Insertion in den Insertionsmutanten an der erwarteten Position sitzt,
im Wildtyp jedoch nicht nachweisbar ist. Zudem tragen alle Mutanten diese Insertion homozygot,
da sich aus ihrer RNA andernfalls das genspezifische und das Tnti-spezifische Fragment
amplifizieren lassen miissten. Somit konnte die homozygote Tnti-Insertion in allen Tnt1-

Insertionsmutanten von MtMKS1 bestatigt werden.

ll1.3.1.2.3 Tntt-Insertionsmutanten von MtMKS1 zeigen keine Auffilligkeiten im phanotypischen

Erscheinungsbild oder Mykorrhizierungsgrad

Im Anschluss an die Verifizierung der korrekten Tnt1-Insertion in den Insertionsmutanten wurden
diese phanotypisch und beziglich ihres Mykorrhizierungsgrades hin analysiert. Dabei dienten
erneut die parallel angezogenen Wildtyp-Pflanzen als Kontrolle. Optisch war zundchst kein
bemerkenswerter Unterschied zwischen den Insertionsmutanten und dem Wildtyp feststellbar
und auch ein Vergleich des Frischgewichts des Sprosses und der Wurzeln sowie die Anzahl der
Blatter jeder einzelnen Pflanze zeigten keinerlei signifikante Abweichungen (Abbildung 111.18). Die
durchschnittliche Pflanze hatte 8,8 Bldtter, ein Sprossgewicht von ca. 0,5 g und ein etwas

niedrigeres Wurzelgewicht von ca. 0,3 g.

A B .
08 "
05
c - I |
04 -
E B
'§ 0.3 g 6 I
£ [ ]
02 — 2 4 I
o1 —
2 -
00
Spross Wurzel ol
[ WT B NF4499#1 0 NF4499#4 0 NF4490#13)| wr NF 44801 NF44o0i4 NF4400#13

Abbildung 111.18: Spross- und Wurzelgewicht sowie die Anzahl der Blatter von mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF4499. Dargestellt ist das Frischgewicht
von Spross und Wurzeln (A) sowie die Anzahl der Blatter (B) von M. truncatula R108 Wildtyp-Pflanzen (schwarze
Balken) und von Nachkommen der Tnti-Insertionsmutanten NF4499#1 (dunkelblaue Balken), NF4499#4 (mittelblaue
Balken) und NF4499#13 (hellblaue Balken) nach 35 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten
Werten handelt es sich um Mittelwerte aus dreizehn Wildtyp-Pflanzen, acht NF4499#1-Nachkommen, vier NF4499#4-
Nachkommen und drei NF4499#13-Nachkommen. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden
Standardfehler.

Die jeweils verbliebene Halfte der Wurzel jeder Insertionsmutante und Wildtyp-Kontrolle wurde
mit WGA-Alexa Fluor® 488 angefarbt um die AM-Pilzstrukturen der mykorrhizierten Wurzeln
sichtbar zu machen. Wie in Abschnitt 11.2.5.4 beschrieben, wurde die Kolonisationsrate durch G.
intraradices und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in den Wurzeln bestimmt. Dabei
zeigten sich jedoch weder in der Kolonisationsrate noch in den Anteilen der Hyphen, Arbuskeln
und Vesikel signifikante Unterschiede zwischen den Wildtyp-Kontrollen und den Tnt1-

Insertionsmutanten (Abbildung I11.19).
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Folglich waren die Tnt1-Insertionsmutanten der Linie NF4499 im Vergleich zum Wildtyp in Bezug

auf ihren Phanotypen und ihren Mykorrhizierungsgrad véllig unauffallig.
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Abbildung IIl.19: Die Kolonisationsrate und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF4499. Dargestellt ist
die mittels der gridline intersections Methode bestimmte Kolonisationsrate (A) und die Anteile verschiedener AM-
Pilzstrukturen (B) in M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln (schwarze Balken) und in Wurzeln der Nachkommen der Tnt1-
Insertionsmutanten NF4499#1 (dunkelblaue Balken), NF4499#4 (mittelblaue Balken) und NF4499#13 (hellblaue Balken)
nach 35 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices und anschlieBender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei den
dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus zehn Wildtyp-Pflanzen, vier NF4499#1-Nachkommen, zwei
NF4499#4-Nachkommen und einem NF4499#13-Nachkommen. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzeldaten
sind Tabelle D.1 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den entsprechenden
Standardfehler.

lll.3.1.2.4 In Tntt-Insertionmutanten von MtMKS1 ist die Expression von AM-Markergenen
beeintrachtigt

Als ndchstes wurde die Expression der AM-Markergene GmTEFa, MtPT4, MtBCP1 und MtANN2 in
den NF4499-Insertionsmutanten und Wildtyp-Kontrollen gemessen. Dabei zeigte sich, dass sich
die relative Expression dieser Gene in den Nachkommen der drei homozygoten Pflanzen
NF4499#1, NF4499#4 und NF4499#13 jeweils sehr einheitlich darstellte (Abbildung I11.20). Im
Vergleich aller Wildtypen mit allen Insertionsmutanten zeigte sich kein signifikanter Unterschied
fir die Expression von GmTEFa, wahrend MtBCP1 in den Insertionsmutanten signifikant starker
und MtPT4 und MtANN2 signifikant schwacher als im Wildtyp exprimiert waren (Abbildung 111.20),
wobei die Expressionsunterschiede etwa 2 - 3-fach waren. Analog zu dem zuvor beschriebenen
AM-Pilzgen GiaTUB wird auch der Pilz-Translations-Elongationsfaktor GmTEFa (Glomus mossae
Tefa) konstant exprimiert, wodurch er die Menge pilzlichen Gewebes in den Wurzeln
widerspiegelt. Der geringe Expressionsunterschied von GmTEFa in Wildtyp-Kontrollen und
Insertionsmutanten scheint darauf hinzudeuten, dass sich die Menge vorhandenen Pilzgewebes
in Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten dhnlich ist, wie dies auch schon fiir die zuvor
bestimmte Kolonisationsrate (Abbildung IIl.19 A) der Fall war. Neben dem zuvor bereits
beschriebenen Arbuskel-spezifischen Gen MtPT4, wird das Annexin-Gen MtANN2 (Medicago
truncatula Annexin 2) in Arbuskel-haltigen Zellen stark induziert (Manthey et al., 2004). Die genaue
Funktion des MtANN2 Proteins in der AM-Symbiose wurde bislang nicht aufgeklart. Auffallig ist

die gemeinsame Reduktion der Expression beider Gene in den Insertionsmutanten (Abbildung
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I1.20), die fir MtANN2 signifikant (mit p = 0,077) und fir MtPT4 sogar hochsignifikant (mit p =
0,001) war. Unabhéangig betrachtet lasst sich diese Reduktion als Hinweis auf eine verminderte
Anzahl oder eine verminderte Funktionalitat der Arbuskeln deuten. Zudem wurde jedoch fiir das
AM-Markergen MtBCP1 (Medicago truncatula blue copper binding protein 1; Hohnjec et al., 2005)
eine signifikant  (p = 0,098) hohere relative Expression in den NF4499-Insertionsmutanten
gemessen (Abbildung I11.20). Fiir MtBCP1 ist bekannt, dass es in der AM-Symbiose sowohl in
Arbuskel-haltigen als auch in den benachbarten Zellen induziert wird (Hohnjec et al., 2005), die
genaue Funktion des Genprodukts in der AM-Symbiose ist jedoch unbekannt. Eine sinnvolle
Erklarung fiir dieses Expressionsmuster wdre eine Abnahme der arbuskelhaltigen Zellen (und der
damit verbundenen Reduktion der Transkriptmengen von MtPT4 und MtANN2) bei einer
gleichzeitigen Zunahme der benachbarten Zellen (und der damit verbundenen Induktion der
Transkriptmenge von MtBCP1), die sich in einem Stadium vor oder nach der Kolonisation durch
Arbuskeln befinden. Obwohl ein solches Szenario prinzipiell denkbar ware, spiegelt es sich

allerdings nicht in einer Reduktion der zuvor bestimmten Arbuskelrate (Abbildung 111.19) wider.
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Abbildung I1ll.20: Die relative Expression von GmTEFa, MtPT4, MtBCP1 und MtANN2 in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF4499. Dargestellt ist
die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von GmTEFa (A), MtPT4 (B), MtBCP1 (C) und MtANN2 (D) in
M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln (schwarze Balken) und in Wurzeln der Nachkommen der Tnt1-Insertionsmutanten
NF4499#1 (dunkelblaue Balken), NF4499#4 (mittelblaue Balken) und NF4499#13 (hellblaue Balken) nach 35 Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus finf Wildtyp-
Pflanzen, acht NF4499#1-Nachkommen, vier NF4499#4-Nachkommen und drei NF4499#13-Nachkommen. Diesen
Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.3 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten
Fehlerbalken reprdsentieren den entsprechenden Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-
Kontrollen und Insertionsmutanten sind folgendermafen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.



I1l. Ergebnisse 94

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass Insertionsmutanten des Kandidatengens MtMKS1
sich weder phanotypisch noch in ihrer Mykorrhizierung signifikant von entsprechend behandelten
Wildtyp-Pflanzen unterscheiden. Lediglich die Expression einiger AM-Markergene zeigt
signifikante Unterschiede zum Wildtyp, die jedoch widerspriichlich erscheinen und zudem auch
keinen konkreten Aufschluss dariiber geben, ob und welche Rolle MtMKS1 in der
Signaltransduktion der AM spielt.

l11.3.1.3 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.12220
111.3.1.3.1 Das Elicitor-induzierte Protein Mtr.12220

Das als Elicitor-induzierte annotierte Gen Mtr.12220 wurde aufgrund seiner starken Induktion in
sehr friihen Stadien der AM-Symbiose als Kandidatengen ausgewahlt. So konnten eine 3,9-fache
Induktion dieses Gens in M. truncatula Wurzeln im Stadium der PPA-Bildung mit Gi. margarita
beobachtet werden (Tabelle 111.1). Zudem war eine 5,3-fache bzw. 7,2-fache Induktion nach einer
6-stiindigen Inkubation mit Sporen bzw. Uberstinden gekeimter Sporen von G. intraradices

nachweisbar (Tabelle 111.1).

CTTACATTTCCATCAGCACATAACATTTCCACATTCCTTCTACTTCATACTTTGTTCTAT
CTCAATACATATCCCAAATGGCATCTTTTAAGTTAAGTGCAATCTTTACTCTTTTTCTCA
CAATTTCACTACTTCATTTAATCTCAGCTGCTAGAAAATTCACTGAATCAGACCAACAAC
TTAAATTTCAATACCACAAAGGCCCTCTTCTCACCGGAAAAATCTCAATCAACCTCATTT
GGTATGGAAAATTCAAACCATCTCAACGAGCCATCATAACTGATTTCATAACCTCCCTCT
CTTCTCCTAAACAAGGAACAACCACATCACAACCATCCGTTGCCACGTGGTGGAAATCAA
CCGAAAAATATTACCAACTCGCGAACAATAAGAAATCAGTTAACCTAGCTCTCTCACTAG
GTTCTCAAATTCTCAATGAGAATTACTCATTAGGAAAATCTCTCACAACTAACCAAATCC
TTAAACTCGCATCAAAAGGACAACAACAAAACGCCATCAACGTTGTCCTAACAGCCGCTG
ATGTGTTAGTTGACGGTTTTTGTTCAAGTAGGTGTGGAACACATGGTTCTTCTTATGGTG
CACTCGTAAATGGAAAGAGAAACAAGTTCGCATACATTTGGGTTGGAAATTCTGAAACTC
AATGTGCTGGTCAATGCGCGTGGCCATTTCACCAACCAATTTATGGTCCACAAAGTGCAC
CGTTGGTTGCACCAAATAACGATGTCGGTCTTGATGGAATGGTTATAAATGTTGCTAGTC
TTTTAGCTGGAACCGTAACCAATCCTTTTGGTAATGGTTACTTTCAAGGACCAAAAGAAG
CTCCTTTGGAAGCTGCTTCGGCTTGCACCGGTGTTTATGCTAAAGGAGCTTATCCTGGTT
ATGCTGGGGACCTTTTGGTGGATAAAACAAGTGGTGCTAGCTACAATGCTAATGGTGATA
ATGGAAGGAAGTATTTGTTGCCTGCTATTGTTGACCCTAAAACCTCGGTTTGTTCTACGT
TGGTA-AGAAAC TAAACAAAAGAATGTGAATGTGACGTCTCTTCGTGGTTCCACATGA
GATAAAATTTTCAAATGTGTTTAATTAGTTTGTAGGCAATGAGATATTCTTTTATTTGAT
TTGTTCATTCAATTAATTTGTTATATAATAAAGTCAAACTTATAGAAATATTGTCAAAAA
CCGTATTCGGG

MASFKLSATFTLFLTISLLHLISAARKFTESDQQLKFQYHKGPLLTGKISINLIWYGKEK
PSORAIITDFITSLSSPKQGTTTSQPSVATWWKSTEKYYQLANNKKSVNLALSLGSQILN
ENYSLGKSLTTNQILKLASKGQQONAINVVLTAADVLVDGFCSSRCGTHGSSYGALVNGK
RNKFAYIWVGNSETQCAGQCAWPFHQPIYGPQSAPLVAPNNDVGLDGMVINVASLLAGTV
TNPEFGNGYFQGPKEAPLEAASACTGVYAKGAYPGYAGDLLVDKTSGASYNANGDNGRKYL
LPAIVDPKTSVCSTLVI

Abbildung 111.21: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von Mtr.12220. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben)
und die abgeleitete Aminosduresequenz (unten) von Mtr.12220 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau
und rot hinterlegt sind das Start- und Stoppcodon, blau und rot gedruckte Abschnitte markieren die entsprechenden 5'-
und 3’-UTR Bereiche. In der Aminosduresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau und rot hinterlegt, zusatzlich gelb
markiert ist eine mittels Motivsuche identifizierte Domane der Phit-Superfamilie.
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Diese Induktionen liefen sich nicht nur im Wildtyp, sondern im gleichen Malle auch in dmi3-

Mutanten beobachten (Tabelle I1l.1). Anhand dieser Daten ware eine Rolle des Elicitor-induzierten

Proteins downstream MtDMI3 sowohl in der Pra-Kontaktphase als auch in der friihen

Kontaktphase der beiden Symbiosepartner denkbar.

Das Mtr.12220 Gen weist Ahnlichkeiten zu dem in der Kartoffel identifizierten Pathogen-

induzierten Gen ERG-1 (Dellagi et al., 2000) sowie dem Phosphat-induzierten Gen PHI-1 (Sano et al.,

1999) aus Tabak auf. Bei beiden Genprodukten handelt es sich um ausschlieBlich in Pflanzen

exprimierte Proteine (Dellagi et al., 2000).
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——————————————————————————— MTNNX-----KFQYHKGPLLTGKISINLIWYGK
——————————————————————————— MTNNX-----KFQYHKGPLLTGKISINLVWYGK
~MASSFOSLLKFFLLISIFYLSSAARNLNELVQDOSQLLHYHNGPLLYGKISVNLINYGN

* * Kk Kk Kk **** ** ***
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Abbildung IIl.22: Alignment der Aminosduresequenzen von Mtr.42888.1.51_s_at (TC188991), Mtr.12226.1.51_at
(TC184547), Mtr.12220.1.51_at (TC183573), Mtr.37494.1.51_at (TC184353) Mtr.37493.1.51_at (TC187041)
Mtr.12209.1.51_at (TC174952) aus Medicago truncatula. Die im Einbuchstabencode dargestellten Aminosduresequenzen
wurden mit ClustalW2 (Higgins et al., 1996) aligned.

und
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Mtr.12220 liegt auf dem fiinften Chromosom von M. truncatula, die dem Kandidatengen
entsprechende EST bzw. genomische Sequenz konnten als TC183573 bzw. Medtr5g064360
identifiziert werden. Die insgesamt 1.211 bp lange Gensequenz von Mtr.12220 wird von einem 77 bp
langen 5°-UTR Bereich und einem 183 bp langen 3'-UTR Bereich flankiert (Abbildung I11.21). Der 951
bp lange Kodierbereich des Gens besteht aus einem zusammenhdngenden Exon, das keine
Introns aufweist (Abbildung I1.21).

Die abgeleitete Proteinsequenz von Mtr.12220 umfasst 317 Aminosduren. Durch einen Abgleich
dieser Sequenz mit der CDD-Datenbank (Marchler-Bauer et al., 2009) konnte von Position 37 - 316
eine Domdne der Phit-Superfamilie identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um eine
konservierte Region unbekannter Funktion in Pflanzenproteinen, die nach dem zuvor bereits
erwdhnten PHI-1 Gen aus Tabak benannt wurde. In M. truncatula gehort Mtr.12220 einer Genfamilie
der Phi1-Superfamilie an, der neben diesem bislang fiinf weitere Gene zugeordnet werden
konnten: Mtr.42888.1.51 s at (TC188991), Mtr.12226.1.51_at (TC184547), Mtr.12209.1.51_at
(TC174952), Mtr.37494.1.51_at (TC184353) und Mtr.37493.1.51_at (TC187041). Ein Alignment der
abgeleiteten Aminosduresequenzen der sechs Gene zeigte, dass sich die einzelnen Sequenzen in
jeweils etwa 40 Aminosduren des duflersten N- bzw. C-terminalen Bereichs deutlich

unterscheiden, ansonsten aber stark konserviert sind (Abbildung 111.22).

MEGEA! M. truncatuls Ganse Expression atlas / Noble Foundation (http://mtges. noble.org/vz)

) =Mbr.12220.1.81_at
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Abbildung 111.23: Das Expressionsprofil von Mtr.12220 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA). Das
Expressionsprofil zeigt eine unspezifische Expression von Mtr.12220 in fast allen untersuchten Geweben von M.
truncatula.

Dabei beschrénkte sich diese Ahnlichkeit nicht nur auf Sequenzebene, sondern zeigte sich auch im
Expressionsprofil dieser Genfamilie. Das in Abbildung IIl.23 exemplarisch fir Mtr.12220
dargestellte MtGEA-Expressionsprofil zeigt keine spezifische Expression, vielmehr scheint das
Transkript des Kandidatengens mit variierender Starke in fast allen untersuchten Geweben von M.
truncatula exprimiert zu sein. Dieses Profil spiegelt sich sehr deutlich in den Expressionsprofilen
der finf anderen Gene dieser Genfamilie wider (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren konnte fiir
Mtr.42888.1.51_s_at und Mtr.12226.1.51_at eine mit Mtr.12220 vergleichbare Induktion im Stadium

der PPA-Bildung mit Gi. margarita und nach Inkubation mit Sporen bzw. Uberstinden gekeimter
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Sporen von G. intraradices beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Diese Ubereinstimmungen

lassen vermuten, dass die Gene dieser Genfamilie dhnliche Funktionen in M. truncatula erftillen.

lll.3.1.3.2 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.12220 hat keine Auswirkungen auf die

Expression von AM-Markergenen

Um einen RNAi-vermittelten knockdown des Kandidatengens Mtr.12220 zu bewirken, wurden im
Rahmen einer Masterarbeit (Schaepe, 2011) transgene M. truncatula Wurzeln mit dem gegen
dieses Gen gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.12220 sowie dem bereits in Abschnitt
[11.3.1.1.3 beschriebenen Kontrollkonstrukt pK7GWIWG2:GUS erzeugt und fiir 28 Tage mit G.
intraradices mykorriziert. Im Anschluss an eine RNA-Extraktion dieser Wurzeln wurde zunachst
der angestrebte RNAi-Effekt mittels real time RT-PCR untersucht. Dabei zeigte sich eine
hochsignifikante Reduktion der Expression von Mtr.12220 auf im Mittel 33,93 % (mit p = 0,001) in
den RNAi-Wurzeln (Abbildung 111.24), womit ein durch das Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.12220

hervorgerufener RNAI-Effekt nachgewiesen werden konnte.

Abbildung Ill.24: Die relative Expression von
Mtr.12220 in mit Glomus intraradices
0,0020 mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von
] Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real
time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.12220 in  unabhdngigen, transgenen M.
truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt
pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken: Kontr.) sowie
dem gegen Mtr.12220 gerichteten RNAi-Konstrukt
pK7GWIWG2:Mtr.12220 (graue Balken: RNAI)
generiert wurden nach 28 Tagen Mykorrhizierung
mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen
Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus
RNAI jeweils zehn Kontroll- und RNAi-Wurzeln. Diesen
Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind
Abbildung C.4 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden
Standardfehler. Signifikante Expressionsunterschiede zwischen Kontroll- und RNAi-Wurzeln sind folgendermallen
gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01 (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).

Mtr.12220 Expression

0,0018

0,0018

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde anschliefend die Expression von AM-Markergenen in RNAi-
und Kontrollwurzeln mittels real time RT-PCR analysiert, um mégliche Auswirkungen der
verminderten Expression des Elicitor-induzierten Proteins auf die AM-Symbiose zu untersuchen.
Bei den hierfiir gewahlten Markergenen handelte es sich um die zuvor bereits beschriebenen
Gene GiaTUB und MtPT4. Es zeigte sich jedoch, dass sich weder fiir das Pilzgen noch fiir den
Phosphattransporter ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen RNAi- und Kontrollwurzel
nachweisen lieR (Abbildung 111.25). Dies lasst vermuten, dass sowohl die Kolonisationsrate durch
G. intraradices als auch die Ausbildung funktioneller Arbuskeln nicht durch die reduzierte
Transkriptmenge von Mtr.12220 beeintrachtigt wird. Einerseits kénnte dies bedeuten, dass das
Elicitor-induzierte Protein keine essentielle Funktion in der AM-Symbiose spielt, andererseits ist
aufgrund dieser Ergebnisse natdrlich nicht auszuschliel(en, dass der knockdown der Mtr.12220

Expression nicht stark genug war, um einen Effekt auszulésen oder ein anderes Protein der
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Genfamilie seine Funktion (bernimmt. Um dies weitergehend zu Uberpriifen, wurde eine

Promotor-GUS Fusion dieses Gens analysiert.
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Abbildung Ill.25: Die relative Expression der AM-Markergene GiaTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A) und MtPT4 (B) in unabhangigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die
mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken: Kontr.) sowie dem gegen Mtr.12220 gerichteten RNAI-
Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.12220 (graue Balken: RNAI) generiert wurden nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G.
intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus jeweils zehn Kontroll- und
RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.5 im Anhang zu entnehmen. Die
dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den entsprechenden Standardfehler (Quelle: modifiziert nach Schaepe,
2011).

111.3.1.3.3 Eine Mykorrhizierung mit G. intraradices induziert die Promotoraktivitat von Mtr.12220

Um weitere Informationen beziiglich der Expression des Kandidatengens Mtr.12220 zu erhalten
wurde das Promotor-GUS Konstrukt pRR:p12220-GUS, wie in Abschnitt I1l.2.1.1 beschrieben,
generiert. Die hierfiir gewadhlte 1.486 bp lange Promotorsequenz p12220 beginnt unmittelbar
upstream des Startcodons, umfasst also auch den in Abbildung I11.21 dargestellten 5’-UTR Bereich
des Gens.

Um zundchst die Promotoraktivitdt von Mtr.12220 in unterschiedlichen AM-Stadien zu analysieren,
wurden in M. truncatula transgene Wurzeln mit diesem Promotor-GUS Konstrukt erzeugt, in einer
Zeitreihe von 0, 2, 7 und 30 Tagen mit G. intraradices mykorrhiziert und anschliefend einer 4-
stindigen GUS-Farbung unterzogen. Bereits nach 1 - 2 Stunden lielRen sich in den transgenen
Wurzeln erste GUS-Aktivitaten erkennen, was fiir eine sehr frithe und starke Promoteraktivitat
von p12220 spricht. Als Kontrolle dienten jeweils entsprechend behandelte Wildtyp-Wurzeln, in
denen zu keinem der vier Mykorrhizierungszeitpunkten eine GUS-Farbung erkennbar war
(Abbildung 111.26), was bedeutet, dass alle in den transgenen Wurzeln beobachteten Farbemuster
auf die Aktivitdt von p12220 zurtickzufiihren sind. Des Weiteren dienten die Kontrollwurzeln auch
zur Bestimmung des Kolonisationsgrades durch G. intraradices mittels der gridline intersections
Methode (siehe Abschnitt I1.2.5.4). Dabei zeigte sich eine durchschnittliche Kolonisationsrate von
70 % nach 30 Tagen, 5 % nach 7 Tagen und 0 % nach 2 und o Tagen Mykorrhizierung (Daten nicht

gezeigt). Diese Werte sprechen fiir einen normalen Kolonisationsprozess.
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Abbildung 111.26: Als Kontrolle mit Glomus intraradices mykorrhizierte Medicago truncatula Wildtyp-Wurzeln nach
einer GUS-Farbung. Die dargestellten M. truncatula Wildtyp-Wurzeln wurden fiir o (A), 2 (B), 7 (C) und 30 (D) Tage mit G.
intraradices mykorrhiziert und anschliefend einer 4-stiindigen GUS-Farbung unterzogen. Dieses Kontrollexperiment
(siehe Text) zeigt keinerlei GUS-Aktivitdt in den dargestellten Wurzeln, in (D) sind neben der Wurzel auch einige AM-
Pilzhyphen zu erkennen.

Von den transgenen mit pRR:p12220-GUS induzierten Wurzeln wiesen die nicht-mykorrhizierten
Wurzeln zu einem groRen Teil gar keine GUS-Farbung auf (Abbildung 111.27 A), in einigen Fallen
war eine leichte bis mittelstarke GUS-Farbung erkennen, die sich jedoch ausschlieflich auf das
Leitgewebe der entsprechenden Wurzeln beschrénkte (Abbildung I1l.27 B-D). Bereits nach einer
zweitdgigen Mykorrhizierung hatte sich die Promotoraktivitdt in den transgenen Wurzeln stark
verandert. Nach wie vor waren viele Wurzeln véllig ungefarbt (Abbildung I1l.27 E), doch die
Wurzeln in denen eine GUS-Aktivitat zu erkennen war, zeigten eine Farbung in Epidermis, Kortex
und in einigen Fallen auch in den Wurzelhaaren (Abbildung Ill.27 F und G). Die in den nicht-
mykorrhizierten Wurzeln beobachtete Farbung des Leitgewebes war in nur sehr wenigen Féllen
zu beobachten (Abbildung I11.27 H). Nach sieben Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices, lief3
sich in den transgenen Wurzeln eine dhnliche GUS-Aktivitat wie nach zwei Tagen feststellen, nur
dass dieses ausgepragter und in deutlich mehr Wurzeln zu finden war. Nur wenige der transgenen
Wurzeln zeigten gar keine Farbung (Abbildung I11.27 1), in den meisten lie sich ein diffuses
Farbemuster im Wurzelkortex beobachten (Abbildung 111.27 J - L). Im Gegensatz zum vorherigen
Mykorrhizierungszeitpunkt waren nach sieben Tagen keinerlei Wurzeln mit GUS-Farbung im
Leitgewebe mehr nachweisbar. Eine Tintenfdrbung (siehe Abschnitt 11.2.6.3.1) der GUS-gefarbten
Wurzeln zeigte nur sehr wenige AM-Strukturen, diese (iberlappten nicht mit der beobachteten
GUS-Aktivitat (Daten nicht gezeigt). Nach 30 Tagen Mykorrhizierung lag ein deutlich
verbreiteteres, dlteres und reiferes AM-Stadium vor. Véllig ungefarbte transgene Wurzeln waren
auch zu diesem Zeitpunkt noch zu beobachten, bildeten aber die Ausnahme. Die bereits nach
sieben Tagen Mykorrhizierung beobachtete diffuse GUS-Aktivitat im Wurzelkortex war deutlich
starker und weiter verbreitet (Abbildung I1l.27 M, O und P). Eher selten zu beobachten, waren
Farbungen von Wurzelhaaren und Epidermis (Abbildung I11.27 M und N), wéhrend eine Farbung
des Leitgewebes Uberhaupt nicht auftrat. Eine zusatzliche Tintenfarbung dieser Wurzeln zeigte
keine Korrelation zwischen der Promotoraktivitdt und den AM-Pilzstrukturen (Abbildung I11.27 Q -
T). Reife AM-Pilzstrukturen Uberlappten nicht mit der Promotoraktivitdt (Abbildung I11.27 Q und
R), in ausschlieBlich mit Pilzhyphen besiedelten Wurzeln lie sich dies zum Teil nachweisen

(Abbildung 111.27 S und T), korrelierte aber auch hier nicht auffallig mit dem Pilzgewebe.



I1l. Ergebnisse 100

0 Tage Mykorrhizierung:

T
o

(SR

30 Tage Mykorrhizierung:
".‘ J f

M'

30 Tage Mykorrhizierung + Tintenfarbung:
AN

QR S NN W

Abbildung 111.27: Histochemische Lokalisation der Promotoraktivitdt in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Medicago truncatula Wurzeln unter Kontrolle von pRR:p12220-GUS nach einer GUS-Firbung. Die dargestellten
transgenen M. truncatula Wurzeln wurden mit dem Promotor-GUS Konstrukt pRR:p12220-GUS generiert, flir o (A-D), 2
(E-H), 7 (I-L) und 30 (M-T) Tage mit G. intraradices mykorrhiziert und anschliefend einer 4-stindigen GUS-Farbung
unterzogen. Dabei zeigen die nicht-mykorrhizierten Wurzeln (o0 Tage Mykorrhizierung) keine Promotoraktivitat (A) oder
eine Promotoraktivitdt im Leitgewebe (B-D), wahrend die mykorrhizierten Wurzeln eine diffuse Promotoraktivitat
variierende Stérke im Kortex (F, J, K, L, M, O und P) sowie in Epidermis und Wurzelhaaren (G, M und N) aufweisen.
Wurzeln in Q-T wurden zusédtzlich einer Tintenfdrbung unterzogen und zeigen grau-schwarz angefarbte reife AM-
Pilzstrukturen, die nicht mit einer GUS-Farbung Uberlappen (Q und R) bzw. mit Hyphen besiedelte Wurzeln, in denen
eine Promotoraktivitdt nachweisbar ist, aber ebenfalls keine offensichtliche Korrelation zu der Pilzkolonisation zeigt (S
und T).

Insgesamt lieR sich feststellen, dass es sich bei p12220 um einen starken Promotor mit eine

spezifischen Aktivitat handelt. Das Expressionsmuster des Promotors in mykorrhizierten und
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nicht-mykorrhizierten Wurzeln zeigte deutliche Unterschiede, die sich eigentlich nur durch die
Interaktion mit dem AM-Pilz erkldren lassen. Wahrend sich die GUS-Aktivitat in nicht-
mykorrhizierten Wurzeln unter Kontrolle von pRR:p12220-GUS ausschliefRlich auf das Leitgewebe
beschrdnkt ist diese in entsprechenden mykorrhizierten Wurzeln dort nicht mehr nachweisbar
und umfasst stattdessen Epidermis, Kortex und Wurzelhaare. Dieses mit der
Mykorrhizierungsdauer  zunehmende  Farbemuster korreliert mit dem allgemeinen
Kolonisationsgrad, Giberlappt aber kaum mit den nachweisbaren AM-Pilzstrukturen.

Diese Beobachtungen zeigen deutlich, dass der Promotor von Mtr.12220 durch Mykorrhizierung
mit G. intraradices induzierbar ist. Die Induktion scheint in sehr frilhen Mykorrhizastadien zu
erfolgen, da sie 1) bereits nach einer zweitdgigen Mykorrhizierung nachweisbar ist und 2) auch
nach langeren Mykorrhizierungszeitrdumen keine Zuordnung reifer AM-Pilzstrukturen zur GUS-
Aktivitat moglich ist. Die Tasache, dass die Promotoraktivitdt auch nach einer 30-tagigen
Mykorrhizierung noch nachweisbar ist, liel3e sich mit der standigen Neu-Kolonisation der Wurzeln
erkldren. Um weiterhin herauszufinden ob diese Induktion einen direkten Kontakt mit G.
intraradices erfordert oder gegebenenfalls bereits in der Pra-Kontaktphase der beiden
Symbiosepartner auftritt, wurden mit pRR:p12220-GUS induzierte transgene Wurzeln in einem

Myc-LCO induction assay getestet.
111.3.1.3.4 Myc-LCOs induzieren nicht die Promotoraktivitiat von Mtr.12220

Um herauszufinden, ob die Promotoraktivitdt von p12220 durch Myc-LCOs induzierbar ist, wurden
zundchst erneut transgene Wurzeln mit pRR:p12220-GUS induziert und in Seramis® Substrat
angezogen. Das Myc-LCO induction assay erfolgte wie in Abschnitt I1.2.5.7 beschrieben mit 10® M
sMyc-LCOs, 107 M nsMyc-LCOs, einer Mischung aus beiden Myc-LCOs und einer entsprechenden
Kontrollldsung ohne Myc-LCOs. Fir die Inkubation wurden die transgenen Wurzeln
abgeschnitten, fiir 24 Stunden vollstandig in den zuvor beschriebenen Lésungen inkubiert und

anschlielend einer 4-stiindigen GUS-Farbung unterzogen.

A Bl B y C D

Abbildung 111.28: Histochemische Lokalisation der Promotoraktivitit in mit Myc-LCOs behandelten Medicago
truncatula Wurzeln unter Kontrolle von pRR:p12220-GUS nach einer GUS-Farbung. Die dargestellten transgenen M.
truncatula Wurzeln wurden mit dem Promotor-GUS Konstrukt pRR:p12220-GUS generiert, fir 24 Stunden in einer
Kontrolllsung (A), 10® M sMyc-LCOs (B), 107 M nsMyc-LCOs (C) und einer Mischung aus beiden Myc-LCOS (D) inkubiert
und anschlieBend einer 4-stiindigen GUS-Farbung unterzogen. Dabei zeigen die Wurzeln aller vier Behandlungen ein
sehr dhnliches Farbemuster. Sofern vorhanden, ist die Promotoraktivitdt in variierender Starke auf das Leitgewebe der
Waurzeln beschrdnkt. Die Mastabsskala entspricht 1 mm.
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Dabei zeigte sich sowohl nach der Inkubation in der Kontrolllésung als auch nach den drei
verschiedenen Myc-LCO Behandlungen eine sehr dhnliche Promotoraktivitat. Ein Teil der
transgenen Wurzeln war véllig ungefarbt und in den gefdrbten Wurzelabschnitten war die GUS-
Aktivitat in variierender Intensitdt ausschlieflich im Leitgewebe zu beobachten (Abbildung I11.28).
Die geringen Unterschiede zwischen der Kontrolle und den mit Myc-LCOs behandelten Wurzeln
lassen vermuten, dass die Promotorregion von Mtr.12220 offensichtlich nicht durch Myc-LCOs
induzierbar ist. Die hier beobachtete GUS-Aktivitat ist vergleichbar mit der Farbung nicht-
mykorrhizierter Wurzeln im vorherigen Abschnitt (Abbildung 111.27 A-D).

Um auszuschlieflen, dass die Ergebnisse durch den gewadhlten experimentellen Ansatz beeinflusst
wurden, wurde das gleiche Experiment mit transgenen HRCs (siehe Abschnitt 11.2.5.6) des
Konstrukts pRR:p12220-GUS wiederholt. Diese vollig steril angezogenen Wurzelkulturen waren
deutlich weniger Umwelteinflissen ausgesetzt als die transgenen Wurzeln des zuvor
beschriebenen semi-sterilen Ansatzes. Im Vergleich zum vorherigen Ansatz war die in den HRCs
beobachtete GUS-Aktivitat allgemein deutlich schwadcher, wies jedoch auch hier keinen
gravierenden Unterschiede zwischen der Kontrolle und den mit Myc-LCOs behandelten Wurzeln
auf (Abbildung 111.29).
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Abbildung IIl.29: Histochemische Lokalisation der Promotoraktivitdt in einer mit Myc-LCOs behandelten Medicago
truncatula HRC (hairy root culture) unter Kontrolle von pRR:p12220-GUS nach einer GUS-Farbung. Die dargestellten
transgene M. truncatula HRC wurde mit dem Promotor-GUS Konstrukt pRR:p12220-GUS generiert, in vier Teilen fiir 24
Stunden in einer Kontrolllssung (A), 10® M sMyc-LCOs (B), 107 M nsMyc-LCOs (C) und einer Mischung aus beiden Myc-
LCOs (D) inkubiert und anschliefend einer 4-stiindigen GUS-Farbung unterzogen. Dabei zeigen die Wurzeln aller vier
Behandlungen ein sehr dhnliches Farbemuster. Sofern vorhanden, ist die Promotoraktivitdt in variierender Stdrke auf
das Leitgewebe der Wurzeln beschrankt.

Im Anbetracht dieser Ergebnisse scheint die Promotoraktivitdt von Mtr.12220 ausschlieBlich durch
direkten AM-Pilzkontakt induzierbar zu sein. Im Rahmen der Auswahl von Kandidatengenen
wurde zwar eine deutlich Induktion von Mtr.12220 nach Behandlung mit Sporen bzw.
Uberstdnden gekeimter Sporen von G. intraradices beobachtet (Tabelle 111.1), dies lieR sich hier

anhand einer Behandlung mit aufgereinigten Myc-LCOs allerdings nicht zeigen.
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111.3.1.4 Funktionelle Analyse des Kandidatengens MtSK1

111.3.1.4.1 Die Serin/Threonin-Kinase MtSK1

Urspriinglich wurde das Medicago truncatula Stress Kinase 1 (MtSK1) Gen aufgrund seiner
Induktion in frithen Stadien der somatischen Embryogenese von M. truncatula identifiziert (Nolan
et al., 2006). Bei dem Genprodukt von MtSK1 handelt es sich um eine Serin/Threonin-Kinase, die
den pflanzenspezifischen SnRK2-Kinasen, einer Untergruppe, die vermutlich eine Rolle in der
Stressantwort von Pflanzen spielt, angehort (Nolan et al., 2006). MtSK1 ist in einer Vielzahl von
Pflanzengeweben exprimiert (Nolan et al, 2006), was sich auch deutlich im MtGEA-

Expressionsprofil des Gens widerspiegelt (Abbildung 111.30).
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Abbildung 11l.30: Das Expressionsprofil von MtSK1 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA). Das
Expressionsprofil zeigt eine schwache und unspezifische Expression von MtSK1 in allen untersuchten Geweben von M.
truncatula.

Das 3.132 bp lange MtSK1 Gen liegt am Anfang des zweiten Chromosoms von M. truncatula. Neben
einem 124 bp langen 5-UTR und einem 203 bp langen 3’-UTR Bereich weist es insgesamt acht
Introns auf, die alle mit den Intron-spezifischen Nukleotiden GT bzw. AG starten bzw. enden
(Abbildung 111.31). Die 1.382 bp lange mRNA Sequenz von MtSK1 ist unter der Gen-Bank accession
number AY772417 verfigbar, aulRerdem konnte in der EST-Datenbank von M. truncatula (DFCI
Medicago Gene Index) das MtSK1 entsprechende EST-Cluster TC172882 identifiziert werden. In der
351 Aminosduren langen abgeleitete Proteinsequenz von MtSK1 wurden {ber eine Motivsuche der
PROSITE-Datenbank (Sigrist et al., 2010) eine N-terminale Proteinkinase-Doméne (Position 4 - 260)
und ein C-terminales coiled-coil Motiv (Position 316 - 349) identifiziert (Abbildung I11.31).

Die Auswahl dieses Gens als Kandidatengen erfolgte im Rahmen der in Czaja et al. (2012)
beschriebenen Behandlung von M. truncatula Pflanzen mit Myc- und Nod-LCOs. Im Rahmen einer
globalen auf Medicago GeneChip Hybridisierungen basierenden Datenanalyse erwies sich MtSK1 als
durch Myc-LCOs induzierbar, was in Kombination mit seiner Annotation als Serin/Threonin-Kinase

auf eine mogliche Rolle des MtSK1 Genprodukts in der Prd-Kontaktphase der AM-Symbiose
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hinweist. Mit Hilfe einer Promotor-GUS Fusion dieses Gens wurden Starke und Ort der

Promotoraktivitat von MtSK1 analysiert.

ATAACCACCGCTTCAATGAATCTTTCTTTCTGTTTCCAAATAATAAATAATTAATCATTC
GTTCATTATTATTATTATTTCTCAGAGATCGATCCGGCGTTGAAATAGCTAGCACTGAAA
GGTGATGGAGAAATACGAGGTGGTTAAGGATATAGGATCTGGAAATTTTGGTGTTGCTAG
ACTCATGCGCCACAAAGATACCAAACAACTTGTTGCCATGAAATACATCGAACGAGGTCA
CAAGGTTTTTTACTTACTCCTCTCACTTTCACTTTCAATTTTATTATTATTATTATTTTT
AATCCAAATATCTTACATGTGCTTTATCATTATTATTATTATTATTATTATTTATGTATT
CACGTGTTTTTGCTTTTTTGGAAATATTTTGTTCTTGTTGTTTTTTTAATTCCAGATTGA
TGAGAATGTTGCAAGGGAAATAATAAACCACAGAAGTCTTCGCCATCCTAATATTATTCG
CTTCAAGGAGGTCTCTTTATTATTATTACATTCACCTTATGTTTTTAATTTGCGGTGGGT
TTGTCAGAATCACCGTGTCAATCCAAACGAACACTAGTTTTTTTTTAATATCATGTTTCA
GITTTGCAGGTGGTTTTGACTCCTACACATCTTGGTATAGT TATGGAGTATGCTGCTGGT
GGAGAGCTCTTTGACCGAATTTGCTCTGCTGGAAGAT TCAGTGAAGACGAGGTTCATTTC
CTCTCATTTTACATATTACCATTCCTTTCTAACTTCTTCATTCTCTTTTCATTTTCACCA
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTATAGGCAAATGT TTGTATATTAGTATTTTCTTTTTCGC
CACATTTTGAACCCCCCCGATCATTTAACCCTTAGCTCAAACCAGATGAGCGACTCAACC
CCCCATTTTCCTACTTGTCAAAGGCTCAAACCTGCATATAACCTTTAAATTTATGCATTC
TTACTAACTACCAAGTTCTGAAAGATTCGTTGATTTATTGCAGGCTCGATATTTCTTCCA
GCAGCTCATCTCAGGAGTTAGCTACTGTCATTCCATGGTAATCTATTAAAAAATATTATC
TCAAAATGCTGATGATTTCTTATTTTGCCTCTATGTTGGGGTTATATTTCTAAGTATTTT
CCTTCTTTTGCAGCAAATCTGCCATCGAGACTTGAAGCTCGAGAACACCTTATTGGATGG
CAGCCCTGCCCCACGGCTCAAAATTTGCGATTTTGGTTATTCTAAGGTTTAGTTATGGAC
TGATTTCAAATGCCAAATGCTTTGAGTAAATTATTGAAGTCATACTTTACAAGTTTTATT
TCTGACAACATCTTGTTTTTCTAGTCTTCTCTGCTTCACTCTAGGCCTAAGTCTACAGTG
GGAACCCCAGCCTACATAGCACCAGAGGTTCTTTCACGTAGAGAATATGACGGAAAGGTA
AATAATTCAGTTTCTTTCATGGAATAAGATTAAACATGTGTTGGGATGGTTCAACACAGA
TACTTTTGTTTGTCGGAGGAAACTCAGAAATGGATGTTAGCAATTTTTATGGGTACGAGA
CCATGAAACAGCATGATTGTGCTTAAAAGTTTTGCTAGTATTTAAAGAATGAGCATTATA
TTTGACGGCTTGATGTGTCCACATTTAACTGACATAAGAATATGGACAAAATAGCCATTA
CGAATTGTGTAGTCTGGAATGTAAATTGTGACAGTTCATGTAGCTTGTGTTGAATCATTG
TAATTTTCAAAAGCTCTAAACACTTGAGCCACATAAAGGAATTGATATAAATTTTTCTTT
ATCTCCAATATTTTTATAAATGTCAGAGGAAACATTTGAAGTATTTCGTCCTTGGAAGGA
CTAGTCTTACCTTGAGTTTTCCGTGTTTTTTATGTTAATGATCATTTTCTTGGTTCTTCT
ATTTTGTTTCTGCGGTGTTGATGTTCTCATCTTAGTTCTTCTATTCTGTTTGTTTCTGTA
AAGTTAGCGATGTTCTCATCTTCTTAGTTCTATTCTGTTTCTGTGGTGTTAATAATGTTC
TGATTTTCCGTAGTTCTCTTATTCTGTTTTTGCGTCCTTTCAGTTGGCAGATGTATGGTC
TTGTGGAGTGACTCTTTATGTAATGCTGGTGGGAGCATACCCATTTGAGGACCAAGATGA
TCCCAAAAATTTCAGGAAAACCATCAATGTAATTTTCTTGACATCATCTTAATTCACAGG
TTTGTAAAACATATATAATTTCTGACCCTTGTATTCTTATACAGAGAATTATGGCTGTTC
AATACAAGATTCCAGATTACGTTCACATATCTCAAGAATGTAGACATCTGCTGTCTCGCA
TTTTTGTGGCAAGTCCAGCTAGGGTATCCACAATAGTTAACAGCACTTCAGAGTTATTGT
TTTATCTAATAATTTATTCAAAAGGAAACTAGTAAAGAAATTTGAGGCGCACGCATGTTA
GGTGCATGATGTCACTTGAACTAGGCTCACAAGTGTATATAGATAGTTATAGTTATATAG
CTATGTAGTTATTTTTCTGTCTGTTAAGTTTCATTAAGGGACAAGCTCATCTGTGGTCTA
CTAAAATGCCATTGTATGTTTTGATTTACTGCAGAGAATCACCATTAAGGAAATCAAGTC
CCATCCATGGTTTTTAAAGAACTTGCCTAGAGAATTAACGGAAATGGCTCAAGCTGTTTA
CTACAGAAAAGAAAATCCAACTTATTCTCTACAGAGCATTGAAGACATTATGAAGATTGT
TGAGGAAGCTAAAARACCCACCTCAGGCATCTAGGTCAGTTGGAGGATTTGGCTGGGGAGG
AGAAGAAGATGACGACGAAATAAACGAAGCAGAGGCCGAGCTGGAAGAAGATGAGTATGA
AAAGAGAGTCAAGGAGGCCCAGGAAAGCGGAGAAATCCATGTCAACHEETAACAAGGGAA
CGTTTATGTTTAGATAGAGCTGCTATAGATTGTTGGTTTCCTTCGCTCTCTGGTTAAGTT
CAAACTAGGGCAAGTGTGTTATGTTCTCATGTATAAAATTAAGTTTTCTGCATAGGAAAT
AATAGTTAAATAATGGCTGTAAATTTTTAAAAATACTGTACAAGTTTGTTAACTGAGCAT
ATTATAAGATAT

MEKYEVVKDIGSGNFGVARLMRHKDTKQLVAMKYIERGHKIDENVAREI INHRSLRHPNI
IRFKEVVLTPTHLGIVMEYAAGGELFDRICSAGRFSEDEARYFFQQOLISGVSYCHSMQIC
HR.LKLENTLLDGSPAPRLKICDFGYSKSSLLHSRPKSTVGTPAYIAPEVLSRREYDGKL
ADVWSCGVTLYVMLVGAYPFEDQDDPKNFRKTINRIMAVQYKIPDYVHISQECRHLLSRI
FVASPARRITIKEIKSHPWELKNLPRELTEMAQAVYYRKENPTYSLQSIEDIMKIVEEAK
NPPQASRSVGGFGWGGEEDDDEINEAEAELEEDEYEKRVKEAQESGEIHVNI
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Abbildung I11.31: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von MtSK1. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben) und
die abgeleitete Aminosduresequenz (unten) von MtSK1 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau und rot
hinterlegt sind das Start- und Stoppcodon, blau und rot gedruckte Abschnitte markieren den entsprechenden 5’-UTR
und 3’-UTR Bereich. Grau hinterlegte Bereiche kennzeichnen Introns. In der Aminosduresequenz sind Start und Stop
ebenfalls blau und rot hinterlegt. In gelb markiert ist eine mittels Motivsuche identifizierte Proteinkinase-Domane mit
ATP-Bindestelle (ein unterstrichener Glycin-reicher Abschnitt in der Nahe eines fett gedruckten Lysins) und einer pink
markierten und funktionell wichtigen Asparaginsdure (siehe Beschreibung in Abschnitt 111.3.1.1.1) sowie ein in griin
hinterlegtes Glutaminsdure-reiches coiled-coil Motiv.

l11.3.1.4.2 Myc- und Nod-LCOs induzieren die Promotoraktivitdt von MtSKi1

Wie in Abschnitt 111.2.1.3 detailliert beschrieben, wurde zur Analyse der Promotoraktivitat von
MtSK1 das Promotor-GUS Konstrukt pRR:p10067-GUS erstellt. Mit Hilfe dieses Konstrukts wurden
transgene Wurzeln in M. truncatula induziert, steril auf Platten angezogen und in einem 24-
stiindigen induction assay (siehe Abschnitt I1.2.5.7) auf ihre Aktivitdt beziiglich einer Inkubation
mit Myc- und Nod-LCOs getestet. Anschliel(end erfolgte eine 24-stiindige GUS-Farbung, die eine
deutliche Promotoraktivitdt im Leitgewebe der behandelten, transgenen Wurzeln offenbarte.
Dabei wiesen die mit 10® M Nod-LCOs behandelten Wurzeln die stirkste Promotoraktivitat auf,
gefolgt von den Behandlungen mit 10° M sMyc-LCOs, einer Mischung aus beiden Myc-LCOs und
schlieflich 107 M nsMyc-LCOs, in denen die GUS-Farbung nur sehr schwach ausgeprégt war
(Abbildung 11.32). Die Kontrollen zeigten grof3teils gar keine Promotoraktivitat, in wenigen Fallen
war ein leichte Farbung des Leitgewebes zu beobachten, die jedoch deutlich schwacher als in den
mit Myc- und Nod-LCOs behandelten Wurzeln ausfiel (Abbildung II1.32). Fir eine bessere
Lokalisation der Promotoraktivitdt wurden einige Wurzeln jeder Behandlung in 5 % (w/v) Agarose
eingebettet und 60 puM Vibratom-Diinnschnitte angefertigt. Anhand von Wurzelquerschnitten liel3
sich dabei beobachteten, dass die Promotoraktivitdt eindeutig auf das Leitgewebes beschrankt
war (Abbildung I11.32). Konkret schien sich die GUS-Farbung im Leitgewebe auf Phloem und
Perizykel zu konzentrieren, wahrend sie in Xylem und Endodermis nicht nachweisbar war
(Abbildung 111.32).

Eine Wiederholung des induction assays mit HRCs unter der Kontrolle von pRR:p10067-GUS
konnte die zuvor getroffenen Beobachtungen bestdtigen. Auch hier zeigte eine Behandlung mit
Nod-LCOs und sMyc-LCOs die starkste Promotoraktivitdt in den jeweiligen Wurzeln, wahrend
diese in mit beiden Myc-LCOs oder ausschlieBlich mit nsMyc-LCOs behandelten Wurzeln deutlich
schwacher ausfiel (Abbildung I11.33). Des Weiteren zeigt dieses Ergebnis, dass fir die Induktion
der Promotorregion von MtSK1 durch Myc- und Nod-LCOs eine Wurzelkultur ausreichend ist, und
auch ohne den Pflanzenspross funktioniert.

Als Ergebnis der Promotoranalysen lasst sich festhalten, dass die Promotoraktivitdt von MtSK1
durch eine Behandlung mit Myc- und Nod-LCOs im Leitgewebe von M. truncatula Wurzeln
induzierbar ist. Dies unterstiitzt die Vermutung einer mdglichen Rolle von MtSK1 in der Pra-
Kontaktphase, allerdings nicht nur in der AM, sondern mdglicherweise auch in der

Knéllchensymbiose.
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Abbildung 111.32: Histochemische Lokalisation der Promotoraktivitdt in mit Nod- und Myc-LCOs behandelten Medicago
truncatula Wurzeln unter Kontrolle von pRR:p10067-GUS nach einer GUS-Farbung. Die dargestellten transgenen M.
truncatula Wurzeln wurden mit dem Promotor-GUS Konstrukt pRR:p10067-GUS generiert, fir 24 Stunden in einer Myc-
Kontrolllsung (B und C), Nod-Kontrolllsung (D und E), 10 M sMyc-LCOs (F - 1), in 107 M nsMyc-LCOs (J - M), einer
Mischung aus beiden Myc-LCOs (N - Q) oder 10® M Nod-LCOs (R - U) inkubiert und anschlieRend einer 24-stiindigen GUS-
Férbung unterzogen. Bildausschnitt A zeigt eine Ubersicht der beobachteten Promotoraktivitat. Im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen zeigen die behandelten Wurzeln eine deutliche Induktion der Promotoraktivitdt, die in mit Nod-
LCOs behandelten Wurzeln am starksten und in abnehmender Intensitat aber auch in mit sMyc-LCOs, sMyc- und nsMyc-
LCOs und zuletzt nsMyc-LCOs behandelten Wurzeln zu beobachten ist. Die Bildausschnitte B, D, F, J, K, N, O, R und S
zeigen vollstandige Wurzelausschnitte, wahrend es sich bei G und P um 6ouM Langsschnitte und bei C, E, H, I, L, M, Q, T
und U um 60 uM Querschnitte handelt. Die beobachtete Promotoraktivitdt beschrankt sich in den Myc- und Nod-LCO-
behandelten Wurzeln auf Phloem und Perizykel des Leitgewebes.

Abbildung 111.33: Histochemische Lokalisation
der Promotoraktivitdt in einer mit Myc-LCOs
behandelten Medicago truncatula HRC (hairy
root culture) unter Kontrolle von pRR:p10067-
GUS nach einer GUS-Fiarbung. Die dargestellte
transgene M. truncatula HRC wurde mit dem
Promotor-GUS  Konstrukt ~ pRR:p12220-GUS
generiert, in sechs gleich groRen Teilen fiir 24
Stunden in Myc-Kontrolllgsung (unten links),
Nod-Kontrolllssung (unten rechts), 10° M sMyc-
LCOs (oben links), 107 M nsMyc-LCOs (oben
mitte), einer Mischung aus beiden Myc-LCOs
(oben rechts) oder 10® M Nod-LCOs (unten
mitte) inkubiert und anschlieRend einer 24-
stiindigen  GUS-Farbung unterzogen. Die
starkste Promotoraktivitat weisen die mit Nod-
LCOs behandelten Wurzeln auf, gefolgt von den
Behandlungen mit sMyc-LCOs, sMyc- und
nsMyc-LCOs und nsMyc-LCOs. Die Kontrollen
zeigen keinerlei Promotoraktivitat.

l1.3.2 Funktionelle Analyse von Komponenten aus der Ca*-/CaM-Signal-

transduktion

l11.3.2.1 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.40638
1l.3.2.1.1 Das Ca**-bindende Protein Mtr.40638

Das als potentiell Ca**-bindendes Protein annotierte Kandidatengen Mtr.40638 wurde aufgrund
seiner Induktion in M. truncatula Wurzeln im Stadium der PPA-Bildung mit Gi. margarita fir
funktionelle Analysen ausgewadhlt. Die in Abschnitt Ill.1 beschriebenen Analysen der Medicago
GeneChip Daten zeigten in diesem Stadium eine 2,05-fache Induktion im Wildtyp sowie eine 1,93-
fach Induktion in einer dmi3-Mutante (Tabelle I11.1), die auf eine mogliche Rolle dieses Gens in der
AM-Signaltransduktion upstream MtDMI3 vermuten ldsst. Eine Induktion dieses Gens in spdteren
Mykorrhizastadien konnte anhand der Medicago GeneChip Daten nicht nachgewiesen werden. Das
MtGEA-Expressionsprofil von Mtr.40638 zeigte eine unspezifische Expression des Kandidatengens

in allen untersuchten Geweben von M. truncatula (Abbildung 111.34).
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Abbildung 111.34: Das Expressionsprofil von Mtr.40638 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA).
Das Expressionsprofil zeigt eine unspezifische Expression von Mtr.40638 in allen untersuchten Geweben von M.
truncatula.

Eine

welc

genomische Sequenz von Mtr.40638 war in der Version 3.5 des M. truncatula Genoms,

hes etwa 94 % aller M. truncatula Gene abdeckt (Young et al., 2011), nicht verfligbar. Daher

konnen keinerlei Aussagen bezlglich der Promotorregion oder Exon-Intron-Struktur des Gens

getroffen werden. Die 1.005 bp lange EST-Sequenz (TC186238) von Mtr.40638 umfasst einen mit
414 bp ungewdhnlich langen 5’-UTR Bereich sowie einen 113 bp langen 3’-UTR Bereich (Abbildung
111.35).

AAAATAAAATTTGTAAAGATTAAAAAAATAAATATCTGTCATACCAACTTTTAACTTAAC
CACAAAAACTTATGATTGACGAACAAACAATAACAGCACAACATAACATGCAATGAATCA
TGAATCTCGTGTGTTCCAACITTCCAACCATAATTCAAAACACGCTTCCTGTTTTCTTGT
GGTGTTTATCATAGTATCTACTTTCCTTCACTCCCAAACATAACATTTCACTTTCACTTC
ACTCAAAAACCGCGTTTGTAATTATTCCACCTCAATATTTCTCTTTTTTTCTTCAACTTT
TTACCTAAAAAACGCGTTTCCGTGACCAAATCACGTTTCTATAAATCACACATCACAATA
CCAAACAAACTGAACTCAAAATCAGAAAGACATAAACTCTTCTATTTCTCAGGCCATGGA
CCAAGAAGAAGTTCGCAAGATCTTTAACAAATTCGACAAAAACGGCGACGGGAAGATCTC
ACGCACGGAGCTGAAGGAAATGATGACGGCGCTCGGATCTAAAACIAACGACGGAGGAAG
TTACTCGTATGATGGAGGAGCTTGATCGGAACGGAGACGGTTACATTGATCTAAAGGAAT
TCGGGGAGTTACACAACGGCGGTGGTGATACTAAGGAGCTTAGAGAGGCGTTTGAGATGT
ATGATTTGGATAAGAATGGGTTGATTTCGGCGAAAGAGCTTCACGCGGTGATGCGGCGGT
TGGGGGAGAAATGTTCGCTTGGTGATTGCCGGAAAATGATCGGAAACGTTGATGCTGATG
CTGATGGGAATGTGAATTTTGAAGAGTTTAAGAAGATGATGAGTCGCTCCTAAGATGTAA
TGGTGATTGGCTAAAATGTATTTTACCTATACTTTTTTTACTCAACCCTCT-TTTTTA
TCTTATCTTAATTTATATAGTGTAATAGTTATCTTATCCACAATAGTCCATAATCCATGA
ATGTATTCGAATTTTAAACTAACGTTTGATTGTGCATTTTGTTAATT

MDQEEVRKIFNKFDKNGDGKISRTELKEMMTALGSKTTTEEVTRMMEELDRNGDGY IDLK
EFGELHNGGGDTKELREAFEMYDLDKNGLISAKELHAVMRRLGEKCSLGDCRKMIGNVDA
DADGNVNFEEFKKMMSRSI

Abbildung I1.35: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von Mtr.40638. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben)
und die abgeleitete Aminosduresequenz (unten) von Mtr.40638 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau
und rot hinterlegt sind das Start- und Stoppcodon, blau und rot gedruckte Abschnitte markieren den entsprechenden
5’-UTR und 3’-UTR Bereich. Das erste griin hinterlegte Pfeilsymbol markiert die Insertionsstelle des Retrotransposons
Tnt1 in der Insertionslinie NF8500, das zweite die Tnti-Insertionsstelle in der Insertionslinie NF8710. In der
Aminosauresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau und rot hinterlegt. Zur besseren Visualisierung alternierende
unterstrichen und fett gedruckt sind vier mittels Motivsuche identifizierte EF-Hand Motive deren Ca**-bindende Loop-
Strukturen jeweils gelb hervorgehoben sind (siehe Beschreibung im Text).
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In der 138 Aminosduren langen, abgeleiteten Proteinsequenz des Mtr.40638 Gens konnten Gber
eine Motivsuche der PROSITE-Datenbank (Sigrist et al., 2010) insgesamt vier EF-Hand Motive
identifiziert werden. Jeweils zwei dieser Motive grenzen von Position 1-36 und 37-65 sowie von
Position 70-105 und 106-138 direkt aneinander und umfassen somit fast die gesamte
Aminosduresequenz von Mtr.40638 (Abbildung 111.35). Beim EF-Hand Motiv handelt es sich um
eine Ca**-bindende Variante des Helix-Loop-Helix Motivs, in dem die eigentliche Ca**-Bindung tiber
den in der Regel zw6lf Aminosduren lange und konservierten Loop-Bereich des Motivs erfolgt
(Grabarek, 2006).

lll.3.2.1.2 Identifikation und Verifikation homozygoter Tnti-Insertionsmutanten fiir das Gen
Mtr.40638

Mittels einer BLAST-Suche der Tnt1-Datenbank (http://bioinfo4.noble.org/blast/blast.html) konnte
fiir das Kandidatengen Mtr.40638 zundchst keine geeignete Tnti-Linie gefunden werden. Ein als
externe Auftragsarbeit der Noble Foundation (Samuel Roberts Noble Foundation, Ardmore,
Oklahoma, USA) durchgefiihrter PCR-basierter reverse screening Ansatz identifizierte jedoch die
beiden unabhdngigen Tnti-Linien NF8500 und NF8710. In der Linie NF8500 liegt eine Tnt1-
Insertion 274 bp upstream des Startcodons im 5’-UTR Bereich von Mtr.40638 und in der Linie
NF8710 111 bp downstream des Startcodons im Kodierbereich des Kandidatengens (Abbildung
[11.35). In beiden Linien sitzt das Retrotransposon in 3’-5’-Orientierung in der Sequenz von
Mtr.40638. Angaben beziiglich weiterer Tnt1-Insertionen und ihrer Lage in diesen beiden Linien
waren bis dato nicht in der Tnti-Datenbank (http://bioinfo4.noble.org/mutant/database.php)
verfligbar, so dass diesbeziiglich keine weiteren Aussagen getroffen werden kénnen. Fiir NF8710
fihrt die Tnt1-Insertion an der angegebenen Stelle im Leseraster der Gensequenz von Mtr.40638
zu einem frihzeitigen Stopcodon (TAA) an Position 80 der inserierten Tnt1-Sequenz. Dies
wiederum fihrt voraussichtlich zu einem verfriihten Transkriptionsstop und einem
anschlielenden NMD-Abbau des verkiirzten Transkripts, was bei einer homozygoten Tnt1-
Insertion in einem vollstéandigen knockout von Mtr.40638 resultieren misste. Selbst fiir den Fall,
dass das entstehende Transkript dem NMD-Abbau entgeht ist mit einer stark eingeschrankten
Funktionalitdt des Genprodukts zu rechnen, da dieses nur ein anstelle von vier EF-Hand Motiven
besitzen wiirde. Fir die Linie NF8500 sind aufgrund der Tnti-Insertion im 5’-UTR Bereich von
Mtr.40638 die Folgen beziiglich eines knockout des Kandidatengens nicht absehbar, ein NMD-
Abbau des entstehenden Transkripts ist jedoch auch hier wahrscheinlich.

Wie Tabelle 1ll.4 zu entnehmen ist, konnten fir beide Insertionslinien eine hohe Anzahl von
Pflanzen mit homozygoten Tnti-Insertionen in dem Kandidatengen Mtr.40638 identifiziert
werden. Fir die Linie NF8710 waren es fiinf homozygote Pflanzen, von denen sich jedoch zwei als
steril erwiesen, so dass samtliche an dieser Linie durchgefiihrten Analysen auf den Nachkommen
der verbliebenen drei homozygoten Pflanzen NF8710#2, NF8710#3 und NF8710#10 basierten. Fiir
die Linie NF8500 wurden insgesamt 10 Pflanzen mit einer homozygoten Tnti-Insertion in der
Gensequenz von Mtr.40638 identifiziert. Von diesen zehn Pflanzen waren zwei véllig steril und

sieben weitere produzierten nur 1 - 3 Samenkapseln pro Pflanze. Einzig die homozygote Pflanze
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NF8500#7 zeigte eine mit dem Wildtyp vergleichbare Fertilitdt, weshalb alle nachfolgenden
Analysen der Linie NF8500 ausschliefRlich auf den Nachkommen dieser Pflanze basierten.

Fir die funktionelle Analyse von Mtr.40638 wurden die Nachkommen der homozygoten Pflanzen
NF8710#2, NF8710#3, NF8710#10 und NF8500#7 fiir vier Wochen unter gleichen Bedingungen wie
entsprechende M. truncatula R108 Wildtyp-Kontrollen angezogen und anschlieBend jeweils zur
Halfte fir 14 und 28 Tage mit G. intraradices mykorrhiziert. Zum Zeitpunkt der Ernte wurden die
Wurzeln jeder Pflanze zwecks unterschiedlicher Analyseverfahren halbiert und eingefroren. Aus
einer Halfte jeder Wurzel wurde die RNA extrahiert und fiir real time RT-PCR Messungen
verwendet. Dabei wurde zundchst mittels genspezifischer und Tnt1-spezifischer Primerpaare die
korrekte Insertion des Retrotransposons in Mtr.40638 fiir die Linien NF8500 und NF8710
bestatigt. Wie zuvor bereits beschrieben, lagen die genspezifischen Primer unmittelbar up- und
downstream der Tnti-Insertion, wahrend die Tnti-spezifischen Primerpaare mit je einem Primer
auf dem Gen und auf dem Retrotransposon lagen.

Fir die Nachkommen von NF8500#7, erfolgten die real time RT-PCR Messungen ausschlieRlich mit
einem genspezifischen Primerpaar, da kein ausreichend spezifisches Tnt1-spezifisches Primerpaar
identifiziert werden konnte. Dabei zeigte sich in den fiir 14 Tagen mykorrhizierten Pflanzen wie
erwartet, dass das genspezifische Amplifikat ausschliefRlich in den Wildtyp-Pflanzen und nicht in
den Insertionsmutanten auftrat (Abbildung I11.36). Dies konnte auch in den fiir 28 Tage
mykorrhizierten Pflanzen gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse bestatigen,

dass die Tntt-Insertion in den Insertionslinie NF8500 an der erwarteten Position sitzt.

0.000014 Abbildung 111.36: Die relative Expression eines
0,000012 genspezifischen Mtr.40638-Amplifikats in
Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnt1-

[ i Insertionsmutanten der Linie NF8500. Dargestellt
H 0000008 ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative
g T Expression eines genspezifischen Mtr.40638-
£ 0,000008 Amplifikats in M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln
'E'O‘W (WT#1-14) und in Wurzeln der Nachkommen der
Tnt1-Insertionsmutante NF8500#7 (NF8500#7/5-17)

0,000002 nach 14 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices.
Bei den dargestellten relativen Expressionen
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====2222| entsprechenden Standardfehler.

Fir die Tnti-Insertionslinie NF8710 erfolgten sdmtliche real time RT-PCR Messungen
stellvertretend fiir die drei identifizierten homozygoten Pflanzen NF8710#2, NF8710#3 und
NF8710#10 ausschlieBlich anhand der Nachkommen von NF8710#3. Fiir diese konnten real time RT-
PCR Messungen sowohl mit genspezifischen als auch mit Tnt1-spezifischen Primern durchgefiihrt
werden. Auch hier zeigte sich in den fiir 14 Tagen mykorrhizierten Pflanzen wie erwartet, das
genspezifische Amplifikat ausschlieflich in den Wildtyp-Pflanzen und das Tnti-spezifische
Amplifikat ausschlieRlich in den Insertionsmutanten (Abbildung 111.37). Dieses Ergebnis lieR sich

auch in den fur 28 Tage mykorrhizierten Pflanzen bestdtigen (Daten nicht gezeigt). Diese
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Messungen zeigen, dass die Tnt1-Insertion auch in der Insertionslinie NF8710 an der erwarteten
Position sitzt. Zudem tragen alle NF8710-Mutanten diese Insertion homozygot, da sich aus ihrer

RNA andernfalls das genspezifische und das Tnti-spezifische Fragment amplifizieren lassen
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Abbildung 111.37: Die relative Expression eines genspezifischen und eines Tnti-spezifischen Mtr.40638-Amplifikats in
Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF8710. Dargestellt ist die mittels real
time RT-PCR gemessene relative Expression eines genspezifischen (A) und eines Tnti-spezifischen (B) Mtr.40638-
Amplifikats in M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln (WT#21-33) und in Wurzeln der Nachkommen der Tnti-
Insertionsmutante NF8710#3 (NF8710#3/5-18) nach 14 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten
relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.

111.3.2.1.3 Tnti-Insertionsmutanten von Mtr.40638 weisen ein retardiertes Wachstum auf

Zum Zeitpunkt der Wurzelernte wurden alle Insertionsmutanten und Wildtyp-Pflanzen im Alter
von 6 (14 Tage Mykorrhizierung) und 8 (28 Tage Mykorrhizierung) Wochen phédnotypisch
charakterisiert. Diese Charakterisierung zeigte, dass die Nachkommen der homozygoten Tnt1-
Insertionsmutante NF8500#7 im Vergleich zum Wildtyp eine signifikant reduzierte Biomasse
aufwiesen, die sich mit dem Alter und Mykorrhizierungszeitraum der Pflanzen verstarkte. Nach
einer 14-tagigen Mpykorrhizierung war fir diese Insertionsmutanten ein hochsignifikant
niedrigeres Frischgewicht des Sprosses zu beobachten (Abbildung 111.38 A), wahrend sich jedoch
die durchschnittliche Anzahl der Blatter und das Wurzelgewicht nicht signifikant von den Wildtyp-
Pflanzen unterschied (Abbildung 111.38 A und B). Bliiten und Samenkapseln lieBen sich in diesem
Stadium weder fiir die Insertionsmutanten noch fiir die Wildtyp-Pflanzen beobachten (Abbildung
[11.38 B). Nach einer insgesamt 28-tdgigen Mykorrhizierung hatte sich die reduzierte Biomasse in
den NF8500#7-Nachkommen drastisch verstarkt: das Frischgewicht des Sprosses und der Wurzeln
waren jeweils hochsignifikant auf im Mittel 65,76 % und 77,02 % reduziert (Abbildung 111.38 C).
Wahrend entsprechende Wildtyp-Pflanzen durchschnittlich 10,33 Blatter und eine Samenkapsel
besalRen, waren diese Werte in den Insertionsmutanten mit einer durchschnittlichen Reduktion
um 2,5 Blatter und keiner einzigen Samenkapsel ebenfalls hochsignifikant geringer (Abbildung
[11.38 D). Lediglich die Anzahl der Bliiten wies keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp-
Pflanzen und Insertionsmutanten auf (Abbildung 111.38 D).
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Abbildung 111.38: Phanotypische Charakterisierung von mit Glomus intraradices mykorrhizierten Medicago truncatula
Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF8500. Dargestellt ist das Frischgewicht von Spross und
Wurzeln (A und C) sowie die Anzahl der Bléatter, Bliiten und Samenkapseln (B und D) von M. truncatula R108 Wildtyp-
Pflanzen (schwarze Balken) und von Nachkommen der Tnti-Insertionsmutante NF8500#7 (graue Balken) nach 14 (A und
B) und 28 (C und D) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um
Mittelwerte aus vierzehn Wildtyp-Pflanzen und dreizehn NF8500#7-Nachkommen nach 14 Tagen Mykorrhizierung sowie
zwolf Wildtyp-Pflanzen und zwdlf NF8500#7-Nachkommen nach 28 Tagen Mykorrhizierung. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-
Kontrollen und Insertionsmutanten sind folgendermafen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Fur die Nachkommen der Linie NF8710 mit einer homozygoten Tnti-Insertion in Mtr.40638 zeigte
sich ein ahnliches Bild wie fiir die Linie NF8500, nur dass hier kein deutlicher Unterschied
zwischen den beiden Mykorrhizierungszeitpunkten zu beobachten war. Sowohl nach 14 als auch
nach 28 Tagen Mykorrhizierung (d. h. im Alter von 6 und 8 Wochen) waren das Spross- und
Waurzelfrischgewicht der Nachkommen von NF8710#2, NF8710#3 und NF8710#10 hochsignifikant
auf bis zu ein Drittel reduziert (Abbildung 111.39 A und C). Wdhrend die Anzahl der Blatter der
Insertionsmutanten zu beiden Zeitpunkten hochsignifikant niedriger als im Wildtyp war, traf dies
fir die Anzahl der Bliten ausschliefllich fir den friiheren Mykorrhizierungszeitpunkt zu
(Abbildung 111.39 B und D). Besonders gravierend war der Unterschied zwischen Wildtyp-Pflanzen
und NF8710-Insertionsmutanten in Bezug auf die Anzahl der Samenkapseln. Wdhrend im Wildtyp
durchschnittlich 0,24 und 1,22 Samenkapseln nach 14- und 28-tdgiger Mykorrhizierung vorhanden
waren, liel sich in diesem Zeitraum fiir keinen der Nachkommen der drei homozygoten Pflanzen

NF8710#2, NF8710#3 und NF8710#10 eine Samenkapsel beobachten (Abbildung 111.39 B und D).
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Abbildung 111.39: Phanotypische Charakterisierung von mit Glomus intraradices mykorrhizierten Medicago truncatula
Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF8500. Dargestellt ist das Frischgewicht von Spross und
Wurzeln (A und C) sowie die Anzahl der Bléatter, Bliten und Samenkapseln (B und D) von M. truncatula R108 Wildtyp-
Pflanzen (schwarze Balken) und von Nachkommen der Tnti-Insertionsmutanten NF8710#2 (dunkelblaue Balken),
NF8710#3 (mittelblaue Balken) und NF8710#10 (hellblaue Balken) nach 14 (A und B) und 28 (C und D) Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus 38 Wildtyp-
Pflanzen, 9 NF8710#2-Nachkommen, 14 NF8710#3-Nachkommen und 11 NF8710#10-Nachkommen nach 14 Tagen
Mykorrhizierung sowie 32 Wildtyp-Pflanzen, 8 NF8710#2-Nachkommen, 14 NF8710#3-Nachkommen und 9 NF8710#10-
Nachkommen nach 28 Tagen Mykorrhizierung. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den entsprechenden
Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten sind folgendermafien
gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Um herauszufinden ob die reduzierte Biomasse der Insertionsmutanten auf eine mangelnde
Nahrstoffversorgung aufgrund einer defekten oder nur eingeschrankt funktionierenden AM-
Symbiose zuriickzufiihren ist, wurden Nachkommen der drei homozygoten Pflanzen NF8710#2,
NF8710#3 und NF8710#10 und M. truncatula R108 Wildtyp-Pflanzen ohne Zugabe von AM-
Pilzsporen angezogen. In Abbildung 111.40 sind diese Insertionsmutanten neben entsprechenden
Wildtyp-Kontrollen im Alter von sechs Wochen abgebildet. Das deutlich reduzierte Wachstum der
Tnt1-Insertionsmutanten ist auf den ersten Blick zu erkennen und erfolgt scheinbar unabhdngig
vom Mykorrhizierungsgrad der Pflanzen. Uber einen langeren Wachstumszeitraum lieR sich fir
die Insertionsmutanten zwar durchaus ein stetiges Wachstum und auch eine spdte
Samenproduktion beobachten, die gleiche GroRe, Biomasse und Fertilitdt der Wildtyp-Pflanzen

erreichten diese jedoch bis zuletzt nicht (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 1l.40: Medicago
truncatula  Insertionsmutanten
der Linie NF8710 im Vergleich zu
Wildtyp-Pflanzen im Alter von
sechs Wochen. Abgebildet sind
fiir sechs Wochen unter gleichen
Bedingungen angezogenen Nach-
kommen der Tnti-Insertions-
mutanten NF8710#2  (Bildaus-
schnitt A links), NF8710#3
(Bildausschnitt B links) und
NF8710#10 (Bildausschnitt C links)
im Vergleich zu M. truncatula
R108 Wildtyp-Pflanzen (jeweils
rechts in Bildausschnitt A, B und C). Der Vergleich zeigt ein deutlich retardiertes Wachstumsverhalten der
Insertionsmutanten.

Insgesamt wiesen die homozygoten Nachkommen der Linien NF8500 und NF8710 ein sehr
dhnliches Bild auf. In beiden Linien war die Biomasse der Insertionsmutanten hochsignifikant
niedriger als in entsprechenden Wildtyp-Pflanzen, wobei der Mykorrhizierungsgrad dafiir nicht
ausschlaggebend war. Auerdem scheinen beide Linien in ihrer Fertilitdt eingeschrankt zu sein. In
einigen fir die Samennachzucht zuriickbehaltenen Nachkommen von NF8500#7, NF8710#2,
NF8710#3 und NF8710#10 liell sich eine im Verhdltnis zum Wildtyp deutlich verspatete
Samenproduktion beobachten. Dieses Phdnomen war bereits in der anfanglich durchgefiihrten
Genotypisierung von Pflanzen der Linien NF8500 und NF8710 auffillig, wo fiir beide Linien zwei
vollig sterile homozygote Pflanzen identifiziert wurden (Tabelle 111.4), sowie fiir die Linie NF8710
gleich mehrere homozygote Pflanzen mit verminderter Saatgutproduktion. Es ist davon
auszugehen, dass der beobachtete Phanotyp auf die Insertion des Retrotransposons Tnt1 in das
Gen Mtr.40638 zurlickzufiihren ist. Theoretisch besteht zwar die Méglichkeit, dass beide Linien
weitere Tnti-Insertionen in einem gemeinsamen Gen besitzen, die Wahrscheinlichkeit, dass dies

jedoch homozygot in zwei unabhdngigen Linien auftritt, ist als sehr gering zu bewerten.

lll.3.2.1.4 In Tnti-Insertionmutanten von Mtr.40638 ist die Expression von AM-Markergenen
beeintrachtigt

Um festzustellen, ob homozygote Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF8500 einen Einfluss auf
die Ausbildung der AM-Symbiose haben, wurde die Expression der zuvor bereits beschriebenen
AM-Markergene GiaTUB, MtPT4 und MtBCP1 mittels real time RT-PCR in den Wurzeln der
Nachkommen von NF8500#7 untersucht. Nach 14-tdgiger Mykorrhizierung waren sowohl GiaTUB
als auch MtPT4 in den Tnt1-Insertionsmutanten tendenziell geringer exprimiert als in den Wildtyp-
Kontrollen, allerdings waren diese Reduktionen auf durchschnittlich 55,17 % fir GiaTUB und 65,36
% flr MtPT4 nicht als signifikant zu bewerten (Abbildung 111.41 A und B). Eine signifikant niedrigere
relative Expression in diesem Mykorrhizierungsstadium zeigte hingegen MtBCP1 mit einer
durchschnittlichen Reduktion auf 30,2 % (mit p = 0,039) im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle
(Abbildung 111.41 C). Nach einer 28-tdgigen Mykorrhizierung hatten sich die Unterschiede in der
Expression von AM-Markergenen zwischen den Nachkommen von NF8500#7 und den Wildtyp-
Pflanzen deutlich verstdrkt. Die Expression von GiaTUB, MtPT4 und MtBCP1 war in den



I1l. Ergebnisse 15

Insertionsmutanten signifikant auf 48,77 % (mit p = 8 x 10°), 39,53 % (mit p = 0,002) und 35,1 % (mit
p = 0,043) zuriickgegangen (Abbildung II1.41). Die einheitliche Reduktion dieser AM-Markergene

auf unter 50 % des Expressionsniveaus entsprechender Kontrollen lassen auf eine

Beeintrachtigung der Ausbildung der AM-Symbiose in den Nachkommen von NF8500#7 schliel3en.
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Abbildung 111.41: Die relative Expression von GiaTUB, MtPT4 und MtBCP1 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF8500. Dargestellt ist die mittels real
time RT-PCR gemessene relative Expression von GiaTUB (A), MtPT4 (B) und MtBCP1 (C) in M. truncatula R108 Wildtyp-
Wurzeln (schwarze Balken) und in Wurzeln der Nachkommen der Tnt1-Insertionsmutante NF8500#7 (graue Balken)
nach 14 bzw. 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um
Mittelwerte aus zwdlf Wildtyp-Pflanzen und elf NF8500#7-Nachkommen. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende
Einzelwerte sind Abbildung C.6 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den
entsprechenden Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten sind
folgendermaRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Um des Weiteren festzustellen ob die Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF8710 &hnliche
Auffilligkeiten wie die der Linie NF8500 zeigten, wurde auch hier die Expression der AM-
Markergene GiaTUB und MtPT4 mittels real time RT-PCR bestimmt. Dabei wurden jedoch nicht die
Nachkommen aller drei als homozygot identifizierter Pflanzen untersucht, sondern lediglich die
Nachkommen von NF8710#3. Nach 14-tagiger Mykorrhizierung war die Expression von GiaTUB in
den Wurzeln der Insertionsmutanten signifikant um im Mittel 47,37 % (mit p = 0,015) reduziert,
wahrend MtPT4 nicht anders als in den Wildtyp-Kontrollen exprimiert war (Abbildung 111.42). Nach
28-tagiger Mykorrhizierung war die Expression von sowohl GiaTUB als auch MtPT4 in den
Insertionsmutanten hochsignifikant auf 23,03 % (mit p = 3 x 107) und 26,6 % (mit p = 5 x 10°)
reduziert (Abbildung I11.42). Diese Ergebnisse spiegeln die zuvor fir die Linie NF8500 gemessenen

Expressionsunterschiede nicht nur wider, sondern zeigen dartiber hinaus eine noch viel starkere
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Reduktion der Markergenexpression. Damit (bereinstimmend konnte bereits im Rahmen der
phanotypischen Charakterisierung beobachtet werden, dass die Unterschiede zur Wildtyp-
Kontrolle in der Linie NF8710 stets ausgeprdgter waren als in der Linie NF8500 (Abschnitt
[11.3.2.1.3). Eine mdgliche Erkldrung hierfiir ist die Tnt1-Insertion in der Kodierregion von Mtr.40638
in der Linie NF8710, wahrend diese in der Linie NF8500 lediglich im 5’-UTR-Bereich des Gens sitzt.
Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass beide Tnt1-Insertionslinien eine signifikant reduzierte
Expression wichtiger AM-Markergene aufweisen, die sich nach einer 14-tdgigen Mykorrhizierung
ansatzweise, und nach einer 28-tagigen Mykorrhizierung hochsignifikant zeigte. Die reduzierte
Expression von GiaTUB ldsst auf einen im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle verringerten
Kolonisationsgrad vermuten, wahrend die Reduktionen von MtPT4 und MtBCP1 mdglicherweise
auf eine in ihrer Anzahl oder Funktionalitat eingeschrankte Arbuskelbildung hinweisen kénnten.
Zur Abklarung dieser Vermutungen wurden die Wurzeln von Insertionsmutanten der Linien

NF8500 und NF8710 beziiglich der vorhandenen AM-Pilzstrukturen angefarbt und analysiert.
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Abbildung II1.42: Die relative Expression von GiaTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Medicago
truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tntt-Insertionsmutanten der Linie NF8710. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A) und MtPT4 (B) in M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln (schwarze Balken)
und in Wurzeln der Nachkommen der Tnti-Insertionsmutante NF8710#3 (graue Balken) nach 14 bzw. 28 Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus zw6lf Wildtyp-
Pflanzen und zwdlf NF8710#3-Nachkommen. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.7 im
Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. Signifikante
Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten sind folgendermafien gekennzeichnet: * p < o,1; **
p < 0,05 und *** p < 0,01.

111.3.2.1.5 In Tnti-Insertionmutanten von Mtr.40638 ist die Ausbildung von AM-Pilzstrukturen
beeintrachtigt

Fiir die Nachkommen der Tnti-Insertionsmutanten NF8500#7 und NF8710#3 sowie
entsprechenden Wildtyp-Kontrollen wurde jeweils die nach der RNA-Extraktion verbliebene
Halfte der Wurzel mit WGA-Alexa Fluor® 488 angefarbt um die AM-Pilzstrukturen der
mykorrhizierten Wurzeln sichtbar zu machen. Anschliefend wurde, wie in Abschnitt 11.2.5.4
beschrieben, die Kolonisationsrate durch G. intraradices und die Anteile verschiedener AM-
Pilzstrukturen in den Wurzeln bestimmt. Aufgrund der hohen Probenzahl geschah dies nicht fiir
jede Pflanze separat, sondern es wurden stets einige Wurzeln einer Bedingung gemeinsam

gefdrbt und ausgewertet.
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Fir die NF8500#7-Nachkommen zeigte sich nach einer 14-tdgigen Mykorrhizierung eine
Uberraschenderweise signifikant hohere Kolonisationsrate in den Insertionsmutanten (Abbildung
[1.43 A). Die Erklérung hierfur findet sich in der Betrachtung der Anteile der einzelnen AM-
Pilzstrukturen. Wahrend die Anteile interne Hyphen, Arbuskeln und Vesikel signifikant um 26,8 %,
33,6 % und 16,1 % niedriger als in entsprechenden Wildtyp-Wurzeln waren, wiesen die Wurzeln der
Insertionsmutanten durchschnittlich 16,9 % mehr externe Hyphen auf (Abbildung I11.43 B). Dieser
signifikant hohere Anteil an mit externen Hyphen kolonisierten Wurzeln zieht die Gesamt-
Kolonisationsrate nach oben, so dass die Kolonisation durch G. intraradices in den
Insertionsmutanten rein mathematisch signifikant hoher als in den Wildtyp-Pflanzen war. Vom
biologischen Standpunkt aus betrachtet waren jedoch signifikant weniger funktionelle AM-
Pilzstrukturen wie Arbuskeln in den Nachkommen von NF8500#7 zu beobachten, was mit der

zuvor gemessenen signifikanten Reduktion von MtBCP1 (Abbildung 111.41 C) in diesem Stadium

korreliert.
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Abbildung I11.43: Die Kolonisationsrate und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tntt-Insertionsmutanten der Linie NF8500. Dargestellt ist
die mittels der gridline intersections Methode bestimmte Kolonisationsrate (A und C) und die Anteile verschiedener AM-
Pilzstrukturen (B und D) in M. truncatula R108 Wildtyp-Pflanzen (schwarze Balken) und in Nachkommen der Tnt1-
Insertionsmutante NF8500#7 (graue Balken) nach 14 (A und B) bzw. 28 (C und D) Tagen Mykorrhizierung mit G.
intraradices und anschliefender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um
Mittelwerte aus vierzehn Wildtyp-Pflanzen und zehn NF8500#7-Nachkommen nach 14 Tagen und zwdlf Wildtyp-
Pflanzen und zwdlf NF8500#7-Nachkommen nach 28 Tagen Mykorrhizierung. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende
Einzeldaten sind Tabelle D.2 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den
entsprechenden Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten sind
folgendermalien gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.
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Nach 28-tdgiger Mykorrhizierung war die Kolonisationsrate in den Wildtyp-Kontrollen signifikant
hoher als in den NF8500#7-Nachkommen (Abbildung I11.43 C), was der zuvor gemessenen
hochsignifikanten Reduktion von GiaTUB (Abbildung Il1.41 A) entspricht. Zu diesem Zeitpunkt
wiesen die Anteile externer und interner Hyphen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Insertionsmutanten und den Wildtyp-Kontrollen auf, wahrend die Anteile an Vesikeln in den
NF8500#7-Nachkommen nach wie vor hochsignifikant reduziert waren (Abbildung Ill.41 D).
Uberaschenderweise lagen die Anteile an Arbuskeln in den Insertionsmutanten signifikant um im
Mittel 7,3 % hoher als in den Wildtyp-Kontrollen (Abbildung 1ll.41 D). Aufgrund der
hochsignifikanten Reduktion von MtPT4 (Abbildung I11.41 B) in diesem Mykorrhizierungsstadium
erscheint dieses Ergebnis zundchst widerspriichlich. Eine mégliche Erklarung hierfiir ware eine
funktionelle Beeintrdchtigung der Arbuskeln, die eine verminderte MtPT4-Expression bei gleichem

oder sogar h6herem Arbuskel-Anteil erklaren kénnte.
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Abbildung Ill.44: Die Kolonisationsrate und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tntt-Insertionsmutanten der Linie NF8710. Dargestellt ist
die mittels der gridline intersections Methode bestimmte Kolonisationsrate (A und C) und die Anteile verschiedener AM-
Pilzstrukturen (B und D) in M. truncatula R108 Wildtyp-Pflanzen (schwarze Balken) und in Nachkommen der Tnt1-
Insertionsmutante NF8710#3 (graue Balken) nach 14 (A und B) bzw. 28 (C und D) Tagen Mykorrhizierung mit G.
intraradices und anschliefender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um
Mittelwerte aus vierzehn Wildtyp-Pflanzen und zehn NF8500#7-Nachkommen nach 14 Tagen und zwdlf Wildtyp-
Pflanzen und zwdlf NF8710#3-Nachkommen nach 28 Tagen Mykorrhizierung. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende
Einzeldaten sind Tabelle D.3 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den
entsprechenden Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten sind
folgendermallen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Fir die NF8710#3-Nachkommen lieR sich sowohl nach 14-tagiger als auch nach 28-tagiger

Mykorrhizierung eine signifikant geringere Kolonisationsrate im Vergleich zu den Wildtyp-
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Kontrollen beobachten (Abbildung 111.44). Dies korrelierte sehr gut mit der zu diesen beiden
Zeitpunkten gemessenen signifikant niedrigeren GiaTUB-Expression in den Wurzeln der
Insertionsmutanten (Abbildung I1l.42 A). Aus diesen Daten lasst sich ibereinstimmend schlief3en,
dass die Wurzeln der NF8710#3-Nachkommen weniger stark von G. intraradices besiedelt waren,
als entsprechende Wildtyp-Kontrollen.

Auch die Anteile der verschiedenen AM-Pilzstrukturen wiesen einige Unterschiede zwischen
Insertionsmutanten und Wildtyp-Kontrollen auf. Nach 14-tagiger bzw. 28-tagiger Mykorrhizierung
war der Anteil der Vesikel in den NF8710#3-Nachkommen signifikant um etwa 7 % bzw.
hochsignifikant um ca. 30 % niedriger als in den Wildtyp-Kontrollen (Abbildung 111.44). Im
Gegensatz dazu, wiesen die Anteile externer und interner Hyphen zu beiden
Mykorrhizierungszeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Wildtyp-Kontrollen
und den Tnt1-Insertionsmutanten auf (Abbildung 111.44). Der Anteil der Arbuskeln war nach 14
Tagen Mykorrhizierung mit durchschnittlich 29,5 % in den Wildtyp-Pflanzen und im Mittel 30,0 % in
den NF8710#3-Nachkommen nahezu identisch (Abbildung 111.44). Nach 28 Tagen Mykorrhizierung
hatte sich dieses Bild jedoch deutlich verandert, die Arbuskelrate lag in den Insertionsmutanten
nun signifikant um ca. 13 % niedriger als in den Wildtyp-Kontrollen (Abbildung 111.44). Dabei
deckten sich diese Beobachtungen erneut sehr gut mit der zuvor bestimmten Expression des
arbuskel-spezifischen Markergens MtPT4. Auch hier war nach 14-tagiger Mykorrhizierung kein
signifikanter Expressionsunterschied zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten
feststellbar, nach 28-tdgiger Mykorrhizierung hingegen eine hochsignifikante Reduktion der
MtPT4 Transkriptmenge in den NF8710#3-Nachkommen messbar (Abbildung 111.42 B).

Sowohl durch den verringerten Kolonisationsgrad als auch durch die verminderten Anteile an
Vesikeln und Arbuskeln die sich sehr gut mit den zuvor durchgefiihrten real time RT-PCR
Messungen decken, scheinen die NF8710#3-Nachkommen in ihrer Fahigkeit zur Ausbildung einer
AM-Symbiose mit G. intraradices beeintrachtigt zu sein. Im Wesentlichen liel§ sich dies auch fiir die
NF8500#7-Nachkommen beobachten, obwohl die Mykorrhizierungsdaten fiir diese Linie teilweise
etwas widerspriichlich im Vergleich mit den Ergebnissen der real time RT-PCR Messungen
erscheinen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine homozygote Tnti-Insertion des Ca**-bindende
Proteins Mtr.40638 zu einer deutlichen Beeintrachtigungen in der Ausbildung der AM-Symbiose
mit G. intraradices fihrt, wie hier anhand der Linien NF8500 und NF8710 gezeigt werden konnte.
Diese Ergebnisse legen eine AM-assozierte Rolle von Mtr.40638 nahe. Neben dieser hat das Ca*-
bindende Protein modglicherweise jedoch weitere Funktionen in Wachstums- und
Entwicklungsprozessen von M. truncatula, wie sich aufgrund des retardierten Wachstums der

untersuchten Insertionsmutanten vermuten l&sst.



I1l. Ergebnisse 120

111.3.3 Funktionelle Analyse von Transkriptionsfaktoren

l11.3.3.1 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.11570
111.3.3.1.1 Das Mtr.11570 Gen spielt keine offensichtliche Rolle in der AM-Symbiose

Das Mtr.11570 Gen ist als potentieller ERF(ethylene respose factor)-Transkriptionsfaktor annotiert.
Zur funktionellen Analyse von Mtr.11570 konnte die Tnti-Insertionslinie NF4409 in der Tnt1-
Datenbank von M. truncatula (http://bioinfo4.noble.org/mutant/database.php) ermittelt werden.
Im Rahmen einer Genotypisierung von R1-Pflanzen dieser Linie, konnten insgesamt drei Pflanzen
mit einer homozygoten Tnti-Insertion in Mtr.11570 identifiziert werden (Tabelle Iil.4). Die
Nachkommen dieser Pflanzen wurden unter gleichen Bedingungen wie entsprechende Wildtyp-
Kontrollen angezogen und fiir 35 Tage mit G. intraradices mykorrhiziert. Eine phanotypische
Charakterisierung zeigte keinerlei Unterschiede zwischen den Insertionsmutanten und den
Wildtyp-Kontrollen (Daten nicht gezeigt). Entsprechend verhielt es sich mit dem in den Wurzeln
der NF4409-Nachkommen und Wildtyp-Pflanzen gemessenen Expressionsniveau der AM-
Markergene GmTEFa, MtPT4, MtBCP1 und MtANN2 (Daten nicht gezeigt). Auch anhand einer
Farbung und Analyse der AM-Pilzstrukturen in den Wurzeln der Insertionsmutanten konnten
keinerlei Auffélligkeiten gegeniiber dem Wildtyp festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Da ein
knockout des Gens Mtr.11570 keinerlei Auswirkungen auf die Entwicklung und Auspragung der
AM-Symbiose in den Wurzeln homozygoter Tnti-Insertionsmutanten zeigte, ist davon

auszugehen, dass die Expression diese Gens nicht entscheidend fiir die AM-Symbiose ist.
l11.3.3.2 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.43223
111.3.3.2.1 Das Mtr.43223 Gen spielt keine offensichtliche Rolle in der AM-Symbiose

Wie in Abschnitt Ill.2.2 beschrieben, wurde zur Analyse des Kandidatengens Mtr.43223 das RNAi-
Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.43223 erstellt. Ein Vergleich der Expression von Mtr.43223 in mit dem
RNAi-Konstrukt oder dem leeren Kloniervektor generierten transgenen Wurzeln von M. truncatula
zeigte jedoch keinerlei signifikante Unterschiede. Das Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.43223 war
weder in mykorrhizierten noch in nicht-mykorrhizierten Wurzeln in der Lage ein RNAi-vermitteltes
knockdown von Mtr.43223 zu bewirken (Daten nicht gezeigt).

Allerdings konnte zur weiteren Analyse des als GRAS-Transkriptionsfaktor annotierten Gens die
Tnt1-Insertionslinie NF5196 identifiziert werden. Eine Genotypisierung von R2-Pflanzen dieser Linie
fiihrte zur Identifikation von insgesamt vier Pflanzen mit einer homozygoten Tnti-Insertion in
Mtr.43223, von denen sich jedoch eine spéter als steril erwies (Tabelle I11.4). Die Nachkommen der
drei verbliebenen homozygoten Pflanzen wurden unter gleichen Bedingungen wie
entsprechende Wildtyp-Kontrollen angezogen und mit G. intraradices mykorrhiziert. Eine

phanotypische Charakterisierung zum Erntezeitpunkt zeigte keine signifikanten Unterschiede
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zwischen den Insertionsmutanten und den Wildtyp-Kontrollen (Daten nicht gezeigt). Uber real
time RT-PCR Messungen konnte die korrekte und homozygote Tnti-Insertion in allen
Insertionmutanten bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt). Die AM-Markergene GmTEFa, MtPT4,
MtBCP1 und MtANN2 waren in den Wurzeln der NF5196-Nachkommen jedoch nicht signifikant
anders als in den Wildtyp-Wurzeln exprimiert (Daten nicht gezeigt). Da ein knockout von
Mtr.43223 keinerlei Auswirkungen auf die Expression wichtiger AM-Markergene zeigte, war davon
auszugehen, dass das Genprodukt von Mtr.43223 keine =zentrale Rolle in der AM-

Signaltransduktion spielt.

11l.3.3.3 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.49618

111.3.3.3.1 Der DREB-Transkriptionsfaktor Mtr.49618

Mtr.49618 ist als potentieller DREB (dehydration responsive element binding)-Transkriptionsfaktor
annotiert, die eine Untergruppe der pflanzenspezifischen AP2/ERF-Transkriptionsfaktoren
darstellen (Gutterson & Reuber, 2004). Das 675 bp lange, intronfreie Gen liegt auf dem fiinften
Chromosom von M. truncatula und tragt in der Version 3.5 des M. truncatula Genoms (Young et al.,
2011) den Bezeichner Medtr5go10910. In der 225 Aminosduren langen abgeleiteten
Proteinsequenz von Mtr.49618 konnte Uber eine Motivsuche der PROSITE-Datenbank (Sigrist et
al., 2010) von Position 48 - 111 eine AP2/ERF-Domaéne identifiziert werden (Abbildung I11.45). Die in
ERF- und APETALA2-Proteinen konservierte Domane, erlaubt diesen Proteinen eine Bindung an

spezielle DNA-Motive (Hao et al., 1998).

ATGGATTTCTTCATGTCATCTTTTGGTGAGTACTCAGACACTTCTTCTTCAGARACAAGT
TCCTCGGAAGTGATTTTGGCATCAGTTAATAAGCCAAAGAAGAGAGCAGGTAGAAGAGTG
TTCAAGGAGACAAGACATCCGGTGTACCGAGGAGTACGACGTAGGAAGAATAACAAGTGG
GTTTGTGAGATGAGAGTTCCTAACAATATCGTTAACAAAAATAATAAGTCAAGGATTTGG
CTTGGAACATATCCAACTCCTGAAATGGCTGCACGTGCACATGATGTTGCTGCACTTACT
CTTAAAGGAAAATCAGCTTGTCTTAATTTTGCTGACTCTGCATGGCGGTTGAGGTTGCCG
GAGTCGAATGATGCGACGGAGATAAGGAGGGCGGCGATGGAGGCTGCTCAGTTGTTTGCG
GTTGAAGACAAGCAATGTTGTGTTACCGTTGAAGATGGAGTGTTTATGGACATGGAAGAT
TCCAAGAATATGCTAGAAGCACAGGTTCCAGTGGTGTCATCAGAATTTGAAGACATGCAT
CATTTGCTTCTAAGTATTGCCAATGAGCCTTTACGTTCAGCTCCTCCTTCCCCAACAAAT
TATGGTAGTTATAACTGGGGTGACATGGAGATTTTTGATACTCAATTAGTTTCACTTTGG
ancTTcTCTATTIHER

MDEFFMSSFGEYSDTSSSETSSSEVILASVNKPKKRAGRRVEFKETRHPVYRGVRRRKNNKW
VCEMRVPNNIVNKNNKSRIWLGTYPTPEMAARAHDVAALTLKGKSACLNFADSAWRLRLP
ESNDATEIRRAAMEAAQLFAVEDKQCCVTVEDGVEMDMEDSKNMLEAQVPVVSSEFEDMH
HLLLSIANEPLRSAPPSPTNYGSYNWGDMEIFDTQLVSLWNES II

Abbildung 1i1.45: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von Mtr.49618. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben)
und die abgeleitete Aminosduresequenz (unten) von Mtr.49618 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau
und rot hinterlegt sind jeweils das Start- und Stoppcodon. In der Aminosduresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau
und rot hinterlegt, zusatzlich in gelb markiert ist eine mittels Motivsuche identifizierte AP2/ERF-Domane.

Wie in Abschnitt I1l.1 beschrieben, erfolgte die Auswahl von Mtr.49618 als Kandidatengen sowohl
aufgrund seiner Annotation als potentieller Transkriptionsfaktor, als auch aufgrund seiner

spezifischen Induktion in M. truncatula Wurzeln im Stadium der PPA-Bildung mit Gi. margarita. Die
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hier gemessene 24,6-fache bzw. 9,1-fache Induktion von Mtr.49618 im Wildtyp bzw. in einer dmis-
Mutante war im Vergleich zu anderen Kandidatengenen dieses Stadiums extrem hoch und sehr
spezifisch, da in keiner anderen der getesteten Bedingungen eine Induktion dieses Gen zu
beobachten war (Tabelle 111.1).

Laut seines MtGEA-Expressionsprofils wird Mtr.49618 in mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten Wurzeln exprimiert, wobei die Expression in ersteren etwas héher ist (Abbildung
[11.46). Neben einer geringen Expression in der Sprossachse war zudem eine starke Expression in
Wurzelknéllchen zu beobachten (Abbildung I11.46).

MEGEA: M. buncatuls Gans Expression Atlas / Noble Foundation (hitpi/fmtges noble.arg/v)
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Abbildung 111.46: Das Expressionsprofil von Mtr.49618 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA).
Das Expressionsprofil zeigt eine spezifische Expression von Mtr.49618 in Wurzelkndllchen, mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten Wurzeln sowie eine geringe Expression in der Sprossachse von M. truncatula.

Im Anbetracht dieser Daten kdnnte es sich bei Mtr.49618 um einen downstream MtDMI3
agierenden Transkriptionsfaktor handeln, der jedoch méglicherweise nicht nur in sehr friihen
Stadien der AM-Symbiose sondern entsprechend seines MtGEA-Expressionsprofils (Abbildung
I11.46) vermutlich auch in der Knéllchensymbiose eine Rolle spielt. Fir die funktionelle Analyse

von Mtr.49618 wurden ein RNAi- und eine Promotor-GUS-Konstrukt dieses Gens erstellt.

111.3.3.3.2 Fiir das Kandidatengen Mtr.49618 konnte kein RNAi-vermittelter knockdown erzielt

werden

Im Rahmen einer Masterarbeit (Schaepe, 2011) wurde das gegen Mtr.49618 gerichtete RNAI-
Konstrukt  pK7GWIWG2:Mtr.49618  erstellt und  analysiert.  Hierzu  wurden  mit
pK7GWIWG2:Mtr.49618 sowie dem Kontrollkonstrukts pK7GWIWG2:GUS transgene, haarige
Wurzeln in M. truncatula induziert. Ein Teil dieser Wurzeln wurde ohne Symbiosepartner
angezogen, wahrend die ubrigen fir 28 Tage mit G. intraradices mykorrhiziert wurden. Die in
Anschluss an eine RNA-Extraktion erfolgte Analyse der Mtr.49618 Genexpression mittels real time
RT-PCR zeigte jedoch nicht den erwiinschten RNAi-Effekt. Konkret war die relative Expression von

Mtr.49618 in den nicht-mykorrhizierten RNAi-Wurzeln im Mittel etwas héher und in den
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mykorrhizierten RNAi-Wurzeln durchschnittlich etwas niedriger als in den entsprechenden
Kontrollen (Abbildung 111.47). In beiden Fdllen war dieser Unterschied aber gering und nicht
signifikant. Da kein mittels pK7GWIWG2:Mtr.49618 hervorgerufener RNAi-Effekt nachgewiesen
werden konnte, erfolgten keine weiteren Analysen mittels dieses Konstrukts.

Anhand der zuvor gemessenen Kontrollen lie8 sich jedoch feststellen, dass die durchschnittliche
relative Expression von Mtr.49618 in den mykorrhizierten Wurzeln 56,25% héher als in den nicht-
mykorrhizierten Wurzeln war (Abbildung 111.47). Dies lieR sich, wenn auch nicht so ausgepragt,
bereits im MtGEA-Expressionsprofil von Mtr.49618 (Abbildung 1I11.46) beobachten, und
untermauert eine potentielle Rolle des Mtr.49618 Proteins als Symbiose-assozierter

Transkriptionsfaktor.

Abbildung Ill.47: Die relative Expression von

Mtr49618 Expression Mtr.49618 in mit Glomus intraradices

0,00025 mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von
Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real

0,00020 time RT-PCR gemessene relative Expression von
H Mtr.49618 in unabhdngigen, transgenen M.
§ 0,00015 1 truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt
& pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken: Kontr.) sowie
% 0,00010 T dem gegen Mtr.49618 gerichteten RNAi-Konstrukt
e pK7GWIWG2: Mtr.49618 (graue Balken: RNAi)
0.00005 1 generiert wurden nach o bzw. 28 Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den

0.00000 - dargestellten relativen Expressionen handelt es

0 Tage 28 Tage

Mykorrhizierung sich um Mittelwerte aus jeweils zehn Kontroll- und
RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde
liegende Einzelwerte sind Abbildung C.8 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken repréasentieren den
entsprechenden Standardfehler (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).

ll1.3.3.3.3 Weder eine Mykorrhizierung mit G. intraradices noch eine Behandlung mit Myc-LCOs
induziert die Promotoraktivitat von Mtr.49618

Um einen Eindruck der Promotoraktivitdat von Mtr.49618 zu bekommen, wurde, wie in Abschnitt
[11.2.1.1 beschrieben, das Promotor-GUS Konstrukt pRR:p49618-GUS generiert. Hierfiir wurde eine
1.078 bp lange Promotorsequenz dieses Gens vor eine gusAint-Reportergenkessette kloniert und
in M. truncatula transgene Wurzeln mit diesem Konstrukt induziert. Um einen ersten Eindruck der
Promotoraktivitdt in verschiedenen frilhen aber auch einem spdten AM-Stadium zu bekommen,
wurden die transgenen Wurzeln unter Kontrolle von pRR:p49618-GUS in einer Zeitreihe von o, 2, 7
und 28 Tagen mit G. intraradices mykorrhiziert und zum Nachweis der GUS-Aktivitat mit X-Gluc (5-
bromo-4-chloro-3-inolyl/beta-D-Glucosid) gefarbt. Die GUS-Farbung erfolgte fiir insgesamt 24
Stunden, da die nachweisbare Promotoraktivitdt nicht besonders hoch war. Als Kontrolle dienten
dabei jeweils entsprechend behandelte Wildtyp Wurzeln. In diesen zeigte sich nach der 24-
stiindigen GUS-Farbung grofteils keine Promotoraktivitat (Abbildung 111.48 A, C, E und G), in
einigen Fallen war jedoch das Leitgewebe der Kontrollwurzeln angefarbt (Abbildung 111.48 B, D, F

und H), was vermutlich auf die lange Inkubationszeit im Farbepuffer zurtickzufiihren ist.
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Abbildung 111.48: Als Kontrolle mit Glomus intraradices mykorrhizierte Medicago truncatula Wildtyp-Wurzeln nach
einer GUS-Farbung. Die dargestellten M. truncatula Wildtyp-Wurzeln wurden fiir o (A und B), 2 (C und D), 7 (E und F)
und 30 (G und H) Tage mit G. intraradices mykorrhiziert und anschlieBend einer 24-stiindigen GUS-Férbung unterzogen.
Dieses Kontrollexperiment (siehe Text) zeigt groRteils keinerlei GUS-Aktivitat (A, C, E und G), in einigen Féllen jedoch
eine leichte Farbung des Leitgewebes (B, D, F und H).

Neben der Bestimmung des allgemeinen Farbehintergrunds, dienten die Kontrollpflanzen auch
zur Bestimmung des Kolonisationsgrades zu den vier verschiedenen Mykorrhizierungszeitraumen
mittels der gridline intersections Methode (siehe Abschnitt 11.2.5.4). Dabei zeigte sich eine
durchschnittliche AM-Kolonisationsrate von 80 % nach 28 Tagen und von 3% nach 7 Tagen
Mykorrhizierung (Daten nicht gezeigt). Nach 2 und o Tagen Mykorrhizierung waren keinerlei AM-
Strukturen zu beobachten. Diese Werte sprechen fiir eine durchaus normalen
Kolonisationsprozess.

Die nicht-mykorrhizierten mit pRR:p49618-GUS induzierten Wurzeln wiesen hdufig gar keine GUS-
Farbung (Abbildung 111.49 A) oder eine Farbung des Leitgewebes (Abbildung Ill.49 B) auf. Da
dieses Muster jedoch auch in den Wildtyp-Kontrollen zu beobachten war, kann es als Hintergrund
erachtet werden. Vielfach liel8 sich in den nicht-mykorrhizierten, transgenen Wurzeln dartiber
hinaus eine diffuse Promotoraktivitdt im Wurzelkortex beobachten (Abbildung 111.49 C und D).
Diese diffuse GUS-Farbung im Kortex war auch nach einer 2-tagigen Mykorrhizierung in den
transgenen Wurzeln nachweisbar (Abbildung 111.49 F - H), wo jedoch nach wie vor auch véllig
ungefarbte Wurzeln vorlagen (Abbildung I11.49 E). Auch nach 7 und 28 Tagen Mykorrhizierung lief3
sich stets das gleiche Farbemuster beobachten: ein groRer Anteil der Wurzeln unter Kontrolle von
PRR:p49618-GUS zeigte keinerlei Promotoraktivitdt (Abbildung 111.49 1 und M) oder in einigen
Féllen eine Hintergrund-Farbung des Leitgewebes (Abbildung 111.49 K und N). In einigen Wurzeln
lie sich eine diffuse Farbung im Wurzelkortex beobachten, die jedoch keiner erkennbaren
RegelmaRigkeit folgte (Abbildung 111.49 J und O). Eine Tintenfarbung der GUS-geférbten Wurzeln
zeigte keinerlei augenscheinlichen Zusammenhang zwischen Promotoraktivitdit und AM-
Pilzstrukturen (Abbildung I111.49 L und P). Die dhnliche Promotoraktivitdt von Mtr.49618 in nicht-
mykorrhizierten und mykorrhizierten Wurzeln verschiedener Stadien legt nahe, dass die

Expression dieses Gens offensichtlich nicht durch direkten AM-Pilzkontakt induziert wird.
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Abbildung 1ll.49: Histochemische Lokalisation der Promotoraktivitdt in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Medicago truncatula Wurzeln unter Kontrolle von pRR:p49618-GUS nach einer GUS-Firbung. Die dargestellten
transgenen M. truncatula Wurzeln wurden mit dem Promotor-GUS Konstrukt pRR:p49618-GUS generiert, fiir o (A-D), 2
(E-H), 7 (I-L) und 28 (M-P) Tage mit G. intraradices mykorrhiziert und anschlieBend einer 24-stiindigen GUS-Farbung
unterzogen. Dabei zeigen die Wurzeln zu allen Mykorrhizierungszeitpunkten in einigen Wurzeln gar keine
Promotoraktivitdt (A, E, | und M), sowie in anderen eine Promotoraktivitdt im Leitgewebe (B, K und N) oder eine diffuse
GUS-Farbung im Wurzelkortex (C, D, F, G, H, J und O). Wurzeln in L und P wurden zusétzlich einer Tintenfarbung
unterzogen und zeigen reife AM-Pilzstrukturen die nicht mit einer GUS-Farbung tiberlappen.

Mittels eines im Anschluss durchgefiihrten Myc-LCO induction assay (siehe Abschnitt 11.2.5.7)
sollte zudem getestet werden ob der Promotor von Mtr.49618 mdglicherweise auf diese
mikrobiellen Signale reagiert. Hierzu wurden HRCs unter der Kontrolle von pRR:p49618-GUS fiir
24 Stunden in 10° M sMyc-LCOs, 107 M nsMyc-LCOs, eine Mischung aus beiden und einer
entsprechenden Myc-LCO-freien Kontrolle inkubiert und anschliefend einer 24-stiindigen GUS-
Farbung unterzogen. Die so gefdrbten Wurzeln zeigten unter allen Inkubationsbedingungen
grofteils gar keine Promotoraktivitdt (Abbildung Ill.50 A, C, E und G). In einzelnen Wurzeln war
lediglich eine leichte GUS-Farbung des Leitgewebes zu beobachten (Abbildung Ill.50 B, D, F und
H), die sich in der Kontrolle jedoch nicht von den Myc-LCO behandelten Wurzeln unterschied.
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Abbildung lll.50: Histochemische Lokalisation der Promotoraktivitdt in einer mit Myc-LCOs behandelten Medicago
truncatula HRC (hairy root culture) unter Kontrolle von pRR:p49618-GUS nach einer GUS-Farbung. Die dargestellte
transgene M. truncatula HRC wurden mit dem Promotor-GUS Konstrukt pRR:p49618-GUS generiert, in vier Teilen fiir 24
Stunden in je einer Kontrolllssung (A und B), in 10° M sMyc-LCOs (C und D), in 107 M nsMyc-LCOs (E und F) und einer
Mischung aus beiden Myc-LCOS (G und H) inkubiert und anschlieBend einer 24-stiindigen GUS-Farbung unterzogen.
Dabei zeigen die Wurzeln aller vier Behandlungen ein sehr dhnliches Farbemuster. Die meisten Wurzeln sind véllig
ungefarbt (A, C, D und F), sofern vorhanden, ist die Promotoraktivitat auf das Leitgewebe der Wurzeln (B, D, E und G)
beschrankt. Die Mal8stabsskala entspricht 1 mm.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Promotoraktivitdt von Mtr.49618 weder durch
eine Kolonisation mit G. intraradices noch durch Myc-LCOs beeinflusst wird. Aufgrund dieser
Ergebnisse ist die anfanglich getroffene Hypothese beziiglich einer Symbiose-assozierten Rolle
des Transkriptionsfaktors Mtr.49618 eher unwahrscheinlich, ldsst sich aufgrund nicht
durchfiihrbarer weiterer funktioneller Analysen (Abschnitt I11.3.3.2.2) und speziell auch in Hinblick

auf die Knéllchensymbiose jedoch auch nicht mit Sicherheit ausschlieBen.

111.3.3.4 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.9126

111.3.3.4.1 Der GRAS-Transkriptionsfaktor Mtr.9126

Das als potentieller GRAS-Transkriptionsfaktor annotierte Kandidatengen Mtr.9126 liegt auf dem
dritten Chromosom von M. truncatula. Die genomische Sequenz von Mtr.9126 tragt in der Version
3.5 des M. truncatula Genoms (Young et al., 2011) den Bezeichner Medtr3gos6110. Die Gensequenz
setzt sich aus einer 1.629 bp langen intronfreien Kodiersequenz und einem 182 bp langen 3’-UTR
Bereich zusammen (Abbildung I11.51). In der EST-Datenbank von M. truncatula (DFCI Medicago
Gene Index) konnten kein EST-Cluster identifiziert werden, dass die Kodiersequenz von Mtr.9126 in
der gesamten Lange abdeckt. Die besten Treffer lieferten TC186725 und TC185239, die jeweils mit
dem vorderen bzw. dem hinteren Teil des Gens ibereinstimmen.

In der 542 Aminosduren langen abgeleiteten Proteinsequenz des Mtr.9126 Gens konnte (ber eine
Motivsuche der PROSITE-Datenbank (Sigrist et al., 2010) von Position 146 - 523 eine in GRAS-

Proteinen hochkonservierte Doméne identifiziert werden (Abbildung I11.51).
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ATGCAAACATCTCAGAACCATGAAATTTCTTACGGCTCTGACAGGTTCTACGTTGAGCCT
GTGCAGAATCTCGAGTCGTATTGCTTACCCTCAATTGAGAATCTAGACAATTATTCTTCC
TCTGATAACAGCTGCCAAACATTTTATCCTTCTCATCAAACTCTAGAACCATACAACACC
CTTGAATCTGCTTCAACAAGCAACAACAGTTTACCTTACCAAAATTCTCCCTCTACTCAC
AGTTTTTCACCTAACAATAGTCCAGGTTCTACGTTAAGGCCGCAACATTCACTTGAATTT
GTCAATGGTTCACCTGAGGAGGAGGATTCTTACTTGATATATCATGATCATGATGACCTA
AGGCATAAGATGAGTGAGCTGGAATCTGTTATGCGAGGACCTAACGTAGAGATGCTAGAG
ATGTATGATACCAAAGTTCAAGAAGAATCTGCTTCATTCTTATTAGAGGCAGAGAAGTGG
AAGAAAAACGTGGAGATGGTATCTAGAGGGGATTTGAAAGAGATGCTTTATACTTGTGCA
AAAGCAGTGGATGAGAATGATATCGAGACAATTGAATGGATGGTAACTGAGTTACGCAAA
ATAGTATCCGTTTCAGGCAGTCCAATTGAACGATTGGGAGCGTACATGTTGGAGG| CACT
TGTTTCAAAGATTGCCTCTTCTGGAAGTACAATCTACAAATCGTTAAAATGCAGCGAGCC
TACTGGTAATGAACTGCTTTCCTACATGCATGTACTTTATGAAATATGTCCGTACTTTAA
GTTTGGATACATGTCTGCAAATGGGGCCATTGCGGAAGCTATGAAGGAGGAAAATGAAGT
CCATATAATTGATTTTCAGATTGGACAAGGAACTCAGTGGGTGAGTCTAATCCAGGCTCT
TGCTCGCCGCCCTGGAGGACCTCCAAAGATTAGAATAACAGGTATTGATGACTCTTATTC
ATCTAATGTCCGCGGTGGGGGCGTTGATATAGTAGGGGAAAAGTTATTGACGCTTGCGCA
GTCATGTCATGTACCCTTTGAGTTCCATGCTGTTAGAGTGTATCCTTCTGAAGTGCGACT
CGAAGACTTTGAACTTCGACCTAATGAAGCTGTGGCGGTGAATTTTGCCATTATGCTACA
CCATGTACCAGATGAAAGTGTGAACATTCATAATCATCGTGATAGGTTGCTGCGATTGGC
TAAACACATGTCTCCTAAGGTGGTGACTCTAGTTGAGCAAGAATTCAACACCAATAACGC
TCCGTTCTTGCAGCGTTTCCTCGAGACAATGAACTACTACTCAGCAGTTTATGAATCGAT
TGATGTTGTTCTTCCAAGGGATCACAAAGAGAGGATTAATGTCGAACAACATTGTTTGGC
TCGTGAAGTTGTGAACTTAGTAGCTTGCGAAGGGGAAGAAAGAGTGGAACGTCACGAGCT
TCTGAGTAAGTGGAGAATGCGTTTCACGATGGCTGGATTTACGCCTTATCCATTGAGCTC
CTTCATCAATTCTTCAATCAAGAATCTTCTCGAGAGCTACCGTGGACATTACACCCTAGA
AGAGAGAGATGGTGCACTGTTTCTTGGTTGGATGAATCAAGATCTTATTGCTTCTTGTGC
TTGGAGA-AAAATATAATGACAGTTCAGTTTTGT TACTGCAGGTTTTTATGTTAGGCT
ATATGTATCATCATCCTATTTAGATTTACTCTTTTTATTATACTCAAATAACTGTTTTGT
AAAAGAGCATCCTAAAACTTTGTCACAAATACTAGTAACAGGCCTGATGGATTATATATG
CAGAATTTGTCT

MOTSONHEISYGSDRFYVEPVONLESYCLPSIENLDNYSSSDNSCQTEFYPSHQTLEPYNT
LESASTSNNSLPYQONSPSTHSFSPNNSPGSTLRPQHSLEFVNGSPEEEDSYLIYHDHDDL
RHKMSELESVMRGPNVEMLEMYDTKVQEESASFLLEAEKWKKNVEMVSRGDLKEMLYTCA
KAVDENDIET IEWMVTELRKIVSVSGSP IERLGAYMLEALVSKIASSGST 1 YKSLKCSEP
TGNELLSYMHVLYEICPYFKFGYMSANGAIAEAMKEENEVHITIDFQOIGQOGTOWVSL IQAL
ARRPGGPPKIRITGIDDSYSSNVRGGGVD IVGEKLLTLAQSCHVPEEFHAVRVYPSEVRL
EDFELRPNEAVAVNFAIMLHHVPDESVNIHNHRDRLLRLAKHMS PKVVTLVEQEFNTNNA
PFLQRFLETMNYYSAVYESIDVVLPRDHKERINVEQHCLAREVVNLVACEGEERVERHEL
LSKWRMRFTMAGFTPYPLSSFINSSIKNLLESYRGHYTLEERDGALFLGWMNQDLIASCA
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Abbildung Ill.51: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von Mtr.9126. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben) und
die abgeleitete Aminosduresequenz (unten) von Mtr.9126 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau und rot
hinterlegt sind das Start- und Stoppcodon, rot gedruckte Abschnitte markieren den entsprechenden 3’-UTR Bereich.
Das griin hinterlegte Pfeilsymbol markiert die Insertionsstelle des Retrotransposons Tnt1 in der Insertionslinie NF11181.
In der Aminosduresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau und rot hinterlegt, zusatzlich gelb markiert ist eine in
GRAS Proteinen konservierte Domane. Diese setzt sich zusammen aus dem ersten Leucin-reichen Abschnitt (kursiv und
blau gedruckt), dem VHIID-Motiv (griin hinterlegt), dem zweiten Leucin-reichen Abschnitt (kursiv und blau gedruckt),
dem PHYRE-Motiv (grau hinterlegt und konservierte Aminosauren fett gedruckt) und dem dreiteiligen SAW-Motiv
(unterstrichen und konservierte Aminosduren fett gedruckt), die im Detail im Text beschrieben werden.

Bei GRAS Proteinen handelt es sich um eine pflanzenspezifische Gruppe potentieller
Transkriptionsfaktoren, die in verschiedenste Prozesse wie beispielsweise der Signaltransduktion
involviert sind (Bolle, 2004). GRAS Proteine besitzen im C-terminalen Bereich eine etwa 350
Aminosduren lange konservierte Domane die sich in dieser Reihenfolge in fiinf einzelne Motive
unterteilen lasst: Leucin-reicher Abschnitt I, VIIHD-Motiv, Leucin-reicher Abschnitt I, PFYRE-Motiv
und SAW-Motiv (Pysh et al., 1999; Bolle, 2004). Die Leucin-reichen Abschnitte variieren in ihrer

Lange und konnen so genannten heptad repeats (Konsensussequenz: LX¢LXcL) enthalten, die



I1l. Ergebnisse 128

jedoch nicht in allen GRAS-Proteinen auftreten (Bolle, 2004). Das VIIHD- und das PHYRE-Motiv
setzten sich ihrem Namen entsprechend aus den Konsensussequenzen VHIID und PHYRE
zusammen, wobei diese im ersten zusammenhdngend und im zweiten durch andere Aminosduren
getrennt auftreten (Pysh et al., 1999; Bolle, 2004). Das SAW-Motiv besteht aus drei einzelnen
Untereinheiten mit den Konsensussequenzen RX,E, WX,G und WX,,W (Bolle, 2004). In der
Aminosduresequenz von Mtr.9126 konnten alle fiinf fir GRAS Proteine typischen Motive
identifiziert werden (Abbildung 111.51), wobei in den Leucin-reichen Abschnitten jedoch keine
heptad repeats gefunden wurden. Des Weiteren erstreckt sich das SAW-Motiv in der
Aminosauresequenz von Mtr.9126 bis Position 541, womit die GRAS-Domane langer als bis zur von
der PROSITE-Datenbank vorhergesagten Position 523 erscheint.

MitdEA: M. buncatuls Geane Expression Atlas / Noble Faundation (htta//miges. noble.orgivl)
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Abbildung Il1.52: Das Expressionsprofil von Mtr.9126 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA). Das
Expressionsprofil zeigt eine unspezifische Expression von Mtr.9126 in allen untersuchten Geweben von M. truncatula.

Das MtGEA-Expressionsprofil von Mtr.9126 zeigte eine unspezifische Expression des
Kandidatengens in allen untersuchten Geweben von M. truncatula (Abbildung 111.52). Die Auswahl
dieses Gens als Kandidatengen erfolgte urspriinglich aufgrund seiner Induktion in M. truncatula
Wurzeln im Stadium der PPA-Bildung mit Gi. margarita. Die in Abschnitt Ill.1 beschriebenen
Analysen der Medicago GeneChip Daten zeigten eine 2,3-fache Induktion in Wildtyp-Wurzeln dieses
Stadiums, wdhrend in keinem anderen Mykorrhizastadium oder Mutante eine signifikante
Induktion von Mtr.9126 gemessen werden konnte (Tabelle I1.1).

Um festzustellen, ob das Mtr.9126 Genprodukt mdoglicherweise eine Rolle als downstream
MtDMI3 agierender Transkriptionsfaktor in der AM-Symbiose spielt, wurde zundchst ein
knockdown bzw. knockout des Kandidatengens mittels RNAi bzw. Insertionsmutagenese

angestrebt, und beziiglich seiner Auswirkungen auf die AM-Symbiose untersucht.

111.3.3.4.2 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.9126 ist abhangig von der Anzuchtmethode

Wie bereits in Abschnitt Ill.2.2 beschrieben, wurde zur Analyse von Mtr.9126 mittels RNAi-
knockdown das RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.9126 erstellt. Mit diesem Konstrukt sowie dem
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leeren Kloniervektor pK7GWIWG2(11) als Kontrolle (EVC: empty vector control) wurden zun&chst
transgene Wurzeln in M. truncatula induziert und diese beziiglich eines RNAi-Effekts untersucht.
Dies erfolgte parallel in transgenen, nicht-mykorrhizierten Wurzeln beider Konstrukte sowie in
entsprechenden fiir 28 Tage mit G. intraradices mykorrhizierten Wurzeln. Die Anzucht der
Pflanzen fand routinemafig in Seramis®-Substrat statt. Real time RT-PCR Messungen der
transgenen Wurzeln zeigten, dass die relative Expression von Mtr.9126 in den RNAi- im Vergleich
zu den EVC-Wurzeln im Mittel zwar etwas niedriger war, dieser Effekt jedoch weder in den nicht-
mykorrhizierten (mit p = 0,455) noch in den mykorrhizierten (mit p = 0,188) Wurzeln als signifikant
bewertet werden konnte (Abbildung 111.53 A).
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Abbildung lll.53: Die relative Expression von Mtr.9126 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-
Waurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.9126 in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt
pK7GWIWG2(11) (schwarze Balken: EVC) sowie dem gegen Mtr.9126 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.9126
(graue Balken: RNAIi) generiert wurden. Die Anzucht erfolgte wahlweise in Seramis® Substrat (A) oder steril auf
Schragagarplatten (B), wonach ein Teil der Pflanzen fiir 21 (B) bzw. 28 Tage (A) mit G. intraradices mykorrhiziert wurde.
Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus acht bzw. sieben unabhdngigen
Kontroll- und sieben bzw. elf unabhangigen RNAi-Wurzeln nach o bzw. 28 Tagen Mykorrhizierung nach der Anzucht in
Seramis® Substrat sowie um Mittelwerte aus jeweils zw6lf unabhangigen Kontroll- und zwélf bzw. zehn unabhangigen
RNAi-Wurzeln nach o bzw. 21 Tagen Mykorrhizierung nach der sterilen Anzucht auf Schragagarplatten. Diesen
Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.9 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. Signifikante Expressionsunterschiede zwischen
Kontroll- und RNAi-Wurzeln sind folgendermalRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Um eine mogliche Abhangigkeit des RNAIi-Effekts von der Anzuchtmethode zu untersuchen,
wurden in einem weiteren Ansatz erneut mit dem leeren Kloniervektor und dem gegen Mtr.9126
gerichteten RNAi-Konstrukt transgene Wurzeln in M. truncatula induziert, wobei die Anzucht
diesmal jedoch steril auf Schrégagarplatten (siehe Abschnitt 11.2.5.2) erfolgte. Nach einer
vierwdchigen Anzuchtphase wurde ein Teil der Pflanzen von den Schragagarplatten in Seramis®-
Substrat umgetopft und dort fiir 21 Tage mit G. intraradices mykorrhiziert, da eine
Mykorrhizierung auf Schragagarplatten nicht méglich ist. Eine Untersuchung des RNAI-Effekts
mittels real time RT-PCR zeigte in den Wurzeln der ausschlieBlich auf Schrdgagarplatten
angezogenen und nicht-mykorrhizierten Pflanzen eine hochsignifikante Reduktion der
Transkriptmenge von Mtr.9126 auf durchschnittlich 36,68 % (Abbildung 111.53 B). In den Wurzeln
der steril angezogenen aber zur Mykorrhizierung in Seramis®-Substrat umgetopften RNAi-

Pflanzen war ebenfalls eine hochsignifikante wenn auch weniger starke Reduktion der Mtr.9126-
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Expression auf im Mittel 58,31 % feststellbar (Abbildung 111.53 B). Aus dem Vergleich der beiden
Anzuchtmethoden ldsst sich schlielen, dass die sterile Anzucht die Auspragung eines durch das
Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.9126 ausgeldsten RNAi-Effekts beglinstigt. Der Einfluss der
Anzuchtmethode auf die Ausprdgung des RNAi-Effekts wurde auch fiir die anderen im Rahmen
dieser Arbeit erstellte RNAi-Konstrukte untersucht, in keinem anderen Fall konnte jedoch ein so

deutlicher Unterschied festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

1ll.3.3.4.3 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.9126 hat keine Auswirkungen auf die

Expression von AM-Markergenen

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, konnte in den auf Schragagarplatten angezogenen und
anschliel3end fiir 21 Tage in Seramis®-Substrat mit G. intraradices mykorrhizierten RNAi-Wurzeln
des Konstrukts pK7GWIWG2:Mtr.9126 eine im Mittel etwa 40 % niedrigere Mtr.9126 Expression als
in entsprechend behandelten EVC-Wurzel gemessen werden. Um den Einfluss der Reduktion der
Mtr.9126 Transkriptmenge auf die Ausbildung der AM-Symbiose zu untersuchen, wurde die
Expression der zuvor bereits beschriebenen AM-Markergene GmTEFa, MtPT4 und MtBCP1 mittels

real time RT-PCR in diesen Wurzeln bestimmt.
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Abbildung Ill.54: Die relative Expression von GmTEFa,, MtPT4 und MtBCP1 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative
Expression von GmTEFa (A), MtPT4 (B) und MtBCP1 (C) in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem
empty vector control Konstrukt pK7GWIWG2(11) (schwarze Balken: EVC) sowie dem gegen Mtr.9126 gerichteten RNAI-
Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.9126 (graue Balken: RNAi) generiert wurden nach 21 Tagen Mykorrhizierung mit G.
intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus zwdlIf Kontroll- und zehn
RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.10 im Anhang zu entnehmen. Die
dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.
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Dabei zeigte sich jedoch fiir keines der drei Gene ein signifikanter Expressionsunterschied
zwischen RNAI- und EVC-Wurzeln (Abbildung 111.54).

Dies konnte einerseits darauf hindeuten, dass das Genprodukt von Mtr.9126 keine entscheidende
Rolle in der AM-Signaltransduktion spielt oder andererseits lediglich darauf hinweisen, dass eine
Reduktion der Mtr.9126 Transkriptmenge um durchschnittlich etwa 40 % nicht ausreichend ist um
diesbeziigliche Auswirkungen beobachten zu kénnen. Um dies zu kldren, wurden neben dem

gegen Mtr.9126 gerichteten RNAi-Konstrukt, Insertionsmutanten des Kandidatengens untersucht.

l11.3.3.4.4 Identifikation und Verifikation homozygoter Tnti-Insertionsmutanten fiir das Gen

Mtr.9126

Ein von der Noble Foundation (Samuel Roberts Noble Foundation, Ardmore, Oklahoma, USA)
durchgefiihrter reverse screening Ansatz konnte fiir das Kandidatengen Mtr.9126 die Tnt1-
Insertionslinie NF11181 identifizieren. In dieser Linie sitzt das Retrotransposon Tnt1 655 bp
downstream des Startcodons in 3’-5’-Orientierung im Kodierbereich des Kandidatengens
(Abbildung 111.51). Durch die Insertion des Retrotransposons an dieser Stelle wird im Leseraster
der Mtr.9126 Gensequenz an Position 27 der Tnti-Insertion ein vorzeitiges Stopcodon (TAA)
erreicht, was voraussichtlich zu einem verfriihten Transkriptionsstop und einem anschlielenden
NMD-Abbau des verkiirzten Transkripts fiihrt. Selbst fiir den Fall, dass dieses verkiirzte Transkript
dem NMD-Abbau entgeht, ist von keinem funktionellen Genprodukt auszugehen, da das
entstehende Transkript durch die Tnti-Insertion bereits im ersten Leucin-reichen Abschnitt der
GRAS-Doméne abbrechen wiirde. Daher ist bei einer homozygoten Tnti-Insertion an dieser Stelle
von einem vollstandigen knockout von Mtr.9126 auszugehen. Angaben bezliglich der Lage
weiterer Tnti-Insertionen waren fiir die Linie NF11181 bis dato nicht in der Tnti-Datenbank
(http://bioinfo4.noble.org/mutant/database.php) verfigbar.

Uber eine, analog zu der in Abschnitt 111.2.3 beschriebenen durchgefiihrte, Genotypisierung von
R1-Pflanzen der Line NF11181 konnten insgesamt vier Pflanzen mit einer homozygoten Tnt1-
Insertion in Mtr.9126 identifiziert werden (Tabelle 111.4). Eine dieser Pflanzen (NF11181#11) bllhte
zwar, produzierte daraufhin aber keine Samen, so dass alle weiteren fiir diese Linie
durchgefiihrten Analysen auf den Nachkommen der drei verbliebenen homozygoten Pflanzen
NF11181#1, NF11181#2 und NF11181#9 basierten. Nachkommen dieser Pflanzen wurden fir vier
Wochen unter gleichen Bedingungen wie entsprechende M. truncatula R108 Wildtyp-Kontrollen
angezogen und anschlieBend jeweils zur Halfte fir 14 und 28 Tage mit G. intraradices

mykorrhiziert.
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Abbildung IIl.55: Die relative Expression eines Tntt-spezifischen Mtr.9126-Amplifikats in Medicago truncatula Wildtyp-
Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF11181. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative
Expression eines Tnt1-spezifischen (graue Balken) Mtr.9126-Amplifikats in M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln (WT#1-13,
WT#75-89) und in Wurzeln der Nachkommen der Tnti-Insertionsmutante NF11181#1 (NF11181#1/9-36) nach 14 (A) und 28
(B) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um
Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den
entsprechenden Standardfehler.

Zur Bestdtigung der korrekten Tnti-Insertion in den Insertionsmutanten und zur anschlieRenden
Messung von AM-Markergene wurden die Wurzeln der homozygoten NF11181#1-Nachkommen
einer RNA-Extraktion unterzogen. Zundchst sollte mittels real time RT-PCR mit genspezifischen
und Tnti-spezifischen Primerpaaren die korrekte Insertion des Retrotransposons in Mtr.9126
bestatigt werden. Allerdings konnte fiir die genspezifische Messung trotz mehrerer Versuche kein
ausreichend spezifisches Primerpaar identifiziert werden, so dass diese letztendlich entfiel. Fir
das Tnti-spezifische Primerpaar, mit je einem Primer auf dem Gen und auf dem Retrotransposon,
konnte wie erwartete ein spezifisches Fragment in den Insertionsmutanten, nicht aber im
Wildtyp, amplifiziert werden (Abbildung I11.55). Dies bestétigte, dass die Tnti-Insertion in allen

Insertionsmutanten an der erwarteten Position sitzt.

111.3.3.4.5 Tnt1-Insertionsmutanten von Mtr.9126 weisen eine erhohte Biomasse auf

Zum Zeitpunkt der Wurzelernte wurden alle Insertionsmutanten und Wildtyp-Pflanzen im Alter
von 6 (14 Tage Mpykorrhizierung) und 8 (28 Tage Mykorrhizierung) Wochen zunéchst
phanotypisch charakterisiert. Dabei zeigte sich nach einer 14-tdgigen Mykorrhizierung zundchst
kein signifikanter Unterschied zwischen den Insertionsmutanten und entsprechenden Wildtyp-
Kontrollen. Bliiten und Samenkapseln lieRen sich in diesem Stadium nicht beobachten, die Anzahl
der Blatter sowie das Frischgewicht von Spross und Wurzeln der Nachkommen von NF11181#1,
NF11181#2 und NF11181#9 waren den Wildtyp-Pflanzen im Mittel sehr dhnlich (Abbildung I11.56 A
und B).
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Abbildung 111.56: Phanotypische Charakterisierung von mit Glomus intraradices mykorrhizierten Medicago truncatula
Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF11181. Dargestellt ist das Frischgewicht von Spross und
Wurzeln (A und C) sowie die Anzahl der Blatter, Bliiten und Samenkapseln (B und D) von M. truncatula R108 Wildtyp-
Pflanzen (schwarze Balken) und von Nachkommen der Tnti-Insertionsmutanten NF11181#1 (dunkelblaue Balken),
NF11181#2 (mittelblaue Balken) und NF11181#9 (hellblaue Balken) nach 14 (A und B) und 28 (C und D) Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus 42 Wildtyp-
Pflanzen, 16 NF11181#1-Nachkommen, 14 NF11181#2-Nachkommen und 12 NF11181#9-Nachkommen nach 14 Tagen
Mykorrhizierung sowie 45 Wildtyp-Pflanzen, 18 NF11181#1-Nachkommen, 14 NF11181#2-Nachkommen und 14 NF11181#9 -
Nachkommen nach 28 Tagen Mykorrhizierung. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den entsprechenden
Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten sind folgendermalien
gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Nach einer 28-tdgigen Mykorrhizierung wiesen die Insertionsmutanten eine signifikant héhere
Biomasse als die Wildtyp-Pflanzen auf. Die durchschnittliche Wildtyp-Pflanze hatte ein um 0,14 g
und 0,16 g geringeres Spross- und Wurzelgewicht als die Insertionsmutanten (Abbildung 111.56 C).
Zudem besal3en die Nachkommen von NF11181#1, NF11181#2 und NF11181#9 hochsignifikant mehr
Blatter und signifikant mehr Bliten als der Wildtyp (Abbildung 111.56 D). Allein die Anzahl der
Samenkapseln war in den Wildtyp-Kontrollen hochsignifikant hoher als in den Tnt1-
Insertionsmutanten (Abbildung 1Il.56 D). Wahrend die Wildtyp-Pflanzen zu diesem Zeitpunkt im
Mittel 1,46 Samenkapseln besallen, waren es fiir die durchschnittliche Insertionsmutante lediglich
0,28.

l11.3.3.4.6 In Tntt-Insertionmutanten von Mtr.9126 ist die Expression von AM-Markergenen
beeintrachtigt

Anhand der zuvor isolierten RNA wurde mittels real time RT-PCR die Expression der AM-

Markergene GiaTUB, MtPT4 und MtBCP1 in den fiir 14 und 28 Tagen mykorrhizierten Wurzeln der
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NF11181#1-Nachkommen und entsprechender Wildtyp-Kontrollen bestimmt. Dabei zeigte sich nach
einer 14-tagigen Mykorrhizierung zundchst fiir keines der drei Gene ein signifikanter
Expressionsunterschied zwischen den Wildtyp-Pflanzen und den Insertionsmutanten (Abbildung
[1.57). Nach einer 28-tdgigen Mykorrhizierung war die Expression von GiaTUB in den NF11181#1-
Nachkommen durchschnittlich etwas geringer als in den Wildtyp-Pflanzen, dieser Unterschied
erwies sich jedoch mit p = 0,253 als nicht signifikant (Abbildung I1l.57 A). Die in Arbuskeln
induzierten Markergene MtPT4 und MtBCP1 hingegen, waren hochsignifikant auf im Mittel 47,93 %
(mit p = 0,001) und signifikant auf durchschnittlich 69,64 % (mit p = 0,081) des in den Wildtyp-
Kontrollen gemessenen Expressionsniveaus reduziert (Abbildung I111.57 B und C). Dies konnte
moglicherweise auf reduzierte Anzahl oder Funktionalitdt der Arbuskeln in den Wurzeln der

Nachkommen der Tnt1-Insertionsmutante NF11181#1 hinweisen.
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Abbildung lll.57: Die relative Expression von GiaTUB, MtPT4 und MtBCP1 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF11181. Dargestellt ist die mittels real
time RT-PCR gemessene relative Expression von GiaTUB (A), MtPT4 (B) und MtBCP1 (C) in M. truncatula R108 Wildtyp-
Wurzeln (schwarze Balken: WT) und in Wurzeln der Nachkommen der Tnt1-Insertionsmutanten NF11181#1 (graue Balken:
NF11181) nach 14 und 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um
Mittelwerte aus zwolf Wildtyp-Pflanzen und zwolf NF11181#1-Nachkommen nach 14 Tagen Mykorrhizierung und zwdolf
Wildtyp-Pflanzen und elf NF11181#1-Nachkommen nach 28 Tagen Mykorrhizierung. Diesen Mittelwerten zugrunde
liegende Einzelwerte sind Abbildung C.11im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den
entsprechenden Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten sind
folgendermalen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Zusammenfassend ldsst sich die Rolle des GRAS-Transkriptionsfaktor Mtr.9126 in der AM-
Symbiose anhand der erzielten Daten nicht eindeutig kldren. Auffallig ist zundchst einmal die

erhohte Biomasse der NF11181-Insertionsmutanten. Zugleich zeigten sie jedoch auch eine
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signifikant niedrigere Expression der AM-Markergene MtPT4 und MtBCP1, so dass die erhdhte
Biomasse vermutlich nicht auf eine verbesserte Mykorrhizierung der Insertionsmutanten
zurlickzufiihren ist. Dies deutet darauf hin, dass Mtr.9126 moglicherweise eine Rolle in der AM-

Symbiose, aber dariiber hinaus vermutlich auch in anderen Bereichen, spielt.

l1l.3.3.5 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.25945

111.3.3.5.1 Der MYB-Transkriptionsfaktor Mtr.25945

Das als potentieller MYB-Transkriptionsfaktor annotierte Kandidatengen Mtr.25945 liegt auf dem
sechsten Chromosom von M. truncatula. Neben der 2.318 bp langen genomischen Sequenz von
Mtr.25945, die in der Version 3.5 des M. truncatula Genoms (Young et al., 2011) den Bezeichner
Medtr6g092540 tragt, konnte in der EST-Datenbank von M. truncatula (DFCl Medicago Gene Index)
zudem das Mtr.25945 entsprechende EST-Cluster TC180543 identifiziert werden.

AACCAATTAAATAGTGTTGGTGTGCGTCCAATTTTCACAAATTCCACTGCTCACACCCAT
CAATCATCATATATATCACCAGACACATAAGTTCTTTTGTGTTGGATCTCTAATTTCAAT
TTCTCCCTCTAAGAGACAATAAACACAAGTTTTAAGGTTAAGGTTTGTGTCGGTTCAAAA
AATGGGCAGAAAGYTGCTCACATTGTGGAAACATAGGTCATAATTCAAGGACTTGTAATT
CATTAAGAGGAAGTGGTAGTTTTGTTGGAGTTAGACTTTTTGGTGTTCAACTTGATTTAT
CTTCTTCTTGTGTTTCCATGAAAAAGAGTTTTAGCATGGATTCTTTTCCTACTTCATCTT
CTTCTCCTACTTCTTCCTTTTCTTCTTCAAGATTAACCATTGATGATAGAGCCTCTATTG
GTTATCTTTCAGATGGTCTCATAGTTCGTACACAAGAAAGGAAAAAAGGTACATATATTG
TAATACATTTGTAAATTTTTAATTTAGATTCAAATTTTATCAAGACATCGGATGCAGGAT
ACACATAAGATACAGTGCGTCATCCATTTTAAAGTATATGGATTTCAAAGAAAGCCTATG
ATGTATTTATTATGAAGACACTTTATTACTACTATTTATTTTCTTTGTTCTCAATCAATT
CTAGGTGGTTCATCTATAATTTTAAATTATTGATTTAGAATGTTAAATGAAATTAACATC
TAACAAGTTTTTTTTGATATTTTGTTATTTTATTCATTAGGAGTTCCATGGACAGAAGAA
GAGCATAGAAAATTCCTTGTTGGACTTGAGAAGCTTGGAAAAGGAGATTGGAGGGGTATC
TCTAGAAACTATGTGACTACAAGAACACCAACACAAGTTGCAAGCCATGCTCAAAAGTAT
TTTATTCGACTTGCAACCTTGAATAAGAAGAAGAGACGTTCAAGTCTCTTTGACATGGTA
TATATTATATAATATTTCATGACCAACTAACTAGCACTCCTTTCTTAATTTATATATATA
AAAAAAATTCTTCGTTCTTAATCATGAAATATGCATTTCATTGAATTTAATGAAATGCAT
ACTTCATGTTCATTCATATTATTAAAAGTCTCACATTTAATAAAATCAGGTTTATAAAAG
AGTTTGTAGGTGGGAAAAATTTGTACTTCTTTACAAGCCCATTTTATAAAAGAGTTTTTT
TATTCCTCTGATTTCTTAAAAAGCATACCACTCCAAATTGGAAAGGCACGAATGCGTTTG
GATGTATAATCCATAAAAATGTGTTTTTTCCGTCTAAATGACGAAATTCATGTGAGTGGT
TTTTAAGAATCATGGTGGCCGAAAAATCTTCTTTTTATGATTGTTGGATTAGGAACAACT
CAAATTCTAAAATAACATTAAAGCCTATAAAAAATTTACCCGATGACTCTAAGATCACTT
GA|GTCATGCTTGAGATAGTCAATCTTAGCTATAAGGGGTGTGTTAAGAGTTCCAAATAT
GCTTAGAGGAAACAAATTGGTTTTCGATGTATAGAGACTTATTTGTTCTATGACAAATAA
AAAACATCAAATGTCAGTGAAATTAGTCCTTATTGAGACTAATTTAACCGTCATTTAATA
TTTTTTAGTTATTTTTAGTTTTTTCAAAAACATTGACAATTTTTTCAATAATGTTTTTTT
TCTCAACAAACCAATTTGGATATTTACATTTTATACAATGAAAAACAAGTATTAATCTCT
TAAATTGAATGATATTGTGGAATTTTTTTAGGTTGGTAGTGGCAAGACAAACAAAACAGT
TGATCCAAATAACAGTTCTAAAAGCAAGTCAGGAGATTCAGTTTGTAGACATGATCATGA
AGTTGAGAAAGATGCAACTTTGTCACTACTAATAAACTCACTTCAACAACAAACCAAATC
AGATGATTATGATATGCAAAAAATTGAAGATGATTCTGAAGAAGCAGAACATAAAGATGT
TCCAGATTGGCTACATCCTCTAACAAAGTCTTTAAATATGACATTGGTGATACCAAATTC
TTCAAATGTAGCACCACCTGATCTTGAACTAACTCTGGCAGGGTCTAAGTCAAATAACAT
GGAACAAGATAAAACAT CATCAAGTTCATTTCTTATTGGGCCAATTAGTGTCACT-TT
AGCTTAAATTATTATAAAATGTTTATATATTACTCCTTATGTATGTAATTTATGAAGAAA
AATTTTGTTTTTATTTACCTGTCATTTTTTTTAAAGTGTAGTGCAAATTAACTAATAGTT
TGAACTATGATATGTAATGCAAAGAAAGAAATAAGTGGAA

MRS HCENIGENSRIG N S LRGSGSFVGVRLEGVQLDLSSSCVSMKKSFSMDSFPTSSS
SPTSSFSSSRLTIDDRASIGYLSDGLIVRTQERKKGVPWTEEEHRKFLVGLEKLGKGDWR
GISRNYVTTRTPTQVASHAQKYFIRLATLNKKKRRSSLFDMVGSGKTNKTVDPNNSSKSK
SGDSVCRHDHEVEKDATLSLLINSLQQQTKSDDYDMOKIEDDSEEAEHKDVPDWLHPLTK
SLNMTLVIPNSSNVAPPDLELTLAGSKSNNMEQDKTSSSSFLIGPISVT
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Abbildung 111.58: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von Mtr.25945. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben)
und die abgeleitete Aminosauresequenz (unten) von Mtr.25945 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau
und rot hinterlegt sind das Start- und Stoppcodon, blau und rot gedruckte Abschnitte markieren den entsprechenden
5’-UTR und 3’-UTR Bereich. Grau hinterlegte Bereiche kennzeichnen Introns. Das erste griin hinterlegte Pfeilsymbol
markiert die Insertionsstelle des Retrotransposons Tnt1 in der Insertionslinie NF11714, das zweite die Tnt1-
Insertionsstelle in der Insertionslinie NF11397. In der Aminosduresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau und rot
hinterlegt. Die mittels einer Motivsuche identifizierte Zinkfinger-Doméne und DNA-bindende MYB-Doméne sind pink
und gelb hinterlegt.

Die genomische Sequenz von Mtr.25945 umfasst neben einem 181 bp langen 5’-UTR Bereich und
einem 162 bp langen 3’-UTR Bereich zwei Introns, die beide von den fiir den Spleivorgang
wichtigen Nukleotiden GT und AG flankiert werden (Abbildung I11.58).

In der 289 Aminosduren langen abgeleiteten Proteinsequenz des Mtr.25945 Gens konnten Uber
eine Motivsuche der PROSITE-Datenbank (Sigrist et al., 2010) eine Zinkfinger-Domé&ne und eine
DNA-bindende MYB-Domadne identifiziert werden. Die Zinkfinger Domdne sitzt am duflersten N-
terminalen Ende des Proteins von Position 3 - 18 (Abbildung 1I1.58). Zinkfinger-Domanen
ermoglichen Proteinen die Bindung oder Interaktion mit DNA und RNA Molekiilen (Ciftci-Yilmaz &
Mittler, 2008). In eukaryotischen Zellen spielen Zinkfinger-Proteine eine wichtige Rolle, unter
anderem sind sie in Signaltransduktions- und Kontrollprozessen involviert (Ciftci-Yilmaz & Mittler,
2008). Bei der von Position 91 - 148 identifizierte DNA-bindenden MYB-Doméne (Abbildung 111.58),
handelt es sich um ein helix-turn-helix Motiv, das an spezifische DNA-Sequenzen binden kann
(Stracke et al., 2001).
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Abbildung 111.59: Das Expressionsprofil von Mtr.25945 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA).
Das Expressionsprofil zeigt eine unspezifische Expression von Mtr.25945 in Blattern, Spross, Wurzeln und
Waurzelknéllchen von M. truncatula.

Die Auswahl von Mtr.25945 als Kandidatengen erfolgte, neben seiner Annotation als putativer
Transkriptionfaktor, aufgrund seiner Induktion in frithen Mykorrhiza-Stadien. So liel8 sich fir
Mtr.25945 anhand von Medicago GeneChip Daten eine 2,1-fache Induktion in M. truncatula Wurzeln
im Stadium der PPA-Bildung mit Gi. margarita feststellen (Tabelle l1ll.1). In entsprechend
behandelten Wurzeln einer dmi3-Mutante konnte diese Induktion nicht beobachtet werden, was

darauf schlief3en Iasst, dass das Genprodukt von Mtr.25945 eine Rolle downstream von MtDMI3
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spielt. Das MtGEA-Expressionsprofil von Mtr.25945 zeigt eine unspezifische Expression des
Kandidatengens in Blattern, Spross, Wurzeln und Wurzelkndlichen von M. truncatula (Abbildung

[11.59). Eine spezifische Induktion in mykorrhizierten Wurzeln lief§ sich nicht erkennen.

111.3.3.5.2 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.25945 zeigt keinerlei Auswirkungen auf die

Expression von AM-Markergenen und die Kolonisation durch G. intraradices

Zur Analyse von Mtr.25945 mittels RNAi wurde das RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.25945
erstellt (Abschnitt 111.2.2). Mit diesem Konstrukt, sowie dem leeren Kloniervektor pK7GWIWG2(I1)
(EVC: empty vector control) als Kontrolle, wurden zundchst transgene Wurzeln in M. truncatula
induziert und diese beziiglich eines RNAi-Effekts untersucht. Dies erfolgte parallel in transgenen,
nicht-mykorrhizierten Wurzeln beider Konstrukte sowie in entsprechenden fiir 28 Tage mit G.
intraradices mykorrhizierten Wurzeln. Real time RT-PCR Messungen zeigten, dass die relative
Expression von Mtr.25945 in den RNAi-Wurzeln signifikant niedriger als in vergleichbaren EVC-
Wurzeln war (Abbildung 111.60). Im Detail war eine durchschnittliche Reduktion der Mtr.25945
Transkriptmenge auf 55,05 % (mit p = 0,058) bzw. auf 42,93 % (mit p = 0,018) in nicht-
mykorrhizierten bzw. mykorrhizierten RNAi-Wurzeln nachweisbar. Dies zeigte, dass eine RNAI-
vermittelter knockdown von Mtr.25945 um «ca. 50 % mit Hilfe des Konstrukts
pK7GWIWG2:Mtr.25945 erzielt werden konnte.

Abbildung 111.60: Die relative Expression von

Mir.25945 Expression . . . .
Mtr.25945 in mit Glomus intraradices
0,0050 mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von
0,0045 Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real
o o040 time RT-PCR gemessene relative Expression von
2 Z‘xi Mtr.25945 in unabhdngigen, transgenen M.
g 0:0025 truncatula Wurzeln die mit dem empty vector
2 00020 control  Konstrukt pK7GWIWG2(ll) (schwarze
£ 00015 * Balken: EVC) sowie dem gegen Mtr.25945
0,0010 I I gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:
00005 :- I Mtr.25945 (graue Balken: RNAI) generiert wurden
0.0000 0 Tage 28 Tage nach o bzw. 28 Tagen Mykorrhizierung mit G.
Mykorrhizierung intraradices. Bei den dargestellten relativen
Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus
jeweils acht EVC- und RNAi-Wurzeln. Diesen

Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.12 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.

Um festzustellen ob die Reduktion der Mtr.25945 Transkriptmenge Auswirkungen auf die
Ausbildung der AM-Symbiose zeigte, wurde als ndchstes die Expression der zuvor bereits
beschriebenen AM-Markergene GmTEFa und MtPT4 sowie die Kolonisationsrate durch G.
intraradices in den fiir 28 Tagen mykorrhizierten RNAi-Wurzeln bestimmt. Fiir die anhand von real
time RT-PCR Messungen ermittelte relative Expression von GmTEFa und MtPT4 konnte dabei kein
signifikanter Unterschied zwischen RNAi- und EVC-Wurzeln festgestellt werden (Abbildung 111.61).
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Abbildung Il1.61: Die relative Expression von GmTEFa und MtPT4 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll-
und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression
von GmTEFa (A) und MtPT4 (B) in unabhéngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control
Konstrukt pK7GWIWG2(ll) (schwarze Balken: EVC) sowie dem gegen Mtr.25945 gerichteten RNAi-Konstrukt
pK7GWIWG2:Mtr.25945 (graue Balken: RNAI) generiert wurden nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei
den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus jeweils acht EVC- und RNAi-Wurzeln.
Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.13 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.

Die mit WGA-Alexa Fluor® 488 gefarbten EVC- und RNAi-Wurzeln wiesen starke Ahnlichkeiten auf.
Sowohl die Kolonisationsrate als auch die Anteile der Hyphen, Arbuskeln und Vesikel zeigten
keinerlei signifikante Unterschiede zwischen EVC- und RNAi-Wurzeln (Abbildung I111.62).
Demzufolge wies die AM-Symbiose in den RNAi-Wurzeln keinerlei erkennbare Defizite auf. Dies
bedeutet, dass der MYB-Transkriptionsfaktor Mtr.25945 entweder keine entscheidende Rolle in
der AM-Symbiose spielt, oder ein knockdown der Mtr.25945 Transkriptmenge um 50 % nicht stark
genug war um einen sichtbaren Effekt auszuldsen. Daher wurde im Folgenden ein kompletter

knockout des Gens mittels Insertionsmutagenese angestrebt.
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Abbildung I11.62: Die Kolonisationsrate und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels der gridline
intersections Methode bestimmte Kolonisationsrate (A) und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen (B) in
unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt pK7GWIWG2(1l)
(schwarze Balken: EVC) sowie dem gegen Mtr.25945 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.25945 (graue Balken:
RNAI) generiert wurden nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices und anschlieRender Farbung mit WGA-Alexa
Fluor® 488. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus jeweils sechs EVC- und RNAi-Wurzeln.
Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzeldaten sind Tabelle D.4 im Anhang zu entnehmen.
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111.3.3.5.3 Identifikation homozygoter Tnt1-Insertionsmutanten fiir das Gen Mtr.25945

Fir die funktionelle Analyse von Mtr.25945 wurde zundchst die Tnti-Insertionslinie NF11397
identifiziert. In dieser Linie war das Retrotransposon Tnt1 1.257 bp downstream des Startcodons in
3’-5’-Orientierung inseriert (Abbildung 25945.1). Dieser Insertionsort liegt etwa mittig im zweiten
Intron des Gens. Prinzipiell lie sich nicht vorhersagen, welche Auswirkungen eine solche
Insertion in einer Intronsequenz auf das knockout des entsprechenden Gens haben wiirde.
Weitere Analysen dieser Insertionslinie waren allerdings auch nicht mdglich, da fiir die Linie
NF11397 keinerlei Pflanzen mit einer homozygoten Tnt1-Insertion in Mtr.25945 identifiziert werden
konnten (Tabelle 111.4).

Im Anschluss an die fiir NF11397 durchgefiihrten Analysen stand in einem weiteren Ansatz eine
zweite Tnti-Insertionslinie fir Mtr.25945 zur Verfligung. In der Linie NF11714 sitzt das
Retrotransposon Tnt1 in 3’-5’-Orientierung zwischen dem 9. und 10. Basenpaar downstream des
Startcodons im Kodierbereich von Mtr.25945 (Abbildung 111.58). Anhand einer, analog zu der in
Abschnitt 111.2.3 beschriebenen, durchgefiihrten Genotypisierung von Ri-Pflanzen der Linie
NF11714, konnten sieben Pflanzen mit einer homozygoten Tnti-Insertion in Mtr.25945 identifiziert
werden (Tabelle 11l.4), deren Saatgut geerntet wurde und fir kiinftige Analysen zur Verfligung
steht.

111.3.3.6 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.38547
111.3.3.6.1 Der MYB-Transkriptionsfaktor Mtr.38547
Das als potentieller MYB-Transkriptionsfaktor annotierte Kandidatengen Mtr.38547 liegt auf dem

dritten Chromosom von M. truncatula. Die 934 bp lange genomische Sequenz des Gens tragt den
Bezeichner Medtr3g1o1290.

GCTACTATACTTTCTAACATATATCATATCAAACATTCACTATTACTATATACTCAAATA
ATAACGCTATGGATTTGAATATGAATTTTGAAGCTATTAATAGAAGCTCTTCAACAACAA
CATCATCATCAGACTCATGTTCCTCAGAAACAAACCAAAACAAACTAGACAGAATCAAAG
GTCCATGGAGTGCAGAAGAAGACAGAATTTTAACACGACTGGTTGAACAACAT|GGAGCA
AGAAACTGGTCACTCATCAGCCGCTACATAAAAGGTCGTTCCGGCAAGTCATGTCGTCTC
CGGTGGTGTAATCAGCTGAGTCCCACCGTGGAACACCGTCCATTTTCTTCACAAGAAGAT
GAAACAATCATAGCGGCGCATGCTCAATATGGTAACCGTTGGGCTACCATTGCAAGGCTT
TTACCTGGTAGAACTGATAATGCTGTCAAGAATCATTGGAACTCTACGCTTAAGCGTAGA
GCGGGTTGTGGTGGTTCTGTTACGGTTGCTGGAGGTGGCAACGAAGGTGGTCAGTTTACT
TTTCCGTTGGAAGATGATCCGTTGACCGCGTTGACTCTTGCTCCTCCGGGGAATGGTGT
GGAAGATAGGGAGGAAATGGTTGGTGATCATCGGTTTCCTTCGCCGGAAAATGTTCCGAC
TGAGTTTTGGGATGTGATGAGAGGTGTTATTGCAAGAGAAGTTAGGGAATATGTTTCTTC
TAATTTT TCTCATAACTCTAGTTTTCAT-AT TGAATTAGTTAACGATATCAATAATCA
TGTTCACACAAAAAAAAAAAAATGTATTAATAATCATGATCATATTTTTTTTCTTTCTGT
TATTACTTTAGTTTAAGGAAATTTATATAATTACTCTGCACTTGGATTTTGTCCTACAAA
CTCAGATTTCAATTCTCTTTCTGGATTATTATTAGT

MDLNMNFEAINRSSSTTTSSSDSCSSETNONKLDRIKGPWSAEEDRILTRLVEQHGARNW
SLISRYIKGRSGKSCRLRWCNQLSPTVEHRPEFSSQEDETITAAHAQYGNRWATIARLLPG
RTDNAVKNHWNSTLKRRAGCGGSVIVAGGGNEGGQFTFPLEDDPLTALTLAPPGNGVEDR
EEMVGDHRFPSPENVPTEFWDVMRGVIAREVREYVSSNFSHNSSFHI
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Abbildung 111.63: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von Mtr.38547. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben)
und die abgeleitete Aminosauresequenz (unten) von Mtr.38547 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau
und rot hinterlegt sind das Start- und Stoppcodon, blau und rot gedruckte Abschnitte markieren den entsprechenden
5’-UTR und 3’-UTR Bereich. Das erste griin hinterlegte Pfeilsymbol markiert die Insertionsstelle des Retrotransposons
Tnt1 in der Insertionslinie NF11581, das zweite die Tnti-Insertionsstelle in der Insertionslinie NF4095. In der
Aminosduresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau und rot hinterlegt, zusatzlich in gelb markiert sind zwei mittels
Motivsuche identifizierte DNA-bindende MYB-Domanen.

Neben der genomischen Sequenz konnte in der EST-Datenbank von M. truncatula (DFCl Medicago
Gene Index) zudem das Mtr.38547 entsprechende EST-Cluster TC178504 identifiziert werden. Das
intronfreie Gen wird von einem 68 bp langen 5’-UTR Bereich und einem 185 bp langen 3’-UTR
Bereich flankiert, die die Kodiersequenz von Mtr.38547 auf insgesamt 681 bp verkiirzen
(Abbildung 111.63). Die abgeleitete Proteinsequenz von Mtr.38547 umfasst 226 Aminosauren. Uber
eine Motivsuche der PROSITE-Datenbank (Sigrist et al., 2010) konnten in dieser Sequenz zwei
benachbarte DNA-bindenden MYB-Domanen von Position 32 - 87 und 89 - 138 identifiziert werden
(Abbildung 111.63).

Das MtGEA-Expressionsprofil von Mtr.38547 zeigt eine unspezifische Expression des

Kandidatengens in Spross, Wurzeln und Wurzelknéllchen von M. truncatula (Abbildung 111.64).
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Abbildung 111.64: Das Expressionsprofil von Mtr.38547 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA).
Das Expressionsprofil zeigt eine unspezifische Expression von Mtr.38547 in Spross, Wurzeln und Wurzelknéllchen von
M. truncatula.

Die Auswahl von Mtr.38547 als Kandidatengen erfolgte aufgrund seiner spezifischen Expression in
der Pra-Kontaktphase und der frilhen Kontaktphase der AM-Symbiose, wie sich anhand der in
Abschnitt 111.1 beschriebenen Analysen der Medicago GeneChip Daten beobachten lief3. So konnte
in der Pra-Kontaktphase fiir dieses Gen in Wildtyp-Pflanzen eine 3,8-fache bzw. 1,5-fache
Induktion nach einer 6-stiindigen Inkubation mit Sporen bzw. Uberstdnden gekeimter Sporen von
G. intraradices beobachtet werden, die nach einer entsprechend durchgefiihrten 24-stiindigen
Inkubation bereits nicht mehr nachweisbar waren (Tabelle 111.1). In M. truncatula Wildtyp-Wurzeln
im Stadium der PPA-Bildung mit Gi. margarita zeigte Mtr.38547 eine 1,9-fache Induktion, was
zudem auf eine Aktivitat des Genprodukts in der friihen Kontaktphase der AM hinweisen kénnte

(Tabelle 111.1). Samtliche dieser Induktionen konnten in einem dem Wildtyp entsprechenden
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Expressionsniveau auch in dmi3-Mutanten nachgewiesen werden (Tabelle I1l.1). Sofern das
Mtr.38547 Protein eine Rolle in der Signaltransduktion der AM spielt, ldsst dies vermuten, dass es
sich um eine CSP-unabhdngige Funktion handelt, da fiir einen Transkriptionsfaktor eine Rolle
upstream MtDMI3 nur schwer vorstellbar ist. In spdteren Mykorrhizastadien konnte keine
Induktion des Mtr.38547 Gens beobachtet werden (Tabelle Il1.1).

Eine im Rahmen einer Masterarbeit durchgefiihrte Analyse der Promotorregion von Mtr.38547
zeigte eine generell sehr starke Promotoraktivitdt dieses Gens, fiir die jedoch kein offensichtlicher
Bezug zur AM-Symbiose hergestellt werden konnte (Schaepe, 2011). Zur weiterfiihrenden
Untersuchung einer potentiell Symbiose-assoziierte Funktion des Genprodukts von Mtr.38547
wurde daher ein RNAi-vermitteltes knockdown bzw. ein knockout durch Tnti-Insertionsmutanten

dieses Gens untersucht.

111.3.3.6.2 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.38547 beeintrachtigt die Expression von AM-

Markergenen nicht

Im Rahmen einer Masterarbeit (Schaepe, 2011) wurden mit Hilfe des gegen das Kandidatengen
Mtr.38547 gerichteten RNAi-Konstrukts pK7GWIWG2:MtMyb2 sowie des Kontrollkonstrukts
pK7GWIWG2:GUS transgene, haarige Wurzeln in M. truncatula induziert, teilweise fiir 21 Tage mit
G. intraradices mykorrhiziert, und anschlielend einer RNA-Extraktion unterzogen. Ein Teil der
Pflanzen verblieb dabei nicht-mykorrhiziert. Real time RT-PCR Messungen der extrahierten RNA
zeigten einen signifikanten RNAi-Effekt in mykorrhizierten und einen hochsignifikanten RNAi-
Effekt in nicht-mykorrhizierten Wurzeln (Abbildung 111.65). Im Mittel war die Expression von
Mtr.38547 in nicht-mykorrhizierten RNAi-Wurzeln auf 59,23 % (mit p = 0,006) und in
mykorrhizierten RNAi-Wurzeln auf 71,49 % (mit p = 0,046) des in den entsprechenden

Kontrollwurzeln gemessenen Expressionsniveaus reduziert.

Abbildung IIl.65: Die relative Expression von

Mtr.38547 i
Bxpression Mtr.38547 in mit  Glomus intraradices

0,0035 vy mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von
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£ 00025 time RT-PCR gemessene relative Expression von
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Mykorrhizlerung dargestellten relativen Expressionen handelt es
sich um Mittelwerte aus jeweils neun nicht-

mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln sowie
jeweils zehn Kontroll- und RNAi-Wurzeln nach 21-tagiger Mykorrhizierung. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende
Einzelwerte sind Abbildung C.14 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den
entsprechenden Standardfehler. Signifikante Expressionsunterschiede zwischen Kontroll- und RNAi-Wurzeln sind
folgendermaRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01 (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).

Somit lag in den mykorrhizierten RNAi-Wurzeln eine durchschnittlich etwa 30 % niedrigere

Mtr.38547 Transkriptmenge vor, was zwar ein eindeutiger RNAi-Effekt, aber kein besonders
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starkes knockdown des Gens ist. Um die Auswirkungen dieser Reduktion auf die AM-Symbiose zu
analysieren, wurde in den mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln die relative Expression der
zuvor bereits beschriebenen AM-Markergene GiaTUB und MtPT4 mittels real time RT-PCR
bestimmt. Dabei zeigte sich in den RNAi-Wurzeln fiir beide Gene eine durchschnittlich niedrigere
Expressionsrate als in den Kontrollen, allerdings war diese Tendenz zu schwach um als signifikant
bewertet zu werden (Abbildung 111.66). Um auszuschliefen dass es sich hierbei um einen

zufdlligen Effekt handelte, wurden parallel Tnt1-knockout Mutanten von Mtr.38547 analysiert.
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Abbildung 111.66: Die relative Expression der AM-Markergene GiaTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A) und MtPT4 (B) in unabhangigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die
mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken: Kontr.) sowie dem gegen Mtr.38547 gerichteten RNAi-
Konstrukt pK7GWIWG2:MtMyb2 (graue Balken: RNAIi) generiert wurden nach 21 Tagen Mykorrhizierung mit G.
intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus jeweils zehn Kontroll- und
RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.15 im Anhang zu entnehmen. Die
dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler (Quelle: modifiziert nach Schaepe,
2011).

111.3.3.6.3 Identifikation und Verifikation homozygoter Tnti-Insertionsmutanten fiir das Gen

Mtr.38547

Fir die funktionelle Analyse von Mtr.38547 standen die beiden Tnt1-Insertionslinien NF11581 und
NF4095 zur Verfiigung, die im Rahmen eines PCR-basierten reverse screening Ansatzes als externe
Auftragsarbeit der Noble Foundation (Samuel Roberts Noble Foundation, Ardmore, Oklahoma,
USA) identifiziert wurden. Angaben bezliglich der Lage weitere Tnt1-Insertionen in diesen beiden
Linien waren bis dato nicht in der Tnt1-Datenbank (http://bioinfo4.noble.org/mutant/
database.php) verfiigbar. Sowohl in der Linie NF11581 als auch in der Linie NF4095 sitzt eine Tnt1-
Insertion in 5’-3’-Orientierung im Kodierbereich von Mtr.38547. Der Tnti-Insertionsort liegt fir die
Linie NF11581 166 bp und fir die Linie NF4095 680 bp downstream des Startcodons (Abbildung
[11.63). Eine analog zu der in Abschnitt 111.2.3 beschriebenen durchgefiihrte Genotypisierung von
R2-Pflanzen der Linie NF4095 identifizierte drei Pflanzen mit einer homozygoten Insertion in
Mtr.38547 (Tabelle 111.4). Die Tatsache, dass sich zwei dieser drei homozygoten Pflanzen als steril
erwiesen, sprach fiir ein ernstzunehmendes Fertilitatsproblem dieser Linie, so dass sich alle
weiteren Analysen auf die andere verfiigbare Tnti-Insertionslinie konzentrierten. Fir die Linie

NF11581 konnten die zwei Pflanzen NF11581#4 und NF11581#9 mit einer homozygoten Tnt1-
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Insertion in Mtr.38547 identifiziert werden (Tabelle 111.4). In der Linie NF11581 wird durch die
Insertion des Retrotransposons an der in Abbildung 111.63 gekennzeichneten Stelle direkt mit dem
ersten in frame liegenden Codon der Tnt1-Sequenz ein vorzeitiges Stopcodon (TGA) erreicht, was
unweigerlich zu einem verfrithten Transkriptionsstop fiihrt. Selbst fir den Fall, dass dieses
verklrzte Transkript dem NMD-Abbau entgeht, ist von keinem funktionellen Genprodukt
auszugehen. Bis zu diesem Punkt wdre nicht einmal die Halfte der ersten MYB-Domane
transkribiert worden, was die Funktionalitat des entstehenden Transkripts ausschlief3t, so dass bei
einer homozygoten Tntt-Insertion von einem vollstandigen knockout von Mtr.38547 auszugehen

ist.

Abbildung I11.67: Die relative Expression eines
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Nachkommen der homozygoten Pflanzen NF11581#4 und NF11581#9 wurden fiir vier Wochen
unter gleichen Bedingungen wie entsprechende M. truncatula R108 Wildtyp-Kontrollen
angezogen und anschliefend jeweils zur Halfte fir 14 und 28 Tage mit G. intraradices
mykorrhiziert. Zum Zeitpunkt der Ernte wurden die Wurzeln jeder Pflanze zwecks
unterschiedlicher Analyseverfahren halbiert und eingefroren. Aus einer Halfte jeder Wurzel der
NF11581#4-Nachkommen und entsprechender Wildtyp-Kontrollen wurde die RNA extrahiert und
fir real time RT-PCR Messungen verwendet. Dabei wurde zundchst mittels genspezifischer und
Tnt1-spezifischer Primerpaare die korrekte Insertion des Retrotransposons in Mtr.38547 bestimmt.
Wie zuvor bereits beschrieben, lagen die genspezifischen Primer unmittelbar up- und downstream
der Tnt1-Insertion, wahrend die Tnt1-spezifischen Primerpaare mit je einem Primer auf dem Gen
und auf dem Retrotransposon lagen. Wie erwartet, liel§ sich in den fiir 14 Tagen mykorrhizierten
Pflanzen das genspezifische Amplifikat ausschliefilich in den Wildtyp-Pflanzen messen, und das
Tnt1-spezifische Amplifikat war ausschlieBlich in den Insertionsmutanten nachweisbar (Abbildung
111.67). Dieses Ergebnis lieR sich auch in den fiir 28 Tage mykorrhizierten Pflanzen bestétigen
(Daten nicht gezeigt). Diese Messungen zeigen, dass die Tnti-Insertion in der Insertionslinie
NF11581 an der erwarteten Position sitzt. Zudem tragen alle NF11581#4-Nachkommen diese
Insertion homozygot, da sich aus ihrer RNA andernfalls das genspezifische und das Tnt1-

spezifische Fragment amplifizieren lassen miissten.
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11l.3.3.6.4 Tnti-Insertionsmutanten von Mtr.38547 unterscheiden sich phanotypisch nur
geringfligig von Wildtyp-Pflanzen

Zum Zeitpunkt der Wurzelernte wurden alle Insertionsmutanten der Linie NF11581 und Wildtyp-
Pflanzen im Alter von 6 (14 Tage Mykorrhizierung) und 8 (28 Tage Mykorrhizierung) Wochen
zunachst phanotypisch charakterisiert. Nach einer 14-tagigen Mykorrhizierung wiesen die
Nachkommen der homozygoten Pflanzen NF11581#4 und NF11581#9 hochsignifikant mehr Blatter
als die vergleichbaren Wildtyp-Pflanzen auf, wobei dies jedoch keine signifikanten Auswirkungen
auf das Frischgewicht der Pflanzen hatte (Abbildung 111.68). Bliiten und Samenkapseln lieRen sich
in diesem Stadium Uberhaupt nicht beobachten. Nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G.
intraradices hatten die Insertionsmutanten durchschnittlich immer noch 2,7 Blatter mehr als die
Wildtyp-Planzen, auch dieser Unterschied war signifikant (Abbildung 111.68). Allerdings war hier
zudem ein signifikant niedrigeres Sprossgewicht der Insertionsmutanten zu beobachten, was, wie

aus Abbildung I11.68 deutlich hervorgeht, auf die Nachkommen von NF11581#4 zuriickzufiihren ist.

A 14 Tage Mykorrhizierung B 14 Tage Mykorrhizierung
08 20 ILI
07 T 18 L 1
’—I— 16
06 }—
E 14
£ 05 —— _ 12 —
‘é 04 — g 10
k] 8
2 03 -
' 61
0.2 —
4
0,1 1 24
00 04
Spross Wurzel Blitter Bliiten Samenkapseln
|IWT H NF11581#4 0 NF11581#9 |IWT B NF11581#4 ONF11581#9
C 28 Tage Mykorrhizlerung D 28 Tage Mykorthizlerung
*
| ——
1.0 + 25
[ T | wx
09 ! l_l_l_l
08 T T 2 T
g o7 ] I
£, — 1 T
506 £
§ 05 [ g
B 04 — 10 1 drsrk
2
%03 1
02 I 54 T - I
0,0 04
Spross Wurzel Blitter Bliiten Samenkapsein
[mwT mNF11s81#4 mNF11581#0] [mwT mNF11s81#4 DNF1158149]

Abbildung 111.68: Phidnotypische Charakterisierung von mit Glomus intraradices mykorrhizierten Medicago truncatula
Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF11581. Dargestellt ist das Frischgewicht von Spross und
Wurzeln (A und C) sowie die Anzahl der Blatter, Bliiten und Samenkapseln (B und D) von M. truncatula R108 Wildtyp-
Pflanzen (schwarze Balken: WT) und von Nachkommen der Tnti-Insertionsmutanten NF11581#4 (dunkelblaue Balken:
NF11581#4) und NF11581#9 (hellblaue Balken: NF11581#9) nach 14 (A und B) und 28 (C und D) Tagen Mykorrhizierung mit
C. intraradices. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus 31 Wildtyp-Pflanzen, 14 NF11581#4-
Nachkommen und 17 NF11581#9-Nachkommen nach 14 Tagen Mykorrhizierung sowie 36 Wildtyp-Pflanzen, 18 NF11581#4-
Nachkommen und 18 NF11581#9-Nachkommen nach 28 Tagen Mykorrhizierung. Die dargestellten Fehlerbalken
reprdsentieren den entsprechenden Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und
Insertionsmutanten sind folgendermafen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.
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Neben dem geringeren Sprossgewicht zeigten diese Pflanzen zudem eine hochsignifikant
geringere Menge an Samenkapseln, die sich fiir die Nachkommen von NF11581#9 nicht
beobachten lieR (Abbildung I11.68). Abgesehen von diesen Auffdlligkeiten waren die
Insertionsmutanten den Wildtyp-Pflanzen in Wachstum und Entwicklung sehr dahnlich und optisch

nicht von diesen zu unterschieden.

lll.3.3.6.5 AM-Markergene zeigen eine verringerte Expression in Tntt-Insertionsmutanten von

Mtr.38547

Mittels real time RT-PCR Messungen wurde in den Wurzeln der fiir 14 und 28 Tage mykorrhizierten
NF11581#4-Nachkommen und Wildtyp-Kontrollen die relative Expression der zuvor bereits
beschriebenen AM-Markergene GiaTUB und MtPT4 bestimmt. Nach 14-tagiger Mykorrhizierung
zeigte sich dabei fiir keines der beiden Gene ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen
Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten (Abbildung 111.69). Nach einer 28-tdgigen
Mykorrhizierung hingegen waren deutliche Unterschiede zu erkennen. Die Expression von GiaTUB
war in den NF11581#4-Nachkommen signifikant auf im Mittel 58,78 % (mit p = 0,018) der in den
Wildtyp-Kontrollen gemessenen Expression reduziert (Abbildung 111.69 A), was auf eine geringere
Kolonisation durch G. intraradices hinweisen koénnte. Auch MtPT4 zeigte in den
Insertionsmutanten eine Reduktion auf durchschnittlich 75,09 % des Expressionsniveaus der
entsprechenden Wildtyp-Pflanzen, dieser Unterschied war mit p = 0,174 allerdings nur als

tendenziell vorhanden und nicht als signifikant zu bewerten (Abbildung 111.69 B).
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Abbildung I11.69: Die relative Expression von GiaTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Medicago
truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF11581. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A) und MtPT4 (B) in M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln (schwarze Balken:
WT) und in Wurzeln der Nachkommen der Tnti-Insertionsmutante NF11581#4 (graue Balken: NF11581#4) nach 14 und 28
Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus zwolf
Wildtyp-Pflanzen und zwolf NF11581#4-Nachkommen nach 14 Tagen Mykorrhizierung und zehn Wildtyp-Pflanzen und
vierzehn NF11581#4-Nachkommen nach 28 Tagen Mykorrhizierung. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte
sind Abbildung C.16 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprédsentieren den entsprechenden
Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten sind folgendermafien
gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Zusammenfassend l3sst sich eine mogliche Rolle des Mtr.38547 Genprodukts in der AM-Symbiose

anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig bestimmen. Ein RNAi-vermittelter knockdown der
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Mtr.38547 Trankriptmenge um ca. 30 % wies keine signifikanten Expressionsunterschiede von AM-
Markergenen auf, in einer knockout Mutante von Mtr.38547 hingegen waren diese eindeutig
nachweisbar. Dies legt eine potentielle Rolle des MYB-Transkriptionsfaktors Mtr.38547 in der AM-
Symbiose nahe, von einer zentralen Funktion in der friihen AM-Signaltransduktion ist aufgrund

der beobachteten Auswirkungen allerdings nicht auszugehen.

111.3.3.7 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.7264

111.3.3.7.1 Der GRAS-Transkriptionsfaktor Mtr.7264

Die Auswahl des als GRAS-Transkriptionsfaktors annotierten Gens Mtr.7264 als Kandidatengen
erfolgte aufgrund seiner Induktion sowohl in frithen als auch in spdaten AM-Stadien. Die in
Abschnitt I1.1 beschriebenen Analysen der Medicago GeneChip Daten zeigten fiir Mtr.7264 eine 1,8-
fache Induktion in M. truncatula Wildtyp-Wurzeln im Stadium der PPA-Bildung mit Gi. margarita,
nicht jedoch in einer entsprechenden dmi3-Mutante (Tabelle I1l.1). Neben diesem friihen Stadium,
lie sich eine deutlich starkere Induktion in spaten AM-Stadien feststellen. So war Mtr.7264 nach
einer 28-tdgigen Mykorrhizierung mit G. intraradices bzw. G. mossae 41,7-fach bzw. 8,3-fach starker
exprimiert als in entsprechend nicht-mykorrhizierten Wurzeln (Tabelle 1II.1). Zudem zeigte das
MtGEA-Expressionsprofil von Mtr.7264 eine hochspezifische Expression dieses Gens in
mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula, aber in keinem anderen der untersuchten Gewebe
(Abbildung 111.70). Diese Daten lassen auf eine potentielle Rolle des GRAS-Transkriptionsfaktors
downstream MtDMI3 mit einer spezifischen Funktion sowohl in frilhen als auch in spaten AM-

Stadien vermuten.
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Abbildung I1l.70 Das Expressionsprofil von Mtr.7264 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA). Das
Expressionsprofil zeigt eine spezifische Expression von Mtr.7264 in mykorrhizierten Wurzeln.
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AGGGACCTTTCTTTTGGTTGCTCATTGAGGCCTTTTAGGCCCTTACAAGATTACCCTACT
GTTGATAGTTTGAAGTTGGAGGTTTGCTTAACCAATTCTTCAAGATAAATCACCATATEG
ATTCAGGTAATAACATTCTTGGCCACAATTTTCTTTCTCTTTATCCTTCAAGAAATTCAT
GGCTATAGAATATGCTGCATTAAAATCAGACATGAAAAAATATTAGAAATTTCAAATTGT
TCGTATGGATCACTTATTTTAATAGAGATTAAAAGGCATGTACTGGTAGTGTAAAGAATA
TGGCTAAAGAATATGCTGCATTAAAATCAGACAGAAAAAAATATTAGAGATTAGAAGGCT
TGACTCATTGTTACTCAACTTCAACGATTCAAATCCATATAAGAATCCCAAAACAGGAAA
ATTCCTAGTAAAATTGCACAAAATCGTGAAATTCATATGGGATTTTAAAGGATTCTGTCT
ATTTTTATGATACGGGTCAATTTTAATTTGGTTCTTCAATTGGCTTGGTCTATACATGTG
ACCCGGTTCTGTAAATACATAAATGACCAAGTTTTTTTTATACTTTCACGCCACACAATC
TCTTCACCTTAAGAGATTGATGAAGACGAATTTGTTGAAGTGATGGAGGATAATCAATAT
AATTGACGATTTATTATTGCATCTAGACTTTGCCTTTATGTATTTTGTTAGGCATCTAGT
CTCTTACTTTGAAATTTAATAGTCACTTAATCACTTATGATCAAGTGTTTTGTCAGACAT
CTAGGATTCGCCTTTGAGTATTTTGTCTAGGTTGTTTAGCATTATTATGATTACTAAATA
ATATTTGGCATCTAGGTTTTGAGTCATATATGTATAAATGTTTTGTGCACTTTAAACTTC
GAATCATTTATGACTATAGACAATTTATAACATATAGTTAGCTTTATTTTTGTTTTGGTA
GAATCCATCGATTTTGATTGCGATTTTATGATTTTACTATTCCCTTTCGACCTGAAGCAA
AATCCCAATTTTGACAACCTTTTACAACTTGTCAAGACAACAAACAATTGCATAACCTCT
TCTTGAGTTTTTTGTGAAAAAAATAATAATATGATGTGGCGAATTGAAGAGTTGTAATTG
GATGCCAGATTAAAGTAACTTTACACTGAAAGGGCATATCCTTCAATCTCTTAACTAAAA
GATTATTCAATAGTAGTTAAAAATTTGAGTTCACCAAAAACCTAAACAAAAATTCAAAGC
TAACATAGGGAGAAGTGTGAAAAATATATCAGAAAATAGTAAACCAAAGTCATCACTAAA
ACACAAAACTAAGCTTGGTCATCATACTTTGGAGATTATTTTATGATATATACTTGAATT
GTCAAATGAAAAAGTGATACCATAGATACAGTTTCTTCAATCATAGACGTCAATACTATA
TCTGAACAAATCTATAACAAATAATCACACTGCATGATACTGATAAGTTGATCAATTACC
TAAGGAGAGATATCCCAGCATTAAAAATGTTTATCCTTTTCTATTCATTTTTCATGAACA
TTTAATATATCTCTTCAACAAACTTTCATTTTATAGTCATTACATTAGAGTCAAATAGAC
TTCAAATAGGCGGTTAATTACATTTAGTAGATGGTTAATGAACGTACAAGATGTCARAAC
TCATGAACCACGTCCAAGTTCGGGGTTAATGAAGTTACCTTGGAAATTAATGAGTTTTGA
CACCTTGTAATTAACCACCTATTTGAATTGTACTAACCAATTAAAAATTTGTCGCAAAAG
TTGTCTAAAGTTAGTTGCACAAAAATCATTTATCTTGTCTAATAGGGAGATTATATATAG
ATGCTTTAAGTGGAATGAGCATCTTTTGTTTTTGCTTCATCCATATCAATCTTACTTATG
CAACTCAGCTGTTATGCACTAGGTTCGCCATATCACTGGCTGAGGGAATTGAGATATGA
CTCTCATGGCTCAAATCCAATGATCCCTCTTATTGAGTGTGCAAAATGTGTTGCATCTGG
AAGCATAAAAACTGCTGATATTGGACTTGAGTATATTTCTCAGATTTCATCACCTCATGG
TAATGGTGTACAAAGAATGGTCACTTATTTCAGTGAAGCACTTGGATACAAGATAGTTAA
ACATTTACCTGGCGTATACAAAGCTCTCAATTCCTCGAAAATATCATTGTCTTCAGACGA
CATCCTTGTTCAAAAATACTTCTATGATCTGTGTCCTTTTTTGAAGTTTTCATACCTGAT
CACARATCAAGCAATTATCGAATCGATGGAACGTGAAAAGGTGGTGCATATTATTGATCT
CCATTGTTCCGAGCCAGCACAATGGATAAATCTTATACAAACTTTAAAGAAACGTCCGGG
AGGTCCGCCCTTTCTGAAAATTACAGGAATTAATGAAAAGAAAGAGGCATTGGAGCARAT
GAGCTTTCATTTGACAACCGAAGCAGGGATTTTGGATTTTCCTTTACAGTTCAATCCAAT
AATTAGCAAACTTGAAGATGTCGATTTTGAAAACTTGCCTGTCAAGACAGGAGATGCTGT
TGCAATTTCTTCTGTTCTTCAGCTGCATTCTCTCCTTGCTACTGATGATGARATGGTCTC
CTCATCAGGTGCAGCATCTTTCAATATGCAGAGAGCAGCGCACTTGGGTCAGAGGACTTT
TGCAGAGTGGCTAGAGAGAGACATGATCAATGCATATATCTTGAGTCCGGATTCAGCATT
ATCACCTCTTTTTTTAGGTGCTTCACCTAAGATGGGGATCTTTCTTAACGCTATGCGARA
ACTACAACCAAAACTTTTAGTGATTACTGAACAGGAATCAAATCTGAATGGATGTAATTT
AACGGAGAGAATCGACCGAGCATTGTACTTTTACGGTTCACTTTTTGACTGCTTGGAATC
TACTGTTACAAGAACATCAGTCGAGAGACAAAAACTCGAGAGCATGCTTCTTGGAGAGCA
AATAAAGAACATCATTACTTGTGAGGGAGTCGATAGAAAGGAAAGGCATGAGAAGCTCGA
GCAATGGATTCAAAGACTTAAAATGGCTGGATTTGTGAAGGTACCTTTGAGT TACAATGG
GAGGATAGAAGCGACAAATCTATTGCAGCGATATAGTCATAAATACAAGTTTAAAGAAGA
AAATGATTGTTTACTTGTTTGTTGGAGTGACAGACCACTTTTTTCTGTATCGGCCTGGAR
ATTTAGGHER
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RMVTYFSEALGYKTVK - S SO0 | L VQKY FYDLCPFLKFSYL ITNOA
I TESMEREKVMBBBBLHCSEPAQW INL IQTLKKRPGGPPFLK I TG INEKKEA
DFPLQFNP I 1 SKLEDVDFENLPVKTGDAVA I SSVLQLHSLLATDDEMVSSSGA
ASFNMQRAAHLGQRTFAEWLERDMINAY I LSPDSAL SPLFLGAS PKMGI FLNAMRKLOPK
LLVITEQESNLNGCNLTERIDRALYFYGSLFDCLESTVTRTSVERQKLESMLLGEQIKNI
ITCEGVDRKERHEKLEQWIQRLKMAGFVKVPLSYNGRIEATNLLQRYSHKYKFKEENDCL
LVCWS DRPLFSVSAWKFﬁI

Abbildung 111.71: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von Mtr.7264. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben) und
die abgeleitete Aminosduresequenz (unten) von Mtr.7264 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau und rot
hinterlegt sind das Start- und Stoppcodon, blau gedruckte Abschnitte markieren den 5’-UTR Bereich. Grau hinterlegte
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Bereiche kennzeichnen ein Intron. Das griin hinterlegte Pfeilsymbol markiert die Insertionsstelle des Retrotransposons
Tnt1 in der Insertionslinie NF8882. In der Aminosduresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau und rot hinterlegt,
zusdtzlich gelb markiert ist eine in GRAS Proteinen konservierte Doméne. Diese setzt sich zusammen aus dem ersten
Leucin-reichen Abschnitt (kursiv und blau gedruckt) inklusive eines heptad repeats (pink hinterlegt), dem VHIID-Motiv
(grun hinterlegt), dem zweiten Leucin-reichen Abschnitt (kursiv und blau gedruckt) inklusive eines heptad repeats (pink
hinterlegt), dem PHYRE-Motiv (grau hinterlegt und konservierte Aminosauren fett gedruckt) und dem dreiteiligen SAW-
Motiv (unterstrichen und konservierte Aminosauren fett gedruckt). Ein potentielles Kernlokalisationssignal ist schwarz
umrahmt.

Die unter dem Bezeichner Medtr3go22830 gefiihrte 3.250 bp lange genomische Sequenz von
Mtr.7264, liegt auf dem dritten Chromosom von M. truncatula. Das Gen besitzt einen 116 bp langen
5’-UTR Bereich, sowie zwei Exons, die von Position 129 - 1.944 von einem langen Intron
unterbrochen werden (Abbildung 111.71). In der EST-Datenbank von M. truncatula konnte kein EST-
Cluster identifiziert werden, dass die gesamte Lange der Kodiersequenz von Mtr.7264 abdeckt.
Die hdchsten Ubereinstimmungen lieferte das EST-Cluster TC197578, welches jedoch
ausschliefllich das erste Drittel des Kodierbereichs umfasst.

Die abgeleitete Proteinsequenz des Mtr.7264 Gens umfasst 438 Aminosduren. Uber eine
Motivsuche der PROSITE-Datenbank (Sigrist et al., 2010) konnte in dieser Sequenz von Position 1 -
417 eine in GRAS-Proteinen konservierte Domane identifiziert werden (Abbildung 1l1.71). Wie
bereits in Abschnitt 111.3.3.4.1 detailliert beschrieben, zeichnet sich diese Domane durch den
Leucin-reichen Abschnitt I, das VHIID-Motiv, den Leucin-reichen Abschnitt I, das PFYRE-Motiv und
das SAW-Motiv aus (Pysh et al., 1999; Bolle, 2004). Samtliche dieser Motive konnten in der
Aminosauresequenz von Mtr.7264 identifiziert werden, die beiden Leucin-reichen Abschnitt
umfassen zudem jeweils einen heptad repeat mit der Konsensussequenz LXsLXsL (Abbildung
[1.71).

Neben den fiir GRAS-Proteinen typischen Motiven konnte von Position 61 - 77 mit der Sequenz
RMVTYFSEALGYKIVKH (in  Abbildung IIl.71 schwarz umrandet) zudem ein potentielles
Kernlokalisationssignal ~ (NLS:  nuclear localization signal) identifiziert ~werden. Die
Konsensussequenz eines solchen bipartite NLS besteht aus zwei aufeinanderfolgenden Blocken
basischer Aminosduren die durch zehn beliebige Aminosdauren voneinander getrennt liegen.
Klassischerweise umfasst der erste Block zwei basische Aminosduren und der zweite Block fiinf
Aminosduren von denen mindestens drei basisch sein missen (Dingwall & Laskey, 1991; Robbins
et al., 1991). Die in der Aminosduresequenz von Mtr.7264 identifizierte Region erfillt das NLS-
Konsensusmotiv mit der Einschrankung, dass hier der erste basische Block aus nur einer basischen
Aminosiure besteht. Fiir eine perfekte Ubereinstimmung mit der NLS-Konsensussequenz miisste
anstelle des Methonins (M) an Position 62 eine der basischen Aminos&uren Lysin (K) oder Arginin
(R) sitzen.

111.3.3.7.2 Die Expression von Mtr.7264 nimmt in einer Mykorrhizierungszeitreihe stetig zu

Da anhand der in Abschnitt Ill.1 beschriebenen Analysen der Medicago GeneChip Daten bereits
bekannt war, dass Mtr.7264 in verschiedenen AM-Stadien induzierbar ist, war es zunachst einmal
interessant zu sehen wie sich die Expression von Mtr.7264 in einer Mykorrhizierungszeitreihe

verhielt. Zu diesem Zweck wurde in fiir 7, 14, 21 und 28 Tagen mit G. intraradices mykorrhizierten
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M. truncatula Wurzeln (wie beschrieben in Hogekamp et al., 2011) die relative Expression von
Mtr.7264 mittels real time RT-PCR bestimmt. Dabei zeigte sich fiir das Kandidatengen eine mit
dem Mykorrhizierungszeitraum kontinuierlich ansteigende relative Expression (Abbildung I11.72
A). Ein Vergleich der relativen Expression von Mtr.7264 mit den beiden AM-Markergenen MtPT4
und MtBCP1 zeigte fiir alle drei Gene einen vergleichbaren Trend (Abbildung I11.72 B). Ahnlich wie
die beiden AM-Markergene scheint Mtr.7264 bei einer sich ausbreitenden Kolonisation durch G.

intraradices verstarkt exprimiert zu werden.
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Abbildung l1l.72: Die relative Expression von Mtr.7264 in einer Zeitreihe von mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Medicago truncatula Wurzeln. A: Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.7264 in M. truncatula Wurzeln nach 7, 14, 21 und 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten
relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je drei unabhdngigen Wurzeln. Diesen Mittelwerten
zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.17 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken
reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. B: Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative
Expression von Mtr.7264 und zum Vergleich von MtPT4 und MtBCP1 in M. truncatula Wurzeln nach 7, 14, 21 und 28 Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je
drei unabhdngigen Wurzeln. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. Zur
besseren Darstellbarkeit sind die Expressionsdaten in B logarithmisch aufgetragen. Die zum Vergleich herangezogenen
Expressionsdaten flir MtPT4 und MtBCP1 stammen aus Hogekamp et al. (2011).

l1l.3.3.7.3 Fiir die funktionelle Analyse von Mtr.7264 mittels Tnti-Insertionsmutanten konnten

keine homozygoten Pflanzen identifiziert werden

Mit der Linie NF8882 konnten zundchst potentielle Tnti-Insertionsmutanten fiir das
Kandidatengen Mtr.7264 identifiziert werden. Anhand der von der Noble Foundation zur
Verfligung gestellten Sequenzdaten lieBen sich Position und Orientierung der Tnti-Insertion in
Mtr.7264 bestimmen. Das Retrotransposon lag in dieser Linie 1.835 bp downstream des
Startcodons in 5’-3’-Orientierung vor (Abbildung 111.71). Eine Genotypisierung von R1-Pflanzen der
Linie NF8882 fiihrte ausschlielilich zur Identifikation von fir die Tnti-Insertion heterozygoten
Pflanzen, entsprechend homozygote Pflanzen wurden nicht gefunden (Tabelle IIl.4). Zudem
stellte sich spater heraus, dass samtliche der heterozygoten Pflanzen steril waren. Da bereits die
Pflanzen mit einem heterozygoten knockout von Mtr.7264 massiv beeintrachtigt waren, ldsst sich
vermuten, dass ein homozygoter knockout des Kandidatengens mdoglicherweise letal.

Demzufolge konnten keine funktionellen Analysen anhand von Tntt-Insertionsmutanten
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durchgefiihrt werden und alle weiteren Analysen erfolgten mittels eines RNAi-knockdowns von
Mtr.7264.

111.3.3.7.4 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.7264 resultiert in eine verminderte

Expression wichtiger AM-Markergene

Zur funktionellen Analyse von Mtr.7264 wurden im Rahmen einer Masterarbeit (Schaepe, 2011) mit
dem Kontrollkonstrukt pK7GWIWG2:GUS und dem gegen Mtr.7264 gerichteten RNAi-Konstrukt
pK7GWIWG2:MtGras1 transgene Wurzeln in M. truncatula induziert. Jeweils die Halfte der Wurzeln
jedes Konstrukts wurde fiir 28 Tage mit G. intraradices mykorrhiziert, wahrend die verbliebenen
Pflanzen ohne Symbiosepartner angezogen wurden. Eine RNA-Extraktion und anschlielende real
time RT-PCR Messungen der transgenen Wurzeln dienten zundchst zur Bestimmung des RNAI-
Effekts. Dabei zeigte sich in den nicht-mykorrhizierten RNAi-Wurzeln eine durchschnittliche
Reduktion der Mtr.7264 Transkriptmenge um etwa ein Drittel, was mit p = 0,138 als tendenziell
aber nicht signifikant zu bewerten war (Abbildung 111.73). Nach einer 28-tagigen Mykorrhizierung
lie sich ein hochsignifikanter RNAi-Effekt mit einer durchschnittlichen Reduktion der Mtr.7264
Expression auf lediglich 13,66 % (mit p = 6 x 10°) messen (Abbildung 1I1.73). Dies zeigte ganz
deutlich, dass sich der RNAi-Mechanismus mit Hilfe des Konstrukts pK7GWIWG2:MtGras1
induzieren lieR. Der deutlichere RNAIi-Effekt in den mykorrhizierten Wurzeln ldsst sich vermutlich
dadurch erkldren, dass Mtr.7264 in nicht-mykorrhizierten Wurzeln generell nur sehr schwach

exprimiert wird (Abbildung I1l.70 und 111.72).

Mir7264 Exprossion Abbildung IIl.73: Die relative Expression von

Mtr.7264 in mit Glomus intraradices

0,0040 mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von
0,0035 I Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real

£ 0,0030 time RT-PCR gemessene relative Expression von
3 — Mtr.7264 in unabhdngigen, transgenen M.
§ 00020 truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt
£ 00015 pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken: Kontr.) sowie
goomo- dem gegen Mtr.7264 gerichteten RNAi-Konstrukt
’ pK7GWIWG2:MtGras1t  (graue  Balken:  RNAI)
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Mykorrhizierung dargestellten relativen Expressionen handelt es

. sich um Mittelwerte aus jeweils zehn Kontroll- und

RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde

liegende Einzelwerte sind Abbildung C.18 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den
entsprechenden Standardfehler. Signifikante Expressionsunterschiede zwischen Kontroll- und RNAi-Wurzeln sind
folgendermaRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01 (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).

Um die Auswirkungen des RNAi-vermittelten Mtr.7264 knockdowns auf die AM-Symbiose zu
bestimmen, wurde als nachstes die relative Expression der acht AM-Markergenen GiaTUB, MtPT4,
MtBCP1, MtANN2, MtHA1, MtENOD11, MtCBF1 und MtCBF2 mittels real time RT-PCR in den
mykorrhizierten RNAi- und Kontrollwurzeln untersucht. Dabei zeigte sich fiir die Transkripte aller
untersuchten Gene eine signifikante Reduktion in den RNAi- im Vergleich zu den Kontrollwurzeln

(Abbildung 111.74). Unabhéngig von der spezifischen Funktion der einzelnen AM-Markergene
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Abbildung 111.74: Die relative Expression verschiedener AM-Markergene in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real-time RT-PCR gemessene relative
Expression von GiaTUB (A), MtPT4 (B), MtBCP1 (C), MtANN2 (D), MtHA1 (E), MtENOD11 (F), MtCBF1 (G) und MtCBF2 (H) in
unabhangigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken:
Kontr.) sowie dem gegen Mtr.7264 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:MtGras1 (graue Balken: RNAIi) generiert
wurden 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um
Mittelwerte aus jeweils zehn Kontroll- und RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind
Abbildung C.19 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden
Standardfehler. Signifikante Expressionsunterschiede zwischen Kontroll- und RNAi-Wurzeln sind folgendermal3en
gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01 (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).
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weist diese einheitlich verminderte Expression in RNAi-Wurzeln von Mtr.7264 auf eine starke
Beeintrachtigung der AM-Symbiose in diesen Wurzeln hin.

Im Detail war in den RNAi-Wurzeln eine durchschnittliche Reduktion der Transkriptmenge des
pilzlichen housekeeping Gens GiaTUB auf 50,83 % (mit p = 3 x 10*) messbar, was auf eine geringere
Kolonisation im Vergleich zu den Kontrollwurzeln hinweisen kénnte. Neben dem zuvor bereits
beschriebenen MtPT4 Gen wurde die Expression von MtHA1, einem ebenfalls Arbuskel-spezifisch
exprimierten Gen, bestimmt. Bei MtHA1 handelt es sich um einen H*-ATPase, die moglicherweise
eine Rolle in der Entwicklung von Arbuskeln spielt (Krajinski et al., 2002). Die Expression der
Arbuskel-spezifischen Gene MtPT4 und MtHA1 waren im Mittel auf 24,21 % (mit p = 5 x 10°) und
37,49 % (mit p = 3 x 10%) reduziert, wéhrend die zuvor bereits beschriebenen Arbuskel-induzierten
Gene MtBCP1 und MtANN2 lediglich 9,23 % (mit p = 10®) und 20,38 % (mit p = 10*) der in den
Kontrollwurzeln gemessenen Transkriptmenge aufwiesen (Abbildung I1.74). Derart starke
Reduktionen von in Arbuskeln exprimierten Genen deuten moéglicherweise auf eine
beeintrachtigte Funktionalitat der Arbuskeln in den RNAi-Wurzeln hin.

Neben den zuvor genannten in Arbuskeln exprimierten Markergenen waren auch die in friihen
AM-Stadien induzierten Gene MtENOD11, MtCBF1 und MtCBF2 in den RNAi-Wurzeln signifikant
geringer als in den Kontrollwurzeln exprimiert. Im Detail war eine durchschnittliche Reduktion
von MtENOD11 auf 23,11 % (mit p = 0,02), von MtCBF1 auf 27,52 % (mit p = 2 x 10*) und von MtCBF2
auf 25,23 % (mit p = 2 x 10*) nachweisbar (Abbildung 111.74). Bei MtCBF1 und MtCBF2 handelt es sich
um CAAT-Box bindende Transkriptionsfaktoren, die mit dem ersten physikalischen Kontakt
zwischen den Partnern der AM-Symbiose aktiviert werden (Hogekamp et al., 2011). MtENOD11 ist
ein Marker fir die frilhe AM- und Knéllchensymbiose, der bereits in der Pré-Kontaktphase beider
Symbiosen aktiv ist (Journet et al., 2001; Kosuta et al., 2003; Maillet et al., 2011). Die genaue

Symbiose-assoziierten Funktion aller drei Gene ist bislang unbekannt.

1ll.3.3.7.5 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.7264 zeigt keine Auswirkungen auf die

Kolonisation durch G. intraradices

Um festzustellen ob sich die auf Expressionsebene gemessenen Reduktionen verschiedener AM-
Markergene auch in der konkreten Ausbildung der Symbiose widerspiegeln, wurden Kontroll- und
RNAi-Wurzeln von Mtr.7264 fir 7, 14 und 28 Tage mit G. intraradices mykorrhiziert und
anschlielend mit WGA-Alexa Fluor® 488 gefdrbt und bezlglich der vorhandenen AM-
Pilzstrukturen analysiert. Die fiir 7 Tage mykorrhizierten Wurzeln konnten aufgrund des hier
untersuchten friihen Mykorrhizastadiums und der damit verbundenen geringen Kolonisation der
Wurzeln nicht mittels der gridline intersections Methode ausgewertet werden. Stattdessen wurde
fir jede Wurzel einzeln gezdhlt an wie vielen Stellen sich externe Hyphen an die Wurzeln
angelagert hatten und an wie vielen Stellen der AM-Pilz bereits in die Wurzeln eingedrungen war
und eine Infektionseinheit ausbildete. Zudem wurde mit Hilfe eines Langenstandards die Ldnge
jeder Infektionseinheit abgeschatzt. Nach der Analyse jeweils 20 unabhdngiger Kontroll- und

RNAi-Wurzeln war im Mittel jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen beiden feststellbar
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(Abbildung 111.75). Die RNAi-Wurzeln wiesen weniger Kontaktstellen mit externen Hyphen, daftir
aber geringfiigig mehr und langere Infektionseinheiten auf (Abbildung 111.75).

Abbildung 111.75: Die Anzahl der Kontaktstellen mit
externen Hyphen sowie die Anzahl und Lénge von
I Infektionseinheiten in mit Glomus intraradices
]- mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von
Medicago truncatula. Dargestellt ist die Anzahl der

104 Kontaktstellen mit externen Hyphen sowie die
s Anzahl und Lange (in mm) von Infektionseinheiten
T in unabhdngigen, transgenen M. truncatula
T T Wurzeln die mit dem  Kontroll-Konstrukt

1 pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken: Kontr.) sowie
21 dem gegen Mtr.7264 gerichteten RNAi-Konstrukt
0- . T pK7GWIWG2:MtGrast Balken:  RNAI)

(graue
Hyph::"' h u"““""“;::,';"”'“"""" generiert wurden nach 7 Tagen Mykorrhizierung

mit G. intraradices. Bei den dargestellten Werten
B Kontr. O RNAi
handelt es sich um Mittelwerte aus jeweils 20
Kontroll- und RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzeldaten sind Tabelle D.5 im Anhang zu
entnehmen.

Auch nach einer 14-tagigen Mykorrhizierung war die in den RNAi-Wurzeln beobachtete AM-
Symbiose nicht anders ausgepragt als die in den Kontrollwurzeln beobachtete. Die
Kolonisationrate der RNAi-Wurzeln war geringfiigig niedriger als in den Kontrollwurzeln, dieser
Unterschied erwies sich jedoch als nicht signifikant (Abbildung I11.76 A). Fir die Anteile der
verschiedenen AM-Pilzstrukturen konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede ermittelt
werden (Abbildung 111.76 B). Ebenso verhielt es sich mit Kontroll- und RNAi-Wurzeln die fir 28

Tage mit G. intraradices mykorrhiziert wurden (wie beschrieben in Schaepe, 2011).
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Abbildung I11.76: Die Kolonisationsrate und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels der gridline
intersections Methode bestimmte Kolonisationsrate (A) und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen (B) in
unabhéngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken:
Kontr.) sowie dem gegen Mtr.7264 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:MtGrast (graue Balken: RNAI) generiert
wurden nach 14 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices und anschliefender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei
den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus jeweils 15 Kontroll- und RNAi-Wurzeln. Diesen
Mittelwerten zugrunde liegende Einzeldaten sind Tabelle D.6 im Anhang zu entnehmen.

Insgesamt liel3 sich in Wurzeln mit verminderter Mtr.7264-Expression weder in frithen noch in

reifen AM-Stadien eine verringerte AM-Kolonisationsrate nachweisen. Angesichts der zuvor
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gemessenen Reduktion der GiaTub Expression um rund 50 % in diesen Wurzeln ist dieses Ergebnis
eher verwunderlich. Auch fiir die Anteile der verschiedenen AM-Pilzstrukturen konnte in den
untersuchten AM-Stadien kein signifikanter Unterschied zwischen RNAi- und Kontrollwurzeln
ermittelt werden. In Kombination mit der zuvor beobachteten Reduktion Arbuskel-spezifischer
Gene spricht dieses Ergebnis eher fiir eine funktionelle als fiir eine zahlenmaRige
Beeintrachtigung der Arbuskeln in den RNAi-Wurzeln.

Zusammenfassend lieR sich eine Beteiligung des putativen GRAS-Transkriptionsfaktors Mtr.7264
an der Regulation der Expression von AM-Markergenen anhand der einheitlichen und massiven
Reduktion der Expression acht unterschiedlicher AM-Markergene in RNAi-Wurzeln von Mtr.7264

eindeutig zeigen.

111.3.3.8 Funktionelle Analyse des Kandidatengens Mtr.10987

111.3.3.8.1 Der ERF-Transkriptionsfaktor Mtr.10987

Das Kandidatengen Mtr.10987 ist als potentieller ERF-Transkriptionsfaktor annotiert. Die Auswahl
von Mtr.10987 als Kandidatengen erfolgte sowohl aufgrund seiner Annotation als auch aufgrund
seiner Induktion in einem sehr frilhen Mykorrhizastadium. So zeigten die in Abschnitt Ill.1
beschriebenen Analysen der Medicago GeneChip Daten, dass Mtr.10987 in M. truncatula Wurzeln
im Stadium der PPA-Bildung mit Gi. margarita im Wildtyp 1,6-fach induziert war, nicht jedoch in der
dmi3-Mutante (Tabelle III.1). Eine Induktion von Mtr.10987 in spateren Mykorrhizastadien konnte
anhand der Medicago GeneChip Daten nicht nachgewiesen werden, was darauf schlieBen l3sst,
dass es sich bei dem Genprodukt von Mtr.10987 um einen in frilhen Mykorrhizastadien aktiven
Transkriptionsfaktor handelt, der downstream MtDMI3 agiert.

Eine genomische Sequenz von Mtr.10987 ist in der Version 3.5 des M. truncatula Genoms (Young
et al., 2011) nicht verfiigbar, so dass keinerlei Aussagen beziiglich der Exon-Intron-Struktur oder
der Promotersequenz von Mtr.10987 getroffen werden kénnen. In der EST-Datenbank von M.
truncatula (DFCI Medicago Gene Index) konnte jedoch das Mtr.10987 entsprechende EST-Cluster
TC178640 identifiziert werden. Die Nukleotidsequenz von Mtr.10987 umfasst 885 bp, wovon
jedoch 80 bp auf den 5’-UTR Bereich und 180 bp auf den 3’-UTR Bereich entfallen (Abbildung
[11.77). In der aus dieser Nukleotidsequenz abgeleitet Aminsduresequenz mit einer Lange von 207
Aminosduren konnte tiber eine Motivsuche der PROSITE-Datenbank (Sigrist et al., 2010) von
Position 60 - 118 eine AP2/ERF-Doméne identifiziert werden (Abbildung 111.77). Diese etwa 60
Aminosduren lange Doméne lasst sich in ERF- und APETALA2-Proteinen finden (Weigel, 1995), die
diesen Proteinen eine Bindung an spezielle DNA-Motive (GCC-Box) erlaubt (Hao et al., 1998). Des
Weiteren konnte innerhalb der AP2/ERF-Domadne von Mtr.10987 von Position 65 - 81 eine
potentielles Kernlokalisationssignal (NLS: nuclear localization signal) identifiziert werden
(Abbildung 111.77), das alle Anforderungen der in Abschnitt 111.3.3.7.1 beschriebenen NLS-

Konsensussequenz erfiillt.
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GGTAGAGAGAGAACTAGTCTCATTGCTTCCACAAACGGTAGACTTTAGATCCAAAATACC
ACTACTCTTTCCTCCAAAACATGGCTTCAACCACCAAAGACTCAGATTTGGAATATTTGG
AACACATTCAACAATACCTTCTTTTTGATGATTCTAGCATGCTGAAATCTCATCAACCTT
TTCCAAGCCCTAAAAGTGACAATGATTTAGACACAACTGTAGAGGCGCGTGAAGTAAGC
ATGCCTCCTGTATGGAAGCGGTACAAGGGAGTGYAGGCGTAGGCCATGGGGGAAGTTCGC
AGCTGAGATAAGAGATCCAAAAAAGAATGGTGCTAGAGTTTGGCTTGGAACGTATGTGAC
TGAGGAGGAAGCAGCTTTGGCTTACGACAAAGCTGCTTTTAAGATGCGAGGCCGAAAGGC
CAAGCTTAATTTTCCCCACCTCATTGGCTCTGATGTGTCTACATCTGAGCCAGAGAGGGG
AGGTGGTTTTGAAAAGGGAATCACCCGAGCCTTCTTCTTCTTCATCGGAGGGAAGTTGTG
AGTCAGTGTCACCAGGGTTGAAGAGGAGGAGGGGCATGGTTGACCTACTTAACAAATTAG
CCAAGAATAGAAGCCAAGTAGCCACGGTGGTTGGCGTTGAAAAGGCCTCACAAGCAAATG
ATTTTGAGCAGTGGGTGAAT GAGTTGAATGATTGCACTCTAATC-AGCTCATAGTGTA
GTTGCATTTATTTTATTTTTTCTTCTAATTTGTGCAGTTTCCTAATATTTTTTTCATCAC
CCTTTTGATATTAATCAAGGCGTGATGTTAAGCAAAACAAAAACAATATGCTTTTGTTAT
TTTTCCAAAAATTTTCTTTGGATTTGATTTAAGTTGAAGAAAAGGAT

MASTTKDSDLEYLEHIQQYLLEFDDSSMLKSHQPFPSPKSDNDLDTTVEAREVSMPPVWKR
YKGVRRRPWGKFAAEIRDPKKNGARVWLGTYVTEEEAALAYDKAAFKMRGRKAKLNFPHL
IGSDVSTSEPERGGGFEKGITEPSSSSSEGSCESVSPGLKRRRGMVDLLNKLAKNRSQVA
TVVGVEKASQANDFEQWVNELNDCTLII
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Abbildung 11l.77: Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von Mtr.10987. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz (oben)
und die abgeleitete Aminosauresequenz (unten) von Mtr.10987 im Einbuchstabencode. In der Nukleotidsequenz blau
und rot hinterlegt sind jeweils das Start- und Stoppcodon, blau und rot gedruckte Abschnitte reprasentieren den
entsprechenden 5’-UTR und 3’-UTR Bereich. Das erste griin hinterlegte Pfeilsymbol markiert die Insertionsstelle des
Retrotransposons Tnt1 in der Insertionslinie NF10424, das zweite die Tnt1-Insertionsstelle in der Insertionslinie NF9704.
In der Aminosduresequenz sind Start und Stop ebenfalls blau und rot hinterlegt, zusatzlich in gelb markiert ist eine
mittels Motivsuche identifizierte AP2/ERF-Domaéne. Unterstrichen ist ein potentielles Kernlokalisationssignal dessen

basische Aminosauren fett gedruckt sind.

Das MtGEA-Expressionsprofil von Mtr.10987 zeigt eine wurzelspezifische Expression des

Kandidatengens (Abbildung I11.78). Anhand des Expressionsprofils lasst sich weiterhin erkennen,

dass Mtr.10987 in nodulierten Wurzeln und Wurzelknéllchen stark induziert ist, in mykorrhizierten

Wurzeln aber etwa genauso stark wie in nicht-mykorrhizierten (Abbildung I111.78). Da es sich bei

den im Expressionsprofil gemessenen mykorrhizierten Wurzeln vermutlich um Wurzeln in einem

reifen Mykorrhizastadium handelt, steht dies nicht im Widerspruch zu den Ergebnissen der

Medicago GeneChip Daten, die ebenfalls keine Induktion von Mtr.10987 in spdteren

Mykorrhizastadien zeigten.
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Abbildung 111.78: Das Expressionsprofil von Mtr.10987 aus dem Medicago truncatula gene expression atlas (MtGEA).
Das Expressionsprofil zeigt eine wurzelspezifische Expression von Mtr.10987, die sowohl nodulierte als auch

mykorrhizierte Wurzeln von M. truncatula umfasst.
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111.3.3.8.2 Weder eine Mykorrhizierung mit G. intraradices noch eine Behandlung mit Myc- und

Nod-LCOs fiihren zu einer Induktion von Mtr.10987

Aufgrund der ausschlie3lich friihen Induktion von Mtr.10987 war es aus experimenteller Sicht
zundchst einmal interessant festzustellen ob sich die Expression von Mtr.10987 durch eine
Behandlung mit mikrobiellen Botenstoffen, die in der Pra-Kontaktphase der AM-Symbiose
abgesondert werden, verdndert. Hierzu wurde zunachst die Expression von Mtr.10987 in mit Myc-
LCOs und - aufgrund der starken Induktion in nodulierten Wurzeln im Expressionsprofil - auch mit
den sehr dhnlichen Nod-LCOs behandelten Wurzeln gemessen. Details zur Durchfiihrung des
induction assays sind Czaja et al. (2012) zu entnehmen. Die mittels real time RT-PCR ermittelte
relative Expression von Mtr.10987 in mit 10® M sMyc-LCOs, 107 M nsMyc-LCOs, einer Mischung aus
10® M sMyc-LCOs und 107 M nsMyc-LCOs, einer Myc-Kontrolllésung, 10° M Nod-LCOs und einer
Nod-Kontrolllésung fiir 6 h und 24 h behandelten Wurzeln ist in Abbildung 1l1l.79 dargestellt.
Insgesamt ldsst sich feststellen, dass die Expression von Mtr.10987 sowohl nach 6 Stunden als
auch nach 24 Stunden recht stabil ist. Im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen ldsst sich keine
signifikante Expressionsanderung von Mtr.10987 in den mit Nod- und Myc-LCOs behandelten
Proben feststellen, was darauf schliefen ldsst, dass Mtr.10987 nicht direkt durch diese

mikrobiellen Signale induzierbar ist.

Abbildung IIl.79: Die relative Expression von
Mtr.10987 in mit Myc- und Nod-LCOs behandelten
0,000012 Medicago truncatula Wurzeln. Dargestellt ist die
[ [ mittels real time RT-PCR gemessene relative
Expression von Mtr.10987 nach einer 6-stiindigen
und einer 24-stiindigen Behandlung mit 10° M
sMyc-LCOs (sMyc), 107 M nsMyc-LCOs (nsMyc),
einer Mischung aus 10 M sMyc- und 107 M nsMyc-
LCOs (s/nsMyc), 10° M Nod-LCOs (Nod) sowie
entsprechenden Kontrollen (Kontr. Myc und Kontr.
Nod). Bei den dargestellten relativen Expressionen
handelt es sich um Mittelwerte aus je drei
unabhdngigen Wurzeln. Diesen Mittelwerten
zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.20
im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten

Mtr.10987 Expression

0,000010

relative Expression
g &8 8
g § 8

0,000002 1

0,000000 -
sMyc nsMyc sinsMyc  Kontr. Myc Nod Kontr. Nod

Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.

Des Weiteren war es von Interesse herauszufinden, wie sich die Expression von Mtr.10987 in
verschiedenen Mykorrhizastadien verhielt. Zu diesem Zweck wurde die relative Expression von
Mtr.10987 in einer Zeitreihe von fiir 7, 14, 21 und 28 Tagen mit G. intraradices mykorrhizierten M.
truncatula Wurzeln (wie beschrieben in Hogekamp et al., 2011) mittels real time RT-PCR gemessen.
Dabei zeigte sich dass die relative Expression von Mtr.10987 von 7 auf 14 Tage anstieg, dann nach
21 Tagen leicht absank und zuletzt nach 28 Tagen wieder etwas anstieg (Abbildung 111.80 A). Die
hochste relative Expression von Mtr.10987 lie sich nach 14-tagiger Mykorrhizierung messen
(Abbildung 111.80 A). Ein Vergleich der relativen Expression von Mtr.10987 mit den beiden AM-
Markergenen MtPT4 und MtBCP1 zeigte, dass es sich bei den unterschiedlichen Expressionswerte
von Mtr.10987 im Rahmen der Zeitreihe lediglich um vergleichsweise geringe Schwankungen

handelte. Wahrend sowohl MtPT4 als auch MtBCP1 eine (iber die gesamte Zeitreihe ansteigende
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relative Expression zeigten, blieb Mtr.10987 bei einer verhdltnismaRig niedrigen relativen
Expression die lediglich eine tendenzielle Zunahme im Verlauf der Mykorrizierung zeigte
(Abbildung 111.80 B). Im Gegensatz zu diesen beiden AM-Markergenen wird Mtr.10987 bei einer

sich ausbreitenden Kolonisation durch G. intraradices nicht signifikant verstarkt exprimiert.

A Mir.10987 Expression B 1.000000
0,000010 0,100000 —
0000008 /
T [
0,000008 £ 2 0,010000
 0,000007 % /
2 T 0,001000 .
0,000008
d o. & 0000100
é 0,000004 /
E 0000003 1 0,000010
0,000002 1
0,000001 0,000001
0.0 o4 7 Tage 14 Tage 21 Tage 28 Tage
7 Tage 14 Tage 21 Tage 25 Tage Mykorrhizierung
Mylorrhizlerung [— mPTa— miBCP1 — Mir.10087]

Abbildung 111.80: Die relative Expression von Mtr.10987 in einer Zeitreihe von mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Medicago truncatula Wurzeln. A: Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.10987 in M. truncatula Wurzeln nach 7, 14, 21 und 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten
relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je drei unabhangigen Wurzeln. Diesen Mittelwerten
zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.21 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken
reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. B: Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative
Expression von Mtr.10987 und zum Vergleich von MtPT4 und MtBCP1 in M. truncatula Wurzeln nach 7, 14, 21 und 28
Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte
aus je drei unabhangigen Wurzeln. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den entsprechenden Standardfehler.
Zur besseren Darstellbarkeit wurden die Expressionsdaten in B logarithmisch aufgetragen. Die zum Vergleich
herangezogenen Expressionsdaten fliir MtPT4 und MtBCP1 stammen aus Hogekamp et al. (2011).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass es sich bei Mtr.10987 um einen wurzelspezifischen
Transkriptionsfaktor mit AP2/ERF-Bindedomédne handelt, der in mykorrhizierten Wurzeln
verschiedener Stadien relativ konstant exprimiert wird, nicht auf eine Behandlung mit Myc- und
Nod-LCOs reagiert und vermutlich downstream DMI3 in der friilhen Kontaktphase der AM-
Symbiose agiert. Um einen tieferen Einblick in die Funktion des Mtr.10987 Genprodukts zu
erlangen wurde im Folgenden versucht ein gezieltes knockout durch Insertionsmutanten bzw.
RNAi-vermitteltes knockdown der Mtr.10987 Expression zu erzielen, um dessen phanotypische

Auswirkungen auf die AM-Symbiose zu beobachten.

111.3.3.8.3 Fiir die funktionelle Analyse von Mtr.10987 mittels Tnt1-Insertionsmutanten konnten

keine homozygoten Pflanzen identifiziert werden

Fir das Kandidatengen Mtr.10987 konnten insgesamt zwei Tnti-Insertionslinien mit den
Bezeichnungen NF9704 und NF10424 identifiziert werden. Anhand der von der Noble Foundation
zur Verfiigung gestellten Sequenzdaten lieen sich Position und Orientierung der Tnt1-Insertionen
in Mtr.10987 bestimmen. Beide Insertionen lagen in 5’-3’-Orientierung mitten in der Kodierregion
des Kandidatengens, im Falle von NF9704 192 bp und im Falle von NF10424 153 bp vom Genstart
entfernt (Abbildung I11.77). Wie in Abschnitt I11.2.3 beschrieben, wurde versucht Pflanzen mit

homozygoten Tnti-Insertionen in Mtr.10987 fir weiterfiihrende Analysen beider Linien zu
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identifizieren, was allerdings nicht gelang. Fiir die Linie NF9704 konnte in keiner der 20 mittels
PCR genotypisierten R1-Pflanzen die gewiinschte Tnt1-Insertion nachgewiesen werden (Tabelle
[1.4). Fur die Linie NF10424 konnten zumindest heterozygote Pflanzen fiir die gewiinschte Tnt1-
Insertion identifiziert werden, homozygote Pflanzen lieBen sich jedoch trotz eines besonders
umfangreichen Genotypisierungsansatzes von 50 Pflanzen (siehe Abschnitt 111.2.3) nicht ermitteln
(Tabelle 111.4). Demzufolge konnten keine funktionellen Analysen von Mtr.10987 mittels Tnt1-

Insertionsmutanten durchgefiihrt werden.

11.3.3.8.4 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.10987 resultiert in eine verminderte

Expression wichtiger AM-Markergene

Zur Analyse von Mtr.10987 mittels RNAi-knockdown wurde das RNAi-Konstrukt
pK7GWIWG2:Mtr.10987, wie in Abschnitt 111.2.2 beschrieben, erstellt. Mit diesem Konstrukt sowie
dem leeren Kloniervektor pK7GWIWG2(1l) als Kontrolle (EVC: empty vector control) wurden
zundchst transgene Wurzeln in M. truncatula induziert und diese beziiglich eines RNAi-Effekts
untersucht. Dies erfolgte parallel in transgenen, nicht-mykorrhizierten Wurzeln beider Konstrukte
sowie in entsprechenden fiir 28 Tage mit G. intraradices mykorrhizierten Wurzeln. Real time RT-
PCR Messungen zeigten, dass die relative Expression von Mtr.10987 in den RNAi- im Vergleich zu
den EVC-Wurzeln sowohl in mykorrhizierten als auch in nicht-mykorrhizierten Wurzeln auf 48,04 %
bzw. auf 52,66 % reduziert war (Abbildung 111.81). Als hochsignifikat lieR sich diese Reduktion zwar
nur in den mykorrhizierten Wurzeln (mit p = 5 x 10*) nachweisen, tendenziell war sie aber auch in
den nicht-mykorrhizierten (mit p = 0,14) Wurzeln zu beobachten. Des Weiteren liefl sich anhand
eines Vergleichs der beiden EVC-Kontrollen miteinander feststellen, dass Mtr.10987 in
mykorrhizierten Wurzeln nicht signifikant (mit p = 0,52) anders exprimiert ist als in nicht-
mykorrhizierten. Dieses Ergebnis entspricht der in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
Wurzeln etwa gleich starken Mtr.10987 Expression des MtGEA-Expressionsprofils (Abbildung
111.78).

Abbildung 111.81: Die relative Expression von

Wir:10387 Expression Mtr.10987 in mit Glomus intraradices

0,0016 mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von
0,0014 Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real

5 00012 time RT-PCR' gemesser.).e relatlve Expression von
2 0,0010 ] Mtr.10987 in unabhdngigen, transgenen M.
5 0.0008 truncatula Wurzeln die mit dem empty vector
£ 00006 control  Konstrukt pK7GWIWG2(ll) (schwarze
500004_ Balken: EVC) sowie dem gegen Mtr.10987
' gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:
000021 Mtr.10987 (graue Balken: RNAI) generiert wurden
0:0000° 0 Tage 28 Tage nach o bzw. 28 Tagen Mykorrhizierung mit G.
Mykorrhizierung intraradices. Bei den dargestellten relativen

Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus

jeweils sieben EVC- und RNAi-Wurzeln. Diesen
Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.22 im Anhang zu entnehmen. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. Signifikante Expressionsunterschiede zwischen EVC-
und RNAi-Wurzeln sind folgendermaRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.
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In den fiir 28 Tage mykorrhizierten EVC- und RNAi-Wurzeln wurde mittels weiterer real time RT-
PCR Messungen Uberpriift ob sich die Expression ausgewadhlter AM-Markergene durch die
hochsignifikante Reduktion der Mtr.10987 Transkriptmenge verdndert hatte. Dabei zeigten alle
sechs gemessenen Markergene eine verminderte relative Expression in den RNAI- im Vergleich zu

den Kontroll-Wurzeln (Abbildung 111.82).
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Abbildung 111.82: Die relative Expression verschiedener AM-Markergene in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative
Expression von GmTEF« (A), GiaTUB (B), MtPT4 (C), MtBCP1 (D), MtANN2 (E) und MtHA1 (F) in unabhangigen, transgenen
M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt pK7GWIWG2(I1) (schwarze Balken: EVC) sowie dem
gegen Mtr.10987 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.10987 (graue Balken: RNAI) generiert wurden nach 28
Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte
aus jeweils sieben EVC-und RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Abbildung C.23 im
Anhang zu entnehmen. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. Signifikante
Expressionsunterschiede zwischen EVC- und RNAi-Wurzeln sind folgendermafen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05

und *** p < 0,01.
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Fur die Transkriptmenge der AM-Markergene GmTEFa, MtBCP1 und MtANN2 konnte eine
signifikante Reduktion auf im Mittel 38,87 % (mit p = 0,014), 27,02 % (mit p = 0,074) und 24,61 %
(mit p = 0,032) festgestellt werden (Abbildung 111.82). Fiir die Markergene GiaTUB, MtPT4 und
MtHA1 war dieser Effekt mit einer Reduktion der Expression auf durchschnittlich 65,8 % (mit p =
0,214), 56,47 % (mit p = 0,218) und 48,59 % (mit p = 0,152) tendenziell ebenfalls vorhanden, konnte
aber nicht als signifikant eingestuft werden (Abbildung 111.82). Die in den RNAi-Wurzeln
gemessene signifikante Reduktion von GmTEFa und die tendenzielle Reduktion von GiaTUB
kdnnte auf eine verminderte Menge an AM-Pilzgewebe in den RNAi-Wurzeln hinweisen. Die
Transkriptmenge der Arbuskel-spezifisch exprimierten Gene MtPT4 und MtHA1 ist in den RNAI-
Wurzeln tendenziell, aber nicht signifikant reduziert, wdhrend die Arbuskel-induzierten Gene
MtBCP1 und MtANN2 in den RNAi-Wurzeln signifikant geringer exprimiert werden. Insgesamt
deuten diese Daten auf eine mégliche Beeintrachtigung der Arbuskelfunktionalitdt in Wurzeln mit
einer reduzierten Menge des Mtr.10987 Trankripts hin.

Um festzustellen in welchen AM-Stadien die Reduktion des Mtr.10987 Transkripts die Expression
von AM-Markergenen am meisten beeinflusst, wurden als ndchstes die Auswirkungen des RNAI-
Konstrukts in einer Mykorrhizierungszeitreihe untersucht. Hierflir wurden M. truncatula Pflanzen
mit entsprechend transgenen RNAI- und EVC-Wurzeln fiir 5, 10, 16 und 22 Tage mit G. intraradices
mykorrhiziert, die transgenen Wurzeln geerntet und einer RNA-Extraktion unterzogen. Real time
RT-PCR Messungen zeigten fiir alle vier Zeitpunkte einen hochsignifikanten RNAi-Effekt in RNAI-
im Vergleich zu entsprechenden Kontrollwurzeln (Abbildung 111.83 A). Mit einer Reduktion der
Mtr.10987 Transkriptmenge auf 56,50 %, 43,52 %, 56,07 % und 45,75 % nach jeweils 5, 10, 16 und 22
Tagen Mykorrhizierung (Abbildung 111.83 A) lieR sich auf einen im Mittel etwa 50%igen RNAI-Effekt
durch das Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.10987 schlieBen, was den zuvor bereits gemessenen
Werten (Abbildung 111.81) entsprach.

Neben den zuvor bereits gemessenen AM-Markergenen GmTEFa, MtPT4, MtBCP1 und MtANN2
wurden in dieser Zeitreihe zusatzlich die relativen Expressionen der AM-Markergene MtENOD11,
MtCBF1 und MtCBF2 bestimmt. Im Wesentlichen zeigte die Expression aller gemessenen
Markergene - mit Ausnahme von MtENOD11 - das gleiche Muster: Die Markergene wiesen eine mit
der Zeit ansteigende relative Expression auf, die nach 22-tdgiger Mykorrhizierung ihren
Hoéhepunkt erreichte. Nach 5, 10 und 16 Tagen Mykorrhizierung war zundchst kein starker
Expressionsunterschied zwischen EVC- und RNAi-Wurzeln zu erkennen (Abbildung 111.83). Nach 22
Tagen Mykorrhizierung hingegen liel} sich eine einheitliche Reduktion aller gemessenen
Markergene in den RNAi-Wurzeln erkennen, signifikant war dieser Effekt allerdings nur fiir MtPT4,
MtBCP1 und MtCBF2 (Abbildung I11.83). Die einzige Ausnahme von diesem Muster stellte MtENOD11
dar, da dieses Gen nach 22-tagiger Mykorrhizierung in den RNAi-Wurzeln nicht niedriger als in den
EVC-Wurzeln exprimiert war (Abbildung 111.83 F).

GmTEFa wird als housekeeping Gen konstant in G. intraradices exprimiert. Die mit der Zeit
zunehmende Expression von GmTEFa in den Kontrollwurzeln spiegelt die zunehmende
Kolonisation der Pflanzenwurzeln durch G. intraradices wieder. Obwohl dieser Effekt nicht

signifikant (p = 0,15) ist, war tendenziell zu erkennen, dass nach 22-tagiger Mykorrhizierung die
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GmTEFo Expression in den RNAi-Wurzeln deutlich niedriger als in EVC-Wurzeln ist (Abbildung 111.83

B), wie es bereits nach 28-tdgiger Mykorrhizierung (Abbildung 111.82) zu beobachten war.
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Abbildung 111.83: Die relative Expression des Kandidatengens Mtr.10987 und verschiedener AM-Markergene in einer
Zeitreihe von mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula.
Dargestellt ist die mittels real-time RT-PCR gemessene relative Expression von Mtr.10987 (A), GmTEF« (B), MtPT4 (C),
MtBCP1 (D), MtANN2 (E), MtENOD11 (F), MtCBF1 (G) und MtCBF2 (H) in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln
die mit dem empty vector control Konstrukt pK7GWIWG2(ll) (schwarze Balken: EVC) sowie dem gegen Mtr.10987
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gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.10987 (graue Balken: RNAI) generiert wurden nach 5, 10, 16 und 22 Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus
jeweils sieben EVC- und RNAi-Wurzeln fiir jeden Zeitpunkt. Abweichend davon standen nach 10 Tagen Mykorrhizierung
acht RNAi-Wurzeln und nach 16 Tagen Mykorrhizierung nur sechs RNAi-Wurzeln zur Verfligung. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler. Signifikante Expressionsunterschiede zwischen EVC-
und RNAi-Wurzeln sind folgendermaRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Wie zuvor bereits beschrieben wird MtPT4 Arbuskel-spezifisch exprimiert (Javot et al., 2007a),
wahrend es sich bei MtANN2 und MtBCP1 um Arbuskel-induzierte Gene handelt (Manthey et al.,
2004; Hohnjec et al., 2005) Wie erwartet zeigen diese drei Markergene in den Kontrollwurzeln
eine mit der Zeit ansteigende relative Expression (Abbildung I11.83 C, D und E). Nach 22-tagiger
Mykorrhizierung lielen sich fiir die Transkriptmengen dieser Gene deutliche Unterschiede
zwischen RNAi- und Kontrollwurzeln feststellen. Zu diesem Zeitpunkt war in den RNAi-Wurzeln
eine fiir MtPT4 und MtBCP1 signifikant (Abbildung 111.83 C und D) und fir MtANN2 tendenziell
(Abbildung 111.83 E) niedrigere Expression messbar. Dies deutet auf eine verminderte Anzahl bzw.
verminderte Funktionalitdt der Arbuskeln in reifen Mykorrhizierungsstadien der RNAi-Wurzeln
hin, wie es auch bereits anhand der real time RT-PCR Messungen nach 28-tagiger Mykorrhizierung
beobachtet wurde (Abbildung 111.82).

Aufgrund der Induktion von Mtr.10987 in frilhen AM-Stadien (Tabelle IIl.1), wurde neben der
Expression der zuvor beschriebenen AM-Markergene, die vornehmlich in reifen AM-Stadien
exprimiert werden, auch die Expression der Gene MtCBF1 und MtCBF2, von denen bekannt ist,
dass sie mit dem ersten physikalischen Kontakt zwischen den Partnern der AM-Symbiose aktiviert
werden (Hogekamp et al., 2011), untersucht. Beide Gene wiesen in den Kontrollwurzeln nach 5-
tagiger Mykorrhizierung eine hoéhere Expression als nach 10 oder 16 Tagen auf, die hochste
Expression wurde aber auch hier nach 22 Tagen Mykorrhizierung erreicht (Abbildung 111.83 G und
H). Fir die friihen Zeitpunkte zeigten sich zwar tendenzielle aber keine signifikanten Unterschiede
zwischen RNAI- und EVC-Wurzeln, nach 22-tagiger Mykorrhizierung jedoch war in den RNAI-
Wurzeln die Expression von MtCBF1 tendenziell und von MtCBF2 signifikant reduziert (Abbildung
111.83 G und H).

Zudem wurde die relative Expression von MtENOD11 untersucht, einem Markergen das bereits in
der Prd-Kontaktphase der AM-Symbiose aber auch in reifen Arbuskeln exprimiert wird (Journet et
al., 2001; Kosuta et al., 2003; Maillet et al., 2011). Die héchste MtEnod11 Expression lie sich in den
EVC-Wurzeln nach 22 Tagen Mykorrhizierung messen, gefolgt von den Mykorrhizierungen fiir 5, 10
und 16 Tagen (Abbildung 111.83 F). Wahrend MtEnod11 zu den ersten drei Zeitpunkten in den RNAi-
Wurzeln jeweils stdrker als in den EVC-Wurzeln exprimiert wurde, war nach der 22-tdgigen
Mykorrhizierung kein nennenswerter Unterschied zwischen beiden zu erkennen (Abbildung 111.83
F).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die reduzierte Expression von AM-Markergenen in
RNAi-Wurzeln mit verminderter Mtr.10987 Transkriptmenge vornehmlich in spdten (22 und 28
Tage Mykorrhizierung) Mykorrhizastadien zu beobachten war. Die reduzierten Expressionen in
diesen spdten Stadien deuten auf einen verminderten Menge an AM-Pilzgewebe sowie eine
verringerte Anzahl bzw. Funktionalitat von Arbuskeln hin. Neben den erzielten Ergebnissen

zeigten sich anhand der real time RT-PCR Messungen dieser Mykorrhizierungszeitreihe jedoch
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auch einige methodische Probleme. Die Expression vieler AM-Markergene in sehr friihen AM-
Stadien (wie hier nach 5-tagiger Mykorrhizierung) ist sehr niedrig und lag daher hdufig unterhalb
der Nachweisgrenze der real time RT-PCR. Das bedeutet, dass sich Unterschiede zwischen RNAI-
und EVC-Wurzeln in sehr frithen Mykorrhizastadien mittels real time RT-PCR méglicherweise nicht
ausreichende detektieren lassen. Um daher feststellen zu kdnnen ob die Reduktion von Mtr.10987
auch Auswirkungen auf die Ausbildung der Symbiose in friihe und spaten AM-Stadien hat, wurden
die AM-Pilzstrukturen in entsprechenden RNAi-Wurzeln angefarbt und im Vergleich zu

entsprechenden Kontrollwurzeln analysiert.

l11.3.3.8.5 Ein RNAi-vermittelter knockdown von Mtr.10987 beeintrachtigt die Ausbildung von

Pilzstrukturen in der AM-Symbiose

Um festzustellen ob sich die auf Expressionsebene gemessenen Reduktionen verschiedener AM-
Markergene in spaten Mykorrhizastadien auch in der konkreten Ausbildung der Symbiose
widerspiegelt, wurden jeweils sechs der fiir 28 Tage mit G. intraradices mykorrhizierten RNAi- und
EVC-Wurzeln mit WGA-Alexa Fluor® 488 gefarbt um die AM-Pilzstrukturen in den Wurzeln
sichtbar zu machen. Wie in Abschnitt 11.2.5.4 beschrieben, wurde die Kolonisationsrate und die

Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in diesen Wurzeln bestimmt.
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Abbildung 111.84: Die Kolonisationsrate und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels der gridline
intersections Methode bestimmte Kolonisationsrate (A) und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen (B) in
unabhangigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt pK7GWIWG2(II)
(schwarze Balken: EVC) sowie dem gegen Mtr.10987 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.10987 (graue Balken:
RNAI) generiert wurden nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices und anschlieRender Farbung mit WGA-Alexa
Fluor® 488. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus jeweils sechs EVC- und RNAi-Wurzeln.
Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Tabelle D.7 im Anhang zu entnehmen. Signifikante
Unterschiede zwischen EVC- und RNAi-Wurzeln sind folgendermaRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p <
0,01.

Dabei zeigte sich, dass sich die Kolonisationsrate mit im Mittel 87,5 % in EVC-Wurzeln und
durchschnittlich 9o % in RNAi-Wurzeln nicht signifikant voneinander unterschied (Abbildung 111.84
A). Dasselbe traf fir die Anteile externer Hyphen, interner Hyphen und Vesikel in den
mykorrhizierten EVC- und RNAi-Wurzeln zu (Abbildung 111.84 B). Der Anteil an Arbuskeln
hingegen, war in den RNAi-Wurzeln mit im Mittel 43,5 % (mit p = 0,025) signifikant niedriger als in
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den EVC-Wurzeln mit einem Mittelwert von 65,5 % (Abbildung 111.84 B). Die bereits anhand der
real-time RT-PCR Daten aus Abschnitt 111.3.3.8.4 vermutete Reduktion von Arbuskeln in den RNAI-
Wurzeln, stimmt sehr gut mit der verminderten Expression von MtPT4 (Abbildung 111.83 C und
Abbildung 111.82 C), MtBCP1 (Abbildung 111.83 D und 111.82 D) und MtANN2 (Abbildung 111.83 E und
.82 E) nach 22-tdgiger bzw. 28-tdgiger Mykorrhizierung tiberein. Des Weiteren kénnte der
verrinderte Arbuskel-Anteil die in Abbildung 111.82 dargestellte signifikant niedrigere GmTefa
Expression erkldren, da diese keinen Hinweis darauf gibt welcher Art das vermindert
vorhandenen Pilzgewebe ist.

Zur Analyse friiher AM-Stadien wurden fiir 7 Tage mit G. intraradices mykorrhizierte, transgene
EVC- und RNAi-Wurzeln mit WGA-Alexa Fluor® 488 gefdarbt und beziiglich der vorhandenen
Pilzstrukturen analysiert. Aufgrund des hier untersuchten friihen Mykorrhizastadiums und der
damit verbundenen geringen Kolonisation der Wurzeln konnten diese nicht mittels der gridline
intersections Methode ausgewertet werden. Stattdessen wurde fiir jede Wurzel einzeln gezahlt
an wie vielen Stellen sich externe Hyphen an die Wurzeln angelagert hatten und an wie vielen
Stellen der AM-Pilz bereits in die Wurzeln eingedrungen war und eine Infektionseinheit
ausbildete. Zudem wurde mit Hilfe eines Ldngenstandards die Ldnge jeder Infektionseinheit
abgeschatzt. Nach der Analyse von 27 unabhdngigen EVC- und 25 RNAi-Wurzeln zeigte sich ganz
klar, dass die Ausbildung frither AM-Stadien in den RNAi-Wurzeln signifikant beeintrachtigt war.
Hier gab es 57,74 % weniger Kontaktstellen zwischen Wurzeln und externen Hyphen sowie 56,8 %
weniger Infektionseinheiten. Die in den RNAi-Wurzeln vorhandenen Infektionseinheiten waren
dafir signifikant um durchschnittlich 1,02 mm langer als in den EVC-Wurzeln (Abbildung 111.85).
Anhand dieser Ergebnisse lasst sich vermuten, dass die Fdhigkeit mit AM-Pilzen in Kontakt zu
kommen und Infektionseinheiten auszubilden in Wurzeln mit reduzierter Mtr.10987 Expression
beeintrachtigt ist. Es ist daher denkbar, dass Mtr.10987 eine Rolle in diesem Prozess spielt. Die
signifikant langeren Infektionseinheiten der RNAi-Wurzeln lassen sich vermutlich dadurch
erkldren, dass die geringere Anzahl an Infektionseinheiten in den zur besseren Mykorrhizierung
unter Phosphat-Mangel angezogenen Pflanzen einem hdheren Wachstumsdruck unterlagen,

wahrend sich in den Kontrollwurzeln signifikant mehr Infektionseinheiten parallel entwickelten.

Abbildung 111.85: Die Anzahl der Kontaktstellen mit
externen Hyphen sowie die Anzahl und Lénge von
50 1 Infektionseinheiten in mit Glomus intraradices
A% mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von
40 | | Medicago truncatula. Dargestellt ist die Anzahl der
 _1 Kontaktstellen mit externen Hyphen sowie die
30 : Anzahl und Lange (in mm) von Infektionseinheiten
20 T T in unabhdngigen, transgenen M. truncatula
Wurzeln die mit dem empty vector control
10 || | Konstrukt pK7GWIWG2(I1) (schwarze Balken: EVC)
sowie dem gegen Mtr.10987 gerichteten RNAI-
0,0 T T Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.10987 (graue Balken:
Anzahl der Kontakistellen Anzahl der Liinge der RNAi) generiert wurden nach 7 Tagen
mit externen Hyphen Infektionselnhelten Infektionselnhelten . . . . .
[mm] Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den
dargestellten Werten handelt es sich um
Mittelwerte aus 27 EVC-Wurzeln und 25 RNAi-Wurzeln. Diesen Mittelwerten zugrunde liegende Einzelwerte sind Tabelle
D.8 im Anhang zu entnehmen. Signifikante Unterschiede zwischen EVC- und RNAi-Wurzeln sind folgendermafien
gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.
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Zusammenfassend liel8 sich mittels eines gegen Mtr.10987 gerichteten RNAi-Konstrukts zeigen,
dass dieses Gen eine Rolle in der Ausbildung der AM-Symbiose in M. truncatula zu spielen scheint.
Bereits durch eine Reduktion der Mtr.10987 Transkriptmenge um durchschnittlich 50 % war
sowohl die Expression wichtiger AM-Markergene als auch die Ausbildung der AM in frithen und
reifen Stadien mageblich beeintrdchtigt. Obwohl ein vollstandiger knockout dieses Gens mittels
Insertionsmutagenese (Abschnitt 111.3.3.7.3) nicht untersucht werden konnte, legen die erzielten

Ergebnisse eine regulatorische Funktion des ERF-Transkriptionsfaktors in der AM-Symbiose nahe.
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IV. DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 17 M. truncatula Gene bezlglich einer potentiellen
Rolle in der AM-Symbiose mit G. intraradices untersucht. Die funktionellen Analysen erfolgten
durch Promotorstudien sowie durch ein knockdown bzw. knockout der entsprechenden Gene
mittels RNAi bzw. Insertionsmutanten. Um methodische Probleme von vornherein zu minimieren,
erfolgten die funktionellen Analysen fiir die meisten der untersuchten Gene durch eine
Kombination zweier verschiedener reverse genetics Ansatze (Tabelle I11.2). Dennoch lieR sich nicht
verhindern, dass fiir vier der untersuchten Gene kein RNAi-vermittelter knockdown erzielt werden
konnte (Tabelle 111.2) bzw. keine fertilen, homozygoten knockout-Mutanten identifiziert wurden
(Tabelle 111.4). Daher konnten die Gene Mtr.9513, Mtr.21216, Mtr.32288 und Mtr.37966 nicht ndher
charakterisiert werden und eine Aussage beziiglich ihrer méglichen Rolle in der AM-Symbiose
lasst sich nicht machen. Insgesamt konnte fiir sieben der zwdlf im Rahmen dieser Arbeit
beschriebenen RNAi-Konstrukte ein signifikanter RNAi-Effekt gemessen werden, was einem Anteil
von rund 58 % entspricht. Da der durch eine bestimmte Target-Sequenz erzielte RNAI-Effekt im
Vorfeld generell nicht vorhersagbar ist (McGinnis, 2010), ist die Tatsache, dass nicht alle der hier
beschriebenen RNAi-Konstrukte in der Lage waren einen signifikanten RNAi-Effekt hervorzurufen,
grundsdtzlich nicht Gberraschend. Eine Mdglichkeit diesen Anteil zu erhdhen, besteht darin, fir
jedes Gen mehrere RNAi-Konstrukte mit verschiedenen Target-Sequenzen zu generieren
(McGinnis, 2010). Da dies im Rahmen dieser Arbeit zugleich eine Einschrédnkung der Anzahl der
untersuchten Gene bedeutet hatte, wurde, gerade im Hinblick auf die parallel untersuchten
Insertionsmutanten dieser Gene, bewusst darauf verzichtet. Von den insgesamt 20 untersuchten
Tnt1-Linien konnten fir nur 11 Linien Pflanzen mit einer homozygoten Tnti-Insertion im
gewlnschten Gen identifiziert werden (Tabelle I11.4). Dariiber hinaus lief§ sich auch ein generelles
Fertilitatsproblem der Tnti-Insertionsmutanten feststellen. Von den fiir das jeweilige
Kandidatengen als homozygot identifizierten Tnti-Insertionmutanten waren etwa 25 % steril
(Tabelle 11l.4). Fast alle phdnotypisch charakterisierten Nachkommen fertiler Pflanzen mit
homozygoter Tnti-Insertion im jeweiligen Kandidatengen besallen zudem signifikant weniger
Samenkapseln als entsprechende Wildtyp-Pflanzen (Abschnitt 111.3.2.2.3, 111.3.3.4.5 und 111.3.3.6.4).
In publizierten Arbeiten mit Tnti-Insertionsmutanten von M. truncatula (Benlloch et al., 2006;
Zhao et al., 2010; Zhou et al., 2011; Tadege et al., 2011; Uppalapati et al., 2012) konnten keinerlei
Hinweise auf dhnliche Beobachtungen gefunden werden. Eine mogliche Ursache fiir derartige
Fertilitatsprobleme koénnten die bislang groRteils unbekannten Hintergrundinsertionen des
Retrotransposons Tnt1 und der Fokus auf Gene sein, die fiir wichtige Komponenten wie
Transkriptionsfaktoren kodieren.

Die Ergebnisse der funktionellen Analysen der (librigen untersuchten Gene werden in den
folgenden Abschnitten diskutiert. Dabei ergaben die Analysen von vier Genen (Mtr.11570,
Mtr.25945, Mtr.43223 und Mtr.49618) keine konkreten Anhaltspunkte auf eine Rolle dieser Gene in
der AM-Symbiose. Fiir die Genprodukte der verbliebenen neun Kandidatengene hingegen, gab es

Hinweise auf eine potentiell AM-assoziierte Funktion. Dabei wiesen die Ergebnisse der
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funktionellen Analysen von sechs dieser Gene (Mtr.20292, MtMKS1, Mtr.12220, MtSK1, Mtr.38547
und Mtr.9126) auf eine mogliche Rolle in der AM-Symbiose hin, schlossen jedoch aufgrund der
beobachteten Effekte eine zentrale Bedeutung dieser Gene in der Signaltransduktion der AM aus.
Die funktionellen Analysen der drei Kandidatengene Mtr.40638, Mtr.7264 und Mtr.10987 zeigten
die deutlichsten und starksten Beeintrachtigungen der AM-Symbiose, so dass eine wichtige

Funktion dieser Gene fiir die AM-Symbiose diskutiert wird.
IV.1 Gene ohne offensichtlichen Bezug zur AM-Symbiose

Fir 4 der 17 untersuchten Kandidatengene konnte kein direkter Bezug zur AM-Symbiose
nachgewiesen werden. Die Analysen der Gene Mtr.11570, Mtr.25945, Mtr.43223 und Mtr.49618
lieferten keinerlei konkrete Anhaltspunkte fiir die essentielle Beteiligung ihrer Genprodukte in der
Ausbildung der AM-Symbiose.

Die funktionelle Analyse des ERF-Transkriptionsfaktors Mtr.11570 erfolgte anhand von Tnti-
Insertionsmutanten. Dabei zeigten homozygote Insertionsmutanten dieses Gens jedoch weder
phanotypisch noch in der Mykorrhizierung durch G. intraradices oder in der Expression
verschiedener AM-Markergene signifikante Unterschiede zu entsprechenden Wildtyp-Pflanzen
(Abschnitt 111.3.3.1). Entsprechend verhielt es sich mit dem GRAS-Transkriptionsfaktor Mtr.43223.
Auch hier waren homozygote Insertionsmutanten des Gens weder im Phanotyp noch in der
Expression von AM-Markergenen von entsprechenden Wildtyp-Kontrollen zu unterscheiden
(Abschnitt 111.3.3.2). Da ein knockout der Gene Mtr.11570 und Mtr.43223 keinerlei Auswirkungen auf
die Ausbildung der AM-Symbiose in den Wurzeln homozygoter Tnti-Insertionsmutanten zeigte, ist
davon auszugehen, dass die Expression dieser Gene nicht entscheidend fiir die Symbiose ist.
Vollig auszuschlieRen ist dies aufgrund der vorliegenden Daten andererseits nicht, da fiir beide
Gene die Moglichkeit besteht, dass ein anderes Gen ihre Rolle in den knockout Mutanten
lbernommen hatte.

Da fiir den DREB-Transkriptionsfaktor Mtr.49618 keine Tnti-Insertionsmutanten zur Verfligung
standen, und mit einem fiir dieses Gen generiertem RNAi-Konstrukt kein signifikanter RNAi-Effekt
erzeugt werden konnte (Abbildung l1I1.47), erfolgten die Analysen dieses Gens mit Hilfe eines
Promotor-GUS-Konstrukts. Dabei zeigte sich jedoch, dass die Promotoraktivitdt von Mtr.49618
weder durch eine Kolonisation mit G. intraradices in verschiedenen Stadien (Abbildung 111.49)
noch durch Myc-LCOs (Abbildung I11.50) beeinflusst wurde. Zwar Idsst sich allein aufgrund dieser
Beobachtungen eine Rolle von Mtr.49618 in der Signaltransduktion der AM-Symbiose nicht
ausschlieflen, zumindest in Bezug auf Myc-LCOs ist sie jedoch eher unwahrscheinlich.

Mit Hilfe eines spezifischen RNAi-Konstrukts konnte die Transkriptmenge des Gens Mtr.25945 um
durchschnittlich 50 % reduziert werden (Abbildung I11.60), was allerdings keinerlei Auswirkungen
auf die Mykorrhizierung (Abbildung 111.62) oder die Expression von AM-Markergenen (Abbildung
[11.61) in entsprechend transgenen M. truncatula Wurzeln zeigte. Um auszuschlieRen, dass der
erzeugte RNAi-Effekt zu schwach war, um einen messbaren Effekt hervorzurufen, wurden zudem

homozygote Tnti-Insertionsmutanten des MYB-Transkriptionsfaktors Mtr.25945 identifiziert,
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deren funktionelle Analysen jedoch noch ausstehen (Abschnitt 111.3.3.5.3). Auch fir das Gen
Mtr.25945 ist eine Rolle in der AM-Symbiose somit eher unwahrscheinlich, kann anhand der
vorliegenden Daten jedoch nicht véllig ausgeschlossen werden. Hierzu waren weitere Analysen
der Insertionsmutanten notwendig, die zugunsten der im Folgenden diskutierten

Kandidatengene zuriickgestellt wurden.

IV.2 Signalverarbeitungs-assoziierte Gene mit potentieller Bedeutung fiir
die AM-Symbiose

IV.2.1 Die Rolle der Zellwand-assoziierten Rezeptorkinase Mtr.20292 in der AM-

Symbiose

Fur das als Zellwand-assoziierte Rezeptorkinase annotierte und Symbiose-spezifisch (Abbildung
[1l.11) exprimierte Gen Mtr.20292 konnte anhand eines RNAi-vermittelten knockdowns auf
durchschnittlich 36 % der in entsprechenden Kontrollen gemessenen Transkriptmenge (Abbildung
I1.12; Schaepe, 2011) eine signifikante Reduktion der Expression zweier AM-Markergene bestimmt
werden. Diese verminderte Expression der Gene MtPT4 und GiaTUB (Abbildung 111.13; Schaepe,
2011) lasst vermuten, dass sowohl die funktionelle Ausbildung von Arbuskeln als auch die
Besiedlung der RNAi-Wurzeln durch G. intraradices beeintrachtigt sind. Ein vollstandiger knockout
von Mtr.20292 konnte Klarheit dariiber verschaffen, ob es sich bei diesem Gen um ein fiir die AM-
Symbiose essentielles Gen handelt. Bisher konnten aber keine Insertionsmutanten mit einer
homozygoten Tnt1-Insertion in Mtr.20292 identifiziert werden (Abschnitt 111.3.1.1.2).

Allgemein handelt es sich bei Zellwand-assoziierten Rezeptorkinasen um Transmembranproteine
mit einer cytoplasmatischen Serin/Threonin-Kinase Domédne und einer extrazelluldren Rezeptor-
Domadne (Verica & He, 2002). Als physikalisches Bindeglied zwischen der extrazelluldren Matrix
und dem Cytoplasma dienen sie der Signaltransduktion zwischen diesen beiden (He et al., 1996;
Kohorn, 2000). Dabei spielen sie unter anderem eine Rolle in der pflanzlichen Immunantwort
(Tena et al., 2011) und werden durch Verwundung oder Pathogene induziert (Kohorn, 2001). Fir
Mtr.20292 ware eine Rolle als Zellwand-assoziierte Rezeptorkinase im Rahmen der Transduktion
mikrobieller Signale tiber die Plasmamembran somit durchaus denkbar. Dabei wird Mtr.20292 in
frithen und spaten AM-Stadien in Wildtyp-Pflanzen, nicht aber in dmi3-Mutanten induziert (Tabelle
[11.1). Dies legt fiir das Mtr.20292 Genprodukt eine Rolle downstream MtDMI3 nahe, denkbar wére
hier beispielsweise eine Lokalisation in der Membran des PPA. Dabei muss jedoch auch
berticksichtigt werden, dass die Auswirkungen der reduzierten Mtr.20292 Expression auch als
sekundérer Effekt aufgetreten sein kdnnten. So konnten beispielsweise Lally et al. (2001) zeigen,
dass der knockdown einer Zellwand-assoziierten Rezeptorkinase aus A. thaliana auch einen Effekt
auf andere Zellwandproteine hatte.

Letztlich Idsst sich anhand der bisher vorliegenden Daten keine abschlielende Aussage zur

Funktion von Mtr.20292 in der AM-Symbiose von M. truncatula machen.
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IV.2.2 Die Rolle des Map-Kinase Substrats 1 in der AM-Symbiose

Die funktionelle Analyse des ausschlieflich in frilhen AM-Stadien induzierten Gens MtMKS1
erfolgte anhand von Tnti-Insertionsmutanten. Dabei lieR sich feststellen, dass homozygote
Insertionsmutanten des MtMKS1 Gens sich weder phanotypisch (Abbildung 111.18) noch in ihrer
Mykorrhizierung (Abbildung 111.19) signifikant von entsprechend behandelten Wildtyp-Pflanzen
unterscheiden. Lediglich die Expression einiger AM-Markergene zeigte signifikante Unterschiede
zum Wildtyp (Abbildung 111.20). So war die Expression von MtPT4 und MtANN2 in den Wurzeln der
Insertionsmutanten signifikant niedriger und von MtBCP1 signifikant héher als in vergleichbaren
Wildtyp-Wurzeln (Abbildung 111.20), was zundchst sehr widerspriichlich erschien. Bei naherer
Betrachtung sind jedoch gerade MtPT4 und MtBCP1 in verschiedenen Abschnitten der PAM
lokalisiert. Betrachtet man Arbuskeln als ,,Baumchen-Strukturen, so ist MtPT4 ausschlieRlich in
den ,,Verdstelungen“ und MtBCP1 ausschlieflich im ,,Stamm* der Arbuskel-umspannenden PAM
lokalisiert (Pumplin & Harrison, 2009). Diese regional begrenzten Lokalisationen spiegeln zugleich
den transienten Ubergang zwischen der PAM und der ,,normalen“ Plasmamembran wider, die mit
der Expression spezifischer Proteine einhergeht (Pumplin & Harrison, 2009). Somit kénnten die
vorliegenden Daten darauf hindeuten, dass die ,Verastelungen der Arbuskeln in
Insertionsmutanten von Mtr.20292 funktionell eingeschrdnkt sind, was wiederum ein Hinweis auf
die mogliche Beteiligung des MtMKSt1 Genprodukts in der AM-Symbiose darstellt. Wie die
Medicago GeneChip Daten fiir dieses Gen nahe legen (Tabelle Ill.1), ist eine mdgliche Rolle fir
MtMKS1 dabei im Rahmen der MAP Kinase Signalkaskade upstream MtDMI3 oder unabhangig des
CSP zu sehen. Generell handelt es sich bei der MAP-Kinase Signalkaskade um einen schnellen und
konservierten Signaltransduktionsweg, der beispielsweise bei Abwehrreaktionen eine wichtige
Rolle spielt (Tena et al., 2011). Fir das homologe MKS1-Protein aus A. thaliana konnte gezeigt
werden, dass es an der Pathogenabwehr und pflanzlichen Immunantwort beteiligt ist
(Andreasson et al., 2005; Qiu et al., 2008; Petersen et al., 2010). Dort wird AtMKS1 durch die fiir die
Pathogenabwehr notwendige A. thaliana Map Kinase 4 (AtMK4) aktiviert, wodurch es wiederum
spezifisch mit zwei Transkriptionsfaktoren interagieren kann (Andreasson et al., 2005). Eine
dhnliche Rolle fiir MtMKS1 ware, sowohl im Rahmen der pflanzlichen Immunantwort als auch in
abgewandelter Form im Rahmen der AM-Signaltransduktion, denkbar. Sollte dies zutreffen, ist
jedoch davon auszugehen, dass das MtMKS1 Genprodukt keine zentrale Rolle in der AM-
Signalkaskade spielt, da bei einem knockout eines fiir die AM-Symbiose essentiellen Gens
drastischere Beeintrdchtigungen der Mykorrhizierung zu erwarten wadren. Alternativ ist es
moglich, dass die Auswirkungen des MtMKS1 knockouts auf die AM-Symbiose indirekter Natur sind

und durch Beeintrachtigungen anderer Prozesse entstehen.
IV.2.3 Die Rolle des Elicitor-induzierten Proteins Mtr.12220 in der AM-Symbiose

Die funktionellen Analysen des Kandidatengens Mtr.12220 erfolgten mittels eines RNAi-Konstrukts

sowie eines Promotor-GUS-Konstrukts. Mit Hilfe des RNAi-Konstrukts lieR sich zwar ein
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signifikanter RNAi-Effekt in entsprechend transgenen Wurzeln messen (Abbildung 111.24; Schaepe,
2011), Auswirkungen auf die Expression von AM-Markergenen hatte dies jedoch nicht (Abbildung
[1.25; Schaepe, 2011). Da keine Insertionsmutanten fir Mtr.12220 zur Verfiigung standen, konnte
nicht ermittelt werden, ob ein vollstéandiger knockout des Gens deutlichere Auswirkungen zur
Folge gehabt hatte. Durch ein Promotor-GUS-Konstrukt lieR sich jedoch eindeutig zeigen, dass
Mtr.12220 einen starken Promotor besitzt, der in mykorrhizierten Wurzeln ein spezifisches
Expressionsmuster aufweist. Wdhrend die GUS-Aktivitdat in nicht-mykorrhizierten Wurzeln
ausschlieflich auf das Leitgewebe beschrdnkt war, lieR sich diese in mykorrhizierten Wurzeln in
diesem Bereich nicht mehr nachweisen und umfasst stattdessen Epidermis, Kortex und
Wurzelhaare (Abbildung I11.27). In mykorrhizierten Wurzeln war diese Promotoraktivitat bereits in
sehr frithen Stadien nachweisbar, konnte durch eine Behandlung entsprechend transgener
Wurzeln mit Myc-LCOs jedoch nicht beobachtet werden (Abbildung 11.28 und 111.29). Im Rahmen
der Medicago GeneChip Analysen wurde eine signifikante Induktion von Mtr.12220 nach
Behandlung mit Sporen bzw. Uberstinden gekeimter Sporen von G. intraradices beobachtet
(Tabelle 111.1), die eine Aktivitat dieses Gens in der Pra-Kontaktphase der Symbiose nahe legten.
Dass sich dies durch eine Behandlung mit Myc-LCOs nicht bestatigen lief3, schliet jedoch die
Moglichkeit, dass der Promotor von Mtr.12220 auf Myc-LCOs in einem anderen
Mischungsverhaltnis oder einer anderen Konzentration oder auf bislang unbekannte pilzliche
Signalmolekiile reagiert, nicht aus. Insgesamt zeigte die Promotoraktivitdt von Mtr.12220 jedoch
einen deutlichen Bezug zur Symbiose zwischen M. truncatula und G. intraradices.

Das Gen Mtr.12220 weist Ahnlichkeiten zu dem Phosphat-induzierten Gen PHI-1 (Sano et dl., 1999)
aus Tabak, sowie dem Pathogen-induzierten Gen ERG-1 (Dellagi et al., 2000) aus der Kartoffel auf.
PHI-1 (phosphate-induced gene 1) wurde urspriinglich aufgrund seiner Induktion in unter
Phosphatmangel angezogenen Tabak-Zellkulturen nach Zugabe von Phosphat identifiziert (Sano
et al, 1999). Im N-terminalen Bereich des Gens lieBen sich Ahnlichkeiten mit einer
Plasmamembran-ATPase identifizieren, die darauf hindeuten, dass PHI-1 an einem
Phosphorylierungsprozess beteiligt sein koénnte; moglicherweise spielt es eine Rolle im
Wiedereintritt in den Zellzyklus nach Phosphatmangel-bedingtem Stillstand (Sano et al., 1999).
Kurz darauf wurde in Kartoffeln das sehr &hnliche Gen ERG-1 (Eca response gene 1) identifiziert
(Dellagi et al., 2000). Flr ERG-1 konnte gezeigt werden, dass es in mit dem Bakterium Erwinia
carotovora (Eca) infizierten Kartoffeln induziert wird, und daher méglicherweise eine Rolle in der
Pathogenabwehr spielt (Dellagi et al., 2000). Sowohl bei PHI-1 als auch bei ERG-1 handelt es sich
um ausschlieBlich in Pflanzen exprimierte Proteine (Dellagi et al., 2000), deren genaue Funktion
bislang unbekannt ist. Dennoch scheinen beide Proteine an der Transduktion externer Signale
beteiligt zu sein, was auch fiir das Mtr.12220 Protein im Rahmen der AM-Symbiose denkbar waére.
Eine konkrete Rolle des Elicitor-induzierten Proteins in der AM-Symbiose lasst sich anhand der

vorliegenden Daten jedoch nicht ableiten.
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IV.2.4 Die Rolle der Stress Kinase 1in der AM-Symbiose

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Promotoraktivitat von MtSK1 nach Behandlung mit Myc- und
Nod-LCOs untersucht, da entsprechende Medicago GeneChip Daten (Czaja et al., 2012) auf eine
potentielle Rolle dieses Gens in der Pra-Kontaktphase der AM-Symbiose hinwiesen. Dabei zeigte
sich deutlich, dass die Promotoraktivitdt von MtSK1 durch eine Behandlung mit Myc- und Nod-
LCOs im Leitgewebe von M. truncatula Wurzeln induzierbar war. Die starkste Promotoraktivitat
zeigten die mit Nod-LCOs behandelten Wurzeln, gefolgt von den Behandlungen mit sMyc-LCOs,
einer Mischung aus beiden Myc-LCOs und nsMyc-LCOs (Abbildung [11.32). Unter allen
untersuchten Bedingungen war die Promotoraktivitat hauptsachlich in Phloem und Perizykel des
Leitgewebes nachweisbar, nicht aber in Xylem und Endodermis (Abbildung I11.32).

MtSK1 gehort einer Gruppe pflanzenspezifischer Kinasen an, die der SnRK (SNF1-related kinase)
Gruppe zugeordnet werden (Nolan et al., 2006). Kinasen der SnRK-Gruppe spielen eine Rolle in
der Stress-Antwort von Pflanzen, einige von ihnen sind durch Abscisinsdure induzierbar (Nolan et
al., 2006). Das MtSK1 Gen wurde urspriinglich aufgrund seiner Induktion in frilhen Stadien der
somatischen Embryogenese von M. truncatula identifiziert (Nolan et al., 2006). Zudem lieRen sich
Induktionen dieses Gens durch Verwundung in Gewebekulturen und durch Salzstress in vivo
beobachten (Nolan et al., 2006). Als mogliche Rolle der vermutlich cytoplasmatisch lokalisierten
Kinase MtSK1 wurde daher die Stress-induzierte Signaltransduktion vermutet (Nolan et al., 2006).
Dafiir stehen MtSK1 eine N-terminale Proteinkinase-Domane (Abbildung I11.31) fiir die Aktivierung
anderer Proteine sowie ein C-terminales coiled-coil Motiv fiir mogliche weitere Protein-Protein-
Interaktionen zur Verfligung (Nolan et al., 2006). Dariiber hinaus gibt es Hinweise auf ein
alternativ gespleilStes MtSK1 Transkript (Nolan et al., 2006), so dass weitere Funktionen fur das
alternative Genprodukt denkbar sind.

Im Rahmen des durchgefiihrten induction assays ist es eher unwahrscheinlich, dass die
Promotoraktivitat von MtSK1 im Rahmen der Inkubation stressbedingter Natur war. In einem
solchen Fall wdre von einer vergleichbaren Promotoraktivitait unter allen
Inkubationsbedingungen auszugehen, wahrend im Rahmen des durchgefiihrten induction assays
spezifische Reaktionen in zwei unabhdngigen Ansdtzen erzielt werden konnten (Abschnitt
[11.3.1.4.2). Einen Hinweis auf eine mogliche Funktion von MtSK1 gibt die Lokalisation der
Promotoraktivitdt dieses Gens in Phloem und Perizykel des Leitgewebes entsprechend
behandelter Wurzeln. Das Perizykel ist der Ort, an dem die Bildung neuer Seitenwurzeln initiiert
wird (De Smet, 2012). Im Anbetracht der Tatsache, dass sowohl Nod- als auch Myc-LCOs das
Wachstum und die Verzweigung von Wurzeln stimulieren (Oldh et al., 2005; Maillet et al., 2011),

wadre somit auch eine Rolle fiir MtSK1 in der Signaltransduktion dieses Prozesses denkbar.
IV.2.5 Die Rolle des Ca**-bindenden Proteins Mtr.40638 in der AM-Symbiose

In Pflanzen ist Ca** ein verbreiteter intrazellulirer Botenstoff um Informationen diverser

Entwicklungs- oder Umweltstimuli auf die Ebene zelluldrer Regulationsprozesse zu libertragen
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(Perochon et al., 2011). Wie in der Einleitung beschrieben, spielen Ca*-Signale auch in der
Signaltransduktion der AM-Symbiose eine wichtige Rolle. Die meisten Ca**-Sensoren in der Zelle
besitzen EF-hand Motive, die wiederum hdufig als Paare auftreten (Perochon et al., 2011). Das EF-
Hand Motiv ist ein Helix-Loop-Helix Motiv, in dem die Ca*-Bindung lber den in der Regel 12
Aminosduren langen Loop-Bereich des Motivs erfolgt (Grabarek, 2006). Zwei gepaarte EF-Hand
Motive konnten auch im Rahmen einer Sequenzanalyse des als Ca’-bindendes Protein
annotierten Gens Mtr.40638 identifiziert werden (Abbildung 111.35). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde Mtr.40638 aufgrund seiner Induktion in der friihen AM-Symbiose (Tabelle 1il.1) untersucht.
Diese Induktion war sowohl in Wildtyp-Pflanzen als auch in dmi3-Mutanten nachweisbar (Tabelle
[1.1), was fur eine potentielle Symbiose-assozierte Rolle des Mtr.40638 Genprodukts upstream
MtDMI3 spricht. Zudem konnten keinerlei Induktionen des Mtr.40638 Gens in der Pra-
Kontaktphase oder in reifen AM-Stadien gemessen werden (Tabelle I11.1), womit sich die Aktivitat
dieses Gens vermutlich auf die frilhe Kontaktphase der AM-Symbiose beschrankt. Die
funktionellen Analysen von Mtr.40638 wurden anhand zweier unabhdngiger Linien von Tnt1-
Insertionsmutanten durchgefiihrt. Pflanzen beider Mtr.40638 knockout Linien wiesen im Vergleich
mit entsprechenden Wildtyp-Pflanzen ein deutlich retardiertes Wachstum und eine
eingeschrankte Fertilitait auf (Abbildung 11.38 und 1ll.39), die wunabhdngig vom
Mykorrhizierungsstatus der Pflanzen waren (Abbildung 111.40). Aufgrund dieser Beobachtungen
ist davon auszugehen, dass das Ca**-bindende Protein Mtr.40638 neben einer potentiellen Rolle in
der AM-Symbiose in weitere Prozesse involviert ist, die die Entwicklung und das Wachstum von M.
truncatula betreffen. In mykorrhizierten Wurzeln der Insertionsmutanten beider Linien konnten
hochsignifikante Reduktionenen wichtiger AM-Markergene (Abbildung I11.41 und 111.42) sowie eine
verringerte Mykorrhizierung (Abbildung 111.43 und 111.44) festgestellt werden, die auf eine
deutliche Beeintrachtigung der AM-Symbiose hinweisen. Dabei muss jedoch berticksichtigt
werden, dass sich dass retardierte Wachstum der Insertionsmutanten auch auf die Wurzeln
auswirkte, so dass diese eine signifikant niedrigere Biomasse als vergleichbare Wildtyp-Wurzeln
aufwiesen. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Beeintrachtigungen der AM-Symbiose in den
Insertionsmutanten durch die geringere Wurzelmenge erklarbar sind. In diesem Fall ware jedoch
bei einer kurzen Mykorrhizierungsdauer mit sehr starken Unterschieden zwischen Wildtyp- und
Mutanten-Wurzeln zu rechnen, wadhrend diese Unterschiede in einem ldngeren
Mykorrhizierungszeitraum durch die zunehmende Verbreitung der AM-Pilze abnehmen mdssten.
Tatsachlich konnte jedoch genau der umgekehrte Fall beobachtet werden: Gerade in Bezug auf
die Expression von AM-Markergenen waren nach einer 14-tagigen Mykorrhizierung teilweise noch
gar keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp-Wurzeln und den Wurzeln der
Insertionsmutanten messbar; nach einer 28-tagigen Mykorrhizierung hingegen zeigten sich
hochsignifikante Reduktionen in den Mutanten (Abbildung Ill.41 und Il1.42). Daher ist davon
auszugehen, dass die Beeintrachtigungen der AM-Symbiose in Mtr.40638 knockout Mutanten
unabhdngig vom retardierten Wachstum dieser Mutanten erfolgt. Aufgrund der &hnlichen
Ergebnisse beider Tnti-Linien und der Tatsache, dass es sich um unabhdngige Linien mit
unterschiedlichen Hintergrundinsertionen handelt, sind die Beeintrachtigungen der AM-Symbiose

jedoch eindeutig auf das knockout von Mtr.40638 zuriickzufiihren.
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Die abgeleitete Aminosduresequenz des Mtr.40638 Gens weist Ahnlichkeiten zu den in M. sativa
identifizierten CaM-dhnlichen Proteinen PPRG1 (plant parasite responsive gene 1; Borsics & Lados,
2001) und PPRG2 (Borsics & Lados, 2002) auf. Die MsPPRG1 und MsPPRG2 Gene zeigen eine
schnelle Induktion durch biotische und abiotische Einfliisse wie Parasiten, Regen, Beriihrung,
Verwundung, Kalte, osmotischen Stress und Salzstress, was nahe legt, dass ihre Genprodukte
eine Rolle in der Transduktion von Signalen aus der Umgebung spielen (Borsics & Lados, 2007;
Borsics & Lados, 2002). Fir das Mtr.40638 Protein ist eine &hnliche Rolle beziiglich der
Transduktion Symbiose-relevanter Signale vorstellbar. Zudem scheint fir die Induktion von
MsPPRG1 und MsPPRG2 ein direkter Kontakt notwendig zu sein, was auch fiir Mtr.40638, das erst in
der frilhen Kontaktphase und nicht bereits in der Pra-kontaktphase der AM-Symbiose induziert
wird (Tabelle 1Il.1), beobachtet werden konnte. Eine vorstellbare Rolle fiir das Ca*-bindende
Protein Mtr.40638 in der AM-Signaltransduktion ist die Weiterleitung des Ca**-Signals upstream
MtDMI3. Vermutlich agiert Mtr.40638 hier nicht allein, sondern in Kombination mit anderen
Proteinen, da in knockout Mutanten des Mtr.40638 Gens nach wie vor AM-Strukturen ausgebildet

werden kdénnen.

IV.3 Transkriptionsfaktor-Gene mit potentieller Bedeutung fiir die AM-

Symbiose

Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende Proteine, die die Transkription der meisten Gene
regulieren (Riechmann et al., 2000) und somit eine der wichtigsten Klassen regulatorischer
Proteine darstellen (Kakar et al., 2008). In der Modellpflanze A. thaliana kodieren rund 5 % aller
Gene fiur Transkriptionsfaktoren (Riechmann et al., 2000), was die groe Bedeutung dieser

Proteine widerspiegelt.
IV.3.1 Die Rolle des MYB-Transkriptionsfaktors Mtr.38547 in der AM-Symbiose

Die Analysen fiir das Gen Mtr.38547 erfolgten mittels RNAi und Insertionmutanten. Mit Hilfe eines
RNAi-Konstrukts konnte eine um durchschnittlich etwa 30 % verringerte Transkriptmenge von
Mtr.38547 nachgewiesen werden (Abbildung 111.65; Schaepe, 2011). Dieser als eher niedrig
einzustufende RNAI-Effekt hatte keinerlei Auswirkungen auf die Expression von AM-Markergenen
in den RNAi-Wurzeln (Abbildung 11.66; Schaepe, 2011). Homozygote Mtr.38547
Insertionsmutanten zeigten im Vergleich mit entsprechenden Wildtyp-Pflanzen geringfiigige
phanotypische Unterschiede, wie beispielsweise eine signifikant héhere Anzahl an Blattern
(Abbildung 111.68). Dies kénnte auf eine pleiotrophe Rolle des Genprodukts von Mtr.38547 als
negativer Regulator in Wachstum und Entwicklung von M. truncatula hindeuten. Zudem war in
den Wurzeln der Insertionsmutanten die Expression des pilzlichen housekeeping Gens GiaTUB
signifikant reduziert (Abbildung 111.69), was auf eine geringere Kolonisationrate der
Insertionsmutanten durch G. intraradices hinweisen kénnte. Dabei muss berticksichtigt werden,

dass mogliche weitere Tnt1-Hintergrundinsertionen in den knockout Mutanten bislang unbekannt
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sind. Um fir die signifikante Reduktion von GiaTub verantwortlich zu sein, miisste eine Tnt1-
Hintergrundinsertion jedoch in einem Grof3teil der untersuchten Pflanzen méglichst homozygot
vorliegen, was eher unwahrscheinlich ist. Viel naheliegender ist daher der homozygote knockout
des Mtr.38547 Gens als Ursache fiir diese Expressionsunterschiede, was fiir eine mégliche Rolle
des MYB-Transkriptionsfaktors in der AM-Symbiose spricht. Anhand von Medicago GeneChip Daten
lieR sich feststellen, dass Mtr.38547 in der Prd-Kontaktphase und in der frilhen Kontaktphase der
AM-Symbiose induziert ist (Tabelle Ill.1). Die Tatsache, dass diese Induktionen sowohl in Wildtyp-
Pflanzen als auch in dmi3-Mutanten nachgewiesen werden konnten (Tabelle II1.1), spricht fir eine
Rolle des MYB-Transkriptionsfaktors upstream oder unabhdngig von MtDMI3. Da fiir einen
Transkriptionsfaktor eine Rolle upstream MtDMI3 wenig sinnvoll erscheint, ist eine CSP-
unabhdngige Rolle von Mtr.38547 naheliegend. In jedem Fall besitzt das Genprodukt von
Mtr.38547 vermutlich keine essentielle Funktion fiir die Ausbildung der AM-Symbiose, da diese in

knockout Mutanten dieses Gens prinzipiell noch ausgebildet werden kann.

IV.3.2 Die Rolle des GRAS-Transkriptionsfaktors Mtr.9126 in der AM-Symbiose

Die funktionellen Analysen fiir Mtr.9126 erfolgten mittels RNAi und Insertionmutanten. Im
Rahmen der RNAi-Analysen konnte festgestellt werden, dass ein signifikanter RNAi-Effekt
ausschlieflich in transgenen Wurzeln gemessen werden konnte, die steril auf Schragagarplatten
angezogen wurden, nicht aber nach einer Anzucht in Seramis® Substrat (Abbildung l111.53).
Offensichtlich begiinstigte die sterile Anzucht die Auspragung des RNAi-Effekts. Es ldsst sich
vermuten, dass dies einfach nur auf die sterile Umgebung mit weniger dueren Einfllissen
zurlickzufiihren ist, genauso gut kann dies jedoch auch von weiteren, bislang unbekannten
Faktoren abhdngen. Die RNAi-vermittelte Reduktion der Mtr.9126 Transkriptmenge um
durchschnittlich 40 % zeigte keinerlei signifikante Auswirkungen auf die Expression von AM-
Markergenen (Abbildung 111.54).

Homozygote Insertionsmutanten des Gens Mtr.9126 wiesen im Vergleich zu entsprechenden
Wildtyp-Pflanzen eine signifikant hohere Biomasse auf (Abbildung 111.56). Bei einer erhéhten
Biomasse mykorrhizierter Pflanzen ist ein durch die AM-Symbiose hervorgerufener positiver
Wachstumseffekt zundchst naheliegend. Die hochsignifikante Reduktion der in den Wurzeln der
Insertionsmutanten gemessenen Expression von MtPT4 und MtBCP1 (Abbildung I11.57) in diesem
Stadium zeigte jedoch, dass die Symbiose vermutlich beeintrachtigt war und die erhdhte
Biomasse der Insertionsmutanten daher andere Ursachen haben muss. Vorstellbar ware
beispielsweise eine pleiotrophe Rolle des GRAS-Transkriptionsfaktors Mtr.9126 als negativer
Regulator in Wachstum und Entwicklung von M. truncatula.

Die signifikante Reduktion der Expression von MtPT4 und MtBCP1 in den Wurzeln der
Insertionsmutanten kénnte auf eine mogliche Reduktion der Anzahl oder der Funktionalitat der
Arbuskeln in der AM-Symbiose hindeuten. Als mdégliche Ursache hierfiir kommen neben der
bekannten homozygoten Tnti-Insertion in Mtr.9126 auch weitere Hintergrundinsertionen in Frage,

deren Anzahl und Lage jedoch bislang unbekannt sind. In einem solchen Fall miisste eine Tnt1-
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Hintergrundinsertion jedoch in einem GroRteil der untersuchten Pflanzen méglichst homozygot
vorliegen, was zwar nicht auszuschlielRen, aber unwahrscheinlich ist. Viel naheliegender ist daher
die Menge des Mtr.9126 Transkripts als Ursache fiir die reduzierte Expression der AM-
Markergene. Wéhrend in RNAi-Wurzeln mit einem knockdown des Mtr.9126 Transkripts um ca.
40 % keine Beeintrachtigung der AM-Markergenexpression vorlag, sind diese in den Tnt1-
Insertionsmutanten mit einem Mtr.9126 knockout signifikant messbar. Dies kdnnte auf eine
mogliche Rolle des Mtr.9126 Proteins in der AM-Symbiose hindeuten. Vorstellbar ware eine
Funktion des GRAS-Transkriptionsfaktors downstream der Ca**-CaM-abhéngigen Kinase MtDMI3.
Dabei ist jedoch davon auszugehen, dass das Genprodukt von Mtr.9126 keine essentielle Rolle in
der AM-Symbiose einnimmt, da die AM-Symbiose trotz eines knockout dieses Gens prinzipiell

noch ausgebildet werden kann.
IV.3.3 Die Rolle des GRAS-Transkriptionsfaktors Mtr.7264 in der AM-Symbiose

Bei den GRAS-Transkriptionsfaktoren handelt es sich um eine ausschlieflich in Pflanzen
vorkommende Proteinfamilie (Bolle, 2004). Der Name dieser Familie leitet sich von den ersten
identifizierten GRAS-Transkriptionsfaktoren aus A. thaliana ab: GAI (Peng et al., 1997), RGA
(Silverstone et al., 1998) und SCR (Di Laurenzio et al., 1996). In M. truncatula sind bislang 19 GRAS-
Transkriptionsfaktoren bekannt (Kakar et al., 2008), von denen einer im Rahmen dieser Arbeit
untersucht wurde.

Das als putativer GRAS-Transkriptionsfaktor annotierte Mtr.7264 Genprodukt weist alle fiir GRAS-
Proteine konservierten Sequenzmotive auf (Abbildung I11.71). Mtr.7264 wird sowohl in frithen als
auch in reifen AM-Stadien induziert, wahrend keine Induktion in der Pra-Kontaktphase der AM-
Symbiose beobachtet werden konnte (Tabelle Ill.1). Da dieses Muster in entsprechenden dmis-
Mutanten nicht nachgewiesen werden konnte (Tabelle Ill.1), ist eine Funktion des Mtr.7264
Proteins downstream MtDMI3 naheliegend. Mtr.7264 wird spezifisch in mykorrhizierten Wurzeln
exprimiert (Abbildung I11.70), wobei die Expression mit der Mykorrhizierungsdauer ansteigt
(Abbildung 111.72). Eine Induktion von Mtr.7264 in mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln wurde
bereits mehrfach publiziert. Gomez et al. (2009) beschrieben die Induktion von fiinf GRAS-
Transkriptionsfaktoren in mit G. intraradices mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln. Bei einem
dieser Transkriptionsfaktoren handelte es sich um Mtr.7264, der in dieser Publikation unter dem
EST-Cluster Namen TC105118 beschrieben wurde. Hogekamp et al. (2011) konnten zeigen, dass es
sich bei Mtr.7264 um ein Arbuskel-induziertes Gen handelt, dass in arbuskelhaltigen Zellen etwa
13-fach stdrker als in den benachbarten Zellen exprimiert wird.

Mit Hilfe eines RNAi-vermittelten knockdowns der Mtr.7264 Transkriptmenge um durchschnittlich
86 % (Abbildung l11.73; Schaepe, 2011) konnte eine massive Beeintrachtigung der Expression von
AM-Markergenen erzielt werden. Dabei waren die Gene GiaTUB, MtPT4, MtBCP1, MtANN2, MtHAT1,
MtENOD11, MtCBF1 und MtCBF2 stark in ihrer Expression reduziert (Abbildung 111.74; Schaepe, 2011),
was sich Uberraschenderweise (berhaupt nicht in der Mykorrhizierung der RNAi-Wurzeln

widerspiegelte. Mykorrhizierte RNAi-Wurzeln zeigten in verschiedenen AM-Stadien keinerlei
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Unterschiede im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen (Abschnitt 111.3.3.7.5). Ahnliches lieR sich
bei den von Floss et al. (2008a) durchgefiihrten Analysen von mykorrhizierten RNAi-Wurzeln, in
denen die Expression des MtDXS2 (M. truncatula 1-Deoxy-D-xylulose-5-Phosphat Synthase 2) Gens
reduziert war, beobachten. Auch hier konnte eine signifikante Reduktion von AM-Markergenen
nachgewiesen werden, was jedoch keinerlei Auswirkungen auf den Mykorrhizierungsgrad der
RNAi-Wurzeln hatte (Floss et al., 2008a). Durch weitere Analysen konnte hier schlieSlich gezeigt
werden, dass der knockdown der MtDXS2 Expression zu einer Zunahme toter und degradierter
Arbuskeln fiihrte, die sich in der Kolonisationsrate jedoch nicht niederschlug (Floss et al., 2008a).
Obwohl in den RNAi-Wurzeln von Mtr.7264 kein auffdlliger Anstieg degenerierter Arbuskeln
beobachtet werden konnte, wdre es dennoch modglich, dass die Funktionalitat der Arbuskeln
eingeschrankt ist, sich in optischen Phdanotypisierungen aber nicht bemerkbar macht.
Zusammenfassend konnte anhand der RNAi-Analysen gezeigt werden, dass der GRAS-
Transkriptionsfaktor Mtr.7264 eine wichtige Rolle in der Expression der oben genannten AM-
Markergene spielt. Dabei drangt sich die Frage auf, welche Konsequenzen ein vollstandiger
knockout von Mtr.7264 auf die Expression der Markergene hatte. Dieser konnte allerdings nicht
untersucht werden, da keine Insertionsmutanten mit einer homozygoten Tnti-Insertion in
Mtr.7264 identifiziert werden konnten und alle Pflanzen mit einer entsprechend heterozygoten
Tnti-Insertion steril waren (Tabelle 111.4). Diese Kombination Idsst vermuten, dass das Gen
Mtr.7264 in M. truncatula eine essentielle Funktion besitzt, so dass ein homozygoter Mtr.7264
knockout letal ist. Somit kann nicht untersucht werden, ob das Genprodukt von Mtr.7264
essentiell fiir die AM-Symbiose ist.

Ein prominentes Beispiel fiir die Funktion von Symbiose-spezifischen  GRAS-
Transkriptionsfaktoren in M. truncatula sind MtNSP1 (Smit et al., 2005) und MtNSP2 (Kalé et al.,
2005), die viele Gemeinsamkeiten mit Mtr.7264 aufweisen. MtNSP1 und MtNSP2 interagieren im
Zellkern vermutlich mit MtDMI3 und induzieren dort die Transkription Symbiose-relevanter Gene
(Hirsch et al, 2009). Wahrend MtNSP1 ein fir die Kndllchensymbiose spezifischer
Transkriptionsfaktor ist (Smit et al., 2005), spielt MtNSP2 vermutlich sowohl in der Knéllchen- als
auch in der AM-Symbiose eine Rolle (Maillet et al., 2011). Zudem sind MtNSP1 und MtNSP2 auch fir
das durch Nod-LCOs (MtNSP1) bzw. durch Myc- und Nod-LCOs (MtNSP2) stimulierte CSP-
abhédngige Wachstum und die Verzweigung von Wurzeln erforderlich (Maillet et al., 2011).

Anhand der vorliegenden Daten wdre eine ahnliche Rolle fiir Mtr.7264 denkbar, da es sich
ebenfalls um einen downstream MtDMI3 agierenden GRAS-Transkriptionsfaktor mit einem
potentiellen Kernlokalisationssignal handelt. So kénnte das Mtr.7264 Protein ebenfalls im Zellkern
direkt oder indirekt durch MtDMI3 aktiviert werden und daraufhin die Transkription von fiir die

AM-Symbiose wichtigen Genen induzieren.

IV.3.4 Die Rolle des ERF-Transkriptionsfaktors Mtr.10987 in der AM-Symbiose

Die AP2/ERF-Familie stellt eine grofRe Familie pflanzenspezifischer Transkriptionfaktoren dar, die

sich in vier Untergruppen aufteilen lasst: die AP2-, RAV-, DREB (dehydration responsive element
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binding protein)- und ERF (ethylene response factor)-Transkriptionsfaktoren (Mizoi et al., 2012). Die
Expression vieler ERFs wird durch Pflanzenhormone wie Abscisinsaure, Jasmonsaure oder Ethylen
sowie durch Kontakt mit Pathogenen reguliert (Gutterson & Reuber, 2004). Gemeinsam ist allen
ERFs die in der gesamten AP2/ERF-Familie hochkonservierte und etwa 60 Aminosduren lange
AP2/ERF-Bindedoméne (Gutterson & Reuber, 2004; Mizoi et al., 2012). Diese besitzt eine N-
terminale B-Faltblattstruktur, die in der Lage ist ein als GCC-Box (Konsensussequenz: AGCCGCC)
bezeichnetes Promotormotiv zu binden (Allen et al., 1998).

In M. truncatula konnten bislang 55 Gene mit einer AP2/ERF-Bindedomadne identifiziert werden
(Kakar et al., 2008). Durch Untersuchungen der Kndllchensymbiose in M. truncatula konnten
darunter auch einige ERF-Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die eine Rolle in dieser
Symbiose spielen. So ist der ERF-Transkriptionsfaktor EFD (ERF required for nodule differentiation)
in der Regulation der Anzahl und Differenzierung von Wurzelknéllchen involviert (Vernié et al.,
2008) und in mit Nod-LCOs behandelten M. truncatula Wurzeln aktivieren die drei ERF-
Transkriptionsfaktoren MtERN1 (ERF required for nodulation 1), MtERN2 und MtERN3 Symbiose-
spezifische Gene (Middleton et al., 2007; Andriankaja et al., 2007). Kiirzlich konnten Hogekamp et
al. (2011) zeigen, dass sechs ERF-Transkriptionsfaktoren, zu denen auch MtERN1 und MtERN2
gehdren, in mit verschiedenen AM-Pilzen mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln co-induziert
werden, was vermuten ldsst, dass ERF-Transkriptionsfaktoren auch eine Rolle in der AM-Symbiose
spielen.

Das in M. truncatula wurzelspezifisch (Abbildung 111.78) exprimierte Gen Mtr.10987 ist als
potentieller ERF-Transkriptionsfaktor annotiert, was im Rahmen einer Sequenzanalyse von
Mtr.10987 durch die Identifikation einer AP2/ERF-Bindedomdne und eines potentiellen
Kernlokalisationssignals (Abbildung 111.77) bestatigt werden konnte. Es handelt sich um ein
ausschlieflich in der friihen Kontaktphase der AM-Symbiose induziertes Gen, das in Abhdngigkeit
von MtDMI3 exprimiert wird (Tabelle 1l1.1). In der Prd-Kontaktphase der AM-Symbiose konnten
keinerlei Induktionen von Mtr.10987 beobachtet werden (Tabelle 111.1) und auch eine 6- und 24-
stindige Behandlung von M. truncatula Wurzeln mit Myc- und Nod-LCOs zeigte keine
Auswirkungen auf die Expression des Gens (Abbildung 1I1.79). In einer 4-wochigen
Mykorrhizierungszeitreihe wies das Mtr.10987 Transkript eine tendenzielle Zunahme auf, war
durch die sich ausbreitende AM-Pilz Kolonisation jedoch nicht signifikant verstarkt nachweisbar
(Abbildung 111.80). Anhand dieser Daten ldsst sich die Funktion des ERF-Transkriptionsfaktors
Mtr.10987 vermutlich auf die friihe Kontaktphase der AM-Symbiose einschranken.

Analysen mittels der fiir Mtr.10987 angestrebten knockout Mutanten konnten nicht durchgefiihrt
werden, da in zwei unabhdngigen Tnti-Insertionslinien keine Mutanten mit einer homozygoten
Tnt1-Insertion in Mtr.10987 identifiziert werden konnten (Abschnitt 111.3.3.8.3). Angesichts seiner
Annotation als Transkriptionsfaktor ist ein vollstandiger knockout des Mtr.10987 Gens in M.
truncatula somit moglicherweise letal.

Mittels RNAi konnte allerdings ein knockdown der Mtr.10987 Transkriptmenge um
durchschnittlich 50 % erzielt werden (Abbildung 111.81 und 111.83), der deutliche Auswirkungen auf
die Mykorrhizierung der RNAi-Wurzeln hatte. Es lieBen sich signifikante Reduktionen der

Expression verschiedener wichtiger AM-Markergene, wie etwa des Arbuskel-spezifisch
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exprimierten Gens MtPT4, nachweisen, die sich jedoch im Wesentlichen auf reife AM-Stadien
beschrénkten (Abbildung 111.82 und 111.83). In Ubereinstimmung mit diesen Daten konnten in
RNAi-Wurzeln mit verminderter Mtr.10987 Expression signifikant weniger Arbuskeln als in
entsprechenden Kontrollwurzeln beobachtet werden (Abbildung 111.84), was fur die AM-
Symbiose eine funktionelle Einschrankung dieser fir den Nahrstoffaustausch wichtigen
Strukturen darstellt. In frilhen AM-Stadien konnten fiir die meisten der getesteten AM-
Markergene keine signifikanten Expressionsunterschiede in den RNAi-Wurzeln festgestellt
werden (Abbildung 111.83), was haufig jedoch daran lag, dass die Expression vieler Markergene in
diesen Stadien unterhalb oder nahe der Nachweisgrenze war. Abhilfe schaffte hier das Anfarben
und Auszdhlen von AM-Strukturen in frithen Stadien, wodurch sich in den RNAi-Wurzeln
durchschnittlich 58 % weniger Kontaktstellen zwischen externen Hyphen und Wurzeln sowie im
Mittel 57 % weniger Infektionseinheiten beobachten lieRen (Abbildung I111.85). Aus diesen Daten
lasst sich schlielen, dass Wurzeln mit einer verminderten Mtr.10987 Expression in friihen AM-
Stadien in der Fdhigkeit, mit AM-Pilzen in Kontakt zu kommen und Infektionseinheiten
auszubilden, beeintrachtigt sind. In reifen Stadien sind immer noch signifikant weniger Arbuskeln
vorhanden. Dabei stellt sich die Frage, ob die Beeintrdchtigungen der reifen AM-Stadien auf einen
»verschleppten’ Effekt der Einschrankungen in den friihen Stadien zurtickzufiihren sind, oder ob
Mtr.10987 eine davon unabhdngige und fiir die Ausbildung von Arbuskeln wichtige Funktion
besitzt.

Zusammenfassend deuten die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Daten auf eine wichtige Rolle
des Genprodukts von Mtr.10987 in der AM-Symbiose hin, zumal hier lediglich eine Reduktion der
Expression dieses Gens um ca. 50 % untersucht wurde. Im Wesentlichen lasst sich fiir den ERF-
Transkriptionsfaktor Mtr.10987 in der AM-Symbiose eine dhnliche Rolle wie die des zuvor
beschriebenen GRAS-Transkriptionsfaktors Mtr.7264 postulieren. So k&énnte Mtr.10987 im
Zellkern direkt oder indirekt durch MtDMI3 aktiviert werden und dort die Transkription Symbiose-

relevanter Gene induzieren.

IV.4 Die potentielle Beteiligung von drei neuen Symbiose-assoziierten

Genen an der frilhen AM-Signaltransduktion

Von den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Genen konnten drei Gene identifiziert werden, die
eine wichtige, bei kompletter Inaktivierung méglicherweise sogar essentielle, Rolle in der AM-
Symbiose spielen. Dabei handelt es sich um das Ca**-bindende Protein Mtr.40638 und die GRAS-
und ERF-Transkriptionsfaktoren Mtr.7264 und Mtr.10987. In allen drei Fallen werden die
betreffenden Gene in friihen AM-Stadien induziert und ein knockdown bzw. knockout dieser Gene
fihrt zu Beeintrdchtigungen in der Ausbildung der AM-Symbiose. Dabei scheinen die
Genprodukte von Mtr.7264 und Mtr.10987 unmittelbar downstream der Ca*-CaM-abhdngigen
Kinase MtDMI3 zu agieren, wdhrend das Mtr.40638 Protein unmittelbar upstream MtDMI3 aktiv
ist. Als konkrete Rolle in der AM-Signaltransduktion ist fiir das Ca*"-bindende Protein Mtr.40638
die Weiterleitung des Ca*-Signals upstream MtDMI3 vorstellbar (Abbildung IV.1). Die beiden
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Transkriptionfaktoren Mtr.7264 und Mtr.10987 kdnnten sehr dhnliche Funktionen in der friihen
AM-Signaltransduktion besitzen. In beiden Fallen kénnten die Transkriptionsfaktoren im Zellkern
direkt oder indirekt durch MtDMI3 aktiviert werden und daraufhin die Transkription von fir die
AM-Symbiose wichtigen Genen induzieren (Abbildung IV.1).

Bislang konnten in M. truncatula bereits hunderte von Genen identifiziert werden, die in der AM-
Symbiose induziert werden (Liu et al., 2003; Liu et al., 2007; Kister et al., 2004; Manthey et al.,
2004; Hohnjec et al., 2005; Guether et al., 2009; Hogekamp et al., 2011; Gaude et al., 2012), die
Regulation dieser Gene upstream und downstream MtDMI3 ist allerdings weitestgehend
unbekannt. In dieser Regulation konnten die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Gene
Mtr.40638, Mtr.7264 und Mtr.10987 eine potentielle Rolle spielen, wie sich anhand

weiterfiihrender Analysen méglicherweise bestdtigen ldsst.
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Abbildung IV.1: Schematische Darstellung der friihen Signaltransduktion in der arbuskuldren Mykorrhiza von
Medicago truncatula unter potentieller Beteiligung dreier im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Symbiose-
assoziierter Gene. Der konkrete Ablauf der friihen Signaltransduktion der arbuskuldren Mykorrhiza entspricht dem fiir
Abbildung 1.5 bereits beschriebenen Schema. Hierbei kénnten das Ca**-bindende Protein Mtr.40638 und die beiden
Transkriptionsfaktoren Mtr.7264 und Mtr.10987 eine potentielle Rolle in der Signaltransduktion spielen (siehe
Beschreibung im Text).
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V. AUSBLICK

Von den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Genen handelt es sich bei den Genprodukten der
drei zuvor diskutierten Gene Mtr.40638, Mtr.7264 und Mtr.10987 um die vielversprechendsten
Kandidaten fiir eine wichtige Funktion in der AM-Symbiose. Um Erkenntnisse (iber ihre konkrete
Funktion in der Symbiose zu erlangen, sind weitere Analysen unabdingbar. Dabei lieRe sich mittels
entsprechender Promotor-GUS-Konstrukte aller drei Gene deren raumliche und zeitliche Aktivitat
ermitteln. Fir die beiden Transkriptionsfaktoren Mtr.7264 und Mtr.10987 kénnte zudem mittels
GFP-Fusionen die potentielle Lokalisation im Zellkern bestdtigt werden. Ebenfalls lieRe sich
Uberpriifen, ob das knockout von Mtr.40638 bzw. das knockdown von Mtr.7264 und Mtr.10987
auch Auswirkungen auf die AM-Symbiose mit anderen AM-Pilzen als G. intraradices bzw.
moglicherweise sogar auf die Knoéllchensymbiose hat. Dabei ware es fiir die Gene Mtr.7264 und
Mtr.10987 mittelfristig sinnvoll, volltransgene RNAi-Linien zu erstellen, um die kiinftige Arbeit mit
diesen Konstrukten zu erleichtern. SchlieBlich miisste das auf Transkriptebene gemessene
knockdown bzw. knockout der Gene Mtr.40638, Mtr.7264 und Mtr.10987 auch auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Mittels Medicago GeneChip Hybridisierungen der knockdown bzw.
knockout Mutanten von Mtr.7264, Mtr.10987 und Mtr.40638 lieRe sich zudem genau ermitteln, in
welchem Umfang andere fiir die AM-Symbiose wichtige Gene von den entsprechenden
Reduktionen der Transkriptmenge beeinflusst werden. Da eine Suche nach knockout-Mutanten
flr Mtr.7264 und Mtr.10987 aufgrund der zuvor diskutierten méglichen Letalitdt dieser Mutanten
wenig erfolgversprechend ist, ware es sinnvoller, Mtr.40638, Mtr.7264 und Mtr.10987 in Wurzeln
zu Uberexprimieren, wie es bereits fir zwei Peptid-Regulatoren im Rahmen der
Knéllchensymbiose gezeigt werden konnte (Combier et al., 2008). Dies kann dazu dienen, weitere

Aufschliisse tber die konkrete biologische Funktion dieser Gene in der AM-Symbiose zu erhalten.
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Anhang A: Sequenzdaten

TGATGATGTCCATCTCATTGAAGAAGTATTAGGCATGTGCCTAATAAGAGTTTTCTTTGGTTTGGTAGCCAACCTTGTTGACTTGGTTTGGTTGGTAGCCAACCTTGTTGAATCCTTGTTGGATT
GGTAGCCAACTTTGTTGAATTGTGAAAAATGTGTGTAAATTGTCAAATATTGTAGGCTTTAGAGGGTGAAGCTTTGGCTATAAAAGGAGAGCTTCAACTCTCATTTCTTCACACCAACAAAGAGA
GAAAGAAAGAGTGAGGTTTCACAGACAAGGTATAAGAAAATAGTCTGTGAGGAAAATAGAGAGTGAGCGATATTGTAGTGAGGTGGGAATATCAAAAGAGGGTTATTTCTTTTGAGTGTTGTAGT
GGTCTTTGGAGTATTTACCTCCGACCTACAAAGTGTAAAATTCCTTACTATAGTGATATCAGTTGCTCCTCTCGGGGTCGTGGTTTTTTTTCCCTTATTCAGAAGGGTTTTCCACGTAAAAATCT
TGGTGTCATTGTTACTCTTTTATTCTTGTTAATTACCGTATCTCGGTGCTACATTATTATTCCGCTTTATTACCGTGAATATTATTTTGGTAAGGGGTTTATTCCCAACAACTGGTATCAGAGCA
CAGGTTCTGCTCGTTCACTGAAATACTATTCACTGTCGGTAGTACTATACTTGGTGAAAAATAAAAATGTCTGGAGTAAAGTACGAGGTAGCAAAATTCAATGGAGATAACGGTTTCTCAACATG
GCAAAGAAGGATGAGAGATCTGCTCATCCAACAAGGATTACACAAGGTTCTAGATGTTGATTCCAAAAAGCCTGATACCATGAAAGCTGAGGATTGGGCTGACTTGGATGAAAGAGCTGCTAGTG
CAATCAGGTTGCACTTATCAGATGATGTGGTAAATAACATCATTGATGAAGACACTGCACGTGGAATTTGGACAAGGTTGGAAAGCCTATACATGTCCAAAACGCTGACAAATAAATTGTACCTG
AAGAAGCAGTTATACGCCCTACACATGAGTGAAGGTACGAATTTTTTGTCACATTTAAATGTGTTTAACGGACTAATCACACAGCTTGCCAACCTCGGAGTGAAAATCGAGGAAGAAGATAAAGC
CATCTTGCTATTGAACTCGTTGCCATCTTCGTACGATAATTTGGCAACAACCATCCTGCACGGTAAGACTACTATTGAGTTGAAAGATGTCACATCGGCTCTTCTACTCAATGAGAAGATGAGAA
AGAAGCCTGAAAATCAAGGACAGGCTCTCATCACAGAAGGTAGAGGCAGGAGTTATCAAAGGAGTTCGAACAACTATGGTAGATCCGGAGCTCGTGGGAAGTCAAAGAATCGATCCAAATCAAGA
GTCAGAAATTGCTACAACTGTAATCAACCAGGTCACTTCAAAAGAGATTGCCCAAATCCAAGGAAGGGCAAAGGTGAAACCAGTGGCCAGAAGAATGACGACAACACAGCCGCCATGGTGCAAAA
TAATGATAATGTTGTCCTCTTTATAAATGAGGAAGAGGAATGCATGCACCTGTCAGGTCCAGAGTCGGAATGGGTGGTTGACACAGCGGCATCTCACCATGCCACACCGGTAAGAGATCTTTTTT
GCAGATATGTAGCAGGTGATTTCGGCACAGTGAAAATGGGTAACACAAGTTACTCAAAGATTGCGGGGATTGGTGACATTTGTATCAAGACAAATGTCGGATGCACATTGGTTCTAAAGGATGTG
CGGCATGTACCTGATTTGCGGATGAACTTGATCTCGGGAATTGCTTTAGACCGAGATGGATACGAGAGTTATTTTGCAAATCAAAAGTGGAGACTCACTAAGGGATCATTGGTGATTGCAAAGGG
AGTTGCTCGTGGCACGTTGTACAGGACAAATGCAGAAATATGCCAAGGTGAATTGAACGCGGCACAAGATGAGATTTCTGTAGATTTATGGCACAAAAGAATGGGTCATATGAGCGAGAAGGGAT
TGCAGATTCTTGCCAAGAAATCACTCATTTCTTATGCCAAAGGTACAACTGTAAAACCTTGTGACTACTGTTTATTTGGTAAGCAGCATAGAGTCTCATTTCAGACATCGTCTGAAAGAAAATTG
AATATACTTGATTTAGTATATTCTGATGTTTGCGGCCCAATGGAAATTGAATCAATGGGCGGTAACAAATATTTTGTTACTTTTATTGATGATGCTTCACGAAAATTATGGGTTTATATTTTGAA
AACCAAAGATCAGGTGTTTCAAGTTTTCCAGAAGTTTCATGCTCTAGTAGAAAGGGAGACGGGTCGAAAGCTAAAGCGTCTCCGAAGTGACAATGGAGGTGAGTACACTTCAAGGGAATTTGAAG
AGTATTGTTCAAGTCATGGGATCAGACATGAAAAGACAGTTCCTGGAACCCCACAGCACAATGGCGTAGCCGAGAGGATGAACCGCACCATTGTGGAGAAGGTGAGAAGCATGCTCAGAATGGCT
AAACTGCCTAAGTCATTCTGGGGTGAAGCAGTTCAGACAGCCTGTTACCTGATCAATAGGAGTCCATCAGTTCCGTTGGCGTTTGAAATCCCAGAGAGAGTCTGGACCAACAAGGAGGTGTCCTA
CTCGCATCTGAAGGTGTTCGGTTGCAGAGCTTTTGCACATGTACCAAAAGAGCAGAGAACAAAGCTGGATGATAAATCTATTCCCTGCATATTTATCGGATATGGAGATGAAGAGTTCGGGTACA
GACTGTGGGATCCTGTAAAGAAGAAGGTCATCAGAAGTAGAGATGTAGTCTTCCGAGAAAGTGAAGTTAGAACTGCTGCTGATATGTCAGAAAAGGTGAAGAATGGTATAATTCCTAACTTTGTT
ACTATTCCTTCTACTTCTAACAATCCCACAAGTGCAGAAAGTACGACCGACGAGGTTTCCGAGCAGGGGGAGCAACCTGGTGAGGTTATTGAGCAGGGGGAGCAACTTGATGAAGGTGTCGAGGA
AGTGGAGCACCCCACTCAGGGAGAAGAACAACATCAACCTCTGAGGAGATCAGAGAGGCCAAGGGTAGAGTCACGCAGGTACCCTTCCACAGAGTATGTCCTCATCAGTGATGATAGGGAGCCAG
AAAGTCTTAAGGAGGTGTTGTCCCATCCAGAAAAGAACCAGTTGATGAAAGCTATGCAAGAAGAGATGGAATCTCTCCAGAAAAATGGCACATACAAGCTGGTTGAACTTCCAAAGGGTAAAAGA
CCACTCAAATGCAAATGGGTCTTTAAACTCAAGAAAGATGGAGATTGCAAGCTGGTCAGATACAAAGCTCGATTGGTGGTTAAAGGCTTCGAACAGAAGAAAGGTATTGATTTTGACGAAATTTT
CTCCCCCGTTGTTAAAATGACTTCTATTCGAACAATTTTGAGCTTAGCAGCTAGCCTAGATCTTGAAGTGGAGCAGTTGGATGTGAAAACTGCATTTCTTCATGGAGATTTGGAAGAGGAGATTT
ATATGGAGCAACCAGAAGGATTTGAAGTAGCTGGAAAGAAACACATGGTGTGCAAATTGAATAAGAGTCTTTATGGATTGAAGCAGGCACCAAGGCAGTGGTACATGAAGTTTGATTCATTCATG
AAAAGTCAAACATACCTAAAGACCTATTCTGATCCATGTGTATACTTCAAAAGATTTTCTGAGAATAACTTTATTATATTGTTGTTGTATGTGGATGACATGCTAATTGTAGGAAAAGACAAGGG
GTTGATAGCAAAGTTGAAAGGAGATCTGTCCAAGTCATTTGATATGAAGGACTTGGGCCCAGCACAACAAATTCTAGGGATGAAGATAGTTCGAGAGAGAACAAGTAGAAAGTTGTGGCTATCTC
AGGAGAAGTACATTGAACGTGTACTAGAACGCTTCAACATGAAGAATGCTAAGCCAGTCAGCACACCTCTTGCTGGTCATCTAAAGTTGAGTAAAAAGATGTGTCCTACAACAGTGGAAGAGAAA
GGGAACATGGCTAAAGTTCCTTATTCTTCAGCAGTCGGAAGCTTGATGTATGCAATGGTATGTACTAGACCTGATATTGCTCACGCAGTTGGTGTTGTCAGCAGGTTTCTTGAAAATCCTGGAAA
GGAACATTGGGAAGCAGTCAAGTGGATACTCAGGTACCTGAGAGGTACCACGGGAGATTGTTTGTGCTTTGGAGGATCTGATCCAATCTTGAAGGGCTATACAGATGCTGATATGGCAGGTGACA
TTGACAACAGAAAATCCAGTACTGGATATTTGTTTACATTTTCAGGGGGAGCTATATCATGGCAGTCTAAGTTGCAAAAGTGCGTTGCACTTTCAACAACTGAAGCAGAGTACATTGCTGCTACA
GAAACTGGCAAGGAGATGATATGGCTCAAGCGATTCCTTCAAGAGCTTGGATTGCATCAGAAGGAGTATGTCGTCTATTGTGACAGTCAAAGTGCAATAGACCTTAGCAAGAACTCTATGTACCA
TGCAAGGACCAAACACATTGATGTGAGATATCATTGGATTCGAGAAATGGTAGATGATGAATCTCTAAAAGTCTTGAAGATTTCTACAAATGAGAATCCCGCAGATATGCTGACCAAGGTGGTAC
CAAGGAACAAGTTCGAGCTATGCAAAGAACTTGTCGGCATGCATTCAAACTAGAAGACAGTGCTACCTCCTCTGGATGAATGAGACTGGAGGGGGAGATTGATGATGTCCATCTCATTGAAGAAG
TATTAGGCATGTGCCTAATAAGAGTTTTCTTTGGTTTGGTAGCCAACCTTGTTGACTTGGTTTGGTTGGTAGCCAACCTTGTTGAATCCTTGTTGGATTGGTAGCCAACTTTGTTGAATTGTGAA
AAATGTGTGTAAATTGTCAAATATTGTAGGCTTTAGAGGGTGAAGCTTTGGCTATAAAAGGAGAGCTTCAACTCTCATTTCTTCACACCAACAAAGAGAGAAAGAAAGAGTGAGGTTTCACAGAC
AAGGTATAAGAAAATAGTCTGTGAGGAAAATAGAGAGTGAGCGATATTGTAGTGAGGTGGGAATATCAAAAGAGGGTTATTTCTTTTGAGTGTTGTAGTGGTCTTTGGAGTATTTACCTCCGACC
TACAAAGTGTAAAATTCCTTACTATAGTGATATCAGTTGCTCCTCTCGGGGTCGTGGTTTTTTTTCCCTTATTCAGAAGGGTTTTCCACGTAAAAATCTTGGTGTCATTGTTACTCTTTTATTCT
TGTTAATTACCGTATCTCGGTGCTACATTATTATTCCGCTTTATTACCGTGAATATTATTTTGGTAAGGGGTTTATTCCCAACA

Abbildung A.t: Die Nukleotidsequenz des Retrotransposons Tnti. Die 5.334 bp lange Tnt1-Sequenz ist unter der
GenBank accession number X13777.1 verfiigbar.
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Mtr.9126:
ATGCAAACATCTCAGAACCATGAAATTTCTTACGGCTCTGACAGGTTCTACGTTGAGCCTGTGCAGAATCTCGAGTCGTATTGCTTACCCTCAATTGAGAATCTAGACAATTATTCTTCCTCTGA
TAACAGCTGCCAAACATTTTATCCTTCTCATCAAACTCTAGAACCATACAACACCCTTGAATCTGCTTCAACAAGCAACAACAGTTTACCTTACCAAAATTCTCCCTCTACTCACAGTTTTTCAC
CTAACAATAGTCCAGGTTCTACGTTAAGGCCGCAACATTCACTTGAATTTGTCAATGGTTCACCTGAGGAGGAGGATTCTTACTTGATATATCATGATCATGATGACCTAAGGCATAAGATGAGT
GAGCTGGAATCTGTTATGCGAGGACCTAACGTAGAGATGCTAGAGATGTATGATACCAAAGTTCAAGAAGAATCTGCTTCATTCTTATTAGAGGCAGAGAAGTGGAAGAAAAACGTGGAGATGGT
ATCTAGAGGGGATTTGAAAGAGATGCTTTATACTTGTGCAAAAGCAGTGGATGAGAATGATATCGAGACAATTGAATGGATGGTAACTGAGTTACGCAAAATAGTATCCGTTTCAGGCAGTCCAA
TTGAACGATTGGGAGCGTACATGTTGGAGGCACTTGTTTCAAAGATTGCCTCTTCTGGAAGTACAATCTACAAATCGTTAAAATGCAGCGAGCCTACTGGTAATGAACTGCTTTCCTACATGCAT
GTACTTTATGAAATATGTCCGTACTTTAAGTTTGGATACATGTCTGCAAATGGGGCCATTGCGGAAGCTATGAAGGAGGAAAATGAAGTCCATATAATTGATTTTCAGATTGGACAAGGAACTCA
GTGGGTGAGTCTAATCCAGGCTCTTGCTCGCCGCCCTGGAGGACCTCCAAAGATTAGAATAACAGGTATTGATGACTCTTATTCATCTAATGTCCGCGGTGGGGGCGTTGATATAGTAGGGGAAA
AGTTATTGACGCTTGCGCAGTCATGTCATGTACCCTTTGAGTTCCATGCTGTTAGAGTGTATCCTTCTGAAGTGCGACTCGAAGACTTTGAACTTCGACCTAATGAAGCTGTGGCGGTGAATTTT
GCCATTATGCTACACCATGTACCAGATGAAAGTGTGAACATTCATAATCATCGTGATAGGTTGCTGCGATTGGCTAAACACATGTCTCCTAAGGTGGTGACTCTAGTTGAGCAAGAATTCAACAC
CAATAACGCTCCGTTCTTGCAGCGTTTCCTCGAGACAATGAACTACTACTCAGCAGTTTATGAATCGATTGATGTTGTTCTTCCAAGGGATCACAAAGAGAGGATTAATGTCGAACAACATTGTT
TGGCTCGTGAAGTTGTGAACTTAGTAGCTTGCGAAGGGGAAGAAAGAGTGGAACGTCACGAGCTTCTGAGTAAGTGGAGAATGCGTTTCACGATGGCTGGATTTACGCCTTATCCATTGAGCTCC
TTCATCAATTCTTCAATCAAGAATCTTCTCGAGAGCTACCGTGGACATTACACCCTAGAAGAGAGAGATGGTGCACTGTTTCTTGGTTGGATGAATCAAGATCTTATTGCTTCTTGTGCTTGGAG
ATGAAAAATATAATGACAGTTCAGTTTTGTTACTGCAGGTTTTTATGTTAGGCTATATGTATCATCATCCTATTTAGATTTACTCTTTTTATTATACTCAAATAACTGTTTTGTAAAAGAGCATC
CTAAAACTTTGTCACAAATACTAGTAACAGGCCTGATGGATTATATATGCAGAATTTGTCT

Mtr.9513:
ATTCTCATAAAAAGAGACATATATATACACATAATGGGGAGAAGAAAGTGTTCACATTGTGGTAAGATAGGACATAATTGTAGGACATGCACATCCTGCACCCTTGGAGGACTTCGTCTCTTTGG
GGTCCAACTATCATCTTCCTCCTCCTCATCATCATCTAGTAACATGATCAAGAAAAGCTTTAGCATGGATACCTTTCCCTCACCATCATCTCCATCTTCCTCATTCTCTTCATCAACATCATTAA
CCAATATTGATGAAAATCATTATCATAAATCCACTTCTAATATTGCTTATCTATCAGATTGTTTTATAGGTCCACCCCAAGAGAGAAAGAAAGGAGTTCCATGGACAGAAGAAGAGCACAGAATT
TCCTTGTTGGATTAGAGAAGCTAGGAAAAGGAGACTGGAGAGGAATCTCTAAAAACTTTGTCACTTCAAGAACTCCTACACAAGTTGCTAGCCATGCTCAAAAATACTTTCTCAGATTGGCTACT
ATCAACAAGAAGCGACGTTCAAGTCTCTTTGACTTGGCTGGGAGCAAGAAAACCAACACAAAAGACCAAGGGTATGCTAATTCAGTAGTAAATTTGGGGGATAAATTTGAGGATAAGTGTAAATG
TGAAGTTGAAATTAATGATGGCACCACTTTGTCCTACTTTAAACAAGAAGAAGAAGCCAAATCAGAAAAGCAAGAAAATACTAATTACTCTACAACTAATTGGCTATATGACTCTTCAAATTGTG
CAGCAGTGCCTAATTTGGACCTCACA

Mtr.10987:

GGTAGAGAGAGAACTAGTCTCATTGCTTCCACAAACGGTAGACTTTAGATCCAAAATACCACTACTCTTTCCTCCAAAACATGGCTTCAACCACCAAAGACTCAGATTTGGAATATTTGGAACAC
ATTCAACAATACCTTCTTTTTGATGATTCTAGCATGCTGAAATCTCATCAACCTTTTCCAAGCCCTAAAAGTGACAATGATTTAGACACAACTGTAGAGGCGCGTGAAGTAAGCATGCCTCCTGT
ATGGAAGCGGTACAAGGGAGTGAGGCGTAGGCCATGGGGGAAGTTCGCAGCTGAGATAAGAGATCCAAAAAAGAATGGTGCTAGAGTTTGGCTTGGAACGTATGTGACTGAGGAGGAAGCAGCTT
TGGCTTACGACAAAGCTGCTTTTAAGATGCGAGGCCGAAAGGCCAAGCTTAATTTTCCCCACCTCATTGGCTCTGATGTGTCTACATCTGAGCCAGAGAGGGGAGGTGGTTTTGAAAAGGGAATC
ACCCGAGCCTTCTTCTTCTTCATCGGAGGGAAGTTGTGAGTCAGTGTCACCAGGGTTGAAGAGGAGGAGGGGCATGGTTGACCTACTTAACAAATTAGCCAAGAATAGAAGCCAAGTAGCCACGG
TGGTTGGCGTTGAAAAGGCCTCACAAGCAAATGATTTTGAGCAGTGGGTGAATGAGTTGAATGATTGCACTCTAATCTAGAGCTCATAGTGTAGTTGCATTTATTTTATTTTTTCTTCTAATTTG
TGCAGTTTCCTAATATTTTTTTCATCACCCTTTTGATATTAATCAAGGCGTGATGTTAAGCAAAACAAAAACAATATGCTTTTGTTATTTTTCCAAAAATTTTCTTTGGATTTGATTTAAGTTGA
AGAAAAGGAT —_—

Mtr.25945:
AACCAATTAAATAGTGTTGGTGTGCGTCCAATTTTCACAAATTCCACTGCTCACACCCATCAATCATCATATATATCACCAGACACATAAGTTCTTTTGTGTTGGATCTCTAATTTCAATTTCTC
CCTCTAAGAGACAATAAACACAAGTTTTAAGGTTAAGGTTTGTGTCGGTTCAAAAAATGGGCAGAAAGTGCTCACATTGTGGAAACATAGGTCATAATTCAAGGACTTGTAATTCATTAAGAGGA
AGTGGTAGTTTTGTTGGAGTTAGACTTTTTGGTGTTCAACTTGATTTATCTTCTTCTTGTGTTTCCATGAAAAAGAGTTTTAGCATGGATTCTTTTCCTACTTCATCTTCTTCTCCTACTTCTTC
CTTTTCTTCTTCAAGATTAACCATTGATGATAGAGCCTCTATTGGTTATCTTTCAGATGGTCTCATAGTTCGTACACAAGAAAGGAAAAAAGGAGTTCCATGGACAGAAGAAGAGCATAGAAAAT
TCCTTGTTGGACTTGAGAAGCTTGGAAAAGGAGATTGGAGGGGTATCTCTAGAAACTATGTGACTACAAGAACACCAACACAAGTTGCAAGCCATGCTCAAAAGTATTTTATTCGACTTGCAACC
TTGAATAAGAAGAAGAGACGTTCAAGTCTCTTTGACATGGTTGGTAGTGGCAAGACAAACAAAACAGTTGATCCAAATAACAGTTCTAAAAGCAAGTCAGGAGATTCAGTTTGTAGACATGATCA
TGAAGTTGAGAAAGATGCAACTTTGTCACTACTAATAAACTCACTTCAACAACAAACCAAATCAGATGATTATGATATGCAAAAAATTGAAGATGATTCTGAAGAAGCAGAACATAAAGATGTTC
CAGATTGGCTACATCCTCTAACAAAGTCTTTAAATATGACATTGGTGATACCAAATTCTTCAAATGTAGCACCACCTGATCTTGAACTAACTCTGGCAGGGTCTAAGTCAAATAACATGGAACAA
GATAAAACATCATCAAGTTCATTTCTTATTGGGCCAATTAGTGTCACTTAATTAGCTTAAATTATTATAAAATGTTTATATATTACTCCTTATGTATGTAATTTATGAAGAAAAATTTTGTTTTT
ATTTACCTGTCATTTTTTTTAAAGTGTAGTGCAAATTAACTAATAGTTTGAACTATGATATGTAATGCAAAGAAAGAAATAAGTGGAA

Mtr.32288:

TGTGGTAACTGCAAACCTTTATATTACGACAAAATATGGTTGCAATGCCGGAGACCACAAAATCATCTATAGACTATAGTGTGCCGCAATTTAAAACCACGGCGGTTAATTATTATCTGATTGTT
TGTTATGGTTAGTTAAGAATGATTTTTTTGTTTGCACAGGCTGTTTGGCCTCACAGTGGTCACTATCGTCCGACAGAAGAGAATTTTAAGGAATTTATTTCATTTCTGGAGGAGAACAATGTGGA
CCTTTCTAATGTCAAGGTATTATAATTTAAAGGCTTTAGAAATCTTTTTAGGGATTTGAAATTTGCATCTGTTTAAAAAATGTGAGAACATACTCTAAGGAAATTCTACTTGCTATATGCAGATG
GCTCCAGTTAATGATGGAGTCCACTCATCTGAAGAGGACTTAACTGGGAACATGAGTGGCTTGGAGGATGAATAGGCTACTTTTGAAGACTCAATTATAGACAAGGTCAATTTGATTAAAATTGA

GAGTGAGTCTATACACCTAAGACAGGAAATTCCAAAATTTTGGAAGAGAACTGAATTAGAATAAACTAATCTGTCTCCAGAAATTGGTTTGTACTGACTCAAGAGACAC

Mtr.37966:
GATTACTGACAGGTACAATTTCAACAATCAAGAGCCAACAGTTGAAGAAAGCATCCAATTTTAACGGTTGGACAATAAAATAAACTAATAGATGCAAGGTACACAAAAAGCACATGGTTTCTATA
CCATGTTAGTAGTTAAAGAATATATTCTTCTGGAAACAATTGTTAATGGTTATATATACATGGAAGGATCCAACTCTTCTCATCAAATCACAAGCATTTGCAAACACAAAACTATATTTGTCAAT
ACAAACTACCTTCCATTTTTTACATCAAGTTGAAGAGAAAAATGAGTGTGGAAATTTTGGATGGTGCCACAATTGTCCACTTCCTTGAAGATGAAGAAGCATTTAATAGCTCGGTAGGAAATCGG
TTCGCTCGCCTCGACACAAACAACGACGGTCTTCTCTCCTATGAAGAGATGTTGAAGGAGCTCCGGAGCTTGAGGATTTTTGAAACACACTTTGGTATTGATGTGGATTCAGACCCAAATGAGCT
TGCTCGTGTTTATGAATCTTTGTTCATACAATTCGATCACAACTTGAATGGCACAATTGATTTGGAAGAATTCAAGAAGGAAACTAAGCAGATGATGCTTGCAATGGCAGATGGGATGGGTTTCA
TGCCAATTCAAATGGTCTTGGAAGAAGACAGCATCCTCAAAAAAGCTGTTGAAATTGACTCTAATAAAGTGGCAGCGTAAATACTATTTTGAGATTTAACCAAGTATTCTAGTATTTTTAACATT
TTGTTTGTTATTATTATAATTACCACTGGTTTTTTTTGTTATGAATTCCCAACGTCTACAAGAAATAACAAAAAAATATTTTGAG

Mtr.43223:
CACGAGGTCCAAATCCAAATCATAATAGTCCTTAGGTGAGATTTAGGTGAAGTTAAAGACTCTTCTCTTCTTCTTGAGTTGAAAGAAGCAACCACCACCAATCCAGTTTCTAACTCAAATACACA
AGCAACAGGTTCTGTTTCTTAAATACATTTCTCAACTGTAGTTGGTGATCATTTTTGCATCTAGCTGATTGCCAAAATGGTGATTCCTCATAAATCTTCTGCATAACTAGGGACTAACTAGTCAA
CCAGTTCTCTGTTGGGAATAACCTTTTTTCTTTACGATAAGATTGACTACTTGCTATTCCAATTTCCTTTTCCGGCTGAGTAAATAATTATTTCAAGATGCAAATGTCTCAGCAAAGGCCAAATT
CATCTGGTCTCGGTTTCTATCACCAACCTGCTCAGGGCATTTACCTACAAACCAATCTATGTGGTGATAGAGATGGTAGCAGCAGCCAGGGAACTGATCTTTCTTTCGAAACCTACAAGCCGCAA
CGCTTCACCCTGGAATCATACCCAGAAATCACCGGTTTCATTGACTGTGATTCTCCTTCCTATGCCAGTGTATCCTCTAACAGGACTCCATTTTCTCCACAAGAGTCTCAATCATGCCATTCAGA
TCACCACCAATCACCTGACAACACCTATGGATCCCCGATAAGTGGTATGTCCAGTGTTGACGATGGGAATGATTTGAAGCACAAACTTAGAGAAATAGAGAATTCATTGTTGGGGCCTGAGGATT
TTGATATTGTTGACAGTTACGGCAGCTGCATGGAGACTAACCTCCACGGAGCATCTCCATCAGCTAAATATAATTGGGATCTGATTGCTGAAAACATTCCAAAGCTTGACATGAAAGAAGTCCTC
TTGCTATGTGCACAAGCTGTCTCTGATGGTGATATTCCAACAGCAAGAGGCTGGATGGACAATGTATTGGTGAAGATGGTATCGGTTGCTGGCGATCCAATCCAGAGGTTAAGTGCTTACTTGTT
GGAAGGGCTTAGAGCAAGATTAGAATTGTCTGGAAGCTTGATCTACAAGTCGTTGAAATGTGAACAACCAACGAGCAAAGAGCTAATGACTTACATGCACATGCTGTATCAGATTTGTCCATATT
TTAAGTTTGCATACATATCTGCAAATGCTGTTATTTCTGAAGCAATGGCAAATGAATCCAGGATTCATATAATTGATTTCCAAATCGCACAGGGAACACAATGGCAAATGCTTATTGAAGCGCTC
GCACGTAGGCCCGGTGGACCACCTTTTATTCGAATAACAGGGGTCGATGATTCACAATCATTTCATGCGCGCGGTGGAGGACTTCAGATTGTAGGAGAACAACTTTCAAACTTTGCCAGGTCTCG
TGGAGTTCTGTTTGAGTTCCACAGCGCTGCAATGTCCGGTTGCGAAGTTCAACGTGAAAATCTTAGAGTTAGTCCTGGAGAAGCCCTCGCCGTAAATTTTCCCTTTAGTTTGCACCATATGCCGG
ATGAAAGTGTAAGCATAGAGAATCATAGAGACAGATTGTTGAGATTGGTTAAGAGTTTGTCGCCAAAGGTTGTTACCCTTGTTGAGCAAGAATCCAACACAAATACTTCTCCTTTCTTTCAAAGG
TTTGTGGAGACAATGGATTTTTACACAGCTATGTTTGAATCAATAGATGTTGCTTGCACCAAAGACGATAAGAAGCGGATTAGTGTGGAGCAGAACTGTGTGGCACGGGACATTGTCAACATGAT
AGCCTGTGAGGGGATTGAGAGGGTGGAGAGGCATGAAGTTTTTGGGAAGTGGAGGTCGAGATTTTCCATGGCAGGATTTAGACAATGCCAATTGAGTTCTTCAGTGATGCATTCTGTCCAAAATA
TGTTGAAGGACTTCCATCAAAATTATTGGCTTGAACATAGAGATGGTGCTCTCTATCTTGGTTGGATGAAAAGAGCTATGGCCACTTCTTCTGCTTGGATGTGTTAGGTGTAACTGACCTTTATT
TTTCGTTACCTGTTTTACTAGTACCTTAGTATTAGCATAATGTATGGTATCCAAAGTTTTTCCATATATAAACTTTGAGATTTAGCTCTATTTCCAACATGTTCCTTTTAGCAGGTTATTATGTA
GTCTGCAGAATCTCAACTTTTTGTAAATGTCAATTCTGAAATGAAGGAAAATGTGAGATTTACTTATTTAACTGATTGAGATGAGTAACGTACTCATTTTGCTTTCTTGTTT

Abbildung A.2: Ubersicht der als RNAi-Targetsequenzen gewihite Sequenzbereiche der Gene Mtr.9126, Mtr.9513,
Mtr.10987, Mtr.32288, Mtr.37966 und Mtr.43223. Dargestellt sind die EST-Sequenzen der Gene Mtr.9126, Mtr.9513,
Mtr.10987, Mtr.32288, Mtr.37966 und Mtr.43223, in denen die gewahlten RNAi-Targetsequenzen rot markiert sind und
die fir den Nachweis des RNAi-Effekts mittels real time RT-PCR gewahlten Bereiche blau markiert sind. Die
entsprechenden Primerbindestellen sind jeweils unterstrichen.
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Abbildung B.1: Darstellung des Kloniervektors pKi8 (Pridmore et al., 1987). Der Vektor tragt zur Replikation den
Replikationsursprung pMB1ori und zur Selektion ein Kanamycin-Resistenzgen (kan). Die MCS (multiple cloning site) wird
von dem lacZ-a-Komplement umfasst, wodurch der Vektor blau-weil selektionierbar ist. Alle

relevanten
Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet.
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Abbildung B.2: Darstellung des Kloniervektors pGUSINT (Kiister et al., 1995). Der Vektor tragt zur Replikation den
Replikationsursprung oriV und zur Selektion ein Ampicillin-Resistenzgen (Ap"). Die MCS (multiple cloning site) liegt

unmittelbar vor dem intronhaltigen gusA-Gen (gusAint) mit 35S Terminator (35S Term). Alle relevanten
Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet.
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Abbildung B.3: Darstellung des bindren Vektors pRedRoot (Limpens et al., 2003). Der Vektor trégt zur Selektion ein
Kanamycin-Resistenzgen (Km") und das dsRed-Gen unter Kontrolle des Ubiquitin-Promotors (Pubi). Die MCS (multiple
cloning site) und die dsRed-Kassette liegen zwischen der fir den Agrobakterien-vermittelten Gentransfer wichtigen
right border (RB) und left border (LB). Alle relevanten Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet.
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Abbildung B.4: Darstellung des Gateway®-Kloniervektors pDONR ™221 (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland). Der
Vektor tragt zur Replikation den pUC Replikationsursprung (pUC ori) und zur Selektion ein Kanamycin-Resistenzgen.
Zudem tragt er die fiir die Rekombination wichtigen attP-sites die ein ccdB-Gen und ein Chloramphenicol-Resistenzgen
(Cm®) flankieren. T1: Terminator 1; T2: Terminator 2; M13 Forward: Bindestelle fiir den M13 Forward Sequenzierprimer;
M13 Reverse: Bindestelle fiir den M13 Reverse Sequenzierprimer (Quelle: Invitrogen, Darmstadt, Deutschland).
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Abbildung B.5: Darstellung des bindren Vektors pK7GWIWG2(1I) (Limpens, Wageningen University & Research Center,
Wageningen, Niederlande). Der Vektor trégt zur Selektion ein Spectinomycin-Resistenzgen (Sm/SpR) und ein
Kanamycin-Resistenzgen (Kan). Zwischen der fiir den Agrobakterien-vermittelten Gentransfer wichtigen right border
(RB) und left border (LB) liegen unter der Kontrolle des p35S-Promotors (p35S) zwei invers orientierte und von attR-
sites flankierte ccdB-Gene getrennt durch ein Intron mit Chloramphenicol-Resistenzgen (CmR). Relevante
Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Vektor tragt zusdtzlich
zwischen dem Kanamycin-Resistenzgen und dem 35S-Terminator (T35S) noch eine dsRed-Reportergenkassette, die in
der Vektorkarte nicht eingezeichnet ist (Quelle: Karimi et al., 2005).
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Tabelle C.1: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit analysierten Medicago GeneChip Hybridisierungen zur Auswahl von
Kandidatengenen der frithen Signaltransduktion der arbuskuldren Mykorrhiza in Medicago truncatula. Angegeben sind
die GeneChip ID sowie eine Kurzbeschreibung der Behandlung des fiir die GeneChip Hybridisierungen verwendeten
biologischen Materials und der entsprechenden Referenz. Abkiirzungen: WT: Wildtyp; dpi: days past inoculation; PPA:
prepenetration apparatus; VGP: Vivienne Gianinazzi-Pearson, Institut national de la recherche agronomique (INRA),
Dijon, Frankreich, unpublizierte Daten; NH: N. Hohnjec, Leibniz Universitdt Hannover, Hannover, Deutschland,
unpublizierte Daten; CH: Hogekamp et al.(2011); GO: Ortu et al. (2012)

GeneChip ID Behandlung Referenz
MtGeneChipooo1 M. truncatula WT Js5 5 dpi mit C. intraradices (1. biologisches Replikat) VGP
MtGeneChip0o002 M. truncatula WT Js5 5 dpi mit G. intraradices (2. biologisches Replikat) VGP
MtGeneChipo003 M. truncatula WT J5 5 dpi mit G. intraradices (3. biologisches Replikat) VGP
MtGeneChipo004 M. truncatula WT J5 nicht-mykorrhiziert (1. biologisches Replikat) VGP
MtGeneChipooos M. truncatula WT Js nicht-mykorrhiziert (2. biologisches Replikat) VGP
MtGeneChipo006 M. truncatula WT Js nicht-mykorrhiziert (3. biologisches Replikat) VGP

M. truncatula dmi3-Mutante 5 dpi mit G. intraradices (1. biologisches VGP
MtGeneChipoo19 Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 5 dpi mit G. intraradices (2. biologisches VGP
MtGeneChip0020 Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 5 dpi mit G. intraradices (3. biologisches VGP
MtGeneChip0021 Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante nicht-mykorrhiziert (1. biologisches VGP
MtGeneChipo022 Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante nicht-mykorrhiziert (2. biologisches VGP
MtGeneChip0023 Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante nicht-mykorrhiziert (3. biologisches VGP
MtGeneChip0024 Replikat)
MtGeneChipoo25 M. truncatula WT A17 6 h Kontrollinkubation (1. biologisches Replikat) NH
MtGeneChipoo41 M. truncatula WT A17 6 h Kontrollinkubation (2. biologisches Replikat) NH
MtGeneChip0026 M. truncatula WT A17 6 h Kontrollinkubation (3. biologisches Replikat) NH
MtGeneChip0042 M. truncatula WT A17 24 h Kontrollinkubation (1. biologisches Replikat) NH
MtGeneChipoo27 M. truncatula WT A17 24 h Kontrollinkubation (2. biologisches Replikat) NH
MtGeneChip0028 M. truncatula WT A17 24 h Kontrollinkubation (3. biologisches Replikat) NH

M. truncatula dmi3-Mutante 6 h Kontrollinkubation (1. biologisches NH
MtGeneChipoo4s Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 6 h Kontrollinkubation (2. biologisches NH
MtGeneChipo033 Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 6 h Kontrollinkubation (3. biologisches NH
MtGeneChip0034 Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 24 h Kontrollinkubation (1. biologisches NH
MtGeneChip0o035 Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 24 h Kontrollinkubation (2. biologisches NH
MtGeneChipo036 Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 24 h Kontrollinkubation (3. biologisches NH
MtGeneChipo046 Replikat)

M. truncatula WT A17 6 h Inkubation mit filtriertem Uberstand gekeimter | NH
MtGeneChipo029 G. intraradices Sporen (1. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 6 h Inkubation mit filtriertem Uberstand gekeimter | NH
MtGeneChip0030 C. intraradices Sporen (2. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 6 h Inkubation mit filtriertem Uberstand gekeimter | NH
MtGeneChip0043 C. intraradices Sporen (3. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 24 h Inkubation mit filtriertem Uberstand NH
MtGeneChipo044 gekeimter G. intraradices Sporen (1. biologisches Replikat)
MtGeneChipo031 M. truncatula WT A17 24 h Inkubation mit filtriertem Uberstand NH
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gekeimter G. intraradices Sporen (2. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 24 h Inkubation mit filtriertem Uberstand NH
MtGeneChipoo32 gekeimter G. intraradices Sporen (3. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 6 h Inkubation mit filtriertem Uberstand NH
MtGeneChipo037 gekeimter G. intraradices Sporen (1. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 6 h Inkubation mit filtriertem Uberstand NH
MtGeneChipo047 gekeimter G. intraradices Sporen (2. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 6 h Inkubation mit filtriertem Uberstand NH
MtGeneChipo038 gekeimter G. intraradices Sporen (3. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 24 h Inkubation mit filtriertem Uberstand NH
MtGeneChipoo4o0 gekeimter G. intraradices Sporen (1. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 24 h Inkubation mit filtriertem Uberstand NH
MtGeneChipo039 gekeimter G. intraradices Sporen (2. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 24 h Inkubation mit filtriertem Uberstand NH
MtGeneChip0o048 gekeimter G. intraradices Sporen (3. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 6 h Inkubation mit gekeimten G. intraradices NH
MtGeneChipoo5s2 Sporen (1. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 6 h Inkubation mit gekeimten G. intraradices NH
MtGeneChipo053 Sporen (2. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 6 h Inkubation mit gekeimten G. intraradices NH
MtGeneChipo054 Sporen (3. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 24 h Inkubation mit gekeimten G. intraradices NH
MtGeneChipooss Sporen (1. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 24 h Inkubation mit gekeimten G. intraradices NH
MtGeneChipoos6 Sporen (2. biologisches Replikat)

M. truncatula WT A17 24 h Inkubation mit gekeimten G. intraradices NH
MtGeneChipoos7 Sporen (3. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 6 h Inkubation mit gekeimten G. intraradices | NH
MtGeneChipo058 Sporen (1. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 6 h Inkubation mit gekeimten G. intraradices | NH
MtGeneChipoos9 Sporen (2. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 6 h Inkubation mit gekeimten G. intraradices | NH
MtGeneChipo060 Sporen (3. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 24 h Inkubation mit gekeimten G. NH
MtGeneChipo061 intraradices Sporen (1. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 24 h Inkubation mit gekeimten G. NH
MtGeneChipo062 intraradices Sporen (2. biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante 24 h Inkubation mit gekeimten G. NH
MtGeneChipo063 intraradices Sporen (3. biologisches Replikat)
MtGeneChip0148 M. truncatula WT A17 28 dpi mit C. intraradices (1. biologisches Replikat) | CH
MtGeneChipo149 M. truncatula WT A17 28 dpi mit G. intraradices (2. biologisches Replikat) | CH
MtGeneChipo150 M. truncatula WT A17 28 dpi mit G. intraradices (3. biologisches Replikat) | CH
MtGeneChipo151 M. truncatula WT A17 28 dpi mit G. mossae (1. biologisches Replikat) CH
MtGeneChipo152 M. truncatula WT A17 28 dpi mit G. mossae (2. biologisches Replikat) CH
MtGeneChipo153 M. truncatula WT A17 28 dpi mit G. mossae (3. biologisches Replikat) CH
MtGeneChipo154 M. truncatula WT A17 gediingt mit 20 uM P (1. biologisches Replikat) CH
MtGeneChipo1s5 M. truncatula WT A17 gediingt mit 20 uM P (2. biologisches Replikat) CH
MtGeneChipo156 M. truncatula WT A17 gediingt mit 20 uM P (3. biologisches Replikat) CH
MtGeneChipo1s7 M. truncatula WT A17 gediingt mit 20 mM P (1. biologisches Replikat) CH
MtGeneChipo158 M. truncatula WT A17 gediingt mit 20 mM P (2. biologisches Replikat) CH
MtGeneChipo159 M. truncatula WT A17 gediingt mit 20 mM P (3. biologisches Replikat) CH

M. truncatula WT A17 PPA-Bildung mit G. intraradices (1. biologisches GO
MtGeneChipo163 Replikat)

M. truncatula WT A17 PPA-Bildung mit G. intraradices (2. biologisches GO
MtGeneChipo164 Replikat)

M. truncatula WT A17 PPA-Bildung mit G. intraradices (3. biologisches GO

MtGeneChipo165

Replikat)
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M. truncatula dmi3-Mutante Apressorien-Bildung mit G. intraradices (1. GO
MtGeneChipo166 biologisches Replikat)
M. truncatula dmi3-Mutante Apressorien-Bildung mit G. intraradices (2. GO

MtGeneChipo167 biologisches Replikat)

M. truncatula dmi3-Mutante Apressorien-Bildung mit G. intraradices (3. GO
MtGeneChip0168 biologisches Replikat)

MtGeneChipo169 M. truncatula WT A17 Kontrolle (1. biologisches Replikat) GO
MtGeneChipo170 M. truncatula WT A17 Kontrolle (2. biologisches Replikat) GO
MtGeneChipo171 M. truncatula WT A17 Kontrolle (3. biologisches Replikat) GO
MtGeneChipo172 M. truncatula dmi3-Mutante Kontrolle (1. biologisches Replikat) GO
MtGeneChip0o173 M. truncatula dmi3-Mutante Kontrolle (2. biologisches Replikat) GO
MtGeneChipo174 M. truncatula dmi3-Mutante Kontrolle (3. biologisches Replikat) GO
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Abbildung C.2: Die relative Expression der AM-Markergene GicTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A) und MtPT4 (B) in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die
mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.20292 gerichteten RNAI-
Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.20292 (graue Balken) generiert wurden nach 21 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices.
Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro
Probe. Die dargestellten Fehlerbalken représentieren den entsprechenden Standardfehler (Quelle: modifiziert nach
Schaepe, 2011).
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Abbildung C.3: Die relative Expression von GmTEFa, MtPT4, MtBCP1 und MtANN2 in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF4499. Dargestellt ist
die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von GmTEFa (A), MtPT4 (B), MtBCP1 (C) und MtANN2 (D) in
M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln (schwarze Balken) und in Wurzeln der Nachkommen der Tnt1-Insertionsmutanten
NF4499#1 (dunkelblaue Balken), NF4499#4 (mittelblaue Balken) und NF4499#13 (hellblaue Balken) nach 35 Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je
zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden
Standardfehler.
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Abbildung C.5: Die relative Expression der AM-Markergene GiaTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A) und MtPT4 (B) in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die
mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.12220 gerichteten RNAI-
Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.12220 (graue Balken) generiert wurden nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices.
Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro
Probe. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den entsprechenden Standardfehler (Quelle: modifiziert nach

Schaepe, 2011).
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Abbildung C.6: Die relative Expression von GiaTUB, MtPT4 und MtBCP1 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten

Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF8500. Dargestellt ist die mittels real

time RT-PCR gemessene relative Expression von GiaTUB (A und B), MtPT4 (C und D) und MtBCP1 (E und F) in M.
truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln (schwarze Balken) und in Wurzeln der Nachkommen der Tntt-Insertionsmutante

NF8710#3 (graue Balken) nach 14 (A, Cund E) bzw. 28 (B, D und F) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den

dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die

dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.
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Abbildung C.7: Die relative Expression von GiaTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Medicago
truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnt1-Insertionsmutanten der Linie NF8710. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A und B) und MtPT4 (C und D) in M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln
(schwarze Balken) und in Wurzeln der Nachkommen der Tnti-Insertionsmutante NF8710#3 (graue Balken) nach 14 (A
und C) bzw. 28 (B und D) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen
handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten Fehlerbalken
reprdsentieren den entsprechenden Standardfehler.
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Abbildung C.8: Die relative Expression von Mtr.49618 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-
Waurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.49618 in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem Kontrollkonstrukt pK7GWIWG2:GUS
(schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.49618 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.49618 (graue Balken)
generiert wurden nach o (A) bzw. 28 (B) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen
Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).
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Abbildung C.9: Die relative Expression von Mtr.9126 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-
Waurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.9126 in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt
pK7GWIWG2(I1) (schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.9126 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2: Mtr.9126
(graue Balken) generiert wurden. Die Anzucht erfolgte wahlweise in Seramis® Substrat (A und B) oder steril auf
Schragagarplatten (C und D), wonach ein Teil der Pflanzen fiir 21 (D) bzw. 28 Tage (B) mit G. intraradices mykorrhiziert
wurde, wahrend die Ubrigen Pflanzen (A und C) ohne Symbiosepartner angezogen wurden. Bei den dargestellten
relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.
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Abbildung C.10: Die relative Expression von GmTEFa, MtPT4 und MtBCP1 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative
Expression von GmTEFa (A), MtPT4 (B) und MtBCP1 (C) in unabhangigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem
empty vector control Konstrukt pK7GWIWG2(ll) (schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.9126 gerichteten RNAI-
Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.9126 (graue Balken) generiert wurden nach 21 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices.
Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro
Probe. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.
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time RT-PCR gemessene relative Expression von GiaTUB (A und B), MtPT4 (C und D) und MtBCP1 (E und F) in M.
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Abbildung C.12: Die relative Expression von Mtr.25945 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-
Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.25945 in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt
pK7GWIWG2(11) (schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.25945 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.25945
(graue Balken) generiert wurden nach o (A) bzw. 28 (B) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den
dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die
dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.
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Abbildung C.13: Die relative Expression von GmTEFa und MtPT4 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll-
und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression
von GmTEFa (A) und MtPT4 (B) in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control
Konstrukt pK7GWIWG2(ll) (schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.25945 gerichteten RNAi-Konstrukt
pK7GWIWG2:Mtr.25945 (graue Balken) generiert wurden nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den
dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die
dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.
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Abbildung C.14: Die relative Expression von Mtr.38547 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-
Waurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.38547 in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS
(schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.38547 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2: Mtr.38547 (graue Balken)
generiert wurden nach o (A) bzw. 21 (B) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen
Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten
Fehlerbalken représentieren den entsprechenden Standardfehler (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).
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Abbildung C.15: Die relative Expression der AM-Markergene GiaTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A) und MtPT4 (B) in unabhangigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die
mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.38547 gerichteten RNAi-
Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.38547 (graue Balken) generiert wurden nach 21 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices.
Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro
Probe. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler (Quelle: modifiziert nach
Schaepe, 2011).
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Abbildung C.16: Die relative Expression von GiaTUB und MtPT4 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Medicago
truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF11581. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR
gemessene relative Expression von GiaTUB (A und B) und MtPT4 (C und D) in M. truncatula R108 Wildtyp-Wurzeln
(schwarze Balken) und in Wurzeln der Nachkommen der Tntt-Insertionsmutante NF11581#4 (graue Balken) nach 14 (A
und C) und 28 (B und D) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen
handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten Fehlerbalken
reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.
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Anhang zu Abbildung C.18: Die relative Expression von Mtr.7264 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll-
und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression
von Mtr.7264 in unabhangigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS
(schwarze Balken) sowie dem gegen Mtr.7264 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:MtGrast (graue Balken)
generiert wurden nach o (A) bzw. 28 (B) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen
Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten
Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).
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Abbildung C.19: Die relative Expression verschiedener AM-Markergene in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real-time RT-PCR gemessene relative
Expression von GiaTUB (A), MtPT4 (B), MtBCP1 (C), MtANN2 (D), MtHAT1 (E), MtENOD11 (F), MtCBF1 (G) und MtCBF2 (H) in
unabhangigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (schwarze Balken)
sowie dem gegen Mtr.7264 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:MtGras1 (graue Balken) generiert wurden 28
Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte
aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den entsprechenden

Standardfehler (Quelle: modifiziert nach Schaepe, 2011).
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Abbildung C.20: Die relative Expression von Mtr.10987 in mit Myc- und Nod-LCOs behandelten Medicago truncatula
Waurzeln. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von Mtr.10987 nach einer 6-
stiindigen (A) und 24-stindigen (B) Behandlung mit 10® M sMyc-LCOs (sMyc), 107 M nsMyc-LCOs (nsMyc), einer
Mischung aus 10® M sMyc- und 107 M nsMyc-LCOs (s/nsMyc), 10 M Nod-LCOs (Nod) sowie entsprechenden Kontrollen
(Kontr. Myc und Kontr. Nod). Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je drei
technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten Fehlerbalken reprédsentieren den entsprechenden Standardfehler.
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Abbildung C.22: Die relative Expression von Mtr.10987 in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-
Waurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative Expression von
Mtr.10987 in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt
pK7GWIWG2(11) (schwarze Balken: EVC) sowie dem gegen Mtr.10987 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:
Mtr.10987 (graue Balken: RNAi) generiert wurden nach o (A) bzw. 28 (B) Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei
den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe.
Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren den entsprechenden Standardfehler.
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Abbildung C.23: Die relative Expression verschiedener AM-Markergene in mit Glomus intraradices mykorrhizierten
Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Dargestellt ist die mittels real time RT-PCR gemessene relative
Expression von GmTEFa (A), GiaTUB (B), MtPT4 (C), MtBCP1 (D), MtANN2 (E) und MtHA1 (F) in unabhéngigen, transgenen
M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt pK7GWIWG2(1l) (schwarze Balken: EVC 2-8) sowie
dem gegen Mtr.10987 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.10987 (graue Balken: RNAi_2-10) generiert wurden
nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Bei den dargestellten relativen Expressionen handelt es sich um
Mittelwerte aus je zwei technischen Replikaten pro Probe. Die dargestellten Fehlerbalken reprdsentieren den
entsprechenden Standardfehler.
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Anhang D: Mykorrhizierungsdaten

Tabelle D.1 (Seite 234 links): Die Kolonisationsrate und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus
intraradices mykorrhizierten Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF4499.
Aufgelistet ist das mittels der gridline intersections Methode bestimmte Auftreten verschiedener AM-Pilzstrukturen in
M. truncatula R108 Wildtyp-Pflanzen und in Nachkommen der Tnti-Insertionsmutanten NF4499#1, NF4499#4 und
NF4499#13 nach 35 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices und anschlieBender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488.
Bei den ausgezahlten Pilzstrukturen wurde zwischen einer Kolonisation mit externen Hyphen (EH), mit internen
Hyphen (IH), mit externen und internen Hyphen (EH/IH), mit externen und internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln
(EH/IH/AV), mit externen und internen Hyphen und Arbuskeln (EH/IH/A), mit internen Hyphen und Arbuskeln (IH/A), mit
internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln (IH/A/V), mit externen und internen Hyphen und Vesikeln (EH/IH/V), mit
internen Hyphen und Vesikeln (IH/V), sowie nicht mykorrhizierten Wurzeln unterschieden. Signifikante Unterschiede
zwischen Wildtyp-Kontrollen und Insertionsmutanten sind folgendermafRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und
*¥%*% p < 0,01.

Tabelle D.2 (Seite 234 rechts): Die Kolonisationsrate und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus
intraradices mykorrhizierten Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF8500.
Aufgelistet ist das mittels der gridline intersections Methode bestimmte Auftreten verschiedener AM-Pilzstrukturen in
M. truncatula R108 Wildtyp-Pflanzen und in Nachkommen der Tntt-Insertionsmutanten NF8500#7 nach 14 und 28 Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices und anschliefender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei den ausgezahlten
Pilzstrukturen wurde zwischen einer Kolonisation mit externen Hyphen (EH), mit internen Hyphen (IH), mit externen
und internen Hyphen (EH/IH), mit externen und internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln (EH/IH/A/V), mit externen und
internen Hyphen und Arbuskeln (EH/IH/A), mit internen Hyphen und Arbuskeln (IH/A), mit internen Hyphen, Arbuskeln
und Vesikeln (IH/A/V), mit externen und internen Hyphen und Vesikeln (EH/IH/V), mit internen Hyphen und Vesikeln
(IH/V), sowie nicht mykorrhizierten Wurzeln unterschieden. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und
Insertionsmutanten sind folgendermafen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Tabelle D.3 (Seite 235 links): Die Kolonisationsrate und die Anteile verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus
intraradices mykorrhizierten Medicago truncatula Wildtyp-Pflanzen und Tnti-Insertionsmutanten der Linie NF8710.
Aufgelistet ist das mittels der gridline intersections Methode bestimmte Auftreten verschiedener AM-Pilzstrukturen in
M. truncatula R108 Wildtyp-Pflanzen und in Nachkommen der Tnt1-Insertionsmutanten NF8710#3 nach 14 und 28 Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices und anschliefender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei den ausgezahlten
Pilzstrukturen wurde zwischen einer Kolonisation mit externen Hyphen (EH), mit internen Hyphen (IH), mit externen
und internen Hyphen (EH/IH), mit externen und internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln (EH/IH/A/V), mit externen und
internen Hyphen und Arbuskeln (EH/IH/A), mit internen Hyphen und Arbuskeln (IH/A), mit internen Hyphen, Arbuskeln
und Vesikeln (IH/A/V), mit externen und internen Hyphen und Vesikeln (EH/IH/V), mit internen Hyphen und Vesikeln
(IH/V), sowie nicht mykorrhizierten Wurzeln unterschieden. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Kontrollen und
Insertionsmutanten sind folgendermafen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Tabelle D.4 (Seite 235 rechts): Das Auftreten verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus intraradices
mykorrhizierter Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Aufgelistet ist das mittels der gridline
intersections Methode bestimmte Auftreten verschiedener AM-Pilzstrukturen in unabhdngigen, transgenen M.
truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt pK7GWIWG2(1l) (EVC) sowie dem gegen Mtr.25945
gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.25945 (RNAi) generiert wurden nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G.
intraradices und anschlieBender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei den ausgezdhlten Pilzstrukturen wurde
zwischen einer Kolonisation mit externen Hyphen (EH), mit internen Hyphen (IH), mit externen und internen Hyphen
(EH/IH), mit externen und internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln (EH/IH/A/V), mit externen und internen Hyphen und
Arbuskeln (EH/IH/A), mit internen Hyphen und Arbuskeln (IH/A), mit internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln (IH/A/V),
mit externen und internen Hyphen und Vesikeln (EH/IH/V), mit internen Hyphen und Vesikeln (IH/V), sowie nicht
mykorrhizierten Wurzeln unterschieden. Signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und RNAi-Wurzeln sind
folgendermaRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.
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Tabelle D.5: Die Anzahl der Kontaktstellen mit externen Hyphen sowie die Anzahl und Lange von Infektionseinheiten
in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Aufgelistet ist die
Anzahl der Kontaktstellen mit externen Hyphen sowie die Anzahl und Lange (in mm) von Infektionseinheiten in
unabhéngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (Kontr.) sowie dem
gegen Mtr.7264 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:MtGras1 (RNAi) generiert wurden nach 7 Tagen
Mykorrhizierung mit G. intraradices. Am Ende der Tabelle sind zudem die jeweiligen Mittelwerte fiir Kontroll- und RNAi-

Wurzeln angegeben.

Kontaktstellen mit Infektions-
Probe externen Hyphen einheiten Lange der Infektionseinheiten [mm]
Kontr_1 3 (]
Kontr 2 0 (]
Kontr 3 7 2 2/1
Kontr 4 2 0
Kontr 5 24 13 0,1/1/ 0,5/ 0,5/ 0,2/ 7/1,5/1/1/ 2/ 8/ 0,5/ 5
Kontr_6 17 6 2,5/1/1,5/2/1/2,5
Kontr 7 29 3 0,1 0,1/ 1/ 0,1/ 0,1/ 0,1/ 0,1/ 5
Kontr 8 22 3 0,1/ 0,1/ 4,5
Kontr 9 1 0,2
Kontr 10 1 0,1
Kontr 11 26 9 2/ 1/ 2/ 0,2] 0,1/ 7/ 0,1/ 0,1] 0,1
Kontr 12 16 7 0,1/1/3,5/3/5/1/ 4
Kontr_13 15 9 2/ 6/ 4/ 31 4/ 2/ 0,5/ 3/1,5
Kontr_14 20 4 2/0,2/1,5/1
Kontr_15 18 8 2/ 4/5/ 4l 0,5/ 5/2] 5
Kontr 16 2 3 442
Kontr_17 15 5 0,1/ 4/3/0,1/1,5
Kontr 18 9 2 2/ 0,1
Kontr_19 6 3 0,2/3/1,5
Kontr 20 12 2 22,5
RNAI 1 [} 0
RNAi 2 1 0o
RNAi 3 1 0
RNAi 4 6 4 0,5/ 0,1/ 0,1/ 2,5
RNAi 5 18 6 0,1/ 1/5/3/1,5/ 0,5
RNAi 6 10 4 2,5/1/0,2/6
RNAi 7 9 0
RNAi 8 12 (]
RNAi 9 27 14 1/2/ 0,5/ 0,2/ 0,5/ 1/ 0,5/ 0,4/ 1/ 0,5/ 2/ 0,2/ 0,1/ 0,5
RNAi 10 13 14 8/3/ 0,2/ 3/ 15/ 3/ 2/ 5/ 2/ 2/ 5/ 6/ 5/ 0,1
RNAi 11 23 7 2,5/1/2/1/ 0,5/ 0,1/ 10
0,1/ 0,1/ 0,1/ 0,1/ 0,1/ 0,1} 0,1/ 5/ 10/ 5/ 1/ 3] 4/ 2/ 1/
RNAI 12 14 22 0,1/ 0,2/1/3/ 4/ 5/ 2
RNAI 13 0
RNAI 14 2 2/4
RNAI 15 24 5 0,5/1/0,4/1/3
RNAi 16 12 7 3/ 0,5/ 0,2/ 2/ 4/ 8/ 2,5
RNAi 17 2 2 3,5/5
RNAi 18 9 6 1/10/5/5/ 4/ 3
RNAi 19 5 4 5/ 7/ 2,5/ 0,1
RNAi 20 1 7 0,2/ 0,5/3/ 4/ 6/2/ 4
Mittelwert Kontr. 12,50 4,30 2,00
Mittelwert RNAI 11,20 5,20 2,50
t-Test Kontr. vs. RNAI 0,62 0,56 0,14
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Tabelle D.6 (Seite 238 links): Das Auftreten verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus intraradices
mykorrhizierter Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Aufgelistet ist das mittels der gridline
intersections Methode bestimmte Auftreten verschiedener AM-Pilzstrukturen in unabhdngigen, transgenen M.
truncatula Wurzeln die mit dem Kontroll-Konstrukt pK7GWIWG2:GUS (Kontr.) sowie dem gegen Mtr.7264 gerichteten
RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:MtGras1 (RNAi) generiert wurden nach 14 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices und
anschliefender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei den ausgezdhlten Pilzstrukturen wurde zwischen einer
Kolonisation mit externen Hyphen (EH), mit internen Hyphen (IH), mit externen und internen Hyphen (EH/IH), mit
externen und internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln (EH/IH/A/V), mit externen und internen Hyphen und Arbuskeln
(EH/IH/A), mit internen Hyphen und Arbuskeln (IH/A), mit internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln (IH/A/V), mit
externen und internen Hyphen und Vesikeln (EH/IH/V), mit internen Hyphen und Vesikeln (IH/V), sowie nicht
mykorrhizierten Wurzeln unterschieden. Signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und RNAi-Wurzeln sind
folgendermalien gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Tabelle D.7 (Seite 238 rechts): Das Auftreten verschiedener AM-Pilzstrukturen in mit Glomus intraradices
mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula. Aufgelistet ist das mittels der gridline
intersections Methode bestimmte Auftreten verschiedener AM-Pilzstrukturen in unabhdngigen, transgenen M.
truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt pK7GWIWG2(1l) (EVC) sowie dem gegen Mtr.10987
gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.10987 (RNAI) generiert wurden nach 28 Tagen Mykorrhizierung mit G.
intraradices und anschlieBender Farbung mit WGA-Alexa Fluor® 488. Bei den ausgezahlten Pilzstrukturen wurde
zwischen einer Kolonisation mit externen Hyphen (EH), mit internen Hyphen (IH), mit externen und internen Hyphen
(EH/IH), mit externen und internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln (EH/IH/A/V), mit externen und internen Hyphen und
Arbuskeln (EH/IH/A), mit internen Hyphen und Arbuskeln (IH/A), mit internen Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln (IH/A/V),
mit externen und internen Hyphen und Vesikeln (EH/IH/V), mit internen Hyphen und Vesikeln (IH/V), sowie nicht
mykorrhizierten Wurzeln unterschieden. Signifikante Unterschiede zwischen EVC- und RNAi-Wurzeln sind
folgendermaRen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.

Tabelle D.8 (Seite 239): Die Anzahl der Kontaktstellen mit externen Hyphen sowie die Anzahl und Linge von
Infektionseinheiten in mit Glomus intraradices mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln von Medicago truncatula.
Aufgelistet ist die Anzahl der Kontaktstellen mit externen Hyphen sowie die Anzahl und Lénge (in mm) von
Infektionseinheiten in unabhdngigen, transgenen M. truncatula Wurzeln die mit dem empty vector control Konstrukt
pK7GWIWG2(11) (EVC) sowie dem gegen Mtr.10987 gerichteten RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2:Mtr.10987 (RNAI) generiert
wurden nach 7 Tagen Mykorrhizierung mit G. intraradices. Am Ende der Tabelle sind zudem die jeweiligen Mittelwerte
fir EVCG- und RNAi-Wurzeln angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen EVC- und RNAi-Wurzeln sind
folgendermalen gekennzeichnet: * p < 0,1; ** p < 0,05 und *** p < 0,01.
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Kontaktstellen mit Infektions-
Probe externen Hyphen einheiten Linge Infektionseinheitn [mm]
EVC 1 2 2/1
EVC 2 7 1 2
EVC 3 0 )
EVC 4 0 [s]
EVC 5 7 1 1
EVC 6 1 0
EVC 8 4 2 0,5/ 1
EVC 9 3 14 1/1/2/1/1/1/ 3/ 0,5/ 1/ 1/ 1/ 2/ 1,5/ 0,5
EVC 10 10 1 10
EVC 11 2 1 0,5
EVC 12 5 3 1/1/ 2
EVC 13 0 1 1,5
EVC 14 9 9 0,5/ 2,5/1/ 1/ 1/ 1/ 1/0,5/ 2
EVC 15 8 9 0,5/3/ 3/ 0,5/ 0,5/ 4/3/5/ 6
EVC 16 6 5 1/ 4/0,5/1/2
EVC 17 8 6 3/2/1,5/2/3]2
EVC 18 4 2 5/1,5
EVC 19 6 2 2/ 0,2
EVC 20 0 0
EVC 21 3 1 6
EVC 22 5 0
EVC 23 16 3 0,2/2/1
EVC 24 0 [\)
EVC 25 1 2 0,2/2
EVC 26 3 3 2/10/1,5
EVC 27 0 1 2,5
EVC 28 5 1 1,5/ 1/ 1/ 0,5/ 0,2/ 3/1/ 1/ 2/ 1/ 0,5
RNAI 1 0 0
RNAI 2 0 [8)
RNAI 3 () 0
RNAI 4 4 1 1
RNAi 5 0 1 0,2
RNAi 6 0 0
RNAIi 7 0 0
RNAi 8 12 9 15/ 1/ 0,5/ 10/ 10/ 1/ 1/ 1/ 1,5
RNAi 9 1 o]
RNAi_10 6 5 1/1/0,5/1/1,5
RNAi 11 0 0
RNAi 12 2 1 2
RNAI 13 0 2 10/5
RNAi_14 0 0
RNAi_15 0 0
RNAi 16 0 [s]
RNAI 17 0 1 2
RNAi 18 7 0
RNAi 19 5 4 2/5/0,5/3
RNAIi 20 0 1 3
RNAi 21 3 3 4/ 2/ 0,2
RNAi 22 3 2 12
RNAi 23 1 0
RNAi 24 1 2 2/1
RNAIi 25 0 0
Mittelwert EVC 4,26 2,96 1,85
Mittelwert RNAi 1,80 1,28 2,87
t-Test EVC vs. RNAI 0,01%** 0,05%* 0,05%*
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