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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Okologische und 6konomische Bedeutung der Ficht e

Picea abies (L.) Karst. ist in ihrer natirlichen Ausbreitung auf die nordliche Halbkugel be-
schrankt und lasst sich systematisch in zwei Unterarten einteilen, die europaische (ssp.
abies) und die sibirische (ssp. obovata) Varietat (Schmidt-Vogt 1977). Als Klimaxbaumart
ist sie fester Bestandteil des Bergmischwaldes, zusammen mit den Koniferengattungen
Abies, Larix und Pinus pragt sie den borealen Nadelwaldgirtel. Das natirliche Areal der
europdischen Fichte dehnt sich von Mitteleuropa bis zum 69. Breitengrad in Skandinavien
aus und reicht bis etwa zum 55. Langengrad in das kontinentale Nordrussland hinein. Die
sibirische Fichte findet sich vom westlichen Vorland des Urals bis zur ostasiatischen Kis-
te (Schmidt-Vogt 1977). Das naturliche Verbreitungsgebiet der europaischen Fichte (P.
abies) unterteilt sich in das alpine, das herzyno-karpatische und das baltische Areal
(Huntley und Birks 1983, Schmidt-Vogt 1986 und Lagerkrantz und Ryman 1990). Aus
dem ausgedehnten Verbreitungsgebiet mit heterogenen klimatischen und standértlichen
Bedingungen wird die grof3e 6kologische Amplitude der Art deutlich (Schmidt-Vogt 1977).
Morphologisch gesehen ist die Fichte eine flachwurzelnde halbschattentolerante Art mit
geringer Trockentoleranz, die nur maiige Anspriiche an die Nahrstoffversorgung ihres
Standortes stellt (Schitt et al. 1992). Sie stockt vor allem auf gut durchlifteten, sauren bis
alkalischen Bdden und weist einen geringen Warmebedarf auf. Ihr standértliches Opti-
mum findet die Fichte in niederschlagsreichen montanen Vegetationszonen Mittel- und
Osteuropas.

Bedingt durch die hohe Massenleistung wurde die Fichte seit Beginn des 19.Jahrhunderts
auch auf3erhalb ihres natirlichen Areals verstarkt angebaut (Schmidt-Vogt 1977). Dieser
Anbau fand oft auf ungeeigneten Standorten und in der Form von Monokulturen statt, was
in den letzten Jahren zu grofRen 6kologischen und 6konomischen Problemen in Form von
Sturmwirfen (Bayerische Landesanstalt fir Wald und Forstwirtschaft 2003) und grof3fla-
chig auftretenden Borkenkéaferkalamitaten (Feemers et al. 2003, Lobinger 2004) gefuhrt
hat. Fichtenbestande verfligen dennoch nach wie vor uber den grof3ten Anteil an der
Waldflache. Dieser liegt bundesweit bei 3,3 Mio. Hektar, entsprechend 33% der Gesamt-
waldflache (Bundesministerium fir Verbraucherschutz, Ernahrung und Landwirtschaft
2002). Im waldreichsten Bundesland Bayern mit betragt der Anteil 1,2 Mio. Hektar, ent-

sprechend 48% der Gesamtwaldflache (Bayr. Staatsforstverwaltung 2002). Die 6konomi-
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sche Bedeutung der Fichte wird deutlich, wenn man den Einschlag von Fichtenholz in der
Bundesrepublik Deutschland im Forstwirtschaftsjahr 2002 betrachtet. Dieser lag bei 19,8
Mio. fm (Gesamtholzeinschlag: 39,3 Mio. fm). Geringe Anteile an Larchen und Dougla-
sienrohholz werden dem Fichtenholzeinschlag zugerechnet und nicht separat ausgewie-
sen. Im gleichen Jahr wurden 10,6 Mio. fm Laubholz (Eiche, Buche und sonstiges Laub-
holz) und 8,9 Mio. fm Kiefernholz eingeschlagen (Bundesministerium fir Verbraucher-

schutz, Erndhrung und Landwirtschaft 2002).

1.2 Aufbau des Fichtengenoms

P. abies verfugt Uber eine Chromosomenanzahl von 2n=24 und besitzt ein relativ grof3es
Genom von 1,5-3x10%° Basenpaaren (Paglia und Morgante 1998, Kirst et al. 2003). Der
GC-Gehalt der DNA betragt ca. 41% (Siljak-Yakovlev 2002). Die Kenntnisse um Struktur
und Zusammensetzung des Kerngenoms sind allerdings im Vergleich zu anderen Arten
verschwindend gering. Untersuchungen haben gezeigt, dass das Genom zu 75% aus
repetitiver DNA in nichtkodierenden Bereichen besteht (Dhillon 1987). Es wurden ver-
schiedene Klassen von repetitiver DNA nachgewiesen. Satellite DNA repeats mit LaAngen
zwischen 150 und mehreren tausend Basenpaaren sind in Koniferen allerdings nur selten
beschrieben (Schmidt et al. 2000). In diesen besteht ein gro3er Teil der repetitiven DNA
aus hintereinander angeordneten, nur 2-5 bp langen Wiederholungssequenzen (Mikrosa-
telliten) von geringer Komplexitat. Mikrosatelliten wurden in vielen Pflanzenarten be-
schrieben und sind aufgrund ihrer weiten Verbreitung, ihrer hohen Variabilitat in der An-
zahl der Wiederholungen und ihrer Multilokusverteilung als hoch informative Marker fir
die Analyse und Kartierung von Genomen geeignet (Schmidt et al. 2000). Das grol3e Fich-
tengenom und das hohe Vorkommen repetitiver DNA-Sequenzen fihrt allerdings haufig
dazu, dass durch Mikrosatelliten-Marker bevorzugt nichtkodierende Sequenzen detektiert
werden, deren Auswertung sich schwierig gestaltet (Echt et al. 1996; Soranzo et al. 1998).
Anonyme Mikrosatelliten-, RAPD- und AFLP-Marker haben generell den Nachteil, dass
sie meist entfernt von exprimierten DNA-Bereichen liegen und somit von Evolutionspro-
zessen (z. B. Selektion) nicht betroffen sind (Scotti et al. 2000). Anstelle von anonymen
Sequenzen bietet sich die Mdéglichkeit, exprimierte Gensequenzen durch die Entwicklung
von EST-Markern in Genkarten einzubauen (Gilpin et al. 1997; Cato et al. 2001). Die lo-
kusspezifischen, kodominant vererbten EST-Marker bieten unter anderem die Vorteile,
dass sie oftmals mit bestimmten phanotypischen Merkmalen assoziiert sind und es mog-

lich ist, dass das Gen selbst auf diesen Phanotyp Einfluss nimmt, auf3erdem kdénnen Ge-
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ne, die nur unter bestimmten Umweltbedingungen exprimiert werden, gezielt kartiert wer-
den (Cato et al. 2001). Unter den entsprechenden Bedingungen kénnen Marker fur die
Erstellung einer genetischen Kopplungskarte verwendet werden, die sowohl Studien zur
Populationsbiologie der Fichte als auch Uber Evolutions- bzw. Selektionsereignisse er-
madglicht. Fur populationsbiologische Studien werden ungekoppelte Marker, die das kom-
plette Genom abdecken, verwendet. Fur Studien zur Selektion kdnnen anhand der Kopp-
lungskarte genomische Regionen ausgeschieden werden, an denen Selektionsereignisse
stattfinden (Binelli und Bucci 1994). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten EST-
Marker wurden auf der Grundlage einer elizitor-induzierten cDNA-Bank (Galliano et al.
1993) entwickelt (Riegel 2001, Schubert et al. 2001, Bozhko et al. 2003). Diese Marker
wurden zur Charakterisierung von Vollgeschwisterfamilien die unter verschiedenen Um-
weltbedingungen erzeugt wurden, herangezogen. AufRerdem wurde versucht umweltbe-

dingte Segregationsdistortionen nachzuweisen.

1.3 DNA-Methylierung

Die Methylierung von DNA spielt eine essentielle Rolle in der Genregulation und der Or-
ganisation genomischer DNA (Singal und Ginder 1999, Finnegan et al. 2000). Generell
unterdriickt Methylierung die Transkription von Genen oder Genabschnitten durch Unter-
binden der Anlagerung von Transkriptionsfaktoren. In pflanzlichen Systemen treten modi-
fizierte Cytosinnukleotide auf, die an der funften Stelle des Cytosinrings eine Methylgrup-
pe tragen. Diese 5-Methylcytosinbausteine finden sich vor allem in den symmetrischen
Sequenzen CpG und CpNpG und in nicht symmetrischen Sequenzen wie CpApTp und
CpTpT.

Es ist nachgewiesen, dass die Methylierung von DNA Entwicklungsprozesse reguliert, die
in speziellen Geweben sowie wahrend verschiedener Wachstumsphasen stattfinden. In
Mais und Arabidopsis konnte beispielsweise der Einfluss der Methylierung auf die diffe-
rentielle Expression mutterlicher und véterlicher Gene wéahrend der Samenentwicklung
nachgewiesen werden (Finnegan et al. 2000). In Pinus radiata wurden Unterschiede im
Methylcytosingehalt von Nadelteilen (Fraga et al. 2000) und in verschieden alten Pflanzen
(Fraga et al. 2002) gemessen. Umweltbedingungen, wie zum Beispiel Kalteeinwirkung,
kénnen eine Signalwirkung fur Methylierungsédnderung haben. In A. thaliana wurde dies
am Beispiel der Vernalisation, der Beeinflussung der Keimstimmung durch Kalte, gezeigt
(Dennis et al. 1996). In Koniferen wurde eine derartige Beeinflussungen der DNA-

Methylierung durch Umwelteinfliisse bisher noch nicht nachgewiesen.
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Fur den Nachweis der Cytosinmethylierung stehen verschiedene Analyseverfahren zur
Verfligung. Es kann dabei zwischen gesamtgenomischen Anséatzen, genomabschnittspe-
zifischen und basengenauen Methoden unterschieden werden (Rein et al. 1998).

Fur die gesamtgenomische Messung eignet sich vor allem die Bestimmung der Basenan-
teile genomischer DNA nach saurer, basischer oder enzymatischer Hydrolyse. Die Hydro-
lyseprodukte kénnen durch verschiedene Methoden wie z.B. Papier- und Dinnschicht-
chromatographie, Massenspektrometrie, HPLC und Kapillarelektrophorese analysiert
werden. Eine weitere Analyse mit sehr hoher Sensitivitét ist der immunochemische Nach-
weis. Dieser eignet sich vor allem fir kleinere Genome und basiert auf der Entwicklung
von Antikorpern, wie z.B. dem Anti-(5-Methylcytidin)-Antikérper, die spezifisch fur eine
Basenmodifikation sind. In einem Southern-Blot-Assay kénnen solche Antikdrper die DNA
identifizieren, die von Restriktionsenzymen wie Hpall auf Grund von Cytosinmethylierung
nicht geschnitten wird und so der 5-Methylcytosingehalt quantitativ bestimmt werden
(Lottspeich und Zorbas 1998). Immunofluoreszenz-Techniken sind auch geeignet, um auf
Chromosomen oder in Gewebepraparaten Regionen mit erhéhtem Gehalt an 5-
Methylcytosin nachzuweisen (Zluvova et al. 2001, Bitonti et al. 2002).
Genomabschnittspezifische Methoden setzen vor allem Restriktionsenzyme fir den
Nachweis von Methylierung ein. Einige Restriktionsenzyme kdnnen DNA nicht schneiden
wenn bestimmte Nukleotide in den Erkennungsstellen methyliert vorliegen, wohingegen
fur andere Enzyme diese Modifikation obligatorisch vorliegen muss um zu schneiden.
Diese Restriktionsenzyme kénnen verwendet werden, um ortspezifische Cytosinmethylie-
rungen zu identifizieren. Die Methode ist daher auf das Auftreten von DNA-Modifikationen
innerhalb der Erkennungssequenz der Restriktionsendonukleasen beschrankt. Die Sicht-
barmachung der Spaltungsprodukte erfolgt entweder Uber Southern-Blot oder PCR-
Methoden wie z.B. die methylierungssensitive AFLP-Methode (MS-AFLP) (Ashikawa
2001).

Den hochsten Informationsgehalt bieten hochauflosende Methoden zur Kartierung der
Cytosinmethylierung in der Nukleotidsequenz der untersuchten DNA. Diese Methode be-
steht aus zwei Teilschritten: erstens der differentiellen chemischen Modifikation der DNA
und zweitens der Sequenzierung der zu untersuchenden Genomabschnitte, um modifi-
Zierte Basen zu erkennen. Lottspeich und Zorbas (1998) und Rein et al. (1998) beschrei-
ben drei Methoden zur DNA-Modifikation: Die differentielle Modifikation mit Hydrazin,
Permanganat und Bisulfit. Letztgenannte ist die am haufigsten angewandte Methode
(Rein et al. 1998). Grunde sind die relativ leichte Handhabung und die hohe Auflésung,
welche die Methode bietet. Bisulfit (HSO3) katalysiert in einzelstrangiger DNA die Konver-
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sion von Cytosin, nicht aber von 5-Methylcytosin zu Uracil. Die zu untersuchenden Regio-
nen werden dann mittels PCR zu spezifischer Doppelstrang-DNA amplifiziert. Da die bei-
den DNA-Strange nach der Konversion nicht mehr komplementér zueinander sind, muss
jeder Strang mit den jeweils passenden Primern einzeln untersucht werden. Der Amplifi-
kationsprozess fuhrt zu einer Transformation von Uracil, in der Ausgangs-DNA Cytosin,
zu Thymin und von 5-Methylcytosin zu Cytosin. Auf dem komplementaren Strang des
PCR-Produktes wird Guanin (gegeniber Cytosin) zu Adenin transformiert. Die generierten
PCR-Produkte kdénnen entweder direkt oder nach Klonierung sequenziert werden, um so
Anteil und Lage der 5-Methylcytosinnukleotide basengenau nachzuweisen (Frommer et
al. 1992, Fulnecek 2002). Die Methode eignet sich fir den Nachweis von 5-Methylcytosin
bei Vorliegen von Sequenzinformationen tber den zu untersuchenden Genomabschnitt.

Aufgrund der geringen Informationen Uber die Sequenz des Fichtengenoms, wurde in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss verschiedener Umweltbedingungen auf den Status und
die Dynamik des gesamtgenomischen 5-Methylcytosingehaltes tUberprift werden. Dies

wird durch die kapillarelektrophoretische Trennung hydrolysierter DNA-Proben realisiert.
1.4 ,Parental effects”

Zur Beschreibung der Begriffe ,Parentaleffekte” (parental effects) und ,umweltinduzierte
Parentaleffekte” (environmentally induced parental effects) sollen die Definitionen von

Lacy (1998) verwendet werden.

Parental effect:

LA parental effect is any parental influence on offspring phenotype that cannot be at-
tributed solely to offspring genotype, to the direct action of the nonparental compo-
nents of the offspring’s environment, or to their combination”

Dieser Effekt bezeichnet das phanotypische Produkt der Weitergabe von Informationen
von den Eltern an die Nachkommen, die zusatzlich zum elterlichen Anteil an der geneti-
schen Ausstattung der Nachkommen stattfindet. Der Parentaleffekt zeigt sich in der Modi-

fikation des Phanotyps der Nachkommen.

Environmentally induced parental effect

“An environmentally induced parental effect is one that (1) is initiated by an environ-
mental stimulus in the parental generation and (2) cannot be exclusively attributed to
parental genotypes.”
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Es handelt sich hierbei um die Interaktion zwischen dem elterlichen Genotyp und seiner
Umwelt und der Expression dieser Interaktion in der ndchsten Generation. Der umweltbe-
einflusste Parentaleffekt beginnt, sobald der elterliche Genotyp auf einen unabhéngig er-
fahrenen Stimulus aus seiner Umwelt reagiert und die Information dariiber an seine
Nachkommen auf verschiedenste Weise weitergibt. Die Féhigkeit zur Reaktion auf den
Stimulus und der Weitergabemodus kénnen zwischen den Genotypen variieren. Das Er-
gebnis ist aber in jedem Fall eine phanotypische Modifikation von Merkmalen der Nach-
kommen. Die zugrundeliegende genetische Basis flur die elterliche Fahigkeit auf die Um-
weltbedingungen zu reagieren und der Prozess der Informationsweitergabe bestimmen
uber die Persistenz umweltbeeinflusster Effekte.

Bei Pflanzen konnte die starke Korrelation zwischen den Umweltbedingungen denen die
Eltern ausgesetzt waren und dem Phanotyp der Nachkommen nachgewiesen werden. So
zeigte sich beispielsweise in Picea abies, dass das Verhalten der Nachkommen im jahrli-
chen Wuchsrhythmus, der Ausbildung der Frostharte (Johnsen 1989a, Johnsen et al.
1995, 1996), dem Hohenwachstum (Johnsen 1989b), der Lignifizierung und der Bildung
des Johannistriebes abhangig ist von der jeweiligen Umweltbedingung wéahrend Kreuzung
und Samenreife (Bjgrnstad 1981, Johnsen und @streng 1994). Auch zeigten Fichten aus
Saatgut das in einer warmen Umgebung produziert wurde den Phanotyp von Individuen
dieser Herkunft unabhéangig von der Herkunft der Kreuzungseltern (Johnsen et al. 1989,
Skrgppa 1994, Skrgppa et al. 1994). In einigen Fallen zeigte sich allerdings beim Ver-
gleich der Nachkommen unterschiedlich behandelter Klone, die unter den gleichen Bedin-
gungen aufgezogen wurden, dass die Effekte nicht Giber mehrere Jahre persistent waren,
nach einigen Vegetationsphasen nur noch abgeschwécht auftraten oder sogar ganz verlo-
ren gingen (Stoehr et al. 1998). Bei annuellen Pflanzen kam es ebenfalls zu einer durch
die Eltern vermittelten Beeinflussung der Nachkommen. Untersucht wurden hier der Ein-
fluss von Nahrstoffverfigbarkeit (Durrant 1958, 1962, Hill 1967, Cullis 1977, 1981, 1999,
Galloway 2001) Temperatur (Highkin 1958, 1961) und Photoperiode (Galloway 2001, Mu-
nir et al. 2001). Parentaleffekte konnten in Pisum (Highkin 1958, 1961) und Nicotiana (Hill

1967) Uber mehrere Generation nachgewiesen werden.

1.5 Sirococcus conigenus — Okologie, forstwirtschaftliche Bedeutung und

Eignung als Modellart

Der Erreger des Fichtentriebsterbens, Sirococcus conigenus (D.C.) P. Cannon & Minter

(Syn.: Sirococcus strobilinus Preuss) ist systematisch in die Gruppe der Deuteromycetes
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oder Fungi imperfecti einzuordnen. Das Pathogen ist Gber weite Teile der nérdlichen He-
misphére verbreitet, verfugt Gber ein breites Wirtsspektrum und befallt vor allem Fichten-,
Kiefern- und Tsuga-Arten. Die bedeutensten Schéaden treten an Picea pungens,
P.sitchensis, Pinus contorta und Tsuga heterophylla (Bahnweg et al. 2000) auf. Vor allem
Baumschulen und Pflanzgérten sind betroffen (Magasi et al. 1975, Butin 1986).

Die Krankheit zeichnet sich durch den Befall der jingsten Triebe aus, deren Nadeln zu-
nachst vergilben und dann in der Mitte und an der Basis abfallen. Die Triebspitzen weisen
eine deutliche Krimmung auf. Im Sommer bilden sich an den toten Trieben und Nadeln
kleine schwarzbraune Pyknidien, die bei entsprechender Feuchtigkeit Tropfen und Ran-
ken mit zweizeiligen, farblosen Konidien entlassen (Butin 1989). Wenn im Zuge der fort-
schreitenden Infektion die Elongationszone der Triebe erreicht wird, kommt es zu Wuchs-
veranderungen und schlimmstenfalls zu ZuwachseinbuBen (Schitt et al. 1992). Neben
den Schéaden an Samlingen und Jungpflanzen ist S. conigenus verantwortlich fur Verlich-
tungserscheinungen und das Absterben der Kronen, die in dlteren Fichtenbestanden beo-
bachtet wurden (Neumdller 1994). Der Befall dieser Baumpopulationen tritt vor allem in
Bestanden auf, die sich durch unginstige Klimabedingungen, ungeeignete Standorte
(Bahnweg et al. 2000, Anglberger und Halmschlager 2003), vorausgegangenen Insekten-
befall (Austara et al. 1987), Fegeschaden (Pollanschiitz 1995) und durch Luftverschmut-
zung (Halmschlager et al. 1999) pradisponiert fir Pathogenbefall zeigen.
Forstwirtschaftliche Bedeutung gewinnt das Pathogen zum einen durch das Auftreten in
Pflanzgarten und Baumschulen und zum anderen durch den zunehmenden Befall &alterer
Bestande. Klein (1987) und Halmschlager et al. (2000) konnten in 35- bzw. 20jahrigen
Fichtenbestéanden mit starken Befallserscheinungen signifikante Verluste im Durchmes-
ser- und Hohenzuwachs nachweisen. Im benachbarten Bayerischen Wald (FOA Passau
und Freyung) wurde Sirococcus-Befall in Fichtenaltbestanden auf einer Flache von 850
Hektar nachgewiesen. Die befallenen Bestande stockten zu 70% auf Béden mit Granit als
Ausgangsgestein, die sich durch eine fur die Fichte unginstige Nahrstoffausstattung, vor
allem mit Kalzium und Magnesium, auszeichnen. Betroffen sind weiterhin vor allem nord-
und westexponierte Kuppen- und Oberhanglagen mit vergleichsweise hoher Luftfeuchtig-
keit und einer Durchschnittstemperatur wahrend der Vegetationsperiode von ca. 11-12<C.
In den Osterreichischen Befallsgebieten wurde versucht dem Befall mit Dingemaflnah-
men zu begegnen um den Magnesiummangel auszugleichen. Es konnte daraufhin ein
Anstieg des Anteils nicht befallener Baume von 54 auf 71 % (Anglberger und Halmschla-
ger 2003) bzw. 71 auf 87 % (Jandl et al. 2000) festgestellt werden. Fir die forstliche Pra-

xis wird empfohlen die Dingung zur Bestandesstabilisierung durchzufihren, langerfristig
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allerdings durch geeignete MaRnahmen wie z.B. Bestandesumbau und durch die Auswahl
geeigneterer Baumarten an den betroffenen Standorten waldbaulich zu reagieren (Helfer
et al. 2004).

In den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurde das Nadelpatho-
gen Sirococcus conigenus fir die Infektion von Fichtenkeimlingen verwendet. Zum einen
lasst sich das Infektionssystems gut handhaben, zum anderen sollte im Zuge des Experi-
ments erstmals der Verlauf der Infektion durch einen neu entwickelten quantitativen PCR-
Assay nachgewiesen werden. Im Hinblick auf die Berichte Uber das Auftreten von Siro-
coccus-Befallssituationen scheint es zudem sinnvoll, die Wechselwirkungen zwischen

dem Pathogen und einer Art aus seinem Wirtsspektrum zu untersuchen.

1.6 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit dient die Fichte als Modellbaumart fur die Untersuchung abioti-
scher und biotischer Einfliisse auf die DNA-Methylierung sowie deren epigenetische Wei-
tergabe. Die Untersuchung der abiotischen Einflisse bezieht sich priméar auf die jahrzehn-
telange Vorarbeit einer norwegischen Arbeitsgruppe (Skogforsk As/ Norwegen), die in
zahlreichen Versuchen den Einfluss der Umweltbedingungen wahrend der Kreuzung auf
den Phanotyp der Nachkommen studiert hat.

Um zu uberprufen, ob sich Selektionsereignisse wéhrend der Kreuzung und Embryoge-
nese auf die genetische Ausstattung der Nachkommen und somit deren Phénotyp auswir-
ken, soll zunachst eine genetische Charakterisierung der untersuchten Vollgeschwister-
familien durchgefuihrt werden.

Zum Nachweis umweltabhangiger Anderungen von Methylierungsprozessen auf der Basis
verizifierbarer genetischer Variation soll der Anteil an methyliertem Cytosin in der genomi-
schen DNA der Vollgeschwisterfamilien bestimmt werden.

Um zudem den Einfluss kurzzeitig einwirkender, extremer Umweltbedingungen auf die
DNA-Methylierung zu untersuchen, sollen zuséatzlich Fichtenkeimlinge aus zwei unter-
schiedlichen Herkinften einer Hitzeschockbehandlung unterzogen und die Gehalte an
methyliertem Cytosin in der DNA der Keimlinge gemessen werden.

Die Bestimmung des Methylcytosingehaltes der Fichten-DNA wahrend verschiedener
Entwicklungsstadien sowie nach Pathogeninfektion soll Aufschluss Uber die Dynamik der
DNA-Methylierung wéhrend der Ontogenese und nach einem biotischen Stressereignis

geben.
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Die Arbeit verfolgt das Ziel, die Genexpression nach Pathogeninfektion mit molekularbio-
logischen Methoden zu untersuchen um so exemplarisch Reaktionsmechanismen darzu-

stellen, die die Fichte als Antwort auf biotischen Stress aktiviert.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

2.1.1 Piceaabies

2.1.1.1 Herkunft

Fur die Untersuchungen zur Genexpression und zur Anderung des 5-Methylcytosinge-
haltes nach Pathogeninfektion wurde aus Saatgut der Fichtenherkunft 84030 (Fus-
sen/Allgau) gewonnenes Pflanzenmaterial verwendet. Das Saatgut wurde vom Amt fur
forstliche Saat- und Pflanzenzucht (ASP, Teisendorf/Deutschland) zur Verfigung gestellt.
Fur die Untersuchungen zur Anderung des 5-Methylcytosingehaltes nach Hitzeschock
wurde Saatgut aus zwei Fichtenbestdnden verwendet. Zum einen aus einem autochtho-
nen Fichtenbestand mit der Herkunftsbezeichnung Westerhof. Im Samenreifejahr 1971
wurde dieser in das Wuchsgebiet 84008 eingeordnet. Diese Wuchsgebietnummer be-
zeichnet Bestande der kollinen Stufe (Higelland bis 300m . NN). Das aus diesem Saat-
gut erzogenen Pflanzenmaterial wird in der Arbeit als Tieflagenherkunft bezeichnet. Zum
anderen wurde Saatgut der Herkunft Flssen verwendet. Der Herkunftsbestand stockt im
Wuchsgebiet 84030 (montane Stufe 1400-1800m . NN) und wird in der vorliegenden
Arbeit als Hochlagenherkunft bezeichnet. Das Saatgut der Herkunft Westerhof wurde von
der Niedersachsischen Forstlichen Versuchsanstalt (NFV, Escherode/Deutschland) das
Saatgut der Herkunft Fissen vom Amt fur forstliche Saat- und Pflanzenzucht (ASP, Tei-
sendorf/Deutschland) zur Verflgung gestellt. Das Saatgut der beiden Herkiinfte wurde
auch fur die Bestimmung des 5-Methylcytosingehaltes von Endosperm und Keimlingen
verwendet.

Saatgut und Pflanzenmaterial fur die genetische Charakterisierung ebenso wie ein Teil
der fur die Messung 5-Methylcytosingehaltes bendtigten DNA-Proben wurden vom Norsk
institutt for skogforskning (Skogforsk, As/Norwegen) zur Verfiilgung gestellt. Die Umwelt-
bedingungen wahrend Kreuzung und Embryogenese, das Kreuzungsjahr, die durchge-
fuhrten Untersuchungen sowie das untersuchte Stadium konnen fir die Vollgeschwister-

familien aus Tabelle 1 enthommen werden.



Voll- Gesamt- warme-
. Eltern R summe Tages- |Kreuzungs- | Unter- Untersuchtes Bezeich-
geschwister- warme- N . : .
. Embryo- lange jahr suchung Stadium nung im Text
familie oxd summe
genese
15887 2735x F2014| 2111 dd 1611 dd 1998 EST Saatgut warm
15890 2735x F2014| 1141 dd 641 dd 1998 EST Saatgut kalt
Saatgut (EST)
15044 2736 x 1957 1115 dd 615 dd 1993 EST,CE | Pflanzenmaterial kalt
(CE)
Saatgut (EST)
15046 2736 x 1957 1874 dd 1374 dd 1993 EST,CE | Pflanzenmaterial warm
(CE)

15902 1957 x 5994 1879 dd 1379 dd SD 2001 EST Pflanzenmaterial warm/SD
15905 1957 x 5994 1879 dd 1379 dd LD 2001 EST Pflanzenmaterial warm/LD
15909 1957 x 5994 909 dd 409 dd SD 2001 EST Pflanzenmaterial kalt/SD
15914 1957 x 5994 909 dd 409 dd LD 2001 EST Pflanzenmaterial kalt/LD
15884 2650 x 2707 1841 dd 1341 dd 1998 CE Pflanzenmaterial warm
15886 2650 x 2707 1141 dd 641 dd 1998 CE Pflanzenmaterial kalt
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2.1.1.2 Anzucht von Fichtenkeimlingen

Tab. 2: Nahrlésung nach Ingestad (1979). Die Losung wird in einer 1X Endkonzentration

verwendet.
Lésung 1/5 (100x Stammldsung): 14.3 g/l NH;NO3
(Hochdruckautoklaviert) 1.3 g/l NaCl
7.1 g/l KCI
15.2 g/l MgSO4x7H,0O
Losung 2/5 (100x Stammldsung): 14.7 g/l CaClyx2 H,O
(Hochdruckautoklaviert)
Losung 3/5 (100x Stammldsung): 4.4 g/l KH,PO4
(Hochdruckautoklaviert)
Losung 4/5 (1000x Stammlosung): 980 mg/l H;BO;
(Hochdruckautoklaviert) 88 mg/l ZnSO4x7 H,O
80 mg/l CuSO4x5 H,O
520 mg/l MnSO4x H,O
20 I/l H;SO,
Lésung 5/5 (1000x Stammldsung): 2.8 g/l FeSO.x7 H,
(sterilfiltriert) 3.8 g/l Na,EDTAX2 H,O

Zur Anzucht von Fichtenkeimlingen wurden die, in den entsprechenden Versuchen ver-
wendeten Fichtensamen tber Nacht in sterilem dH,O unter Rihren inkubiert. Die Oberfla-
chensterilisation erfolgte fur 30 Minuten in 30% H,O,, gefolgt von zweimaligem Waschen
der Samen mit dH,O. Ca. 600 Samen wurden in sterilen Anzuchtschalen (60x20x22cm
BxHXT) ausgelegt. Als Substrat wurde hitzesterilisierter Vermikulit verwendet. Das Sub-
strat wurde mit 900ml/Schale 1x-N&hrldsung (Tab. 2) getrénkt. Die Anzucht der Samen
erfolgte in einem Klimaschrank bei 17C und 70% Luftf euchte sowie einer 16-stiindigen

Photoperiode.

2.1.1.3 Kreuzungsnachkommenschaften

Vier Vollgeschwisterfamilien (15887, 15980, 15044 und 15046) aus vier verschiedenen
Kreuzungsumwelten wurden im Samenstadium untersucht. Informationen Uber die Eltern

und die Umweltbedingungen wahrend Kreuzung und Embryogenese kdonnen Tabelle 1
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entnommen werden. Die Vollgeschwisterfamilien 15902, 15905, 15909 und 15914 wurden

als Feldpopulationen untersucht.

2.1.1.4 Genetische Charakterisierung des Untersuchungsmaterials mit EST-Markern

Die Identifizierung der Genotypen der Kreuzungseltern 2736, 1957, 2735, F2014 und
5994 sowie die Untersuchung von DNA-Polymorphismen im entwicklungsfahigen Saatgut
und im Pflanzenmaterial aus den Feldpopulationen wurde mit Hilfe der in Riegel (2001),
Schubert et al. (2001) und Bozhko et al. (2003) beschriebenen und in Tabelle 3 zusam-
mengestellten EST-Marker durchgefihrt.

Tab. 3: Ubersicht tiber die fir die genetische Charakterisierung des Untersuchungs-
materials verwendeten EST-Marker. PA= Picea abies

Marker Funktion

PA0002 |54% Homologie mit Typ A Cyclin aus A. capillus veneris

PAOOO5 |84% Homologie mit Zea mays Cyclophilin-Protein

PA0034 |P. abies mRNA fir ein hypothetisches Protein

PA0O038 |P. abies mRNA flr ein Halotoleranz-Protein

PA0043 | 86% Homologie mit dem 78 kDa Glucoseregulierten Protein aus N. tabacum

PA0066 | 78%Homologie zum 60S ribosomalen Protein L13-2 aus B. napus

CAD Cinnamyl-Alkohol-Dehydrogenase Gen Marker

2.1.2 Referenzversuch: Arabidopsis thaliana

Die Veranderungen im 5-Methyl-Cytosingehalt genomischer DNA in Abhangigkeit von
verschiedenen Umweltbedingungen wéahrend der Kreuzung wurde in Arabidopsis thaliana
bestimmt. Hierfir wurden Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Okotyp Columbia Col-O
N1093 - Pflanzen (Arabidopsis Information Service (AIS)-Collection, Nottingham Arabi-
dopsis Stock Centre (NASC), Nottingham/Grossbritannien) unter Langtag-Bedingungen
(16h Licht) bei Temperaturen von 25T (warm) und 15° C (kalt) geselbstet. Die Pflanzen
aus den so gewonnenen Samen wurden zunachst in MS-Medium (Murashige und Skoog
1962) angezogen, nach drei Wochen auf Erde umgesetzt und fir weitere drei Wochen in
der Klimakammer bei 20C, 8 h Licht und 60 % relativ er Luftfeuchte bis zur Ausbildung

von Blattrosetten gehalten. Zur Applikation von Froststress wurden die Pflanzen zunéchst
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Uber Nacht in eine mit 2T temperierte Klimakammer 0 berfihrt und danach fir 2,5 h
Temperaturen von -5C ausgesetzt. Nach Frostexposition w urde die Klimakammer wieder
auf 2C erwarmt und die Pflanzen fir sechs Stunden bei dieser Temperatur belassen um
danach in die Ausgangsklimakammer (20C, 8h Licht und 6 0% relative Luftfeuchte) zu-
rickgefuhrt zu werden. Die Probenentnahme erfolgte an zwei Tagen. Es wurden mit
Froststress behandelte Nachkommen aus Warm (25€)- und Kalt (15C)-Kreuzungen
sowie die entsprechenden ungestressten Kontrollen entnommen und bis zur DNA-
Isolation bei —80<C tiefgefroren. Die Kreuzungen sowie die Kaltebehandlung wurden am

Forstbotanischen Institut der Universitat Gottingen durchgefihrt.

2.2 Sirococcus conigenus-Infektion in vitro

2.2.1 Kontrollierte Infektion und Probenentnahme

Nach einer dreiwochigen Wachstumsphase erfolgte die kontrollierte Infektion der Fichten-
keimlinge mit Sirococcus conigenus Sporensuspension (62,5 mM KH,PO,, 5,5 mM Glu-
cose, 0,1% Tween 20 pH 6.0, 10°-10° Sporen/ml Suspension, zur Verfiigung gestellt von
Dr. G. Bahnweg, GSF/Neuherberg). Die Infektion wurde mit einem handelsiblichen
Pumpzerstauber durchgefuhrt. Vier Anzuchtschalen mit jeweils 100ml Sporensuspension
behandelt. Als Kontrolle wurden 4 weitere Schalen mit sporenfreier Suspension bespriiht.
Eine der Anzuchtschalen blieb vollig unbehandelt.

Am Tag nach der Infektion wurden die Proben aus der unbehandelten Schale (unbehan-
delt) entnommen. Die Entnahme der infizierten (5, 10, 18, 28, 35 und 60 DAI) und ent-
sprechenden nicht-infizierten Pflanzenproben erfolgte 5, 10, 18, 28, 35 und 60 Tage nach
der Infektion (DAI=days after infection). Es wurden jeweils 2000 mg Pflanzenmaterial fur
die verschiedenen Untersuchungen entnommen und sofort nach der Entnahme bei —-80C

tiefgefroren.

2.3 Hitzeschockbehandlung

Um die Auswirkungen einer kurzzeitigen Exposition gegeniber erhéhten Temperaturen
(Hitzeschock) auf den 5-Methylcytosingehalt der genomischen DNA zu untersuchen wur-
den Fichtenkeimlinge einer Hitzeschockbehandlung unterzogen. Fur diesen Versuch wur-

den Fichtenkeimlinge, die aus Saatgut der Hoch- und Tieflagenherkunft angezogen wur-
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den, verwendet. Die Samen wurden vor der Aussaat nach der in Kapitel 2.1.1.2 beschrie-
benen Methode behandelt. Nach drei- bzw. achtwdchiger Anzucht bei einer Temperatur
von 20T und 16-stiindiger Photoperiode wurden die Ke imlinge einer Hitzeschockbehand-
lung unterzogen.

Hierfir wurden die Pflanzen zun&chst fir 15 min einer Temperatur von 42C ausgesetzt.
Nach einer dreistiindigen Erholungsphase bei 20 € erfol gte ein erneuter Hitzeschock bei
42 fur eine Stunde. Nach neun Stunden bei 20 € wu rde das Pflanzenmaterial geerntet
und nach Nadeln, Stangel und Wurzeln getrennt in flissigem Stickstoff gefroren und bis

zur weiteren Untersuchung bei —80<C gelagert.

2.4 DNA-, RNA-Isolation und mRNA-Aufreinigung

Genomische DNA fiur die genetische Charakterisierung mittels EST-Marker wurde unter
Verwendung des DNeasy Plant Kits (Qiagen, Hilden/Deutschland) aus Saatgut und Pflan-
zenmaterial isoliert.

Die fur die Untersuchung des 5-Methylcytosingehaltes durch Kapillarelektrophorese bend-
tigte DNA wurde aus jeweils 100mg Probenmaterial unter Verwendung des Nucleon Phy-
topure Kits (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg/ Germany) isoliert. 100mg
Probenmaterial entsprachen dabei ca. 8-10 Nadelkranzen, 10-15 Stangeln und 10-15
Wurzeln von Fichtenkeimlingen. Bei der DNA-Isolation wurde nach Anweisung der Her-
steller verfahren. Die isolierte DNA wurde in hochreinem H,O (MilliQ grade) geldst und bei
—20%C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

GesamtRNA fur die Hybridsierungsversuche und das quantitative PCR-Assay wurde unter
Verwendung des Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen GmbH, Karlsru-
he/Deutschland) isoliert. Es wurde nach Herstellerangaben verfahren. Die fir die cDNA-
Synthese bendtigte messengerRNA (MRNA) wurde mit dem Oligotex® mRNA Mini Kit
(Qiagen GmbH, Hilden/Deutschland) nach Herstellerprotokoll aufgereinigt.

2.5 cDNA-Macroarray-Filter

Im Gegensatz zur Microarray-Technologie, bei der mehrere hundert bis zehntausend Se-
guenzinformationen, DNA-Molekile, Oligonukleotide etc. auf entsprechend beschichteten
Glas-Objekttrager (slides) aufgebracht und fur screening-Experimente eingesetzt werden

konnen, wurde fir die im Folgenden beschriebenen Versuche die Macroarraytechnik ge-
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nutzt. Die Verwendung dieser weniger aufwéandigen und wesentlich kostenginstigeren
Methode bot sich fiir die Uberpriifung der 128 cDNA-Klone an.

2.5.1 Herstellung der Filter

Die Inserts von 128 komplett sequenzierten cDNA-Klonen (Nageisky 1999; Schubert et al.
2001) aus einer elizitor-induzierten P. abies-cDNA-Bank (Galliano et al. 1993) wurden
mittels PCR amplifiziert. Die verwendeten Primersequenzen wurden aus der Sequenz des
Klonierungsvektors pSportl (Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland) abgeleitet. 150 ng
der aus Bakterienkulturen isolierten DNA wurde in einem 25 pl PCR Ansatz amplifiziert.
Der PCR Ansatz wurde nach der Reaktion und der Kontrolle der Ergebnisse im Agarose-
gel im Verhaltnis 1:100 verdinnt und jeweils 5 pl in einem 100 pl PCR- Ansatz eingesetzt.
Der Vorgang wurde vier mal wiederholt um mindestens 400 pg/ul-PCR-Produkt zu erhal-
ten. Nach Qualitatskontrolle im Agarosegel und Konzentrationsbestimmung im
Spektrophotometer (Genequant, Amersham Biosciences Europe GmbH, Frei-
burg/Germany) wurden die PCR-Produkte durch Filterzentrifugation (Nanosep 30 K Ome-
ga Centrifugal Devices, PALL LifeSciences GmbH; Dreieich/Deutschland) aufgereinigt
und bis zur weiteren Verwendung bei —20C gelagert.

Als Tragermedium fir das Blotten der PCR-Produkte wurden positiv geladene Nylon-
membrane (Hybond™-N+, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg/ Germany)
mit einer Flache von 11.9 x 7.8 cm verwendet.

Die Membrane wurden vor dem Blotten der DNA fiir 10 Minuten in dH,O inkubiert. Die
Konzentration der DNA-Proben wurde mit Denaturierungsiésung (0.5 M NaOH, 1.5M
NaCl) auf 2ng/ul in einem Endvolumen von 200ul eingestellt.

Nach Einlegen in die Blotting-Vorrichtung (Bio-Dot Micro-filtration Apparatus, Bio-Rad
Laboratories Portland/USA) erfolgte eine Equilibrierung der Membran mit 19,2 ml Denatu-
rierungslosung (200 pl/Spot), gefolgt vom Auftragen von 200ul DNA-LAsung. Durch Anle-
gen eines Vakuums im unteren Teil der Blotting-Vorrichtung wurden die Proben auf die
Membran aufgebracht. Jede DNA-Probe wurde an zwei verschiedene Stellen des Filters
aufgetragen. Auf das Blotten folgte das Spilen der Membran mit 48 ml Denaturierungslo-
sung (500ul/Spot). Zum Renaturieren und Equilibrieren wurde die Membran anschlieRend
fur 5 Minuten in Renaturierungslésung (0.5M Tris HCI pH 7.0, 1.5 M NaCl) und 5 Minuten
in 2xSSC (0.3 M NaCl, 3 mM Na-Citrat, pH 7.0) inkubiert. Die Bindung der DNA an die

Membran erfolgte nach einer kurzen Trocknungsphase durch UV-Crosslinking mit einer
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Gesamtenergie von 150mJ in einem Hoefer UV Crosslinker (Amersham Biosciences Eu-

rope GmbH, Freiburg/Germany).

2.5.2 Filterhybridisierung

2.5.2.1 cDNA-Synthese, radioaktive Markierung mit [**P]JdCTP und Hybridisierung

Verwendete Puffer und Lésungen

20X SSC

3M NaCl

0.3M Na-Citrat
pH 7,0

100X Denhardt’s

20 g/l Ficoll 400

20 g/l Polyvinylpyrrolidon K30

10 g/l Rinderserumalbumin (BSA)

Hybridisierungspuffer

5x SSC

5x Denhardt’s

25mM NaH2PO4 pH 6,5

0,1%SDS

100 pg/ml einzelstrangige Heringssperma DNA

Fur die radioaktive Markierung der Hybridisierungssonde wurde aus der in Kap. 2.5. be-
schriebenen mRNA in einer Reverse Transcriptase-Reaktion cDNA synthetisiert. Daftr
wurde das SuperScript™ One-Step RT-PCR System (Invitrogen GmbH, Karlsru-
he/Deutschland) verwendet. Es wurden 1ug mRNA/Probe fir die Versuche eingesetzt.
Abweichend von den Angaben des Herstellers wurde die mRNA zunéchst im Vakuum-
konzentrator getrocknet und dann in 8 pl [*P]JdCTP riickgelést. Die mMRNA wurde dann in
Anwesenheit von 1ul 50uM Oligo(dT),o -Primer und 1pl 20mM dNTP-Mix (ohne dCTP) fir
5 Minuten bei 65T inkubiert. Nach Zugabe des cDNA-Syn these Mixes bestehend aus 2yl
10xRT-Puffer, 4pl 25mM MgCl,, 2 pl 0.1M DTT, 40 Units RNaseOUT™ und 200 Units
SuperScript™|Il Reverse Transcriptase erfolgte die cDNA-Synthese fiir 50 Minuten bei
50C. Nach Beenden der Reaktion durch Inkubation der Proben bei 85C fir 5 Minuten
erfolgte eine Entfernung der verbliebenen RNA durch Zugabe von 1U RNase H und einer

Inkubation fir 20 Minuten bei 37<C. Nicht eingebaute Nukleotide wurden mit Hilfe des
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QIAquick Nucleotide Removal Kit® (Qiagen GmbH, Hilden/Deutschland) nach Protokoll
des Herstellers entfernt. Die Einbauraten des radioaktiv markierten Phosphors wurden mit
Hilfe eines Scintillations-Z&hlers bestimmt.

Zur Hybridisierung der DNA-Blots mit der radioaktiv markierten Sonde wurden jeweils drei
Membrane (Membrane | - 1ll) zusammen mit dem Hybridisierungspuffer in Folienbeutel
eingeschweil3t und fiir zwei Stunden bei 65 T prahybri disiert. Nach Offnen der Folienbeu-
tel wurde die radioaktive markierte Sonde zupipettiert und der Versuchsansatz, nach Wie-
derverschlieBen, Uber Nacht bei 65 T inkubiert. Nach der Hybridisierung wurden die
Membrane zwei Mal bei 37T fir 15 Minuten in 2X SSC, 0.5% SDS sowie ein Mal bei
60 fur 30 Minuten in 0.5X SSC, 0.5% SDS gewaschen u nd noch feucht in Klarsichtfolie
verpackt um anschlieBend auf Phosphorimagerplatten exponiert zu werden. Nach einer
Expositionszeit von 60 Stunden wurden die Platten mit dem Phosporimager (Fuji BASrea-
der 1800Il, Raytest GmbH, Straubenhardt/Deutschland) gescannt und die Signalintensitat
der Hybridisierungenreaktion zwischen cDNA-Sonde und auf dem Filter fixierter DNA fir

die spatere Auswertung gespeichert.

2.5.2.2 Auswertung der Macroarraydaten

Um die Intensitat der Hybridisierungssignale zu quantifizieren, wurden die im Phosphori-
mager erhobenen Daten mit dem AIDA Array Analysis Software Package (Raytest GmbH,
Straubenhardt/Deutschland) ausgewertet. Dabei wurden von den im Gerat gemessenen
Intensitatswerten die Werte der Hintergrundstrahlung abgezogen und der jeweils ermittel-
te Wert fur weitere Auswertungen gespeichert. Nach Vergleich der Datensatze wurden
alle nicht-eindeutigen Werte ausgefiltert. Aus den Intensitatswerte der Wiederholungen
wurde ein Mittelwert gebildet und die Werte fir die infizierten Proben (5 DAI, 18 DAI und
35 DAI) zu den entsprechenden Kontrollen ins Verhaltnis gesetzt .

Die Berechnung der Ahnlichkeit zwischen den Klonen wurde mit dem Multivariate Statisti-
cal Package - MVSP (Kovach 1994) durchgefihrt.

Der Modified Morisita Koeffizient mit der Formel:

J

n
22 X X i, j = Reihe der Datenmatrix
MMc,, = k=2 k = Spalte der Datenmatrix
n n
{ (Xi|<2/Ni2)+Z()(jk2/N,z):||\]i N, n = Anzahl der Variablen

=

=1 k=1
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wurde der Berechnung zugrunde gelegt. Um eine Gruppierung der Klone ohne Verzer-
rungen durch den unterschiedlichen Umfang der einzelnen Klongruppen zu erreichen
wurde eine WPGMA Cluster Analyse durchgefiihrt und die Klone gemass ihrem Expressi-

onsverhalten in die Cluster sortiert.

2.6 Kapillarelektrophorese

Um Aussagen Uber den Methylierungsstatus der untersuchten DNA-Proben machen zu
kénnen, wurde der prozentuale Anteil von methyliertem Cytosin am Gesamtcytosingehalt
basierend auf dem von Fraga et al. (2000) entwickelten Protokoll, mittels Kapillare-
lektrophorese gemessen. Es wurde hierfur ein 3D HPCE-Geréat der Firma Agilent Techno-
logies (Agilent Capillary Electrophoresis Systems — Agilent Technologies, Palo Alto/USA)

verwendet.

Verwendeter Laufpuffer
16mM NaHCO; pH 9.6
20mM SDS

2.6.1 Hydrolyse der DNA

Um die einzelnen Basen der DNA elektrophoretisch auftrennen zu kénnen wurden die
Proben einer saueren Hydrolyse unterzogen. Hierfur wurden 30pg DNA/Probe in 2ml
88%iger Ameisenséure (Sigma-Aldrich, Minchen/Deutschland) fir 90 Minuten bei 140C
inkubiert. Fur die Inkubation wurden Hochdruck-Veraschungs-Gefasse mit PFA (Perflou-
roalkoxy) - Innenwandungen verwendet (Schramel et al. 1996). Nach Beenden der Hydro-
lyse wurden die abgekihlten Proben in 2 ml-Reaktionsgefasse uberfiihrt und in einem
Vakuumkonzentrator (SPD 121P-SpeedVac Plus, Thermo Electron GmbH, Drei-
eich/Deutschland) getrocknet. Nach Abschluss der Trocknung wurden die Proben in 50 pl

Laufpuffer riickgelost und analysiert.

2.6.2 Standards

Zur Uberprifung der korrekten Hydrolyse der DNA-Proben wurden 30ug Lachssperma
DNA (Sigma-Aldrich, Minchen/Deutschland) unter den gleichen Bedingungen wie die zu
untersuchenden Proben behandelt und elektrophoretisch getrennt (Abb. 1). Zur Eichung

des Systems und zur Feststellung der Retentionszeiten der einzelnen Basen wurde im



2 Material und Methoden 20

Verlauf der Probenlaufe ein Gemisch von DNA-Basen in bekannten Konzentrationen auf-
getrennt. Die DNA-Basen Thymin, Adenin, Cytosin und Guanin sowie zusatzlich Uracil
und Methyl-Cytosin (alle Standards: Sigma-Aldrich, Minchen/Deutschland) wurden nach
Herstellerangaben gel6st und auf Konzentrationen von 0,4 und 0,8 mM je Base eingestellt

(Abb. 2). Uracil diente als Kontrolle auf RNA-Verunreinigungen in den Proben.

DADT C, %ig=254 30

16 4
14 T
A

12 4
10
33 G
6]

C
4
21 mC
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10 15 P

Abb. 1:Trennung von 30upg saurehydrolysierter Kontroll-DNA (Lachssperma-DNA).
C=Cytosin, mC=5-Methylcytosin, A=Adenin, T=Thymin, G=Guanin, U=Uracil.

OADT T, Sig=144.30

T T T
10 1 0 mi

Abb. 2:Trennung von Basenstandards, 0.4mM/Base. C=Cytosin, mC=5-Methylcytosin,
A=Adenin, T=Thymin, G=Guanin, U=Uracil.

2.6.3 Laufbedingungen

Die elektrophoretische Trennung der hydrolysierten DNA-Basen wurde in einer unbe-
schichteten Quarzkapillare (uncoated fused silica capillary G6100-1600, Agilent Techno-
logies Palo Alto/USA) mit einem Innendurchmesser von 75 um und einer Lange von 60
cm (effektive Lange 56 cm) durchgefiihrt. Zur Konditionierung wurde die Kapillare vor der
ersten Trennung fir 20 Minuten mit 1M NaOH, fir 20 Minuten mit dH,O und fir 30 Minu-
ten mit 16 mM NaHCO; pH 9.6 gespult. Vor jeder Trennung wurde die Kapillare fur 15

Minuten mit Laufpuffer equilibriert. Die Proben wurden hydrodynamisch fur vier Sekunden
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mit 50mbar Druck injiziert. Die Trennung der Basen erfolgte nach Anlegen von 10kV fir
25 Minuten. Die Stromstarke wurde automatisch angepasst. Die Temperatur der Kapilla-
renkassette wurde konstant auf 22C gehalten. Nach jede m Trennvorgang wurde die Ka-
pillare fur drei Minuten mit 1M NaOH, fur zwei Minuten mit 1mM NaOH und fur 1 Minute
mit hochreinem H,O (MilliQ grade) gespdilt.

2.6.4 Auswertung der Kapillarelektrophoresedaten

2.6.4.1 Detektion der DNA-Basen und Bestimmung der relativen Methylierung

Die Detektion der Basen erfolgte Uber die Messung der Absorption bei 256nm. Diese
wurde mit einem UV-Dioden Array Detektor (Wellenlangenbereich 190-600 nm) am her-
stellerseitig in der Kapillare ausgesparten Messfenster durchgefuhrt.

Die Peaks der Elektropherogramme wurden den entsprechenden DNA Basen zugeordnet.
Dies geschah durch Vergleich der gemessenen Retentionszeiten mit denen durch Tren-
nung der Standards festgestellten.

Die Peaks wurden mit Hilfe der Auswertungssoftware (HP ChemStation) integriert und die
so erhaltenen Flachenwerte fur weitere Berechnungen verwendet. Die relative Methylie-
rung der untersuchten Proben-DNA wurde als Verhéltnis der Peakflachen des methylier-

ten Cytosins zum Gesamtcytosin bestimmt und als prozentualer Wert wiedergegeben.

2.6.4.2 Statistische Auswertung

Die Daten aus der kapillarelektrophoretischen Messung wurden einer Analysis of Varian-
ce (ANOVA) unterzogen. Die Analyse wurde mit dem GLM (General Linear Model) Pa-
ckage der Software Statistica 6.0 (StatSoft, Tulsa/USA) durchgefihrt. Alle Berechnungen
wurden zundachst als full-model unter Einbeziehung aller interagierender Faktoren durch-
gefuhrt. Nach Ausschluss aller nicht-signifikanten Interaktionen wurde das Modell neu
berechnet. Die post-hoc Vergleiche der Mittelwerte wurde in einem Tukey-Test durchge-
fuhrt.
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2.7 Klonierung und Sequenzierung des Phytochrom-O-Ge  ns

Fur die Sequenzierung des Phytochrom-O-Gens von P. abies wurden, basierend auf der
publizierten cDNA-Sequenz (EMBL Accession Number U60264) Primer generiert, um die
gesamte Sequenz aus genomischer DNA von P. abies zu amplifizieren. In Tabelle 4 wer-
den die Primer (Thermo Electron GmbH, Ulm/Deutschland) mit Ihren entsprechenden
Bindungstelle in der cDNA-Sequenz sowie der Mindestlange der zu erwartenden PCR-
Fragmente angegeben. Die 50ul PCR-Reaktionen bestanden aus 1X Reaktionspuffer,
0,2mM je dNTP, 1,5mM MgCl,, 2,5 pmol forward Primer, 2,5 pmol reverse Primer, 100ng
genomischer DNA und 1U Platinum®Tagq DNA Polymerase (Invittogen GmbH, Karlsru-
he/Deutschland). Die Reaktionsbedingungen kénnen Tabelle 5 entnommen werden. Die

Reaktion wurde in einem Eppendorf Thermocycler durchgefihrt.
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Tab. 4: Name, Sequenz, Bindungstelle in der cDNA-Sequenz und erwartete Mindest-
Fragmentlange fir die Amplifikation des Phytochrom-O-Gens von P. abies

Primer Sequenz Bindungstelle Erwartete
(basierend auf Fragmentlange
cDNA-Sequenz)

PHYO 1 for 5’-atg ccg tgc att tta gca tt-3° 32-51

PHYO 1 rev 5’-atg gaa cgc tgc tgc tat ct-3° 539 - 520 507 bp

PHYO 2 for 5’-cca gac acc agt aga tgc ga-3° 433-452

PHYO 2 rev 5’-agg cat cac agg ctc aaa gt-3’ 943-924 510bp

PHYO 3 for 5’-tga acc caa tat tcg tcc gt-3° 840-859

PHYO 3 rev 5’-acc aga gat gca atg gaa cc-3° 1395-1376 555bp

PHYO 4 for 57-gtg ccc ctc ctg tga atg ta-3” 1263 - 1282

PHYO 4 rev 5’-ctg ctt ctg caa gac tgt cg-3° 1859 - 1840 596bp

PHYO 5 for 5’-tgg gga cca ctc cta ctg ag-3’ 1755 - 1774

PHYO 5 rev 5’-ccc tgt gag ttc agc tgc tt-3° 2338 - 2319 583bp

PHYO 6 for 5’-tga aac tgc aac tgt gcc a-3° 2254 - 2272

PHYO 6 rev 5’-caa aaa cct ctc cca caa gc-3° 2786 - 2767 532bp

PHYO 7 for 5’-agt gga atc cag caa tgg aa-3’ 2706 - 2725

PHYO 7 rev 5’-ctg ccg ttg aca taa tgc ac-3° 3205 - 3186 499bp

PHYO 8 for 5’-atg gca gaa cag gca gct at-3° 3038 - 3057

PHYO 8 rev 5’-ggg aat ccc ttg tcc tga at-3° 3571 - 3552 533bp

PHYO 9 for 5’-agg atg ggt tgg gaa taa gg-3° 3466 - 3485

PHYO 9 rev 5’-caa ggg aat ttt tgc ctg gt-3° 3981 - 3962 515bp

Tab. 5: Reaktionbedingungen fir die Amplifikation des Phytochrom-O-Gens von P.

abies.

Temperaturprofil

| 94C, 2 min Anfangsdenaturierung

I1 94<C, 30 sec

11 55C, 30 sec

IV 72<C, 2 min

30x Schritte II-IV

72C, 2 min

4 bis Ende




2 Material und Methoden 24

Die PCR-Fragmente wurden in Nanosep Omega 30K Saulen (Pall GmbH, Drei-
ich/Deutschland) aufgereinigt. Hierfir wurde das PCR-Produkt zunachst mit hochreinem
H,O (MilliQ grade) auf 100ul Volumen aufgefillt und nach Auftragen des gesamten An-
satzes auf die Aufreinigungssaule bei 5000rpm so lange zentrifugiert bis dieser auf 20ul
konzentriert war. Die PCR-Produkte wurden an einen Sequenzierservice (GATC, Frei-
burg/Deutschland) zur Sequenzierung abgegeben. Nach Auswertung der Sequenzen
wurden in Lange und Sequenz von der cDNA-Sequenz abweichende Regionen des Phy-
tochrom-O-Gens durch die veranderte Kombination der in Tabelle 4 angegebenen Primer
und unter Verwendung weiterer, neugenerierter Primer (vgl. Tabelle 6) amplifiziert. Der
entsprechende 50ul Reaktionsansatz bestand aus: 1X Reaktionspuffer, 0,2mM je dNTP,
2mM MgSO04, 2,5pmol forward Primer, 2,5pmol reverse Primer 100ng genomischer DNA
und 1U Platinum®Tagq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen GmbH, Karlsru-
he/Deutschland). Das verwendete Temperaturprofil kann Tabelle 7 enthommen werden.
Nach erfolgreicher PCR wurden die PCR-Produkte in einem 1%igen Agarosegel aufge-
trennt und die DNA - Banden aus dem Gel eluiert (QiaEX Gel Extraction Kit®, Qiagen,
Hilden/Deutschland). Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits (In-
vitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland) kloniert und zur Sequenzierung an einen Se-

guenzierservice (GATC, Freiburg/Deutschland) abgegeben.
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Tab. 6: Name, Sequenz, Kombination, Bindungstelle

in der cDNA-Sequenz und

erwartete Fragmentlange der fur die Amplifikation nicht identifizierter Regionen

des Phytochrom-O-Gens von P. abies verwendeten Primer.

Primer Sequenz Bindungstelle Erwartete
(basierend auf Fragmentlange
cDNA-Sequenz)

PHYO 3 for 5’-tga acc caa tat tcg tcc gt-3° 840-859

PHYO 4 rev 5’-ctg ctt ctg caa gac tgt cg-3” 1859-1840 1000bp

PHYO 5 for 5°-tgg gga cca ctc cta ctg ag-3° 1755-1774

PHYO 6 rev 5’-caa aaa cct ctc cca caa gc-3° 2786-2767 1031bp

PHYO 7 for 5’-agt gga atc cag caa tgg aa-3’ 2706-2725

PHYO 7 rev 5°-ctg ccg ttg aca taa tgc ac-3° 3205-3186 499bp

PHYO 7 for 5’-agt gga atc cag caa tgg aa-3’ 2706-2725

PHYO 8 rev 5°-ggg aat ccc ttg tcc tga at-3” 3571-3552 865bp

PHYO 8 for 5-atg gca gaa cag gca gct at-3” 3038-3057

PHYO 9 rev 5’-caa ggg aat ttt tgc ctg gt-3” 3981-3962 943bp

PHYO 9 for 5’-agg atg ggt tgg gaa taa gg-3” 3466-3485

PHYO 9 rev 5’-caa ggg aat ttt tgc ctg gt-3° 3981-3962 515bp

PhyO intF4 5-ttc ctt ggg agg atg ttg ag-3” 2076-2095

PHYO 5 rev 5’-ccc tgt gag ttc agc tgc tt-3° 2338-2319 262bp

PhyQOintF5 5’-cct ccc ata ttt gga gca ga-3° 2666-2685

PHYO 6 rev 5’-caa aaa cct ctc cca caa gc-3° 2786-2766 120bp

PhyQintF6 5’-caa cgg cag ttg gta aag gt-3° 3197-3216

PHYO 9 rev 5’-caa ggg aat ttt tgc ctg gt-3° 3981-3962 784bp

Tab. 7: Reaktionbedingungen fur die Amplifikation nicht identifizierter Regionen des
Phytochrom-O-Gens von P. abies.

Temperaturprofil

| 94C, 2 min Anfangsdenaturierung

I 94C, 30 sec Denaturierung

11 55C, 30 sec Annealing der Primer

IV 68T, 2 min Elongation

35x Schritte 1I-1V

68T, 4 min

4C bis Ende
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2.7.1 Sequenzierung flankierender Genbereiche

Fur die Sequenzierung der flankierenden Bereich des Phytochrom-O-Gens wurde die von
Liu et al. (1995) publizierte Methode der thermal assymetric interlaced PCR (TAIL-PCR)
angewendet. Die Sequenzen der verwendeten degenerierten Primer AD1, AD2 und AD3,
die Temperaturprofile der Reaktionen und die Protokolle fur die Reaktionsansétze wurden
aus der Publikation Gbernommen. Die genspezifischen Primer PhyOspec 1 (5'- caa tcc
caa atg cta aaa tgc-3"), PhyOspec?2 (5'- ctc cca aaa gtg cag aga atc -3") und PhyOspec3
(5"-tgc tct tat gct ttt tct tcc ¢-37) wurden aus der verédffentlichten cDNA Sequenz (EMBL
Accession Number U60264) abgeleitet. Die PCR Fragmente wurden aus dem Gel eluiert
(QiaEX Gel Extraction Kit®, Qiagen, Hilden/Deutschland), mittels TOPO TA Cloning
Kit™(Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland) kloniert und zur Sequenzierung an einen

Sequenzierservice (GATC, Freiburg/Deutschland) abgegeben.

2.8 Quantitative PCR

Die Bestimmung der Menge an Pathogen-DNA wurde fir alle infizierten Proben (5, 10, 18,
28, 35 und 60 DAI), die entsprechenden nicht-infizierten Kontrollen und die unbehandelte
Probe des in Kapitel 2.2.3 beschriebenen Pflanzenmaterials durchgefiihrt. Die Messung
der Transkription ausgesuchter Gene erfolgte fur die 5, 18 und 35 DAI Proben sowie fur

die entsprechenden Kontrollen.

2.8.1 Sirococcus conigenus-spezifische gPCR

Zur Verifizierung der Infektion von P. abies Keimlingen mit S. conigenus und um den In-
fektionsverlauf zu Uberprifen, wurde die Menge an pathogenspezifischer DNA im Ge-
samt-DNA-Aufschluss in einem quantitativen PCR-Assay bestimmt. Hierfur wurde mit den
Sirococcus conigenus-spezifischen Primern Sirolr (5°-gag atg cat ccc aag aag tcc-3") und
Siro6 (5"-gcc gag ctg tct aca gag a-3") (10pmol je Primer) ein Fragment von ca. 100 bp
Lange aus Sirococcus DNA generiert. Die Amplifikation erfolgte in einem 50ul Ansatz mit
Absolute™ QPCR SYBR Green® ROX Mix (ABgene, Hamburg/Deutschland). Die qPCR
wurde mit dem ABI-PRISM 7700 Sequence Detection System (Applera, Weiterstadt)
durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen werden in Tabelle 8 wiedergegeben. Vor jeder
Amplifikationsreaktion wurde eine Verdinnungsreihe hergestellt. Hierfir wurde gereinigte

und vermessene Sirococcus-DNA auf 200ng, 20ng, 2ng, 200pg, 20pg, 2pg und 200fg
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DNA verdunnt. Zum Verdunnen der Pathogen-DNA wurde eine A-DNA-L6sung (10 ng/ul )
verwendet, da diese in der Lage ist hoch verdiinnte genomische DNA zu stabilisieren. Aus
der Verdunnungsreihe wurde in jeder gPCR eine Standardkurve generiert. Die Menge an
amplifiziertem doppelstrangigem DNA-Fragment wurde nach jedem Zyklus bestimmt. Die
gPCR Messungen wurden am GSF-Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit
GmbH in Neuherberg/Deutschland durchgefihrt.

Tab. 8: Temperaturprofil der Sirococcus conigenus-spezifischen gPCR

Temperaturprofil (QPCR)
I 50C, 2 min Eliminierung der Uracil-DNA

I 95C, 10 min Enzymaktivierung

11 95C, 15 sec Denaturierung

IV 60C, 1 min Annealing und Amplifikation
40x Schritte II-1V

2.8.2 Messung der Transkription ausgesuchter Gene

2.8.2.1 cDNA-Synthese, gPCR-Bedingungen und Transkriptmessung

Aus, wie in Kapitel 2.4 beschrieben isolierter RNA, wurde durch Verwendung des DNA-
Free™ —Kits (Ambion, Austin/USA) kontaminierende DNA entfernt. Die RNA-Menge wurde
in einem VersaFluor Fluorometer (BioRad, Hercules/lUSA) unter Verwendung des Ri-
boGreenl RNA Quantification Kits (Molecular Probes, Eugene/USA) nach Anweisung
des Herstellers bestimmt. Aus 500ng Gesamt-RNA wurde unter Verwendung der Tag-
manl] Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems, Foster City, CA) gemass
den Vorgaben des Herstellers mit 1.25 U Reverse Transcriptase pro Probe und 2.5 pM
Random Hexamer Primer in einer 50 pl Reaktion cDNA synthetisiert.

Fur den gPCR Assay wurden, basierend auf der Sequenz der in Kap. 2.5.1 beschriebe-
nen cDNA-Klone pPA0047, pPA0073, pPA0075, pPA0123 und pPA0128 mit Hilfe der
Primer Express® Software 1.5a (Applied Biosystems, Foster City/USA) Primer entwickelt.
Die Primer sind mit ihrer Sequenz und der Lange (bp) des PCR-Fragmentes in Tabelle 9

wiedergegeben.
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Tab. 9: Name, Sequenz und Fragmentlange der fir die zur Messung der Transkription
ausgesuchter Gene mittels gPCR verwendeten Primer

cDNA-Klon Primer Hequenz Fragment-
lange

pPA0047 PPR for 5’-ggg ata tca ccc gct ttc atc-3’

PPR rev 5’-tat att gct tat ctg ctt atg atc acc aa-3’ 83bp
pPA0073 Antifre for 5’-ctc ccg ggt tga atg tga ag-3’

Antifre rev 5’-tgc cgc aaa aac tac atc ga-3’ 88bp
pPA0Q75 CAD for 5’-ggc atg aca gag cct gga aa-3’

CAD rev 5’-ggc aat ctt gac acc cat gtg-3’ 74bp
pPA0123 Prot for 5’-tgc tgt gat gac acg tga taa gg-3’

Prot rev 5’-caa cct cag cta caa tag cct caa-3’ 73bp
pPA0128 PaChi4 for 5’-gcg agg gca agg gat tct ac-3’

PaChi4 rev 5’-ggt ggt gcc aaa tcc aga aa-3’ 73bp
«Tubulin T for 5'-ggc ata ccg gca gct ctt ¢c-3’
GenBank- oT rev 5'-aag ttg ttg gcg gcg tct t-3' 65bp
Acc.No.: X57980

Das a-Tubulin Gene der Fichte (GenBank accession number X57980) wurde als endo-
gene Referenz verwendet. Alle Primer wurden von Thermo Electron GmbH
(Ulm/Deutschland) bezogen. Die gPCR - Messungen wurden am Norsk institutt for skog-
forskning (Skogforsk, As/Norwegen) durchgefiihrt.

Die gPCR wurde in einem 25 pl Reaktionsansatz in SYBR Green PCR Mastermix (Ap-
plied Biosystems, Foster City/USA) durchgefuhrt. Die Primer-Konzentration wurde auf
50nM fir alle untersuchten Gene eingestellt. 150ng der in Kapitel 2.8.2.1 beschriebenen
cDNA wurden in jeder Reaktion eingesetzt. Jede Reaktion wurde zweimal wiederholt. Das

Temperaturprofil der gPCR kann Tabelle 10 entnommen werden

Tab. 10: Temperaturprofil der gPCR zur Messung der Transkription ausgesuchter Gene

Temperaturprofil (QPCR)

| 95C, 10 min Enzymaktivierung

I 95<C, 15 sec Denaturierung

11 60C, 1 min Annealing und Amplifikation
40x Schritte 1I-111
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Zur Bestimmung der Spezifitdt jedes Primerpaares wurde eine Schmelzpunktanalyse
durchgefiihrt. Diese Analyse wurde nach Abschluss des obengenannten gPCR-Laufes

durchgefihrt. Das entsprechende Temperaturprofil ist aus Tabelle 11 ersichtlich.

Tab. 11: Temperaturprofil der Schmelzpunktanalyse

Temperaturprofil

| 95°C, 15 sec Denaturierung
I 60C, 20 sec

Il Linearer Anstieg der Temperatur von 60C auf

95<C uber einen Zeitraum von 19 Min 59 sec

2.8.3 Auswertung der gPCR-Daten

Die Datenaufnahme und Auswertung der qPCR-Daten wurde mit dem Sequence Detecti-
on System, Version 1.7a, Software Package (Applied Biosystems, Foster City/USA)
durchgefihrt. Die Quantifizierung des Anteils pathogenspezifischer DNA im Gesamt-DNA-
Aufschluss fand anhand der Zykluszahlbestimmung (Ct-Wert) statt, wobei ein Vergleich
mit den Ct-Werten einer Standardprobe bekannter DNA-Konzentration erfolgte. Der Ct-
Wert ist abhangig von der DNA-Menge und reprasentiert den Schritt im PCR-Zyklus, bei
dem erstmalig ein Floureszenzsignal gemessen werden konnte.

Zur Transkriptmessung wurde der Zyklus-Schwellenwert (dCt) jeder Messung des patho-
geninduzierten PCR-Produktes vom entsprechenden dCt-Wert des a-Tubulin-Gens (en-
dogene Referenz) subtrahiert. Man erhielt so den relativen ddCt Wert. Dieser Wert stellt
die relative Menge an pathogeninduziertem Transkript verglichen mit der Menge des o-
Tubulin-Gen-Transkriptes in der Probe dar. Fir jeden der untersuchten Zeitpunkte (5 DAI,
18 DAI und 35 DAI) wurde der ddCT Wert der nichtinfizierten Probe vom ddCT Wert der
infizierten Probe abgezogen. Die Basislinie des aus den Werten berechneten Graphen

wurde auf Null gesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Einfluss der Umweltbedingungen auf die gesa  mtgenomische Cyto-

sinmethylierung

3.1.1 Piceaabies

3.1.1.1 Genetische Charakterisierung der Kreuzungsnachkommenschaften

Um zu testen, ob Segregationsdistortionen fir die differentielle ph&notypische Auspra-
gung der beobachteten Merkmale verantwortlich sind, wurde zun&chst wurde eine geneti-
sche Charakterisierung der Kreuzungsnachkommenschaften mit EST-Markern (vgl. Kap.
2.1.1.4) durchgefinhrt.

3.1.1.1.1 Genotypisierung der Eltern und Vollgeschwisterfamilien

Die Untersuchung der Kreuzungseltern zeigte, dass alle sieben der untersuchten kodomi-
nanten EST-Marker mindestens in einem der beiden Eltern im heterozygotem Zustand
vorhanden waren. FUr jeden Locus konnte somit die Spaltung in der Kreuzungsnach-
kommenschaft statistisch Uberpruft werden.

In den Vollgeschwisterfamilien 15887 und 15890 wurde aufgrund der elterlichen Allelkom-
bination fur die Marker Pa0002, Pa0005, Pa0043 und CAD eine 1:1 Aufspaltung der ein-
zelnen Genotypen in der F1-Nachkommenschaft gemal den Mendelschen Gesetzen er-
wartet. Fur die beiden Marker Pa0038 und Pa0066, bei denen bei beiden Eltern die unter-
suchten Allele heterozygot vorlagen, wurde eine 1:2:1 Spaltung erwartet. In Tabelle 12
werden die elterlichen Genotypen und deren Aufspaltung wiedergegeben. Fir die Vollge-
schwisterfamilien werden die Anzahl der untersuchten Individuen, die beobachtete Allel-
Haufigkeit sowie die Werte des Chi*-Tests angegeben. Die Chi>-Werte zeigen, dass in der
Vollgeschwisterfamilie 15890 eine signifikante Abweichungen zwischen den nach Mendel
erwarteten und den in der F1-Nachkommenschaft beobachteten Genotyphaufigkeiten am

Markergenort Pa0038 vorliegt. Fir diesen liegt somit eine gestorte Segregation vor.
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Tab. 12: Genotypisierung der Eltern und Vollgeschwisterfamilien 15887 und 15890.
N=Anzahl der untersuchten Nachkommen; n.s. = nicht signifikant,
***=Signifikanzniveau.

Elterliche Vollgeschwister- Vollgeschwister-
Genotypen familie 15887 warm familie 15890 kalt
Marker | 2736 1957 | Aufspatung [N bﬁﬁ‘g’tﬁe Chiz N bﬁﬁ‘;ﬁﬁe Chie

Pa0002 AB AA PA:AB 76 35:41 0474ns. 64 47:37 1,563 n.s.
Pa0005 CD CC |cc:cD 76 |30: 46 3,368n.s. | 64 B2:32 on.s.
Pa0038 BC BC |BB:BC:CC 76 14:39:23 2184ns. |64 J: 53:6 27,594 *+*
Pa0043 BC CC |BC:CC 76 B4:42 0,605n.s. |64 BO:34 0,25n .s.
Pa0066 BD BD |BB:BD:DD 76 13:47:16 45n.s. 64 13: 38:13 2,25n.s.
CAD AD AA |AA: AD 76 |41:35 0,474 n.s. 64 136:28 1,0n.s.

In den Vollgeschwisterfamilien 15044 und 15046 wurden ausgehend von den elterlichen
Allelkombinationen die EST-Marker Pa0002, Pa0005, Pa0034, Pa0038, Pa0043 und CAD
untersucht. Fur die Marker Pa0002, Pa0005, Pa0034 und CAD wurde eine 1:1 Aufspal-
tung der einzelnen Genotypen, fur die beiden Marker Pa0038 und Pa0043 aufgrund der
Allelausstattung der Eltern eine 1:1:1:1 Spaltung in der F1-Nachkommenschaft erwartet.
Die elterlichen Genotypen und deren Aufspaltung, die Anzahl der untersuchten Individuen
je Vollgeschwisterfamilie, die beobachtete Allel-Haufigkeit sowie die Werte des
Chi? - Tests kénnen Tabelle 13 entnommen werden. Nach Berechnung der Chi? - Werte
zeigte sich, dass in der Vollgeschwisterfamilie 15046 eine signifikante Abweichungen zwi-
schen erwarteten und in der F1-Nachkommenschaft beobachteten Genotyphéaufigkeiten
und somit eine Segregationsdistortion am Markergenort Pa0038 vorliegt.

Tab. 13: Genotypisierung der Eltern und Vollgeschwisterfamilien 15044 und 15046.
N=Anzahl der untersuchten Nachkommen; n.s.=nicht signifikant, *=Signifikanz-

niveau.
Elterliche Vollgeschwister- Vollgeschwister-
Genotypen familie 15044 kalt familie 15046 warm
Marker | 2735 F2014] Aufspaitung [N bﬁﬁéﬂﬁ? Chiz N ba‘,ﬁ‘;ﬂ:te Chi2

Pa0002 AA AB PA:AB 41 17:24 1,195ns. |69 J2:37 0,362 n.s.
Pa0005 CD CC |CC:CD 41 123:18 0,609n.s. | 69 B6:33 0,130 n.s.
Pa0034 CcC BC |BC:CC 41 p0:21 0,024ns. |69 B3:36 0,130 n.s.
Pa0038 BC FC |BC:CC:BF:CF |41 p:11:16:10 7,098 n.s. | 69 J11:14:15:29 11,174 =
Pa0043 AC BC JAB:AC:BC:CC |41 }12:12:10:7 1634 ns. | 69 [11:18:19:21 3,290 n.s.
CAD AM AA |AA: AM 41 |26: 15 2,951 n.s. | 69 |33:36 0,130 n.s.

In den Vollgeschwisterfamilien 15902, 15905, 15909 und 15914 wurden ausgehend von
den elterlichen Allelkombinationen die EST-Marker Pa0038, Pa0066 und CAD untersucht.
Fur die Marker Pa0066 und CAD wurde eine 1:1 Aufspaltung der einzelnen Genotypen in
der F1-Nachkommenschaft erwartet. Am Genort Pa0038 lagen bei beiden Eltern die un-

tersuchten Allele heterozygot vor. Es wurde deshalb eine 1:2:1 Spaltung in den Nach-



3 Ergebnisse 32

kommen erwartet. In Tabelle 14 und 15 werden wiederum die elterlichen Genotypen und
deren Aufspaltung gezeigt. Daneben finden sich Anzahl der untersuchten Individuen aus
den Vollgeschwisterfamilien, die beobachtete Allel-Haufigkeit und die Werte des
Chi? - Tests. Wie aus Tabelle 14 und 15 ersichtlich, zeigen die Chi? — Werte, dass es in
keiner der untersuchten Vollgeschwisterfamilien 15902, 15905, 15909 und 15914 an den
untersuchten Genorten zu signifikanten Abweichungen von den erwarteten Allelverteilun-

gen kommt.

Tab. 14: Genotypisierung der Eltern und Vollgeschwisterfamilien 15902 und 15905.

N=Anzahl der untersuchten Nachkommen; n.s.=nicht signifikant.

Elterliche Vollgeschwister- Vollgeschwister-
Genotypen familie 15902 warm/SD familie 15905 warm/LD
beobachtete ] beobachtete ]
Marker 5994 1957 Aufspaltung N Haufigkeit Chi2 N Haufigkeit Chi2
Pa0038 BC BC |BB:BC:CC 80 p0:41:19 0,075ns. |70 33 :34:13 2,914 nss.
Pa0066 BB BC [BB:BC 80 p9:41 0,05n.s. 70 32:38 0,514 n.s.
CAD BC AA JAB:AC 80 |43:37 0,45 n.s. 70 |48 : 22 9,657 n.s.

Tab. 15: Genotypisierung der Eltern und Vollgeschwisterfamilien 15909 und 15914.
N=Anzahl der untersuchten Nachkommen; n.s.=nicht signifikant.

Elterliche Vollgeschwister- Vollgeschwister-
Genotypen familie 15909 kalt/SD familie 15914 kalt/LD
beobachtete ] beobachtete ]
Marker 5994 1957 Aufspaltung N Haufigkeit Chi2 N Haufigkeit Chi2
Pa0038 BC BC [BB:BC:CC 50 }15:22:13 0,845ns. |46 §: 20:18 513 n.s.
Pa0066 BB BC |BB:BC 50 p7:23 0,32 n.s. 46 20:26 0,783 n.s.
CAD BC AA |AB: AC 50 |30: 20 2ns. 46 121 :25 0,348 n.s.

3.1.1.1.2 Uberpriifung auf Gleichverteilung der 2-Locus Genotypen in den Vollgeschwis-

terfamilien

In den Vollgeschwisterfamilien 15887 und 15890 wurden von 16 moglichen 2-Locus-
Kombinationen (sechs Loci) innerhalb von sechs Kombinationen die Verteilung der Geno-
typen uberpruft. Aus Vollgeschwisterfamilie 15887 wurden 76, aus Vollgeschwisterfamilie
15890 64 Nachkommen geprift. Aus Tabelle 16 wird ersichtlich, dass in Vollgeschwister-
familie 15887 die Markerkombination Pa0066/Pa0002 Genotyphaufigkeiten zeigte, die

signifikant von der Gleichverteilung abwichen (Chi*-Test).
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Tab. 16: Uberpriifung auf Gleichverteilung der 2-Locus Genotypen in den Voll-
geschwisterfamilien 15887 und 15890. Unter der Diagonale ist das Ergebnis des
Chi®-Test auf Gleichverteilung der 2-Locus-Genotypen dargestellt, oberhalb der
Diagonale die Anzahl der untersuchten Nachkommen. n.s.=nicht signifikant.

15887 warm 15890 kalt
EST - EST -
Marker | Pa0002 | Pa0043 | pA0066 CAD Marker | Pa0002 | Pa0043 | pA0066 CAD
Pa0002 - 76 76 76 Pa0002 - 64 64 64
Pa0043| 1,05n.s - 76 76 Pa0043| 2,63 n.s. - 64 64
Pa0066| 16,42* | 9,68 n.s. - 76 Pa0066| 3,44 n.s. | 0,44 n.s. - 64
CAD | 168ns.]0,21ns.|8,84n.s. - CAD |3,13ns.|1,13ns.| 1,69n.s. -

In den Vollgeschwisterfamilien 15046 und 15044 wurden von sechs mdglichen 2-Locus-
Kombinationen (vier Loci) innerhalb von drei Kombinationen die Verteilung der Genotypen
Uberprift. Aus Vollgeschwisterfamilie 15044 wurden 41, aus Vollgeschwisterfamilie 15046
69 Nachkommen geprift. Es zeigte sich in keiner der getesteten Marker-Kombinationen
eine signifikante Abweichung der Genotyphaufigkeiten von der Gleichverteilung (Chi*
Test) (vgl. Tabelle 17).

Tab. 17: Uberpriifung auf Gleichverteilung der 2-Locus Genotypen in den Vollgeschwister-
familien 15046 und 15044. Unter der Diagonale ist das Ergebnis des Chi*-Test
auf Gleichverteilung der 2-Locus-Genotypen dargestellt, oberhalb der Diagonale
die Anzahl der untersuchten Nachkommen. n.s.=nicht signifikant. n.e.=nicht

ermittelbar.
15046 warm 15044 kalt

EST - EST -
Marker | Pa0002 | Pa0034 | pA0043 CAD Marker [ Pa0002 | Pa0034 [ pA0043 CAD
Pa0002 - 69 69 69 Pa0002 - 41 41 41
Pa0034| 5,55 n.s. - 69 69 Pa0034]| 5,24 n.s. - 41 41
Pa0043 n.e. 6,48 n.s. - Pa0043 n.e. 3,68 n.s. -

CAD n.e. n.e. 10,88 n.s. - CAD n.e. n.e. 11,49 n.s. -

In den Vollgeschwisterfamilien 15902, 15905, 15909 und 15914 wurden alle der drei mog-
lichen 2-Locus-Kombinationen (3 Loci) der Genotypen getestet. Aus Vollgeschwisterfami-
lie 15902 und 15914 wurden 79, aus Vollgeschwisterfamilie 15905 70 und aus Vollge-
schwisterfamilien 15909 50 Nachkommen untersucht. Nur in Vollgeschwisterfamilie 15905
zeigten die Markerkombinationen CAD/Pa00038 und CAD/Pa0066 Genotyphaufigkeiten
die signifikant von der Gleichverteilung abwichen (Chi®-Test) (vgl. Tab. 18 a-d.)
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Tab. 18: a-d Uberpriifung auf Gleichverteilung der 2-Locus Genotypen in den Vollge-
schwisterfamilien 15902, 15905, 15909 und 15914. Unter der Diagonale ist das
Ergebnis des Chi*-Test auf Gleichverteilung der 2-Locus-Genotypen dargestellt,
oberhalb der Diagonale die Anzahl der untersuchten Nachkommen. n.s. = nicht

signifikant.
a.)| 15902 warm/SD b.)[ 15905 warm/LD
EST - EST -
Marker | Pa0038 | Pa0066 CAD Marker | Pa0038 | Pa0066 CAD
Pa0038 - 79 79 Pa0038 - 70 70
Pa0066]| 1,0 n.s. - 79 Pa0066 | 4,06 n.s. - 70
CAD | 3,73 n.s. |3,89n.s. - CAD 13,09* | 12,97 * -
c.) 15909 kalt/SD d) 15914 kalt/LD
EST - EST -
Marker | Pa0038 | Pa0066 CAD Marker | Pa0038 | Pa0066 CAD
Pa0038 - 50 50 Pa0038 - 79 79
Pa0066| 2,96 n.s. - 50 Pa0066 11,74 n.s. - 79
CAD 3,6 n.s. 3,6 n.s. - CAD | 8,43n.s.| 1,48 n.s. -

3.1.1.2 Bestimmung des 5-Methylcytosingehaltes in Vollgeschwisterfamilien aus unter-

schiedlichen Kreuzungsumwelten und Herkiinften

Der Einfluss der Umweltbedingungen wéhrend Kreuzung auf die Cytosinmethylierung
wurde in Pflanzenmaterial aus vier Vollgeschwisterfamilien mit zwei verschiedenen gene-
tischen Hintergriinden genetischen bestimmt. Verwendet wurde das in Tabelle 1 be-
schrieben Pflanzenmaterial. Im Pilotversuch wurden zunachst die Vollgeschwisterfamilien
15044 (kalt) und 15046 (warm) untersucht. Das aus Saatgut aufgezogene Pflanzenmate-
rial wurde im Zuge des Experimentes unter verschiedenen Tageslangen (24h bzw.12h)
gehalten. Untersucht wurden nach sechs und zwanzig Tagen geerntete Pflanzen. Aus
den fur die Untersuchung verwendeten 100mg Nadelmaterial (Frischgewicht) wurden
nach der in Kapitel 2.4 beschriebenen Methode 30ug DNA isoliert und fur die Messung
aufbereitet. Jede Isolation wurde im Replikat durchgefiihrt und der Gehalt an 5-Methyl-

cytosin vierfach kapillarelektrophoretisch bestimmt.
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Abb. 3:Prozentsatz an 5-Methylcytosin in Vollgeschwisterfamilien von P. abies in Abhan-
gigkeit von Kreuzungsumwelt, Tageslange und Erntezeitpunkt. Umweltbedingun-
gen der Vollgeschwisterfamilien: Siehe Tabellel.

Es bestand eine signifikante (p=0.00232) Interaktion der untersuchten Faktoren Kreu-

zungsumwelt, Tageslange und Erntezeitpunk.

Unabhéangig vom Erntezeitpunkt und der Tagesléange lieRen sich allerdings in der Nach-

kommenschaft 15046 (warme Kreuzungsumwelt) mit durchschnittlich 28+1,5% signifikant

(p<0.001) hohere Prozentsatze an methyliertem Cytosin nachweisen als in der Nach-

kommenschaft 15044 (kalte Kreuzungsumwelt), in der Durchschnittswerte von 13+1%

5-Methylcytosin gemessen wurden. Betrachtet man die untersuchten Nachkommenschaf-
ten getrennt voneinander, so zeigte sich, dass es bei den Nachkommen aus kalter Kreu-
zungsumwelt zu keiner signifikanten Beeinflussung (p>0.5) der Cytosinmethylierung durch

Erntezeitpunkt und Tageslange kam. Die Durchschnittswerte lagen in nach sechs Tagen

geernteten Pflanzen bei 12+1,5% gegeniber 14+1% in den nach zwanzig Tagen geernte-

ten. Die Nachkommen aus warmer Kreuzungsumwelt zeigen zwischen dem sechsten und
dem zwanzigsten Tag nach Behandlungsbeginn signifikante (p<0.001) Anderungen der

Cytosinmethylierung, wenn sie unter Kurztagsbedingungen (12h Licht) gehalten wurden.
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Pflanzen die nach sechs Tagen geerntet wurden, wiesen einen Prozentsatz von 25+1%
auf. Im Vergleich dazu wurden in den nach 20 Tagen geernteten Pflanzen Gehalte von
31+0,5% 5-Methylcytosin nachgewiesen. Die Pflanzen die unter Langtag-Bedingungen
gehalten wurden, zeigen keine signifikanten (p>0.01) Anderungen (Abb. 3).

Zur Bestatigung der Befunde wurde in einem Wiederholungsversuch die Cytosinmethylie-
rung in den Vollgeschwisterfamilien 15884 (warme Kreuzungsumwelt) und 15886 (kalte
Kreuzungsumwelt) an zwei Erntezeitpunkten (drei und zwanzig Tage) gemessen. Hierfir
wurden ebenfalls aus jeweils 100mg Pflanzenmaterial flr jeden der untersuchten Zeit-
punkte vier DNA Proben im Replikat isoliert und die Messung der Proben dreimal wieder-
holt.

Die Ergebnisse des ersten Versuches liel3en sich bestatigen. Die Nachkommenschaften
zeigten signifikante Unterschiede in der Cytosinmethylierung (Abb. 4). Die Prozentsétze in
der Nachkommenschaft 15886 (kalte Kreuzungsumwelt) lagen mit durchschnittlich
37+2,5% signifikant (p<0.001) niedriger als in der Nachkommenschaft 15884 (warme
Kreuzungsumwelt) in der Durchschnittswerte von 49+1% gemessen wurden. In der Nach-
kommenschaft 15886 nahm der Anteil an methyliertem Cytosin zwischen dem dritten
(42+2,5%) und dem zwanzigsten Erntetag (33+1%) signifikant (p<0.001) ab, wéhrend es

in Nachkommenschaft 15884 zu keiner signifikanten Anderung kam.
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48% | E
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38% | .

36% |

34% E

32% |

30% |

% mC/ Gesamt C

28%

15884 (warm) 15886 (kalt)

Vollgeschwisterfamilie

Abb. 4:Prozentsatz an 5-Methylcytosin in Vollgeschwisterfamilien von P. abies in Abhan-
gigkeit von Kreuzungsumwelt, Tageslange und Erntezeitpunkt.
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3.1.1.3 Bestimmung des 5-Methylcytosingehaltes nach Hitzeschockbehandlung

In den oben beschriebenen Versuchen konnten Informationen tber die Auswirkung der
Umweltbedingungen wahrend der Kreuzung auf den 5-Methylcytosin-Gehalt genomischer
DNA aus der Fichte gewonnen werden. Um zu Uberprifen, ob sich kurzzeitig einwirkende
extreme Umweltbedingungen ebenfalls in einer Anderung des 5-Methylcytosin-Gehaltes
des Genoms niederschlagen kdnnen, wurden Fichtenkeimlinge einer Hitzeschockbehand-
lung unterzogen um anschliel3end die Prozentsatze an methyliertem Cytosin in der geno-
mischen DNA zu bestimmen. Getestet wurden Fichtenkeimlinge aus einer Hoch- und ei-
ner Tieflagenherkunft. Keimlinge im Alter von drei und acht Wochen wurden einer, in
Kapitel 2.3 beschriebenen, Hitzeschockbehandlung unterzogen. In drei unabhangigen
Praparationen wurde aus jeweils 100mg Pflanzenmaterial wie in Kapitel 2.4 beschrieben
genomische DNA isoliert. Jeweils 30ug der DNA wurde fir die kapillarelektrophoretische
Messung aufbereitet und in jeder Probe der Prozentsatz an methyliertem Cytosin in drei-

facher Messung bestimmt.
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Abb. 5:Prozentualer Gehalt an 5-Methylcytosin in genomischer DNA aus Nadeln und
Wourzeln von P. abies Keimlingen nach Hitzeschockbehandlung.

Die Ergebnisse der Messungen zeigten signifikante (p<0.001) Unterschiede zwischen

hitzeschockbehandelten Nadeln und den entsprechenden Kontrollen in beiden Herkinf-
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ten. Wie aus Abbildung 5 ersichtlich wird, betrug der Gehalt an methyliertem Cytosin in
den Nadeln aus der Tieflagenpopulation nach Hitzeschock 42+1% in den Kontrollen
24+0,5%. In der Hochlagenpopulation konnten fir die entsprechenden Proben 21+0,5%
beziehungsweise 16+0,5% 5-Methylcytosin nachgewiesen werden. Ein signifikanter
(p<0.001) Unterschied in der Reaktion der untersuchten Provenienzen auf die Hitze-
schockbehandlung konnte ebenfalls festgestellt werden.

Die 5-Methylcytosinwerte in den Wurzeln aus der Tieflagen-Herkunft unterschieden sich
mit 21+0,5% 5-Methylcytosin-Gehalt nach Hitzeschock nicht signifikant (p>0.05) von den
Kontrollen (1920,5%). Entsprechend verhielten sich die 5-Methylcytosin-Gehalte der Wur-
zeln aus der Hochlagenherkunft. Hier wurden 5-Methylcytosin-Gehalte von 17+0,5% 5-
Methylcytosin-Gehalt nach Hitzeschockbehandlung, beziehungsweise 16+0,5% in den
Kontrollen gemessen (p>0.05).

Um den aufzuklaren ab welchem Alter die mit Methylierungsanderungen auf eine Hitze-
schockbehandlung reagiert, wurden die 5-Methylcytosin-Gehalte von drei Wochen alten
Keimlingen mit denen in acht Wochen alten Keimlingen (Abb. 6) nach Hitzeschockbe-

handlung verglichen.

Nadeln

Stangel

Wurzel

Abb. 6:Drei und acht Wochen alter P. abies-Keimling und Einteilung in die untersuchten
Organe.

Es lieRBen sich signifikante Unterschiede (p<0.001) in der Reaktion der untersuchten
Wachstumsstadien auf die Hitzeschockbehandlung feststellen. In den drei Wochen alten
Pflanzen fanden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit Hitze-
schock behandelten Pflanzen und den Kontrollen (22+1% zu 20+£1%) In den acht Wochen
alten Pflanzen konnten signifikante (p<0.001) Unterschiede in den 5-Methylcytosin-
Gehalte (42+1% nach Hitzeschock, 24+0,5% in den Kontrollen) festgestellt werden (Abb.
7).
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Abb. 7:Gehalt an 5-Methylcytosin in drei und acht Wochen alten Fichten-Keimlingen aus
Tieflagenherkunft nach Hitzeschockbehandlung.
Um die Veranderung der 5-Methylcytosingehalte nach Hitzeschockbehandlung in den
Organen der Fichtenkeimlinge zu untersuchen, wurden die entsprechenden Werte fir
DNA aus Wurzeln, Stangeln und Nadeln ermittelt. Hierfir wurde genomische DNA aus
den jeweiligen Pflanzenteilen der acht Wochen alten Keimlinge aus der Tieflagenherkunft
verwendet. Es wurden mindestens drei unabhangige DNA-Praparationen aus je 100 mg
Pflanzenmaterial durchgefiihrt und jeweils 30 ug DNA nach entsprechender Aufbereitung

kapillarelektrophoretisch vermessen.
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Abb. 8:Einfluss von Hitzeschockbehandlung auf die 5-Methylcytosingehalte in Wurzeln
Sténgeln und Nadeln von acht Wochen alten Fichten-Keimlingen der Tieflagen-
herkunft.

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten zeigte, dass es in den Wurzeln zu kei-

ner signifikanten Anderung (p>0.05) der 5-Methylcytosingehalte nach Hitzeschockbehand-

lung kam. Die Werte lagen im Durchschnitt bei 21+1% 5-Methylcytosin in den hitzschock-
behandelten und bei durchschnittlichen 19+1% in den unbehandelten Kontrollproben

(Abb. 8). Die Stangel und die Nadeln zeigten nach Hitzeschock eine signifikante Zunahme

(p<0.001) des 5-Methylcytosingehaltes. In den Stangeln stieg der 5-Methylcytosin-Gehalt

von im Durchschnitt 20£1% in den Kontroll- auf 33+2% in den hitzeschockbehandelten

Proben an. In den Nadeln betrug der Durchschnittsgehalt an 5-Methylcytosin 24+1% in

den Kontrollproben und stieg nach Hitzeschock auf 42+1% 5-Methylcytosin an. Beim Ver-

gleich der unbehandelten Kontrollproben zeigten sich keine signifikanten (p>0.5) Ande-
rungen der 5-Methylcytosingehalte zwischen Wurzeln und Sténgel. Zwischen Stangel-

und Nadel-Kontrollproben bestand jedoch ein signifikanter Unterschied (p>0.01).

3.1.2 Arabidopsis thaliana

Um die Einflisse der Kreuzungsumwelt auf die Cytosinmethylierung der DNA annueller
Angiosperme zu untersuchen, wurde Arabidopsis thaliana als Referenzart zu P. abies
verwendet. Aus den wie in Kap. 2.1.2 beschrieben behandelten Pflanzen wurde in drei

unabhangigen Praparationen genomische DNA isoliert, 30 ug DNA nach entsprechender
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Aufbereitung kapillarelektrophoretisch getrennt und der prozentuale Anteil von methylier-
tem Cytosin am Gesamtcytosingehalt bestimmit.

Es zeigten sich keine signifikanten (p>0.1) Unterschiede sowohl zwischen den untersuch-
ten Pflanzen mit unterschiedlicher Kreuzungsumwelt als auch nach Kaltebehandlung. Die
Gehalte an methyliertem Cytosin lagen in allen Proben bei durchschnittlich 4.5% Anteil 5-

Methylcytosin am Gesamtcytosin (Abb. 9).

6.0%
0 ¢ =Kreuzung bei 25T
% 5% 6% 4.5% 4.4% 4.5%
0, - .
@ 5.0% = =Kreuzung bei 15C
& 45% {
O 4.0% 1
;\% 3.5%
3.0% :
25T KB 25T 15T KB 15C
Kontrolle Kontrolle

Abb. 9:Prozentualer Anteil von 5-Methylcytosin am Gesamtcytosin in genomischer DNA
von A. thaliana aus unterschiedlichen Kreuzungsumwelten und nach Kalte-
schockbehandlung, KB=Kaltebehandlung.

3.2 Die Dynamik der Cytosinmethylierung in P. abies

3.2.1 Wahrend der Ontogenese

Die Dynamik der Cytosinmethylierung in Fichtenkeimlingen wurde wahrend verschiedener
ontogenetischer Stadien erfasst. Hierfiir wurde der Anteil an 5-Methylcytosin in genomi-
scher DNA aus Embryonen (0 Wochen), eineinhalb, drei und acht Wochen alten Fichten-
Keimlingen verglichen. Pro Stadium wurde der 5-Methylcytosin-Gehalt in drei, aus 100mg
Pflanzenmaterial, unabhéangig isolierten DNA Proben in dreifacher Messung bestimmt. Fr
jede Messung wurden 30ug DNA nach entsprechender Aufbereitung eingesetzt.

Der Anteil an methyliertem Cytosin nimmt im Verlauf der Ontogenese zwischen dem Emb-
ryonalstadium und den drei Wochen alten Keimlingen ab. Eine signifikante (p<0.05) Ande-
rung der Werte konnte allerdings nur zwischen den eineinhalb und drei Wochen alten
Keimlingen festgestellt werden. Nach drei Wochen nimmt der Anteil an 5-Methylcytosin

signifikant zu (p=0.05). Die durchschnittlichen Anteile in den Embryonen lagen bei 31+1%,
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in den eineinhalb Wochen alten Keimen bei 27+1% und in den drei und acht Wochen al-
ten Keimlingen bei 20+1% beziehungsweise 24+1% (Abb. 10).
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Abb. 10: Dynamik der Cytosinmethylierung in der DNA von P. abies-Keimlingen aus Tief-

lagenherkunft in verschiedenen ontogenetischen Stadien.

Beim Vergleich der 5-Methylcytosin-Gehalte in den untersuchten Entwicklungsstadien

zeigten sich signifikante (p<0.001) Unterschiede zwischen den Hoch- und Tieflagenher-

kiinften (Abb. 11). In den Embryonen aus beiden Populationen konnten keine signifikan-

ten Unterschiede in den durchschnittlichen 5-Methylcytosin-Gehalten (Hochlage: 32+1%;

Tieflage: 31+1%) nachgewiesen werden. Beim Vergleich der eineinhalb Wochen alten
Keime (Hochlage: 20+1%; Tieflage: 27+1%; p=0.002) und der acht Wochen alten Keim-
lingen (Hochlage: 16+1%; Tieflage: 24+1%; p<0.001) zeigten beide Falle signifikante Un-
terschiede in den 5-Methylcytosin-Gehalten.
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Abb. 11:Vergleich der entwicklungsabhéangigen Gehalte an 5-Methylcytosin in der DNA
aus Embryonen, 1.5 Wochen und 2 Monate alten Keimlingen von P. abies aus
Hoch- bzw. Tieflagenherkunft.

3.2.2 Wahrend Pathogeninfektion

Zur Untersuchung des Einflusses von biotischem Stress, ausgeldst durch eine Infektion
von Fichtenkeimlingen mit S. conigenus, auf den 5-Methylcytosin-Gehalt, wurde aus je
100mg Pflanzenmaterial der 5, 18 und 35 DAI-Proben (vgl. Kap 2.2) sowie den zugehori-
gen Kontrollen in drei unabh&ngigen Praparationen DNA isoliert. In 30pg DNA/Praparation
wurde nach entsprechender Aufbereitung mittels Kapillarelektrophorese der Gehalt an 5-
Methylcytosin gemessen. Die Messungen wurden im Replikat durchgeftihrt.

Die in den 5-Methylcytosin-Gehalten infizierter und nicht-infizierter Fichtenkeimlingen
nachweisbaren Unterschiede waren statistisch nicht signifikant (p>0.01). In der Zusam-
menfassung der zwei untersuchten Faktoren (Behandlung, DAI) lieRen sich keine konsi-
stenten Reaktionsmuster der Cytosinmethylierung nach Pathogenbefall erkennen. Wie
aus Abbildung 12 ersichtlich, lagen die durchschnittlichen 5-Methylcytosin-Gehalte in den
funf Tage nach Infektion (5 DAI) entnommenen Proben bei 12+1% (Kontrolle 14+1%), 18
DAI bei 15+1% (15+1%) und 35 DAI bei 13+1% (15+1%).
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Abb. 12: Methylierung in Fichtenkeimlingen nach Infektion mit S.conigenus 5, 18 und 35
Tage nach Infektion (DAI).

3.3 Struktur des Phytochrom-O-Gens von  P. abies

Zur Detektion potentiell methylierter Bereich und zur Aufklarung der Struktur des Phytoch-
rom-O-Gens der Fichte basierend auf der bekannten cDNA-Sequenz, wurde dieses aus
genomischer DNA sequenziert. Es konnten 3265 bp der bekannten cDNA-Sequenz
(EMBL Accession Number U60264) im Genom verifiziert werden. AuRerdem konnten 520
bp der vor der 5°-UTR liegendenden Promotor-Region des Gens sequenziert werden.
Durch PCR konnten Lage und Grof3e eines Introns bestimmt werden (Abb. 13). Dieses
Intron liegt hinter dem Stopcodon des einzigen vorhandenen Exons. Aus dem Vergleich
mit einer anhand des GréRenmarker (1lkb+Ladder-Invitrogen GmbH Karlsru-

he/Deutschland) abgeleiteten Standardkurve wurde die Grofl3e des Introns mit 1909 bp
bestimmt.



3 Ergebnisse 45

Abb. 13: Nachweis der Lange des Phytochrom-O-Introns durch PCR-Amplifikation.
1=1kb+Ladder (Invitrogen GmbH. Karlsruhe/Deutschland) 2=Fragment aus
cDNA, 3=entsprechendes Amplifikat aus genomischer DNA.

Die Gesamtlange des genomischen Phytochrom-O-Gens der Fichte betragt somit 5890

bp gegentber 3981 bp kodierender Sequenz. Abbildung 14 zeigt die genomische Struktur

des Phytochrom O-Gens. Im Vergleich dazu ist die cDNA dargestellt.

cDNA i i Poly A

ATG TAG

Abb. 14: Struktur des Phytochrom-O-Gens der Fichte und Vergleich mit der bekannten
cDNA-Sequenz (EMBL Accession Number U60264). 5-UTR= 5"-untranslatierter
Bereich, 3"-UTR = 3"-untranslatierter Bereich.

Die bekannte Sequenz des Phytochrom-O-Gens von P. abies, inklusive Promotorregion,

wurde mit der genomischen Sequenz des Phytochrom A - Gens von A. thaliana vergli-

chen (komplettes Alignment: Kap. 7.2). Der Vergleich zeigte eine Sequenzhomologie von

51%, was 2478 Ubereinstimmenden Basen entspricht.
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3.4 Expression stressinduzierter Gene nach Infektion mit Sirococcus coni-

genus
3.4.1 Nachweis des Infektionsverlaufes von  S. conigenus durch gPCR
Der Infektionsverlauf in den mit S. conigenus infizierten Proben wurde durch die Messung
der pathogenspezifischen DNA-Menge/mg Pflanzenmaterial in einem gPCR-Assay Uber-

pruft. Aus den Zykluszeit-Werten der Eichkurve wurden die in Tabelle 19 wiedergegebe-

nen pathogenspezifischen DNA Mengen/mg Pflanzenmaterial errechnet.

Tab. 19: Menge (pg) an Pathogen-DNA/mg infiziertem Pflanzenmaterial.

Mittelwert | standard-

Pflargggg:’lgaterial) fehler
unbehandelt 0,72 0,4
Kontrolle 5 DAI 1,50 -
5 DAI 299,00 19,0
10 DAI 146,67 36,7
18 DAI 111,67 34,7
28 DAI 149,67 15,0
35 DAI 29,47 8,9
60 DAI 21,67 4,1
Kontrolle 60 DAI 2,03 0,4

Die héchste Menge (299 pg) an pathogenspezifischer DNA konnte in der finf Tage nach
Infektion entnommenen Probe nachgewiesen werden. An den zwei folgenden Bepro-
bungszeitpunkten zeigte sich eine Abnahme der pilzlichen DNA-Menge (10 DAI:
146,67pg, 18 DAI: 111,67pg). Nachdem die Menge an S. conigenus-DNA am dritten Be-
probungszeitpunkt zunahm (28 DAI: 149,67 pg), lieBen sich 35 Tage nach der Infektion
der Fichtenkeimlinge 29,67pg und 60 Tage nach der Infektion noch 21,67 pg Pathogen-
DNA nachweisen (Abb. 15). In den Kontrollen wurden, innerhalb der Messtoleranz liegen-

de, vernachlassigbare Mengen an Pathogen-DNA gemessen.
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Abb. 15: Menge an pathogenspezifischer DNA im Verlauf der Infektion von Fichtenkeim-
lingen mit S. conigenus.

3.4.2 Analyse des Expressionverlaufs stressinduziert er Gene nach Infektion mit

Sirococcus conigenus

Die Expression von Genen hach S. conigenus-Infektion wurde durch Hybridisierung von
cDNA-Macroarrayfilter mit den in Kapitel 2.5.2.1 beschriebenen, radioaktiv markierten
cDNA-Sonden bestimmt. Fir die cDNA-Macroarrayfilter wurden 128 Klone aus einer

stressinduzierten cDNA-Bank auf Nylonmembrane aufgebracht.
3.4.2.1 Pilotexperiment zur Macroarrayhybridisierung
In einem Pilotversuch wurden zunéachst vier DNA-Proben und als Kontrolle das fir die

Klonierung verwendete Plasmid mit Hilfe eines Laborroboters (bioGrid robotic system,

BioRobotics Ltd. Haslingfield/U.K.) auf Nylonmembrane in der Griddingtechnik aufgetra-
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Abb. 17:1m Griddingverfahren hergestellte Macroarray-Filter. a=Verwendung unmittelbar
nach der Herstellung, b=nach sechs Wochen, c=nach acht Wochen, d=Schema
der aufgebrachten DNA-Proben. Zahlen entsprechend der Nummer der cDNA-
Klone. 130=Plasmid-Kontrolle, 90= Negativ-Kontrolle H,O.
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3.4.2.2 Blotting der cDNA Inserts und Macroarrayhybrisidierung

Im Blottingverfahren wurden auf jedem Filter jeweils bis zu 48 PCR-amplifizierte Inserts im
Replikat aufgetragen (Abb. 18). Daraus ergab sich eine Verteilung der 128 PCR-Produkte
auf insgesamt 3 Membrane (Membran 1: Klone 1-48, Membran 2: Klone 49-96 und
Membran 3: Klone 97-130, Abb. 18). Zuséatzlich zu den PCR-Produkten wurden auf den
Filtern Kontrollen aufgebracht, auf Membran zwei wurden nicht rekombinante Klone (Nr.
85 und 93) durch H,O Kontrollen ersetzt und auf Membran drei befand sich die Vektorkon-
trolle (Nr. 131: leeres Plasmid pSportl). Abbildung 18 zeigt ein Beispiel fur eine erfolgrei-
che Macroarray-Hybridisierung. Hierfur wurden die mRNA Proben der 35 DAI-Probe wie
in Kapitel 2.5.2.1 radioaktiv markiert und eine Hybridisierung durchgefihrt.

Es zeigte sich im Zuge der Hybridisierungen, dass fur 64 der 128 auf den Membranen
aufgebrachten Klone eine Anderung der Genexpression nach Pathogeninfektion reprodu-
Zierbar festgestellt werden konnte. Fur diese 64 Klone zeigten die Ergebnisse der Macro-
array-Analyse funf Tage nach der Infektion mit S. conigenus (5 DAI) einen Anstieg der
Expression der auf dem Filter aufgebrachten stressrelevanten Gene. 18 Tage nach Infek-
tion (18 DAI) war die Expression aller Gene stark reduziert. Die meisten Gene zeigten 35
Tage nach der Infektion (35 DAI) keine oder nur marginale Veranderung der Expression
gegeniber den Kontrollen und im Vergleich zu 18 DAI-Hybridisierungen. 11 Klone zeigten
einen Anstieg der Expression der jedoch nicht die Werte der 5 DAI-Probe erreichte. In den
infizierten Proben zeigte sich ein funf bis 20-facher Anstieg der Expression gegeniber
den nicht-infizierten Proben. Davon abweichend verhielten sich die Gene pPA0077 (Hor-
deum vulgare C-Hordein), pPA0038 (P. abies Halotoleranz-Protein), pPA0061 (A. thaliana
Brix-domain containing protein), pPA0074 (Pinus sylvestris Dehydrin), pPA0007 (A. thali-
ana plastid inner envelope membrane protein) und pPA0016 (A. thaliana Auxin-
responsive familiy protein) mit einer maximal vierfachen Erhéhung der Expression. Eben-
falls abweichend verhielt sich Gen pPA0049 (B. licheniformis mRNA flr Subtilisin) mit
einer 42-fachen Expressionssteigerung. Basierend auf der Reaktion auf den Pathoge-
nangriff, lieRen sich die auf dem Filter aufgebrachten Gene in drei Gruppen (Cluster I-111)
zusammenfassen (Abb. 19). Es kann eine hohe Ahnlichkeit in der Expression der Gene
als Reaktion auf den Pathogenangriff festgestellt werden, die drei Cluster zeigen aber
dennoch spezielle Charakteristika im Expressionsverlauf der zusammengefassten Gene
(Abb. 20). In Tabelle 20 wurden den in den Clustern geordneten Genen, aufgrund von

Homologien zu beschriebenen Genen aus anderen Organismen, Funktionen zugeordnet.
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Gene ohne Homologie wurden als nicht identifiziert (n.i) markiert. Die Verhaltniswerte auf

denen die Berechnungen basieren sind im Anhang (Kap. 7.2) wiedergegeben.

Membran 1
1[2]3[4[5]6]7]|8
. . 2 9 [ 10| 11| 12[ 13] 14[15]16
:;. . : S il - : 781|202 2|34
R o s EE o & 5| 6| 27| 8| ®| D[ 2
el . - B| 34| B| B| 37| 33|30
S Sea S > 1| 2| 43| 44| 45 4647|128
5 > 1]2]3]4]5]6]7]8
. . . . 9| 10| 11| 2| 13| 14|1518
TERE. . 7| 18| 9| 0| 2| 2| BA
TEE . . 5| 6| 27| 8| D] 0|32
e seooe - . B| 34| B| B| 37| 33|30
e e o & ® e o 41| 42| 43| 44| 45| 46 | 47|48
Membran 2
%[ %5 %] B[ 2[ ]9
il B[ 67| | 5| | 8|24l
- » 0
il - - || 8| 77| | B A3
. % & 72| 71| 0| 60| 68| 6766|665
oo GBS o N 64| 63| &2| 61| 60| 50|58]57
2o 58 o * 5| 5| 54| 53| 22| 51|50]49
ps08 o0 %[ %] %] B[ 2[ o]
» . s o 8| 87| %| &| 8| 83|88l
» . [ | B[ 77| | 5|74 73
» > ® - il 72| 71| 10| @] e8] 67|66/
o ® L] L N ]
- 2 64| 63| 62| 61| 60| 50|5857
- 5| 5| 54| 53| 22| 51|50]49
Membran 3
e 97 108[ 100 115 121] 177}
e S o 98 104{ 110] 116 122 178
oo ige P 90| 106|111 117 123129
e &8s @ ® o 9 0 100(106| 112 118{ 124| 130
s o . 101{ 107] 113| 119] 15[ 131
50 s . 102] 108 114 20] 126
™ e ® @ 97 (103109 115| 121 127,
oo @ v . o8 1041 110| 116 122] 128
e e ’ 90108 11| 117 123129
N Mg teiteetie 100[ 106 112[ 11| T24] 130
. 101{ 107 113{ 119] 15[ 131
12| 108 114] 120] 126
35 DAI 35 DAI

Kontrolle

Abb. 18: Beispiel fur eine Macroarray-Hybridisierung und Schema der im Blotting-
Verfahren aufgebrachten cDNA-Klone. Zahlen entsprechen den Nummern der
cDNA-Klone. 131=Plasmid-Kontrolle pSport 1, 85 & 93 = Negativ Kontrolle H,O.
DAl=days after infection.
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Abb. 19: Auf dem Modified Morisita’s Similarity-Koeffizienten basierend berechnetes
WPGMA-Cluster der in der Macroarray-Analyse nach Pathogenstress untersuch-
ten Gene.
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Tab. 20: Liste der untersuchten cDNA-Klone mit zugeordneter Funktion. n.i.=nicht
identifiziert (nach Schubert 2002, aktualisiert 2004)
cDNA Klon Funktion Cluster
pPA0047 Arabidopsis thaliana pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
pPA0062 Spirodela polyrhiza mRNA fir D-myo-Inositol-3-Phosphate synthase (@]
pPA0064 n.i. -
pPA0070 n.i. 5}
pPA0072 Oryza sativa tRNA synthase -
pPA0079 A. thaliana 40S ribosomal protein S24
pPAO0099 A. thaliana pectinesterase family protein
pPA0100 n.i
pPAO0105 A. thaliana serine-threonine kinase
pPA0107 O. sativa 60S ribosomal protein
pPA0108 n.i
pPA0115 Eustoma grandiflorum flavonoid-hydroxylase
pPAO121 O. sativa putative transposase-like protein
pPA0123 Cicer arietinum 20S proteasome alpha subunit D
pPA0129 n.i.
pPA0130 n.i.
pPA0128 Picea abies class IV chitinase Chia4-Pal.3
pPA0003 A. thaliana COP9 signalosome complex subunit 1
pPA0004 A. thaliana expressed protein
pPA0010 P. abies mRNA for small heat shock protein, cyt. class I (@)
pPA0015 n.i. 7}
pPA0033 n.i. w
pPA0034 P. abies mRNA for hypothetic protein =
pPAO0037 P. abies small heat shock protein
pPA0044 n.i.
pPA0049 Bacillus lichenformis mRNA for subtilisin
pPA0059 n.i.
pPA0083 n.i.
pPAO0087 Pisum sativum putative senescence-associated protein
pPA0091 P. sativum ribosomal protein S26
pPA0101 n.i.
pPA0110 A. thaliana 60S ribosomal protein
pPA0126 A. thaliana expressed protein
pPA0112 n.i.
pPA0113 A. thaliana ABC transporter family protein
pPA0016 A. thaliana Auxin-responsive family protein
pPA0060 Phaseolus vulgaris tRNA
pPA0074 Pinus sylvestris dehydrin
pPAO0007 A. thaliana plastid inner envelope membrane protein
pPAO0061 A. thaliana brix domain-containing protein
pPA0038 P. abies mRNA for halotolerance protein
pPA0014 n.i.
pPA0022 A. thaliana NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit
pPA0055 P. abies mRNA or ATP-synthase, Beta-UE
pPA0078 P. abies mRNA for glutamatcysteine ligase
pPA0080 O. sativa putative adenosine deaminase
pPA0013 n.i.
pPA0063 A. thaliana abscisic acid-responsive protein
pPA0071 O. sativa small GTP-binding protein g
pPA0076 P. abies mRNA for hypothetic protein 7}
pPA0077 Hordeum vulgare mRNA for C-hordein w
pPA0084 Persea americana fructose-bisphosphate aldolase =)
pPA0005 Zea mays cyclophilin mMRNA
pPA0032 A. thaliana short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) protein
pPA0073 P. abies mRNA for antifreeze-like protein
pPA0095 n.i.
pPA0096 O. sativa Nonclathrin coat protein gamma - protein
pPA0006 P. abies mRNA for 40S ribosomal protein S2
pPA0045 Pinus banksiana root specific S-adenosylmethionine synthase mRNA
pPA0054 A. thaliana C3HC4-type RING finger family protein (zinc finger)
pPA0075 P. abies cinnamyl-alcohol-dehydrogenase (CAD) gene
pPA0082 P. abies 70kDa heat shock protein
pPA0086 n.i.
pPA0094 n.i.
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(Legende siehe S.55)
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Abb. 20: Expressionsverlauf der Gene in den Clustern I-Ill zwischen dem filinften und dem
35. Tag nach Infektion. 5 DAI=5 Tage nach Infektion, 18 DAI =18 Tage nach In-
fektion, 35 DAI=35 Tage nach Infektion.

3.5 Messung der Transkription ausgewéhlter Gene in einem quantitativen
PCR-Assay

Die Menge an genspezifischem Transkript in den untersuchten Proben (5 DAI, 18 DAI und
35 DAI) wurde fur finf ausgewahlte Gene (pPA0047: A. thaliana pentatricopeptide repeat
- containing protein (PPR), pPA0073: P. abies antifreeze-like protein, pPA0075: P. abies
Cinnamyl-Alcohol-Dehydrogenase Gen (CAD), pPA0123: C. arietinum 20S proteasome
alpha subunit D, pPA0128: P. abies Klasse IV Chitinase) in einem quantitativen Real-
Time RT-PCR-Assay bestimmt. Exemplarisch wird in Abbildung 21 die Transkriptmessung
des Klasse IV Chitinase-Gens in Form eines qPCR-Amplifikationsplots dargestellt. Die
relative Zunahme an Transkript des Chitinasegens, verglichen mit dem Referenzgen o-
Tubulin, lasst sich funf Tage nach der Infektion ebenso nachvollziehen wie der Riickgang
nach 18 Tagen und der erneute Anstieg nach 35 Tagen. Auf der X-Achse wird die Anzahl

der Zyklen dargestellt, auf der Y-Achse in logarithmischer Darstellung die Zunahme der
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Transkriptmenge. Bei den Datenmesspunkten zwischen den Zyklen 0 und 10 handelt es
sich um unspezifische Signale die nicht in die Auswertung einflie3en.

A H = Chitinase

O = chitinase (R)

I

l = x -Tubulin

i i = O =« —Tubulin (R)

[l = Chitinase

O = chitinase (R)

[l = & -Tubulin

O = «—Tubulin (R)

I = Chitinase

H
4

L

Chitinase (R)

D B = «- Tubulin

O = «- Tubulin (R)

Abb. 21:gPCR Amplifikation des Klasse IV Chitinase-Gentranskripts im Vergleich zum
endogenen Referenzgen « -Tubulin. 5, 18, 35 DAI=5, 18, 35 Tage nach Infektion
mit S.conigenus.(R)=Replikat

In Abbildung 22 werden die Ergebnisse der beiden Methoden gegenibergestellt. Am

ersten Probenentnahme-Zeitpunkt, finf Tage nach Infektion, zeigten alle untersuchten

Gene eine deutlich erhdhte Transkription. In den 18 DAI Proben konnte eine Abnahme

der Transkription gemessen werden. pPA0123 (C. arietinum 20S proteasome) und

pPA0128 (P. abies Klasse IV Chitinase) zeigen sowohl in der gPCR-Untersuchung wie
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gen. In diesem Experiment sollte geklart werden, ob das gesamte rekombinante Plasmid
inklusive Insert oder die durch PCR amplifizierte Insertsequenz auf die Membran aufge-
bracht werden sollte. AuRerdem war es notig, die geeignete DNA-Menge festzustellen.

Abbildung 16 zeigt das Ergebnis eines Pilotexperimentes.

D E
1 " .1'
.

2 n‘ .
.

3 .' "

QS EREREEVET. - LS

Abb. 16: Pilotexperiment zur Filterhybridisierung. Horizontal: A=pPA0001 (Chlorophyll A/B
bindung protein), B=pPA0012 (ribosomal RNA-gene), C=pPA0075 (CAD-gene),
D=pPA0031 (Ubiquitin-gene), E=Kontrolle (leeres Plasmid pSportl). Vertikal:
1=1.5 pg/ul Plasmid-DNA, 2=2.5 ug/ul Plasmid DNA, 3=3.5 ug/ul Plasmid-DNA,
4=PCR-amplifiziertes Plasmid-Insert (200ng/ul), 5= PCR-amplifiziertes Plasmid-
Insert (400ng/ul).

Eine DNA-Konzentration der 128 durch PCR-amplifizierten Inserts der cDNA Klone von

400ng/pl wurde als optimal fur die Durchfihrung der Filterhybridisierungen bestimmt (Abb.

16). Die Proben wurden wie in Abbildung 17d schematisch dargestellt auf die Membran

aufgetragen.

Nach mehreren Hybridisierungsversuchen erwies sich das Verfahren allerdings als nicht

zufriedenstellend, da es bereits nach sechswodchiger Lagerung der Filter zu einer Ab-

schwachung der Signalintensitat kam. Acht Wochen nach der Herstellung erwiesen sich
die Filter als nicht mehr verwendbar (Abb. 17¢). Das Griddingverfahren wurde deshalb

verworfen und man ging zu dem in Kapitel 2.6.1 beschriebenen Blottingverfahren tber.
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auch im Macroarray-Versuch eine erneute Zunahme der Expression nach 35 Tagen (35
DAIl). Klon pPA0075 (CAD) weist, abweichend von den Ergebnissen der Macroarray-
Untersuchung, eine Zunahme der Transkripte 35 Tage nach Infektion (35 DAI) auf.

gPCR Macroarray
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(Legende siehe S. 58)
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Abb. 22: Gegeniberstellung der gPCR-Befunde (linke Bildhalfte) und der entsprechenden
Macroarray-Analyse (rechte Bildhalfte). DAl=days after infection
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4 Diskussion

4.1 Genetische Charakterisierung der Kreuzungsnachk  ommenschaften

Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchungen der Vollgeschwisterfamilien im Sa-
menstadium mit EST-Markern, so kann das Auftreten von Distortionen in der allelischen
Segregation wie im Falle des Genlocus Pa0038 in den Vollgeschwisterfamilien 15890 und
15046 (vgl. Kap. 3.1.1.1) bedeuten, dass wahrend des Reproduktionprozesses Selekti-
onsereignisse an diesem Locus aufgetreten sind. Diese Beobachtung lasst verschiedene
Schlussfolgerungen zu.

Zum einen koénnten die Umweltbedingungen wahrend der weiblichen und mannlichen
Gametenbildung zu unterschiedlichen Viabilitat der Gameten fiihren (Nikkanen et al.
2000; Owens et al. 2001; Aronen et al. 2002). Der in den Kreuzungen verwendete Pollen
stammte allerdings von ein und demselben Baum und Einflisse von Segregationsdistorti-
onen des vaterlichen Elter in beiden Kreuzungsumwelten konnten nicht festgestellt wer-
den (Besnard, Nancy/Frankreich, pers. Mitteilung). Somit waren Unterschiede in der
Viabilitat der Gameten nur auf den mutterlichen Elter zurtckzufuhren.

Zum anderen kénnte es direkt wahrend der Befruchtung zu Selektionsereignissen ge-
kommen sein. Es darf ferner nicht auf3er acht gelassen werden, dass es wahrend der fri-
hen Embryogenese zu Abortionen gekommen sein kann, die zu Distortionen in den Nach-
kommen fuhren. Hierzu lassen sich mangels Informationen tber den Hohlkornanteil bzw.
den Anteil nicht-keimungsfahiger Samen keine Aussagen machen.

Favre et al. (pers. Mitteilung) konnten bei der Untersuchung des gleichen Materials mit
weiteren polymorphen Markern (SSR, STS und AFLP-Marker) feststellen, dass die Kreu-
zungsumwelt die Vererbung einiger genomischer Blocke beeinflusst. Diese Effekte sind
unter Gewachshausbedingungen, also in einer warmen Umgebung, starker ausgepragt
als im Freiland. In den Vollgeschwisterfamilien aus Gewachshauskreuzungen konnten
acht, in den Vollgeschwisterfamilien aus Kreuzungen aufRerhalb des Gewéachshauses nur
sechs gestorte Genombereiche festgestellt werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den
Untersuchungen mittels EST-Markern tberein, da es hier in der Verteilung der 2-Locus-
Genotypen in den Vollgeschwisterfamilien aus warmer Kreuzungsumgebung (15887 und
15905) in zwei Fallen zu signifikanten Verschiebungen kam. Diese Befunde lassen den
Schluss zu, dass es unter bestimmten Umweltbedingungen zu einer selektiven Beeinflus-

sung des genetischen Beitrages der Kreuzungspartner an den Nachkommen kommen
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kann. Die beschriebenen Unterschiede im Phanotyp der Nachkommen aus unterschiedli-
chen Kreuzungsumwelten (Johnsen et al.1995, Johnsen und Skrgppa 1997. Skrgppa und
Johnsen 1999) lassen sich mdglicherweise auf diese Beeinflussung zurtickfiihren. Dem
steht allerdings die Beobachtung entgegen, dass im Falle der Vollgeschwisterfamilien
15887 (kalte Kreuzungsumwelt) und 15046 (warme Kreuzungsumwelt) unabhangig von
den Umweltbedingungen Selektionsereignisse am gleichen Locus pPA0038 (P. abies
MRNA fur ein Halotoleranz-Protein) (Tabelle 12 und 13) auftraten. Es kann somit nicht
eindeutig bewiesen werden, dass die Unterschiede im Phanotyp der Nachkommen aus-
schlieBBlich durch Selektionsereignisse bedingt sind. AuRerdem lassen die Ergebnisse
keine Rickschlisse zu, ob spezielle Entwicklungsstadien fir eine selektive Beeinflussung
besonders sensitiv sind. Es ist davon auszugehen, dass die phanotypische Auspragung
der Nachkommen unter dem Einfluss multipler Faktoren steht. Diese Faktoren, wie zum
Beispiel der komplexen Einfluss von Multilocus-Interaktionen, bedirfen umfangreichere
Studien als bisher durchgefihrt.

Schlussfolgernd kann zudem festgehalten werden, dass die obengenannten Selektions-
ereignisse nur extrem geringe Auswirkungen auf den Gesamtmethylcytosingehalt haben
konnen, da nur an einem einzigen Locus eine Segregationsdistortion nachweisbar war.
Wie in Kapitel 4.3 diskutiert, stellen die Unterschiede in der Gesamtmethylierung vielmehr
einen umweltbeeinflussten Parentaleffekt dar der sich im Ph&notyp der Nachkommen

zeigt (vgl. Kap. 1.4).

4.2 Charakterisierung des Phytochrom-O-Gens von P. abies

Licht ist ein wichtiger, das Pflanzenwachstum (Photomorphogenese) entscheidend beein-
flussender Faktor. Die Pflanze verfiigt Uber wirkungsvolle Mechanismen zur Wahrneh-
mung von Licht und zur und Weiterleitung der dadurch ausgeldsten Signale.

Die Wahrnehmung des photomorphogenetischen Lichtes erfolgt Uber den Photorezeptor
Phytochrom, der Lichtsignale Uber den gesamten sichtbaren Spektralbereich absorbiert
aber besonders auf rotes Licht anspricht (Schopfer und Brennicke 1999, Quail 2002). In
der Pflanze kommen verschiedene, von einer Genfamilie kodierte, Formen des Phyto-
chroms vor, die sich in ihrer Funktion unterscheiden. In Gymnospermen besteht die Phy-
tochrom-Genfamilie aus vier Phytochromen: Phytochrom N, O, P und Y (Schmidt und
Schneider-Poetsch 2002), in Arabidopsis wurden funf Phytochrome (Phytochrom A, B, C,
D und E) nachgewiesen (Sharrock und Quail 1989). Phytochrome liefern der Pflanze In-

formationen uber Tageslange, sowie Lichtintensitat und -qualitat am jeweiligen Standort.
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Das Licht induziert ein Signal, das von den Phytochromen an die Pflanze weitergegeben
und von, fur das entsprechende Signal, kompetenten Zellfunktionen, z.B. die Promotorre-
gionen spezifischer Gene, empfangen wird (Kuhlemeier et al. 1987). Es kommt daraufhin
zur spezifischen An- bzw. Abschaltung von Genen. In Picea (D"Aoust und Hubac 1986)
und Populus (Howe et al. 1996) konnte nachgewiesen werden, dass Phytochrome in die
von der Photoperiode abhédngige Regulation der Knospenbildung eingebunden sind. In
der Fichte wird auRerdem ein Zusammenhang zwischen der Aktivitdt der Phytochrome
und den dadurch vermittelten Reaktionen wie Einstellung des Wachstums und Ausbildung
von Frosthérte in Keimlingen gesehen (Johnsen, As/Norwegen, pers. Mitteilung).

Erste Bestimmungen von Transkriptionwerten des Phytochrom-O-Gens in einem gPCR-
Assay wiesen eine signifikant erhdhte Expression des Phytochrom-O-Gens in den Nach-
kommen aus kalter Kreuzungsumwelt im Vergleich zu den Nachkommen aus warmer
Kreuzungsumwelt nach (Mglmann, Tromsg/Norwegen, pers. Mitteilung). Aufgrund der
engen Zusammenhange mit den Messergebnissen der 5-Methylcytosin-Gehalte (Kap.
3.1.1.2) wurde die Sequenzierung des Phytochrom-O-Gens der Fichte durchgefuhrt. Ziel
war hierbei die Gewinnung von Informationen Uber den Zusammenhang zwischen den
potentiell methylierten Regionen im Gen und/oder der Promotorregion und den damit ein-
hergehenden Regulationsvorgéngen. Im Verlauf der Experimente fihrten allerdings Be-
funde aus weiteren gPCR-Untersuchungen nach einem modifizierten Protokoll (Fossdal,
As/Norwegen, pers. Mitteilung) und Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen zu dem
Ergebnis, dass sich die Transkription des Phytochrom-O-Gens in Nachkommenschaften
aus verschiedenen Kreuzungsumwelten nicht signifikant unterscheidet. Auflerdem weist
die Expression keine konsistenten Muster in den Nachkommenschaften auf. Bei der Un-
tersuchung der Phytochrom O und P-Loci im Genom der Kiefer und dem Vergleich mit
Befunden aus QTL-Marker Analysen wurde zudem deutlich, dass die phanotypische Aus-
pragung der Merkmale Zeitpunkt der Knospenbildung und Induktion der Frostharte von
verschiedenen Faktoren determiniert wird. Die Phytochrome als Signaltransduktoren spie-
len eine wichtige Rolle, sind allerdings nicht alleinige Ausléser und Regulatoren dieser
Vorgénge (Garcia-Gil et al. 2003).

Da das Phytochrom-O-Gen der Fichte phylogenetisch als Vorlaufer des Gens gesehen
werden kann, aus dem die Phytochrom A und C Gene aus A. thaliana entstanden (Abbil-
dung 23) sind (Clapham et al. 1999), wurde ein Sequenzvergleich sowie ein Vergleich der

Intronstrukturen durchgefihrt.



4 Diskussion 62

Koniferen A. thaliana
Phytochrom N / Phytochrom A
Phytochrom O ><: Phytochrom B

Phytochrom C

Phytochrom P
i‘ Phytochrom D
Phytochrom Y Phytochrom E

Abb. 23: Phytochrom Gene in A. thaliana und in ihre phylogenetischen Vorlaufer in Konife-
ren

Das Phytochrom A-Gen verfigt Uber drei Intronsequenzen (cDNA-Position 2246 bp,
3062bp und 3325 bp) von 194bp, 69 bp und 81bp Lange und die kodierende Sequenz hat
eine Lange von 3771bp (Abb. 24).

Abb. 24: Struktur des Phytochrom A Gens von A. thaliana und Vergleich mit der bekann-
ten cDNA-Sequenz (EMBL Accession Number X17341). 5-UTR= 5'-
untranslatierter Bereich, 3"-UTR = 3"-untranslatierter Bereich.

Die genomische Sequenz des Phytochrom-O-Gens der Fichte ist um 1775 bp langer als

das Phytochrom A Gen. Auch unterscheiden sich in beiden Phytochromen Lage und L&n-

ge der Introns. Das Phytochrom O verfiigt Gber ein einziges, nach dem Stopcodon des

Exons liegendes Intron. Die Lage der Introns im Phytochrom A Gen lasst auf eine Entste-

hung der Introns nach der phylogenetischen Trennung der Linien schliel3en.

Beim Vergleich der regulatorischen Bereiche féllt auf, dass die in 5°-Richtung vor dem

untranslatierten Bereich liegende Promotorregion eine Sequenzidentitdt von 38% auf-

weist. Dieser Befund lasst annehmen, dass die beiden Phytochrome Uber eine &hnliche

Transkriptionsregulation verfligen.
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4.3 Der Einfluss abiotischer Faktoren auf die Cytos  inmethylierung bei
P.abies

4.3.1 Der Einfluss von Kreuzungsumwelt und Herkunft auf den 5-Methylcytosin-

gehalt

Es wurde bisher die Meinung vertreten, dass die Anpassung der Fichte an sich andernde,
unter Umstanden extremer werdende Umweltbedingungen, in einem langsamen, mehrere
Generationen umfassenden Prozess geschieht (Skrgppa et al. 1995). Als Antriebskraft fur
die Anpassung wurden verschiedenste evolutionare Prozesse, als Hauptfaktor jedoch die
Selektion auf bestimmte Genotypen gesehen (Muller-Starck 1994, Muller-Starck und
Schubert 2000, Ziehe et al. 2000, Muller-Starck und Schubert 2001).

Eine Vielzahl von Untersuchungen zu sogenannten after-, maternal oder parental effects
(vgl. Kap. 1.4) konnten jedoch zeigen, dass die Anpassung an veranderte klimatische
Bedingungen bereits innerhalb einer Generation auftreten kann (Donohue und Schmitt
1998). Ausléser fur das von dem der Eltern abweichenden Verhalten der Nachkommen-
schaft scheinen die Umweltbedingungen zu sein, denen die Eltern, speziell der weibliche
Teil, wahrend der sexuellen Reproduktion ausgesetzt sind (Johnsen und Skrgppa 1996).
Den grofRten Einfluss haben hierbei die wahrend der Meiose, der Anlage der Keimzellen
und der Befruchtung herrschende Temperatur in Verbindung mit der Photoperiode (John-
sen et al. 1996). Da allerdings gezeigt werden konnte, dass Selektionsereignisse wahrend
diesen frihesten ontogenetischen Stadien nur bedingt zu signifikanten Verschiebungen in
den Genotyphaufigkeiten der Nachkommen fihren, wurde ein groReres Augenmerk auf
postzygotale Mechanismen der Genomorganisation bzw. Genregulation gelegt.
Untersuchungen an eukaryotischen Organismen belegen, dass die Methylierung von Cy-
tosinbasen einen solchen wichtigen Mechanismus zur Genomorganisation und Genregu-
lation darstellt. Die Erhaltung von Methylierungsmustern und die Etablierung von de novo
Methylierung geschieht durch die Aktivitdt von Methyltransferasen (Bernacchia et al.
1998, Jacobsen 1999). Diese Enzyme, von denen in Pflanzen drei verschiedene Familien
beschrieben sind (Finnegan et al. 2000) katalysieren neben der de novo Methylierung
auch die Demethylierung von Genomabschnitten und regulieren somit die Genexpression
(Finnegan und Kovac 2000). Methyltransferaseaktivitéat garantiert auch die Aufrechterhal-
tung von Methylierungsmustern in den Zellen sowie die de novo - Methylierung der Toch-

terzellen nach Mitose und Meisose. Die Weitergabe und Etablierung bestimmter Methylie-
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rungsmuster an die Nachkommen wird ebenfalls durch die Aktivitdt von Methyltransfer-
asen gewabhrleistet (Jacobsen 1999).

In Pflanzenzellen findet vor allem eine Modifikation der Cytosine statt. Im Zuge der Methy-
lierung werden dabei Methylgruppen von S-adenosyl-Methionin auf das Cytosin Ubertra-
gen. 5-Methylcytosin findet sich in symmetrischen Sequenzen wie CpG und CpNpG, aber
auch in nicht-symmetrischen Sequenzen wie z.B. CpApTp und CpTpT. Allerdings sind
Methyltransferasen auch in der Lage Methylgruppen unspezifisch auf Cytosine zu uber-
tragen und kénnen somit neben regulatorischen Sequenzen auch grofl3ere kodierende und
nicht-kodierende Genomabschnitte beeinflussen (Adams et al. 1993).

In Pflanzen wurde bereits durch Arbeiten von Cullis (1983, 1987) bewiesen, dass es durch
die Umwelt zu einer Beeinflussung des Phanotyps kommen kann, die jedoch ohne Aus-
wirkungen auf den Genotyp bleibt. Es wurde auch beobachtet, dass diese Modifikationen
an die Nachkommen weitergegeben werden (Jablonka und Lamb 1989). Gleiches zeigt
sich in P. abies. Unvertffentlichte Befunde des Norsk institutt for Skogforskning (Skog-
forsk, As/Norwegen) zeigen, dass Nachkommen von Eltern, die genetisch klar einer Her-
kunft aus dem Harz/Deutschland zugeordnet werden konnten, in Zentral-Norwegen (63°
nordliche Breite) ein Verhalten aufwiesen, dass dem lokaler Herkiinfte starker ahnelte als
dem der Pflanzen am Originalstandort (Abb. 25, links). Die gleichen Ergebnisse wurden
fur Pflanzen aus Saatgut von Pflanzen Osterreichischer Herkunft, die in Norwegen (60°
nordliche Breite) gekreuzt wurden, nachgewiesen (Abb. 25, rechts) (Johnsen,
As/Norwegen, pers. Mitteilung). Die Bildung der Terminalknospe wurde als Indikator fiir

eine standortliche Anpassung der Nachkommen gewertet.
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Abb. 25: Bildung der Terminalknospe bei Pflanzen gleicher Herkunft in unterschiedlichen
Umgebungen. a.) Vergleich Harz-Norwegen; b.) Vergleich Tirol-Norwegen.
(Johnsen, As/Norwegen, pers. Mitteilung).
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Holliday (1993) verweist auf die Rolle der DNA Methylierung bei der epigenetischen Wei-
tergabe von durch Umwelteinfliisse modifizierten Merkmalen.

Die Beeinflussung der DNA-Methylierung durch Umwelteinflisse wurde in A. thaliana
mehrfach gezeigt. Hier kam es nach einem Kaltereiz zur Demethylierung bestimmter Loci
und damit zur Induktion der Blutenbildung (Burn et al. 1993, Finnegan et al.1998, Sheldon
et al. 2000). Gleiches wurde auch in Brassica napus nachgewiesen (Osborn et al. 1997).
In P. abies wurde bereits mehrfach berichtet, dass der Phanotyp der Nachkommen, ne-
ben dem genetischen Beitrag der Eltern, stark von den Umweltbedingungen wahrend der
Kreuzung beeinflusst zu sein scheint. Johnson et al. (1996) zeigen, dass die Auspragung
der Frostharte abhéangig ist von der Umgebungstemperatur der weiblichen Reprodukti-
onsorgane bei der Kreuzung. Skrgppa (1994) und Skrgppa et al. (1994) beschreiben sig-
nifikante Unterschiede in der Frostharte von P. abies -Vollgeschwisterfamilien aus Kreu-
zungen in unterschiedlichen Hohenlagen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen den signifikanten Zusammenhang zwi-
schen den Umweltbedingungen wahrend der Kreuzung und der Cytosinmethylierung im
Genom der Nachkommen aus diesen Kreuzungen (vgl. Kap. 3.1.1.2)

Die untersuchten Vollgeschwisterfamilien zeigen, dass Nachkommen aus warmer Kreu-
zungsumgebung Uber einen hoheren Prozentsatz an methyliertem Cytosin verfligen als
ihre aus Kreuzungen unter kalten Umweltbedingungen hervorgegangenen Vollgeschwis-
terfamilien (vgl. Abb. 3 u. 4). Der Einfluss der Photoperiode auf die 5-Methylcytosin-
gehalte konnte mangels Untersuchungsmaterial nur in zwei der vier untersuchten Vollge-
schwisterfamilien Uberprift werden. Es konnte hierbei festgestellt werden, dass nur die
Nachkommen aus warmer Kreuzungsumwelt mit einer signifikanten Anderung der 5-
Methylcytosingehalte auf die Tageslange reagierten. Ein Einfluss der Keimungsumgebung
kann indes ausgeschlossen werden, weil die Anzucht der fur die Untersuchung verwende-
ten Fichtenkeimlinge unter identischen Bedingungen erfolgte. Gleiches gilt fir die im Hit-
zeschockexperiment verwendeten Keimlinge.

Die spater am Beispiel der durchgefuhrten Hitzeschockbehandlung diskutierte Reaktion
der Pflanzen auf extreme Umwelteinfliisse gibt Anlass zu der Hypothese, dass Uber die
Anderung der 5-Methylcytosingehalte schneller als vermutet auf abrupte Anderungen der
Umweltbedingungen reagiert werden kann. Die beschriebenen Befunde geben auch An-
lass zu der Annahme, dass Pflanzen Uber diesen Mechanismus in der Lage sind, Informa-
tionen Uber die Umweltbedingungen am aktuellen Standort an die Nachkommen weiter-

zugeben. Die so ausgestatteten Nachkommen weisen eine bessere Anpassung an die
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Umweltbedingungen am Standort der Eltern auf und garantieren damit den Folgebestand
auch unter geanderten Umweltbedingungen.

Wenn es auch als sicher anzusehen ist, dass die beiden in der vorliegenden Arbeit eben-
falls untersuchten Herkiinfte Fliissen und Westhof grof3e genotypische Unterschiede auf-
weisen, fallt jedoch beim Vergleich mit den unter kontrollierten Bedingungen gekreuzten
Vollgeschwisterfamilien auf, dass sich die Unterschiede im 5-Methylcytosingehalt der un-
behandelten Kontrollpflanzen (vgl. Abb. 5) auf die gleichen Umwelteffekte zurtickfiihren
lassen. Aufgrund von Klimabeobachtungen kann angenommen werden, dass die Eltern
der Hochlagenherkunft im Laufe eines Jahres niedriger Temperatursummen akkumulieren
als die der Tieflagenherkunft (Haider, Escherode/Deutschland, pers. Mitteilung). Es kom-
men somit wahrscheinlich die gleichen Effekte zum Tragen wie schon bei den unter kon-
trollierten Bedingungen gekreuzten Vollgeschwisterfamilien beschrieben.

Dass die Fichte in der Lage zu sein scheint, zusétzlich zu Selektionereignissen, Informati-
onen Uber aktuell erfahrene Umweltbedingungen an ihre Nachkommen weiterzugeben,
kann als bewiesen angesehen werden. In Untersuchungen an Arabidopsis-Pflanzen liel3
sich ahnliches Verhalten nicht nachweisen. Als Ursache hierfiir kann das mit nur 1,2x10°
bp (The Arabidopsis Genome Initiative 2000), relativ kleine Genom von A. thaliana gese-
hen werden. Im Genom werden neben Teilen der kodierenden Sequenzen auch nicht-
kodierende Genomabschnitte methyliert (Adams et al. 1993). Grosse Genome wie die von
Koniferen (vgl. Kap. 1.2) verfuigen uber einen Anteil von bis zu 75% an nicht-kodierenden
Regionen (Dhillon 1987). Es kann somit ein wesentlich hdherer Anteil dieser Genombe-
reiche methyliert vorliegen als im ca. 200 Mal kleineren Genom von A. thaliana das nur zu
ca. 32% aus nicht-kodierenden Regionen besteht (The Arabidopsis Genome Initiative
2000). In zahlreichen Arbeiten (Finnegan et al. 1996, 1998, 2000, Scheldon et al. 2000,
Meza et al. 2001) wurde belegt, dass es in A. thaliana bedingt durch Umweltreize zu An-
derungen in der DNA-Methylierung kommt. Es ist daher méglich, dass es auch in Arabi-
dopsis durch die Umweltbedingungen wahrend der Kreuzung zur Beeinflussung der 5-
Methylcytosingehalte kommt und dass Anderungen an die Nachkommen weitergegeben
werden. Es muss jedoch angenommen werden, dass sich diese Anderungen in einem
minimalen Rahmen abspielen und daher von einer gesamtgenomisch ansetzenden Me-
thode nicht erfasst werden.

Nachdem offensichtlich Grund zu der Annahme besteht, dass Anpassungsprozesse an
geéanderte Umweltbedingungen schneller stattfinden als vermutet, bleibt die Frage zu dis-
kutieren ob und wie Baumpopulationen in der Lage sind auf einen zu erwartenden rapiden

Anstieg der globalen Durchschnittstemperatur zu reagieren. Saxe et al. (2001) sehen ein



4 Diskussion 67

hohes Anpassungspotential von Gymnospermen, kénnen aber keine Aussagen zur Ent-
wicklung bei Angiospermen machen. Die Fahigkeit von Koniferen relativ schnell Landras-
sen auszubilden wird als Vorteil gewertet. Eine erschépfende Beantwortung der Frage
muss allerdings unterbleiben, da zu viel Faktoren mit nur schwer vorhersehbarer gegen-
seitiger Beeinflussung in die Betrachtung aufgenommen werden missten. Davis und
Shaw (2001) sehen eine Kombination von Migration, Anpassung und ungehindertem
Genfluss zwischen Populationen verantwortlich fir die ErschlieBung von Lebensraumen
und der damit verbundenen Reaktion auf gednderte Umweltbedingungen. Der zu erwar-
tende massive Klimawandel in evolutionsbiologisch gesehen kirzester Zeit in Verbindung
mit einer immer weiter fortschreitenden Unterbindung des Genflusses wird als grofites

Hindernis fur eine weitere Anpassung an geanderte Umweltbedingungen gesehen.

4.3.2 Die Veranderung des 5-Methylcytosingehaltesi  n der DNA von Fichtenkeim-

lingen nach Hitzeschockbehandlung

Nachdem gezeigt wurde, dass Unterschiede in den Umweltbedingungen wahrend der
Kreuzung zu einer geanderten DNA-Methylierung im Genom der Nachkommen fihren,
sollte geklart werden, ob das kurzfristige Auftreten extremer Umweltbedingungen einen
Niederschlag im Methylierungszustand genomischer DNA der aktuellen Population findet.
In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass abiotische Stressfaktoren zu Ande-
rungen des Methylcytosingehaltes in der DNA des gestressten Organismen fiihren kon-
nen. So fuhrt beispielsweise in Arabidopsis die durch Kélte ausgeltste Methylierung bzw.
Demethylierung verschiedener Loci zur Induktion der Blitenbildung (Burn et al. 1993, Fin-
negan et al. 2000, Sheldon et al. 2000), gleiches wurde in Winterweizen festgestellt
(Sherman und Talbert 2002). In Brassica napus fiihrte die Gabe von Kaliumdichromat zu
einer erhohten DNA-Methylierung in den Wurzeln (Labra et al. 2004). Kovalchuk et al.
(2003) konnten DNA-Hypermethylierung in Pinus sylvestris nach Exposition gegentber
intensiver radioaktiver Strahlung nachweisen. Zu einer de novo-Methylierung in trans-
genen Pflanzen nach Exposition gegeniber erhohten Temperaturen kam es in Zea mays
(Meyer et al 1992), Arabidopsis thaliana (Meza et al.2001), Medicago sativa (Walter et al.
1992), Nicotiana tabacum (Palauqui und Vaucheret, 1995, Neumann et al. 1997, Conner
et al. 1998 und Kohne et al. 1998) sowie in Oryza sativa (Morino et al. 1999). Wasser-
mangel fuhrte bei der Erbse zu einer Erhéhung des Gesamtgehaltes an Methylcytosin in
der genomischen DNA (Labra et al. 2002).
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Im beschriebenen Versuch wurden die Prozentsétze an methyliertem Cytosin in der DNA
von Fichtenkeimlingen nach Hitzeschockbehandlung untersucht. Eine Erhdéhung der
Temperatur um ca. 10-15C Uber die optimale Wachstumste mperatur fuhrt nicht zum Ab-
sterben der gestressten Organismen, sondern zur Expression von Hitzeschockgenen und
zur Bildung verschiedener Klassen von Hitzeschockproteinen, die als endogener Schutz-
mechanismus der Pflanze funktionieren (Vierling 1991). Abhangig von der Dauer des
Einwirkens kommt es zur unterschiedlich starken Akkumulation der gebildeten Hitze-
schockproteine (Sun et al. 2002). Nach dem Ende Behandlung haben Hitzeschockprotei-
ne eine Halbwertszeit von 37-52 Stunden (Chen et al. 1990).

Um bei den Versuchen die Herkunft der Pflanzen, also die unterschiedlichen Umweltbe-
dingungen an den Standorten der Eltern zu bertcksichtigen, wurde sowohl die Tieflagen-
als auch die Hochlagenherkunft (vgl. Kap. 2.1.1.1) getestet. Weil sich bei der Protein-
Untersuchung mit 2D-SDS-PAGE in acht Wochen alten Keimlingen eine starkere
Akkumulation von Hitzeschockproteinen nachweisen lie3 als in drei Wochen alten
Keimlingen (Valca, TUM, Freising/Deutschland, pers. Mitteilung) wurden in der
Tieflagenherkunft in beiden Entwicklungsstufen der Gehalt an methyliertem Cytosin in der
DNA uberprift. Analog zu den Ergebnissen der Proteinuntersuchungen konnte in den drei
Wochen alten Keimlingen nur eine geringe, nicht signifikante, quantitative Anderung des
genomischen Methylcytosingehaltes gemessen werden (Abb. 7). Dieses Ergebnis
unterstitzt nur teilweise die Befunde von Gifford und Taleisnik (1994), die bereits in zwei
Tage alten Samlingen verschiedener Koniferenarten nach Hitzeschock die massive
Akkumulation von Hitzeschockproteinen nachweisen konnten.

Aufgrund der in A. thaliana (Wehmeyer et al. 1996, Sun et al. 2001) und Pseudotsuga
menziesii (Tranbarger und Misra 1996) wahrend der Keimung beschriebenen Aktivitat
verschiedener Klassen von Hitzeschockproteinen kann angenommen werden, dass Hit-
zeschockproteinen in niedriger Abundanz den Keimling bereits ausreichend schitzen und
es deshalb nur zu geringer zuséatzlicher Proteinsynthese kommt .

Bei den acht Wochen alten Keimlingen fuhrt die Applikation des Hitzeschocks in beiden
Herkinften zu einer signifikanten Erhéhung des 5-Methylcytosin-Gehaltes (Abb. 5). Diese
Erhéhung verdeutlicht die zentrale Rolle der Methylierung bei der Regulation der Ge-
nexpression nach abiotischen Stressereignissen. Im Zuge einer Hitzeschockbehandlung
kommt es zur Unterdriickung der Synthese der meisten Proteine sowie der mRNA (Vier-
ling 1991). Dieser Prozess wird augenscheinlich durch eine de novo Methylierung von
DNA-Regionen und Regulationsbereichen realisiert. Da dieser Regulationsprozess in al-

len Teilen der Pflanzen, die erh6hten Temperaturen ausgesetzt sind, stattfindet, fihrt dies
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zu einer messbaren Anderung der 5-Methylcytosin-Gehalte. Eine Kompensation durch die
Demethylierung der entsprechenden Regulationsbereiche der Hitzeschockproteine
scheint nicht zum Tragen zu kommen.

Wahrend in den Nadeln der nach Hitzeschockbehandlung untersuchten Pflanzen eine
signifikante Anderung des 5-Methylcytosingehaltes stattfindet, bleibt die Anderung in den
behandelten Wurzeln gegeniber den Kontrollen vergleichsweise gering (Abb. 5). Als Ur-
sache fur die unterschiedliche Reaktion der Pflanzenteile kann die Tatsache gewertet
werden, dass nur die oberirdischen Pflanzenteile der direkten Temperaturerhbhung aus-
gesetzt sind. Die Wurzeln der Versuchspflanzen scheinen, bedingt durch die Isolatorwir-
kung des Pflanzsubstrates (Vermikulit), von einer Beeinflussung durch die Temperatur
ausgenommen. Hier liegt ein Unterschied zu den Befunden der Proteinuntersuchungen.
Die untersuchten Hitzeschock-Proteine konnten in allen Teilen der untersuchten Pflanzen
nachgewiesen werden (Abb. 26). Man kann daher schlieRen, dass die Anderung des 5-
Methylcytosingehaltes durch einen direkten Umweltreizes in seiner Wirkung lokal be-

grenzt bleibt und zu keiner systemischen de novo Methylierung fuhrt.
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Abb. 26: Induktion von Hitzeschockproteinen in den Nadeln und Wurzeln acht Wochen
alter Fichtenkeimlinge. (Valcu, TUM, Freising/Deutschland, pers. Mitteilung).

In der Tieflagenherkunft liegt ein hoher Ausgangsgehalt an 5-Methylcytosin in den Kon-

trollpflanzen vor und es lasst sich eine starkere Zunahme des 5-Methylcytosin-Gehaltes

nachweisen. Man kann vermuten, dass die DNA aus der Tieflagenherkunft ein hemi-

methyliertes Substrat darstellt, das nach Adams et al. (1993) zu einer exzessiveren Kom-
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plettierung der Methylierung beitragt. Dies &uRRert sich in einem starkeren Anstieg der Ge-

samtmethylierung nach Hitzeschockbehandlung.

4.3.3 Dynamik der Cytosinmethylierung wahrend der O  ntogenese

Neben den Untersuchungen zu Methylierungsanderungen aufgrund exogener Einflisse
wurde auch die Genom-Methylierung wahrend ontogentischer Stadien der Fichtenkeim-
linge beobachtet. Hier fallt auf, dass die Cytosinmethylierung in den ersten drei Entwick-
lungswochen der Keimlinge um ca. 11% abnimmt und es dann wieder zu de novo Methy-
lierungsereignissen kommt (vgl. Kap. 3.2.1).

Die Untersuchungen an Samen von Arabidopsispflanzen mit gestérter Methyltransfera-
seaktivitdt haben die elementare Bedeutung der Methylierung wahrend der Samenent-
wicklung gezeigt. Die Pragung durch die Eltern wird durch Methylaseaktivitat aufrecht
erhalten bzw. weitergegeben (Adams et al. 2000). Es wurde auch berichtet, dass
reduzierte Methylierung zu einer abnormen Entwicklung der Pflanzen fuhrt (Finnegan et
al. 1996).

Aussagen Uber die Veranderungen der gesamtgenomischen DNA-Methylierung wahrend
Keimung und durchlaufener Keimlingsstadien in sich normal entwickelnden Pflanzen wur-
den fur P. abies bisher nicht publiziert. In Silene latifiolia wurde der Verlauf der DNA-
Methylierung wahrend Keimung und Keimlingsentwicklung mit immunohistochemischen
Methoden untersucht. Vergleichbare Ergebnisse werden in Prunus persica, Pinus radiata
und Lycopersicon esculentum berichtet. In P. persica zeigte sich, dass adulte Meristem-
zellen Gber einen hoheren Gehalt an 5-Methlycytosin verfluigen als juvenile (Bitonti et al.
2002). Im Zuge von Untersuchungen zur Gewebekulturfahigkeit von P. radiata wurden
ebenfalls signifikante Unterschiede in den 5-Methylcytosin-Gehalten zwischen juvenilen
und adulten Geweben festgestellt. Wahrend in adulten Baumen mehr als 60 % der Cyto-
sinbasen methyliert vorlagen, waren es in der Jugendphase nur 35% (Fraga et al. 2002).
Die Autoren fuhren die eingeschrankte morphogenetisches Fahigkeiten bei der Pfropfung
alterer Pflanzenteile auf die erhdhte Methylierung und die damit verbundene einge-
schrankte Genexpression zurtick. In L. esculentum wurde ein niedrigerer 5-Methylcytosin-
Gehalt in unreifem Gewebe und Kallusgewebe (20% mC) als in reifem Gewebe (25% mC)
festgestellt. Vergleicht man die flr Lycopersicon angegebenen Gehalte an methyliertem
Cytosin in Samen, unreifen und reifen Blattern, so zeigt sich ein Abfall des 5-
Methylcytosin-Gehaltes zwischen Samen (27.4% mC) und unreifem Blatt (20.3% mC). Im

Zuge der Blattreifung tritt eine Zunahme des Gehaltes an methyliertem Cytosins auf 25%
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auf (Messeguer et al. 1991). Abweichendes Verhalten in der Anderung des 5-
Methylcytosin-Gehalt zwischen Kallus und reifen Blattern wurden fiir das Elephantengras
Pennisetum purpureum Schum. nachgewiesen. Hier kommt es zu keiner Anderungen der
Prozentsatze an methyliertem Cytosin (38%) wahrend der Pflanzenentwicklung (Morrish
und Vasil 1989).

Die Befunde verdeutlichen, dass die Ontogenese bei Pflanzen nicht grundsétzlich mit An-
derungen des Methylcytosingehaltes einhergehen muss. Es wurde deshalb eine Untersu-
chung der Cytosinmethylierung in den frilhen ontogenetischen Stadien (0-8 Wochen) von
P. abies durchgefihrt. Im Verlauf der Studie konnte gezeigt werden, dass die Dynamik
der DNA-Methylierung von P. abies mit der in der von L. esculentum und S. latifolia ver-
gleichbar ist. In P. abies finden sich in der aus den Embryonen ruhender Samen isolierten
DNA ein 5-Methylcytosingehalt von durchschnittlich 30%. Nach eineinhalb Wochen erfolgt
eine Reduzierung des 5-Methylcytosin-Gehalts auf 27% (vgl. Abb. 10). Die Ursache hier-
fur kann in einem Umweltreiz, im Falle der Samen Feuchtigkeit und Temperatur, gesehen
werden, der zu einer Demethylierung und nachfolgend zur Induktion der Genexpression
fuhrt. In den eineinhalb Wochen alten Keimen hat der sich entwickelnde Embryo den
Embryosack durchstof3en und die Ausbildung des Hypocotyls sowie von Haupt- und Ne-
benwurzeln ist in vollem Gange. Noch betreibt die Pflanze, mangels ausgebildeter Kotyle-
donen, keine Photosynthese. Die Versorgung des wachsenden Embryos wird durch den
Abbau des Endosperms gewabhrleistet (Strassburger 1991). In den drei Wochen alten
Pflanzen hat sich bereits eine vollfunktionsfahige Wurzel ausgebildet. Ein Langenwachs-
tum des Stammes hat eingesetzt und die Entfaltung des primaren Nadelkranzes befindet
sich in der Abschlussphase. Zusétzlich zu den bereits aktiven Genen wird eine Vielzahl
entwicklungsspezifischer Gene aktiviert was durch fortschreitende Demethylierung reali-
siert wird. Beurteilt man die Intensitat der Entwicklungsvorgdnge nach dem 5-Methyl-
cytosingehalt, so scheint nach dreiwdchiger Keimlingsentwicklung das aktivste der vier
untersuchten Stadien erreicht zu sein. Dieses Stadium ist physiologisch durch die hdchste
Anzahl an Zellteilungen gekennzeichnet (Messeguer 1991, Zluvova et al. 2001). Nach
acht wdchiger Entwicklung kommt es wieder zu einem signifikanten (p=0.05) Anstieg des
Methylcytosingehaltes. Der Fichtenkeimling ist voll ausgebildet, die Bildung eines zweiten
Nadelkranzes hat bei einigen Pflanzen eingesetzt. Bei der Untersuchung der Methylie-
rungsmuster in S. latifolia konnte gezeigt werden, dass im Zuge einer fortschreitenden
Keimlingsentwicklung die teilungsaktiven Zellen des Apikalmeristems wenig bis keine
DNA-Methylierung aufwiesen, wohingegen die sich vergleichsweise langsam teilenden

Zellen des Zentralmeristems hohere Gehalte an 5-Methylcytosin aufwiesen. Dies fuhrte,
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verglichen mit frilheren ontogenetischen Stadien, zu einem Anstieg des Gesamtgehaltes
an methyliertem Cytosin (Zluvova et al. 2001). Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Befunde kann angenommen werden, dass die Cytosinmethylierung in P.
abies einem &hnlichen Muster folgt wie in S. latifolia beschrieben.

Vergleicht man die entwicklungsabhangigen 5-Methylcytosingehalte in den Hoch- und
Tieflagenpopulationen, so lasst sich in beiden Stichproben gleiches Verhalten nachwei-
sen. In der Hochlagenherkunft kommt es allerdings, ausgehend vom gleichen Niveau, in
den Embryonen der ruhenden Samen zu einer starkeren Demethylierung nach eineinhalb-
bzw. achtwdchiger Entwicklung (vgl. Abb. 11). Dieser Befund lasst zwei Hypothesen Uber
die Etablierung vererbter Methylierungsmuster zu. Zum einen kann angenommen werden,
dass in den beiden Herklnften verschieden Bereiche der untersuchten DNA methyliert
sind. Diese Unterschiede in der DNA-Methylierung kénnten eine transkriptionelle oder
posttranskriptionelle Regulation der Methyltransferasen zur Folge haben. Da diese Enzy-
me in der Lage sind, Demethylierung bzw. de novo-Methylierung zu regulieren (Bernac-
chia et al. 1998, Finnegan und Kovacs 2000), fuhrt die unterschiedliche Enzymaktivitat
dann zu einer geanderte Gesamtmethylierung.

Um Aussagen Uber die Entwicklung des 5-Methylcytosingehalte tber die untersuchten
Stadien hinaus treffen zu kénnen, muss auf die eingangs diskutierten Ergebnisse der Un-
tersuchung der Vollgeschwisterfamilien aus unterschiedlichen Kreuzungsumwelten ver-
wiesen werden (vgl. Kap. 3.1.1.2) In diesem Experiment wurden altere (> 1 Jahr) Pflanzen
untersucht. Die Prozentsétze in den Vollgeschwisterfamilien aus Gewéachshauskreuzung
lagen bei durchschnittlich 28%, in denen von auf3erhalb des Gewéchshauses bei 13%
Anteil 5-Methylcytosin am Gesamt-Cytosin. Es kann deshalb davon ausgegangen wer-
den, dass das von den Umweltbedingungen zu Zeiten der Kreuzung gepragte Methylie-
rungsniveau spatestens nach einer achtwdchigen Entwicklungsphase erreicht ist.

Mit durchschnittlich ca. 27% methyliertem Cytosin verfigt die Fichte tUber einen wesentlich
héheren Anteil an methyliertem Cytosin als Arabidopsis thaliana. Der Wert liegt aber in-
nerhalb des Bereichs der in anderen Pflanzenspezies nachgewiesen wurde. In Tabelle 21
werden die aus der Literatur entnommenen durchschnittlichen 5-Methylcytosin-Gehalte
verschiedener Spezies wiedergegeben. Die Tabelle erfasst nicht die in der vorliegenden
Arbeit beschriebene Dynamik der Methylierungsprozesse, deren Auftreten auch in ande-

ren Spezies vermutet werden kann.
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Tab. 21: Durchschnittliche 5-Methylcytosin-Gehalte verschiedener Spezies.

Species % 5-mC/Total C  publiziert in

Arabidopsis thaliana 45 % eigene Ergebnisse

Picea abies 27% eigene Ergebnisse

Pinus radiata 48 % Fraga et al. 2002
Lycopersicon esculentum 23% Messeguer et al. 1989
Nicotiana tabacum 27.8 % Messeguer et al. 1989
Solanum tuberosum 24.6 % Messeguer et al. 1989
Pennisetum purpureum 38.4 % Morrish und Vasil 1989
Pisum sativum 23.2% Wagner und Capesius 1981
Sinapis alba 12.2% Wagner und Capesius 1981
Vicia faba 30.5% Wagner und Capesius 1981
Triticum aestivum 22.4% Wagner und Capesius 1981
Prunus persica 39.6 % Bitonti et al. 2002

AbschlieRend kann festgehalten werden, dass P. abies in der Lage, ist tiber Anderungen
in der gesamtgenomischen Cytosinmethylierung auf gednderte oder sich &ndernde Um-
weltbedingungen zu reagieren und Informationen tiber die erfahrenen Anderungen an ihre
Nachkommen epigenetisch innerhalb einer Generation weiterzugeben.

Ab einem gewissen Alter der Keimlinge, im vorliegenden Fall acht Wochen, kommt es
nach einem extremen abiotischen Stimulus (Hitzeschock) innerhalb weniger Stunden zu
einer messbaren de novo Methylierung die allerdings auf die DNA aus direkt hitzeexpo-
nierten Pflanzenteile beschrankt bleibt. Es ist demnach mdglich, dass der mit einem Hit-
zeschock verbundene Abbruch der Synthese der meisten normalen Proteine und mRNAs
(Vierling 1991) zumindest teilweise durch die Methylierung regulatorischer DNA-Bereiche
realisiert wird.

Gezeigt werden konnte auRerdem, dass sich der genomische 5-Methylcytosingehalt im
Laufe friher Entwicklungsstadien verandert und die von den Eltern gepréagten 5-Methyl-

cytosingehalte vermutlich in den acht Wochen alten Fichtenkeimlingen etabliert sind.
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4.4 Der Einfluss biotischer Faktoren auf die Cytosi  nmethylierung bei der
Fichte

Im Zuge der Untersuchung des Einflusses biotischer Faktoren auf die Cytosinmethylie-
rung im Genom der Fichte wurde die DNA von mit S. conigenus infizierten Fichtenkeim-
lingen untersucht. Anders als nach abiotischen, kam es nach biotischen Stressereignissen
zu keiner signifikanten Anderung des 5-Methylcytosingehaltes in den untersuchten Pflan-
zen. Wie in Kapitel 3.4.2.2 gezeigt, konnte nach der Infektion eine massiver Anstieg der
Expression von im Zusammenhang mit der Pathogenabwehr stehenden Genen, nachge-
wiesen werden. In Kapitel 3.1.1.3 wurde bereits gezeigt, dass abiotische Stressereignis-
sen eine signifikante Anderung der Anteile an 5-Methylcytosin am Gesamtcytosingehalt
bewirken. Eine d@hnliche Anderung der Cytosinmethylierung nach Pathogenstress konnte
in P. abies nicht gefunden werden. Als Grund hierfiir kann die unterschiedliche Wirkung
von abiotischen und biotischen Stressereignissen gesehen werden. Abiotischer Stress
wirkt gleichzeitig auf grofl3e Teile der Pflanze ein, wohingegen biotischer Stress in seinem
Einfluss zun&chst lokal beschrankt bleibt. Daraus folgt, dass Abwehrmechanismen in fri-
hen Stadien einer Pathogeninfektionen nur in einem begrenzten Bereich aktiviert werden.
Sofern die Induktion von Abwehrgenen durch Demethylierungs- bzw. de novo Methylie-
rungsereignisse reguliert wird, ist diese in ihrer Auspragung so gering, dass sie mit ge-
samtgenomisch ansetzenden Methoden wie der kapillarelektrophoretischen Messung des
5-Methylcytosin-Gehaltes nicht erfassbar sind. Wie im folgenden Kapitel an Beispielen
diskutiert wird, kommt es in P. abies im Zuge der Pathogenabwehr zudem zur Expression
von Genen, die Proteine und Enzyme mit regulatorischer Funktion flir Gentranskription
und Translation kodieren. Es zeigt sich, dass die Methylierung von DNA, im Gegensatz zu
anderen Regulationsmechanismen, im Falle des Pathogenstresses keine bedeutende

Rolle spielt.

4.5 Die Auswirkung von biotischem Stress auf die Ge  nexpression der Fichte

Pathogenangriffe induzieren in Pflanzen verschiedenste Reaktionen, so zum Beispiel zur
Ausbildung einer hypersensitiven Reaktion, die mit dem Tod der Pflanzenzellen einher-
geht. Das Absterben verhindert mehr oder weniger erfolgreich eine Ausbreitung des Pa-
thogens uber die Stelle des ersten Eindringens hinaus (Glazebrook 1999). Zudem kann
es im Zuge einer Infektion zu einer systemischen erworbenen Resistenz (systemic aqui-

red resistence) kommen, die die gesamten Pflanze gegenulber einer weiteren Pilzinfektion
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immunisiert (Sandermann et al. 1998). So konnen Pflanzen nach der Infektion mit Mikro-
organismen (Rhizobakterien, avirulente Pathogene etc.) eine induzierten Resistenz ge-
geniuber weiteren Pathogenen aufweisen (Jayaraj et al. 2004).

Neben diesen Reaktionen verfugt die Pflanze tber weitere Mechanismen um Pathoge-
nangriffe abzuwehren. Dazu gehdren neben dem Aufbau und der Verstarkung strukturel-
ler Hindernisse die Bildung toxischer Substanzen. Eine Zusammenstellung dieser Mecha-
nismen findet sich in Karban und Baldwin (1997). Die Anreicherung sekundarer Metabolite
wie z.B. phenolische Flavonoidverbindungen und Lignin in der Zelle ist einer der wichtigs-
ten Abwehrmechanismen der Pflanze (Nagy et al. 2004). Die Induktion dieser Abwehrme-
chanismen folgt einer Signalkette, die mit der Erkennung des Pathogenangriffes an spe-
Ziellen Rezeptoren beginnt und mit dem Zelltod oder der erfolgreichen Bekdmpfung des
Pathogens endet.

Zur Untersuchung der Auswirkungen von biotischem Stress auf P. abies-Keimlinge wurde
die nach der Infektion mit S. conigenus induzierte Genexpression in einem Macroarrayex-
periment gemessen. Die im Array zusammengestellten cDNA-Klone stammten aus einer
mit Elicitor aus Rhizosphaera kalkhoffii behandelten Fichtenzellkultur (Galliano et al.
1993).

Im Experiment wurden Fichtenkeimlinge nicht mit einem Elizitor, sondern mit einer Spo-
rensuspension behandelt. Es sollte so die Reaktion der Keimlinge auf einen in vivo Pa-
thogenangriff beurteilt werden.

Die Menge an Pathogen wurde im Verlauf des Experiments durch qPCR-Messung be-
stimmt (vgl. Kap.3.4.1). Betrachtet man die Pathogenentwicklung, so kann zunéchst (5
DAI) von einer erfolgreichen Infektion ausgegangen werden. Aus Messungen an L. escu-
lentum-Pflanzen ist bekannt, dass die Menge an Pilz-DNA unmittelbar nach der Inokulati-
on mit dem beschriebene Verfahren, verschwindend gering ist, in den ersten Stadien der
Infektion allerdings massiv zunimmt (Bahnweg, GSF-Neuherberg/Deutschland, pers. Mit-
teilung). Probenentnahmen einen, zwei und drei Tage nach der Infektion hatten genauere
Informationen Uber die Infektion der Fichtenkeimlinge erméglicht. Die Messungen der Pa-
thogenmenge 10 und 18 Tage nach der Infektion weisen darauf hin, dass die Infektion
von den Pflanzen abgewehrt werden konnte. Eine Zunahme nach 28 Tagen liegt eher an
einem Fehler in der Quantifizierung als an einem tatsachlich neu einsetzenden Pilzwachs-
tum (Bahnweg, GSF-Neuherberg/Deutschland, pers. Mitteilung). Daflr sprechen auch die
geringen Werte in den 35 und 60 DAI-Proben. Die Pflanzen zeigten zu keinem Zeitpunkt
Verbraunungen oder ahnliche, fur einen fir einen letalen Verlauf der Infektion charakteris-

tische Merkmale.
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Die Macroarrayanalyse zeigte sich geeignet, um die Expression einer begrenzten Anzahl
von Genen im Verlauf der Pathogeninfektion zu verfolgen. Im Rahmen des Experimentes
konnte fur 50% der auf im Macroarray zusammengestellten 128 cDNA-Klone (,Gene"),
Verédnderungen in der Expression reproduzierbar nachgewiesen werden. Die Auswertung
der Ergebnisse wurde auf diese 64 Gene beschréankt. Beim Vergleich der Ergebnisse der
infizierten mit den nicht-infizierten Proben konnte fiir alle Gene eine Zunahme der Expres-
sionsintensitat nach Pathogenbefall nachgewiesen werden. Alle 64 Gene zeigten hohe
Expressionswerte am ersten Probenentnahmepunkt, finf Tage nach der Infektion. In Ara-
bidopsis konnte die Expressionssteigerung einer grof3en Anzahl von Genen bereits in den
ersten 24-48 Stunden nach Inokulation mit Alternaria brassiciola nachgewiesen werden
(Narusaka et al. 2003). Man kann deshalb schlieRen, dass die Induktion der Expression
der stressinduzierten Gene auch in P. abies bereits ein bis zwei Tage nach der Infektion
mit S. conigenus stattfand und finf Tage nach der Infektion (5 DAI) ihren Hohepunkt er-
reicht bzw. bereits Uberschritten hat. An den folgenden beiden Probenentnahmepunkten
(18 und 35 DAI) zeigten die untersuchten Gene Unterschiede im Expressionsverlauf was
die Einordnung in drei Cluster ermdglichte.

In Cluster | zusammengefasste Gene zeigten eine Reduktion der Expression 18 Tage und
einen nahezu vollstandigen Rickgang auf mit der nicht-infizierten Probe vergleichbare
Werte 35 Tage nach der Infektion. Ins zweiten Cluster (II) wurden Gene eingeordnet, de-
ren Expression 18 Tage nach der Infektion nahezu vollstdndig abbrach, um 35 Tage nach
Infektion nochmals mehr oder weniger stark anzusteigen. Der erneute Anstieg der Ex-
pression lasst sich mit der Wirkung des degradierenden Pathogens als Elizitor erklaren
auf den die Pflanze mit der Expressionssteigerung einer Anzahl von Genen reagiert.

Die in Cluster Ill zusammengefassten Gene zeigten einen dhnlichen Expressionsverlauf
wie die Gene im Cluster |, jedoch mit einer starkeren Abnahme der Expression 18 Tage
nach Infektion.

Fur einen groRen Teil der durch cDNA-Klone reprasentierten Gen-Sequenzen, bezie-
hungsweise Teilsequenzen von Genen, konnte nach Datenbankabgleich Homologie zu
bekannten Genen in anderen Organismen gefunden werden. Im folgenden sollen daher
die Funktionen der exprimierten Gene und ihre Rolle in der Pathogenabwehr dargestellt
werden. Es werden die entsprechenden Bezeichnungen der cDNA-Klone aus Tabelle 20
bzw. den Abbildungen 19 und 20 (Kap. 3.4.2.2) angegeben.
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4.5.1 Potentielle Funktion von in Cluster | zusammen  gefassten Gene in der

Pathogenabwehr

Im ersten Cluster (Cluster I) befindet sich eine Gen (cDNA-Klon pPA0047), das ein zu
einem pentatricopeptide repeat (PPR)-containing protein homologes Protein kodiert. Das
PPR-Motiv steht im Zusammenhang mit dem weitverbreiteten 34 Aminosauren TPR
(tetratricopeptide repeat) Protein-Bindungs-Motiv und es kann deshalb angenommen
werden, dass es sich beim PPR-Motiv ebenfalls um ein Makromolekile bindendes Motiv
handelt. Verschiedene PPR-Proteine sind als sequenzspezifisch RNA oder DNA Bin-
dungsproteine nachgewiesen (lkeda und Gray 1999, Lahmy et al. 2000). Die entspre-
chende Proteinfamilie bildet eine Gruppe von Sequenz-spezifischen Adaptoren fir be-
stimmte Proteine (z.B. Enzyme fiir die Prozessierung von RNA) und ist so in der Lage die
Expression bestimmter Gene zu steuern (Meierhoff et al. 2003, Nakamura et al. 2003).
Der Befund, dass diese Proteine auch im Zuge der Pathogenabwehr exprimiert werden,
sowie die Art und Weise der Expression, lassen darauf schlieRen, dass PPR-Proteine
auch an der Regulation pathogeninduzierter Gene wahrend der gesamten Pathogeninfek-
tion beteiligt sind.

Das gleiche Expressionsprofil zeigt ein Gen, dass ein mRNA-Molekil kodiert, das Homo-
logie zur entsprechenden mRNA fir D-myo-Inositol-3-Phosphatase aus Spirodela polyrhi-
za zeigt (pPA0062). Myo-inositol ist ein Vorlaufer pflanzlicher Substanzen, die sowohl in
der Signaltransduktion und der Stressabwehr als auch im Zellwandaufbau nachgewiesen
wurden (Hegeman et al. 2001). Die Synthese des Myo-inositols erfolgt tiber die Umwand-
lung von D-Glucose-6-Phospat in D-myo-inositol-3-Phosphat durch die Isomerase D-myo-
inositol-3-Phosphat-Synthase (Loewus und Murthy 2000). Die lange Aufrechterhaltung
einer erhodhten Expression nach Pathogeninfektion lasst vermuten, dass zunachst die
Funktion des Myo-Inositols in der Signaltransduktion im Vordergrund steht, wahrend im
weiteren Infektionsverlauf die Funktion in der Synthese von Zellwandbestandteile zur Pa-

thogenabwehr starker zum Tragen kommt.

4.5.2 Potentielle Funktion von in Cluster Il zusamme  ngefassten Genen in der Pa-

thogenabwehr

Einem Teil der in Cluster Il zusammengefassten Gene kann aufgrund der Homologie zu

beschriebenen Genen eine Rolle in der Signalweiterleitung zugeordnet werden. Andere
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Gene weisen Homologien zu Genen auf, die Proteine kodieren, die unter Stresseinfluss
sehr rasch und sehr stark exprimiert werden kdénnen.

Zu letzteren gehdren vor allem die beiden Gene, die fur zwei kleine Hitzeschockproteine
(sHSP) kodieren (pPA0010 und pPA0037). In den durchgefiihrten Versuchen konnte ge-
zeigt werden, dass P. abies auch als Reaktion auf biotischen Stress Hitzeschock-Proteine
synthetisiert. In der Literatur wurden sHSP in P. abies bisher nur im Zusammenhang mit
abiotischen Stressereignissen erwahnt (Schubert 2002).

Die Sequenz des Gens pPA0115 weist Homologien zu einem Flavonoid-Hydroxylase ko-
dierenden Gen aus Eustoma grandifolium auf. Flavonoid-Hydroxylase ist ein Bestandteil
des Flavonoid-Biosyntheseweges. Flavonoide haben zahlreiche Funktionen in der Zelle.
Neben der fungiziden Wirkung der Isoflavone (Phytoalexin) werden auch zum Schutz der
Zelle vor UV-B-Strahlung Anthocyane gebildet, die als Pigmente in der Zelle eingelagert
werden (Schopfer und Brennicke 1999, Hock und Elstner 1995). Die Akkumulation von [3-
Caroten-Hydroxylase fuhrt in Arabidopsis zu grol3erer Toleranz gegeniber biotischem
Stress (Davison et al. 2002).

Ebenfalls aufgrund des Expressionsprofils ins Cluster Il eingeordnet wurde ein Klasse 1V
Chitinase kodierendes Gen aus P. abies. Chitinasen gehéren zu den PR (Pathogenesis
related)-Proteinen, die von Pflanzen als rasche Antwort auf Pathogenangriffe synthetisiert
werden. Chitinasen hydrolysieren die [3-1,4 glykosidischen Bindungen der N-Acetyl- glu-
cosamin-Reste des Chitins. Chitinasen spielen somit eine wichtige Rolle in der Patho-
genabwehr, da sie durch den Abbau des Chitins eine Ausbreitung des Pathogens unter-
binden. Isolierte Chitinasen zeigen eine inhibitorische Wirkung auf des Pathogen-
wachstums durch die Lyse der Hyphenspitzen penetrierender Pilzsporen (Schlumbaum
1986). Uberexpression von Chitinasen in transgenen Pflanzen fihrt in vivo zu erhohter
Pathogenresistenz. (Broglie et al. 1991). Einige Chitinasen werden allerdings auch in
nicht-infizierten Pflanzen organ- bzw. entwicklungsspezifisch exprimiert. Dies fuhrt zu der
Vermutung, dass diese Enzyme neben der Schutzfunktion auch eine Rolle wahrend der
Pflanzenentwicklung spielen (Collinge et al. 1993). Chitinasen der Klassen I, Il und IV
treten nur in Pflanzen auf. In P. abies konnte nach Infektion mit Heterobasidion annosum
ein pathogenabhangiger Anstieg der Expression von Klasse IV und Klasse Il Chitinasen
festgestellt werden (Hietala, pers Mitteilung). Hier erreichte die Expression die héchsten
Werte 14 Tage nach Infektion. Im Experiment wurde ein erneuter leichter Anstieg der Ex-
pression des Chitinase kodierenden Gens 35 Tage nach Infektion gemessen. Dies scheint
eine Reaktion auf die bereits erwéhnte Elizitorwirkung des degradierenden Pathogens zu

sein.
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Ein &hnliches Expressionsprofil zeigte ein Gen mit Homologie zu einem Pektinesterase-
Protein kodierenden Gen aus A. thaliana. Pektinesterase ist ein wichtiger Baustein fir den
Aufbau der Mittellamelle pflanzlicher Zellwéande. Eine Expressionssteigerung der Esterase
in Arabidopsis wurde nach Trocken- und Kaltestress berichtet (Oono et al. 2003, Zhu und
Provart 2003). Komplexe Kohlenhydrate, wie beispielsweise Oligogalacturone, die durch
die Aktivitat pektischer Enzyme freigesetzt werden, kdnnen als Elizitoren wirken und zur
Akkumulation von Abwehrstoffen wie z.B. Phytoalexinen anregen (Hock und Elstner
1995). Die erneute Zunahme der Expression im spéten Verlauf der Infektion lasst auf eine
derartige Funktion in der unmittelbaren Pilzabwehr schlie3en.

Eine weitere Reaktion der Pflanze auf Pathogenangriffe stellt der bereits erwahnte pro-
grammierte Zelltod (PCD) dar. Im Laufe des Absterbens der Zelle kommt es sowohl zu
einer Signalwirkung fur benachbarte Zellen durch die Abgabe von Sekundéarmetaboliten,
aber auch zur Eindammung der Ausbreitung des Pilzes durch Entzug der Lebensgrundla-
ge. Zwar kam es im beschriebenen Experiment nie zum Absterben von Pflanzen bzw.
Pflanzenteilen, es wurde jedoch die Expressionsteigerung von Genen induziert die als am
programmierten Zelltod beteiligt eingestuft werden kénnen. Hierzu gehdort ein Gen mit
einer Homologie zu einem potentiell seneszenz-assoziierten Protein aus Pisum sativum
(pPA0087). Das Einsetzen des Zelltodes geht mit Seneszenzerscheinungen in der Zelle
einher. Au3erdem findet sich ein Gen mit Homologie zu einer mRNA fir Subtilisin aus
Bacillus licheniformis (pPA049). Subtilisin katalysiert Auflosungvorgangen der Zellmemb-
ran. Die Auflosung der Zellwand ist ein Charakteristikum des PCD.

Zwei weitere induzierte Gene weisen Homologien zu pathogeninduzierten Proteinen bzw.
Proteinuntereinheiten auf. Gen pPA0003 weist Homologie zur COP9 Signalosome-
komplex-Untereinheit 1 in A. thaliana auf. Diese Untereinheit des COP9 Signalosomes
zeigt ahnliche Funktion wie das Ubiquitin, das zum Abbau bestimmte Proteine markiert
(Wei und Deng 2003). Die markierten Proteine werden dann an den Proteasomen abge-
baut. Die Expression eines Gens mit Homologie zu einem Gen aus Cicer arietinum fir die
alpha-Untereinheit B des 20S Proteasoms wurde ebenfalls gesteigert (pPA0123). Diese
Untereinheit der Proteasomen wird durch Elizitine und Salicylsaure, die als Reaktion auf
den Pathogenangriff gebildet werden induziert und dient der Proteolyse (Schopfer und
Brennecke 1999).

Die Induktion der Expression eines auxin-gesteuerten Protein-Homologs (pPA0016) lasst
auf die gesteigerte Anwesenheit des Wachstumhormons Auxin (IAA) schliessen. Im Zuge
der Pathogenabwehr induziert Auxin die Gentranskription und mRNA-Synthese fir die

Bereitstellung von Zellwandkomponenten, die der Verhinderung der Pathogenausbreitung
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durch strukturelle Verédnderungen der Zellwande dienen. Auxin Gbernimmt daneben aller-
dings auch Funktionen in der Signaltransduktion und Transkriptionsregulation (Dharmasiri
und Estelle 2004)

Neben den bereits genannten Genen kommt es zur verstarkten Expression eines Serin-
Threonine-Kinase kodierenden Gens (pPA0105: A. thaliana serine-threonine kinase prote-
in). Die Serin-Threonin-Proteinkinase ist an der durch Jasmonséaure induzierten Signalket-
te beteiligt, die zur Induktion der Bildung der Signalsubstanz Ethylen fihrt (Schopfer und
Brennike 1999).

Bei der Gesamtbetrachtung des Clusters Il fallt auf, dass sich die darin zusammengefass-
ten Gene auf zwei Subcluster (lla und lIb) verteilen. Zum einen in Gene mit einer zweiten
deutlichen Induktion (Abb. 27, oben) als Reaktion auf die Elizitorwirkung des degradieren-
den Pathogens nach erfolgreicher Abwehr der Infektion durch die Pflanzen, zum anderen
in Genen deren starke Expression am Beginn der Infektion komplett auf das Niveau in
den nichtinfizierten Pflanzen zurtckfallt und 35 DAI nur noch minimal wieder ansteigt
(Abb. 27, unten). Es kann somit, auch unter Berlicksichtigung der hypothetisch zugeord-
neten Funktion, geschlossen werden, dass die im ersten Subcluster (lla) zusammenge-
falBten Gene Proteine beziehungsweise Enzyme kodieren, die zum einen eine schnelle
erste Reaktion auf den Angriff durch ein Pathogen bewirken, zum anderen am Beginn von
Signalketten stehen die weiterer Abwehrmechanismen induzieren. Die Transkripte der
restlichen Gene des Clusters (in Subcluster Ilb zusammengefasst), scheinen auch in die-
se Reaktionen involviert zu sein, jedoch liegt die Induktionsschwelle fiir die Genexpressi-
on hoher als bei den erstgenannten und es kommt somit zu keiner neuerlichen Expressi-

on im weiteren Verlauf der Infektion.
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Abb. 27: Aufteilung der in Cluster Il zusammengefassten Gene auf zwei Subcluster lla und
IIb. DAI=Tage nach Infektion.
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4.5.3 Potentielle Funktion von in Cluster lll zusamm  engefassten Genen in der

Pathogenabwehr

In Cluster 1l sind alle Gene zusammengefasst, die nach einem starken Anstieg der Ex-
pression langsamer auf das Niveau der nicht-infizierten Proben zuriickkehren und die
verstarkte Expression somit tiber einen langeren Zeitraum aufrecht erhalten wird.
Wahrend des Pathogenangriffes werden verschiedene Gene aktiviert, die Homologien zu
Genen aufweisen die nachweislich als Antwort auf abiotische Stressereignissen induziert
werden. Hierzu gehért ein Gen (pPA0074) mit Homologie zu einem Dehydrin aus Pinus
sylvestris. Dehydrine sind Trockenstressproteine, denen im Falle einer Austrocknung eine
Funktion bei der Vermeidung von Schaden an den dehydratisierten Zellen zugeschrieben
wird (Brady 1997). Gen pPA0038 kodiert ein Halotoleranz-Protein aus P. abies. Hohe
Salzkonzentrationen im Boden vermindern das Wasserpotential im Wurzelraum und be-
wirken dadurch in der Pflanzen trockenstressahnliche Symptome. Aufgenommenes NaCl
kann in toxischen Mengen im Cytoplasma angereichert werden und fihrt dort zu einer
Storung des photosynthetischen Elektronentransport. Tolerante Fichten wiesen hdhere
Chloridgehalte in den Vakuolen auf als sensitive. Halotoleranzproteine sind Tonoplasten-
Transporter wie z.B. Na*/H"-Antiporter oder Cl-Kanéale (Mimura 2003).

pPA0073 kodiert das Gen fur ein Anti-freeze-like protein aus P. abies. Der Stress, dem
die Pflanze bei Frost ausgesetzt ist ahnelt in seiner Wirkung ebenfalls dem Trockenstress
und entsprechend sind auch die Mechanismen die Pflanzen einsetzen, um diesem Stress
zu begegnen.

Gen pPA0082 kodiert ein 70kDa Hitzeschockprotein. Die Gruppe der 70kDa Hitzeschock-
proteine wird der Literatur im Zusammenhang mit abiotischem Stress beschrieben (Vier-
ling 1991). Wie schon die kleinen HSP (sHSP) scheint auch dieses Protein bzw. die
Transkription dieser Genfamilie im Zuge einer Pathogeninfektion induziert zu werden.
Anders als die sHSP deren Expression 18 Tage nach Infektion fast vollstandig auf das
Ausgangsniveau zuriickkommt, nimmt die Expression des 70kDa HSP langsamer ab und
kommt erst 35 Tage nach Infektion auf das Niveau der nicht-infizierten Pflanzen zurlck.
Die Steigerung der Transkription eines Gens mit Homologie zu einem Gen fir ein durch
Abscisinsaure gesteuertes Protein aus A. thaliana (pPA0063) lasst auf die Erhéhung der
Abscisinsdurekonzentration in den Pflanzenzellen schlieRen. in Pflanzen kann Abscisin-
saure als Reaktion auf Trockenstresssymptome gebildet werden und fihrt zu einer Stei-

gerung der Resistenz gegen abiotische Stressereignisse (Maschuka et al. 1999).
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Ein weiteres Gen, das im Zuge der Pathogeninfektion eine erhthte Expression aufweist
ist im Zusammenhang mit der Zellatmung zu sehen. Das von Gen pPA0022 kodierte Pro-
tein zeigt Homologie zur 75 kDa Untereinheit der NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase aus A.
thaliana. Dieser Multiproteinkomplex ist am Elektronentransport durch die innere Mito-
chondrienmembran beteiligt. In Cluster 11l befindet sich auferdem ein Gen fiir die Synthe-
se einer mRNA zur Transkription der B-Untereinheit der ATP-Synthase. Die ATP-
Synthase ist ein Enzym der Atmungskette, das zur Synthese von ATP und somit ebenfalls
zur Energiegewinnung bendtigt wird (Schopfer und Brennicke 1999). Weitere, in diesem
Kontext zu sehende Proteine werden von den Genen pPA0078 und pPA0080 kodiert. Es
handelt sich hierbei um Glutamatcystein-Ligase (pPA0078) und Adenosin-Desaminase
(pPA0080), zwei Enzyme der Atmungskette.

Eine Rolle bei der Signaltransduktion spielen GTP-bindenden Proteine. Gen pPA0071
kodiert ein zu einem GTP-bindenden Protein aus Oryza sativa homologes Protein in P.
abies. Dieses Protein ist in der Lage, GTP zu binden das dann, aufgrund der GTPase-
Aktivitat einiger Proteine, zu GDP hydrolysiert werden kann (Lehninger et al. 2001). Es
wird angenommen, dass das Molekil aufgrund dieser GTP/GDP-Umwandlung als mole-
cular switch funktioniert und daher fundamentale Signalketten, auch in der Pathogenab-
wehr, reguliert (Sani und Ohashi 1995).

Nur in geringem Umfang wird die Expression eines Gens gesteigert, das ein zum Spei-
cherprotein C-Hordein der Gerste, Hordeum vulgare, homologes Protein kodiert
(pPAO077). Die Bildung von Speicherproteinen wird unter anderem. durch Jasmonate
induziert (Hock und Elstner 1995). Es kann vermutete werden, dass es im vorliegenden
Fall aufgrund der Pathogeninfektion zu einer Bildung von Jasmonaten kommt die als Ne-
beneffekt die Synthese des C-Hordein-Homologs induzieren.

Gen pPA0084 kodiert ein Protein mit Homologie zu Fructose-bisphosphate Aldolase aus
Persea americana. In Pflanzen tritt sowohl eine cytosolische als auch eine plastidare Iso-
form des Enzyms auf. Das plastidare Enzym ist sowohl in den Calvinzyklus als auch in die
Glycolyse involviert. In beiden Metabolismen katalysiert Aldolase die Bildung von Fructose
1,6-bisphosphat aus Dihydroxyaceton-3-Phosphat und Glyceraldehyd-3-phosphat
(Schopfer und Brennicke 1999). Michelis und Gepstein (2000) konnten nachweisen, dass
das Enzym Aldolase auch nach Hitzestress auftritt und schlieen auf eine Rolle der Aldo-
lasen bei der Ausbildung der Hitzetoleranz gegen hohe Temperaturen. Aus der Expressi-
onssteigerung nach Pathogeninfektion kann geschlossen werden, dass dem Aldolaseho-

molog aus P. abies eine generelle Funktion in der Stressabwehr zukommt.
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Cyclophiline sind ubiquitdre Proteine die in allen Zellkompartimenten auftreten und an
zahlreichen zellularen Regelungsprozesse beteiligt sind (Galat 1999). lhnen kommt eine
fundamentale Rolle bei der mRNA-Prozessierung, Proteindegradierung und Signaltrans-
duktion zu und sie haben deshalb sowohl wahrend der Pflanzenentwicklung als auch in
der Stressantwort elementare Bedeutung (Pliyev und Gurvits 1999, Maruyama und Furu-
tani 2000, Romano et al. 2004). Die Akkumulation von Cyclophilin-kodierender mRNAs
wurde auRerdem als Antwort auf verschiedene Stressszenarien, denen die Pflanze aus-
gesetzt sein kann, beschrieben. Hierzu gehéren Hitzeschockbehandlung (Luan et al
1994), Schwermetallbelastung (Sturzenbaum et al. 1999), Salz-, Kélte- und Trockenstress
(Marivet et al. 1994; Kullertz et al. 1999) aber auch die Reaktion auf Verwundung und
Pilzinfektion (Godoy et al. 2000; Ye & Ng 2000). Die Expressionssteigerung eines Gens
mit Homologie zu Cyclophilin aus Zea mays (pPA0005) als Antwort auf die
Pathogeninfektion belegt die Rolle des Cyclophilins in der Stressantwort in P. abies.

Die Signalubertragung vom endoplasmatischen Retikulum (ER) zur Plasmamembran wird
durch Peptidtransporter vermittelt (Harter et al. 1996). pPA0096 ist ein Gen, das ein zum
Nonclathrin-coat-protein aus O. sativa homologes Protein kodiert. Diesem Gen kann
demnach eine Funktion in der Signaltransduktion zugeordnet werden.

Ebenfalls eine Funktion in der Signaltransduktion kommt dem Gen mit einer Homologie zu
einem SDR-Protein (short dehydrogenase/reductase protein) aus A. thaliana zu. SDR-
Proteine funktionieren dort als Signalmolekile fur die Abscisinsaure-Synthese in den
Chloroplasten (Cheng et al. 2002).

Gen pPAO00Q7 kodiert ein Protein mit Homologie zu einem plastid inner envelope memb-
rane protein in A. thaliana. Diese Proteine sind sowohl am Molekultransport aus und in die
Plastiden, als auch am Metabolismus der plastidar gebildeter Substanzen beteiligt (Fltigge
1999, Koo und Ohlrogge 2002). Die intrazellulare Lokalisierung der Proteine ist dabei ein
wichtiger Faktor in der Regulation von Biosynthesewegen, die im Zuge der Pathogen-
infektion induziert werden.

Erhéhte Expression zeigt ein Gen mit Homologie zu einem ein Brix-domain-containing
protein kodierendes Gen aus A. thaliana. Diese Proteine bilden eine Protein-Superfamilie.
Nur wenigen Mitgliedern dieser Superfamilie konnte bisher eine Funktion zugeordnet wer-
den. Dazu gehdren das PETER PAN-Protein aus Drosophila. melanogaster, ein stage-
specific protein sowie Ssfl/2 aus Saccharomyces cerevisiae. Alle diese Beispiele zeigen,
das brix-domain containing proteins in Prozesse eingebunden sind, die mit einer massi-
ven Neusynthese von Proteinen einhergehen wie z.B. Zellwachstum, Zellteilung und ge-

netisch programmierte ontogenetisch Transformationen (Imago-Bildung, Metacyclogene-
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se) (Eisenhaber et al. 2001). Der Befund aus der Macroarray-Analyse zeigt, dass P. abies
uber @hnliche Strukturen wie A. thaliana verfiigt, die zudem auch in die Pathogenabwehr
eingebunden zu sein scheinen.

Eine weitere Gruppe von Proteinen bilden die RING-Finger-Proteine aus A. thaliana. Die-
se Proteine funktionieren wie die in eukaryotischen Systemen beschriebenen Zink-Finger-
Proteine, die u.a. in der Lage sind mRNA zu binden und so als Repressoren der Transla-
tion zu wirken (Lehninger et al. 2001, Lodish et al. 1995). RING-Finger Proteine besitzen
ebenfalls diese Funktion, hinzu kommt allerdings, dass sie zur Proteolyse fahig sind (Ko-
sarev et al. 2002). Die Transkription von RING-Finger Proteinhomologen in P. abies
(pPAO0054) ist im Falle der Pathogeninfektion auf die zahlreichen, wahrend der Abwehrre-
aktion stattfindenden Translationsprozesse zurtickzufiihren.

In den infizierten Proben konnte eine erhohte Transkription von Cinnamyl-Alkohol-
Dehydrogenase mRNAs (pPA0075) nachgewiesen werden. Das Enzym Cinnamyl-
Alkohol-Dehydrogenase (CAD) katalysiert den letzten Schritt der Biosynthese monomerer
Lignin-Vorlaufersubstanzen und Ubernimmt damit eine fundamentale Rolle beim Aufbau
einer erhdhten Resistenz gegen Pathogenangriffe durch Zellwandverstarkung. Diese
Lignifizierung stellt aber nicht nur eine Reaktion auf biotische Stressereignisse dar. Zinser
et al. (1998) konnten die Induktion von Cinnamyl-Alkohol-Dehydrogenase und Stilbene
Synthase mRNAs nach Ozonbehandlung in P. sylvestris-Keimlingen nachweisen.

Ein weiteres Gen mit erhdhter Expressionsrate kodiert eine mRNA mit Homologie zu wur-
zelspezifischer S-adenosylmethionin Synthase (SAM Synthase) mRNA aus Pinus banksi-
ana (pPA0045). SAM wird in die Aminosaure 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylséaure
(ACC) durch ACC-Synthase umgewandelt und von ACC-Oxidase zu Ethylen oxidiert
(Kende 1993). Die ACC-Synthase und in der Folge die Bildung von Ethylen wird durch
verschieden Arten von Stress wie Verwundung, Trockenheit, Frost und Sauerstoffmangel
induziert (Yang 1989, Kende 1993, He et al. 1996). Das Pflanzenhormon Ethylen zeigt
vielfaltige physiologische Wirkungen in der Pflanze. Zum einen fordert es die Fruchtreife
und andere Seneszenzprozesse, zum anderen, wie im vorliegenden Fall der Pathogenin-
fektion, l6st Ethylen Stressreaktionen aus. Das so gebildete, gasférmige ,Stressethylen®
wirkt als Signalsubstanz und fuhrt zur Synthese von Abwehrenzymen gegen pathogene
Pilze (Schopfer und Brennicke 1999).
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Im Macroarray-Versuch konnte exemplarisch gezeigt werden, dass P. abies auf eine In-
fektion mit dem Pathogen S. conigenus mit der Zunahme der Expression von Genen aus
verschiedenen Reaktionswegen reagiert. Die Gene, denen aufgrund von Homologie-
vergleichen Funktionen zugeordnet werden konnten, lassen sich in neun funktionelle
Gruppen einteilen (Abb. 28). Daraus wird ersichtlich, dass die aktive Pathogenabwehr
Uber die Steigerung der Expression von PR-Proteinen, den Aufbau mechanischer und
biochemischer Barrieren sowie die Akkumulation von Proteinen und Enzymen zur
Signaltransduktion realisiert wird. Verschiedene Mechanismen zur Regulation von
Transkription und Translation werden aktiviert beziehungsweise verstarkt. Die Pathoge-
ninfektion fihrt zudem zur vermehrten Bildung von am programmierten Zelltod (PCD) be-
teiligten Substanzen. Dem mit der Pathogenabwehr einhergehenden, erhéhten Energie-
bedarf der Zelle wird Uber die Steigerung des Zellstoffwechsels Rechnung getragen. Au-
Berdem reagiert die Fichte mit der Expressionssteigerung von Genen die Proteine und
Enzyme mit einer protektiven Wirkung kodieren. Diese Proteine bzw. Enzyme stellen eine
allgemeine, auf verschiedene Arten von abiotischem und biotischem Stress unspezifisch
formierte, Antwort dar. Erst im Verlauf der Pathogeninfektion werden die Aktivierung und
Stillegung von spezifischeren Abwehrmechanismen uber ein komplexes genetisches
Netzwerk reguliert (Ayers 1976, Sandermann 1998). Bemerkenswert ist, dass ein grof3er
Teil der in der Fichte exprimierten Gene Homologien zu Stressreaktions-Genen in krauti-
gen Pflanzen aufweisen. Man kann daher annehmen, dass sich die Mechanismen die im
Zuge einer Pathogeninfektion aktiviert werden, trotz der grof3en Unterschiede in der Phy-

siologie, in beiden Systemen ahneln.
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4.5.4 Messung der Transkription ausgesuchter Genei  n einem quantitativen PCR-

Assay

Um die Befunde der Macroarray-Analysen zu verifizieren und um die Transkription ausge-
suchter Gene beurteilen zu kdénnen, wurde diese in einem qPCR-Assay gemessen. Die
Northern Blot-Methode zum Nachweis der Transkription wird zunehmend von der quanti-
tativen oder Real-Time RT-PCR abgeldst, da sie eine sensitive und aul3erst genaue Be-
stimmung des Expressionsprofils der untersuchten Genen erlaubt, auch wenn diese nur
gering exprimiert werden (Dilger et al. 2003). Der gPCR-Versuch wurde auch durchge-
fuhrt, um zu Uberprifen, ob die Unterschiede in den im Macroarray-Versuch detektierten
Hybridisierungssignalen innerhalb des linearen Bereichs der Intensitatsmessung liegen.
Wie bei allen indirekten Detektionssystemen entspricht die Zu- bzw. Abnahme der Intensi-
tat radioaktiver Hybridisierungssignale nur in einem bestimmten Bereich direkt der Zu-
bzw. Abnahme der nachgewiesenen Menge an Nukleinsaure. Die stark durch den dyna-
mischen Bereich des verwendeten Scanners determinierte Detektionskapazitat ist nur in
einem bestimmten Bereich zuverlassig.

Fur die gPCR-Analyse wurden deshalb funf Gen ausgewahlt, fir deren Hybridisierungsin-
tensitat im Macroarray-Versuch Werte nahe der oberen bzw. unteren als zuverlassig an-
genommenen Detektionsgrenze nachgewiesen wurden. Es zeigte sich, dass der Verlauf
der Expression der untersuchten Gene in fast allen Fallen sowohl im Macroarray-Versuch
als auch im qPCR-Assay die gleichen Muster zeigte. Eine Ausnahme bildete das CAD-
kodierende Gen pPA0075. Hier wurde im Macroarray-Versuch eine weitere Abnahme der
Expression am letzten Probenentnahmepunkt nachgewiesen, wohingegen im gPCR-
Assay eine Zunahme der Transkriptmenge gemessen werden konnte. Fir dieses speziel-
le Gen kann allerdings aufgrund der bereits oben beschriebenen Funktion in der Patho-
genabwehr angenommen werden, dass die gPCR-Analyse den Expressionsverlauf ge-
nauer wiedergibt als die Macroarray-Befunde und tatsachlich eine erneute Expressions-

steigerung am letzten Probenentnahmepunkt, 35 Tage nach der Infektion, stattfindet.
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4.6 Schlussfolgerungen

Die beschriebenen und diskutierten Ergebnisse geben Anlass zu der Schlussfolgerung,
dass die Anpassungsprozesse, denen die Baumart Fichte unterliegt, von einer Vielzahl
von Faktoren beeinflusst werden. Aufgrund der Befunde der vorliegenden Arbeit, muss
die Hypothese, dass allein evolutiondre Selektionsvorgange den Motor flir Anpassungs-
prozesse darstellen, Gberdacht werden. Die Fichte scheint in der Lage zu sein, schnell
und effektiv auf gewandelte, sich wandelnde Umweltbedingungen oder auch extreme Kkli-
matische Einflisse zu reagieren. Es konnte gezeigt werden, dass die Methylierung von
genomischer DNA eine wichtige Rolle in der Regulation dieser vergleichsweise schnellen
Anpassung einnimmt. Auch ist die Fichte Uber diesen Regulationsmechanismus in der
Lage, neue Methylierungsmuster im eigenen Genom zu etablieren und diese Muster an
die Nachkommen weiterzugeben. Die Fichte kann auf diesem Wege, zusatzlich zur Re-
kombination, besser an den jeweiligen Standort angepasste Individuen hervorbringen. Es
kann festgehalten werden, dass die hohe Anpassungsfahigkeit der Fichte an ihre hetero-
gene Umwelt durch das Zusammenspiel verschiedenster Regulationsmechanismen ge-
steuert wird. Um diese Regulationsmechanismen zu verstehen, bedarf es weiterer Arbei-
ten auf diesem Gebiet.

Fasst man jedoch die Ergebnisse aus der vorliegenden Studie mit denen der norwegi-
schen Arbeitsgruppe um Skrgppa (Skogforsk, As/Norwegen) zusammen, so lassen sich
verschiedene Implikationen fiir die forstliche Praxis ableiten:

Die Umwelt wéhrend Kreuzung und Embryogenese ist ausschlaggebend fur den Phano-
typ der Nachkommen. Die als Reaktion auf die Kreuzungsumwelt auftretenden Anderung
bzw. die Anpassung der Nachkommenschaften sollte stets beriicksichtigt werden. Dies
gilt fur die Anlage von Samenplantagen, bei allen MalBnhahmen zur Konservierung geneti-
scher Ressourcen ex situ aber auch in der Forstpflanzenziichtung. Hier fuhrt die Praxis
des Aufbaus von Samenplantagen mit einer hohen Anzahl von Klonen verschiedener
Herkinfte an herkunftsfernen Orten innerhalb einer Generation zur Produktion von Nach-
kommenschaften, die an die Umweltbedingungen der Samenplantage angepasst sind.
Diese Nachkommen entsprechen in ihren Merkmalen dann allerdings nicht mehr denen
der Ausgangsbestande und zeigen hoéchstwahrscheinlich nicht den fir den jeweiligen
Standort zlchterisch gewtinschten bzw. geforderten Phanotyp. Das Ausbringen des ent-
sprechenden Pflanzenmaterials kann, im schlimmsten Fall, zu empfindlichen wirtschaftli-

chen EinbufRen fuhren. In der Beratung der forstlichen und forstpflanzenzuchterischen
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Praxis ebenso wie in die Beurteilung der Wuchsgebietseinteilung sollten die gewonnen
Erkenntnisse deshalb zuklnftig verstarkt einfliel3en.

Neben abiotischen Einflissen, denen Fichtenpopulationen ausgesetzt sein kdnnen, wur-
den auch biotische Schadereignisse und die entsprechenden Reaktion der Fichte unter-
sucht. Die hierfir gewahlten Methoden, Macroarray-Analyse und quantitative PCR, zeig-
ten sich fur die Bearbeitung der gewdahlten Fragestellung geeignet und erganzten sich
gegenseitig. Die Macroarray-Analyse erlaubte es, die Expression einer grol3eren Anzahl
von Genen gleichzeitig zu untersuchen, blieb dabei jedoch in ihrer Sensitivitdt begrenzt.
Die hochsensitive Methode der quantitativen PCR wurde verwendet, um die Befunde aus
den Macroarray-Untersuchungen zu bestéatigen bzw. um Unklarheiten zu beseitigen.
Schon die Untersuchung weniger Gene zeigte eindrtcklich, dass Fichtensdmlinge nach
einer Pathogeninfektion mit der Expressionssteigerung von Genen aus verschiedenen

Synthesewege reagieren.
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5 Zusammenfassung — Summary

Der groRte Teil der Untersuchungen basiert auf Beobachtungen tiber Anderungen im
Phanotyp von Vollgeschwisterfamilien der Fichte (Picea abies (L.) Karst.)) aus
unterschiedlichen Kreuzungsumwelten, die unter den gleichen Umweltbedingungen
aufgezogen wurden. Bei der genetischen Untersuchung der Vollgeschwisterfamilien mit
EST-Markern liel3 sich zwar eine Segregationsdistortion an einem der untersuchten Loci
nachweisen, es fand sich jedoch kein eindeutiger Hinweis auf eine umweltbedingte
Selektion wahrend der Kreuzung. Nach kapillarelektrophoretischer Untersuchung der
hydrolysierten DNA wurde festgestellt, dass sich die untersuchten Vollgeschwisterfamilien
signifikant im gesamtgenomischen Methylcytosingehalt unterscheiden. So wiesen die
Vollgeschwisterfamilien mit den hdchsten Temperatursummen wéhrend Kreuzung und
Embryogenese  signifikant hohere  Gehalte an  5-Methylcytosin auf  als
Vollgeschwisterfamilien mit niedrigeren Temperatursummen.

Parallel zu den Untersuchungen der Vollgeschwisterfamilien wurden Messungen der 5-
Methylcytosingehalte nach Hitzeschock durchgefihrt. Hierfir wurden Pflanzen aus einer
Hoch- und einer Tieflagenherkunft verwendet. Beide Herklnfte zeigten, dass nach extre-
men abiotischen Einflissen innerhalb kurzer Zeit eine signifikante Erhdhung der 5-
Methylcytosingehalte in den gestressten Pflanzen stattfand. Die Tieflagenherkinfte rea-
gierten ausgehend von héheren Gehalten in den Kontrollen, mit einer signifikant starkeren
Erhéhung der 5-Methylcytosingehalte als die Hochlagenherkunft. Die Befunde lassen den
Schluss zu, dass die Methylierung der DNA stark von Umweltbedingungen beeinflusst
wird. Desweiteren deuten die Messungen in den Vollgeschwisterfamilien darauf hin, dass
Informationen Uber die Umweltbedingungen am jeweiligen Standort tber die DNA-
Methylierung an die Nachkommen weitergegeben werden.

Untersuchungen zur Dynamik der 5-Methylcytosingehalte der DNA zeigten fur P. abies
erstmals, dass es wahrend frilher ontogenetischer Stadien zu signifikanten Anderungen
der 5-Methylcytosingehalte kommt. Die Messung der Gehalte im Verlauf einer Pathoge-
ninfektion machten deutlich, dass ein biotisches Stressereignis keine signifikanten Ande-
rungen der gesamtgenomischen DNA-Methylierung bewirkt.

Nach der Infektion von P. abies - Keimlingen mit dem Nadelpathogen Sirococcus conige-
nus konnte die Anderung der Genexpression an drei auf die Inokulation mit einer Sporen-
suspension bezogenen Probenentnahmezeitpunkten erfasst werden. Die Untersuchung
erfolgte zum einen mittels Macroarrayhybridisierung und zum anderen in einem quantitati-

ven PCR-Assay. Im Macroarrayversuch wurden cDNA-Klone auf Nylonmembrane aufge-
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bracht und diese mit radioaktiv markierter cDNA hybridisiert. Es konnte so der Expressi-
onsverlauf pathogeninduzierter Gene verfolgt werden. Die untersuchten Gene konnten
aufgrund ihres Expressionsverlaufs in drei Cluster eingeordnet werden. Die Gene mit
Homologien zu charakterisierten Genen aus anderen Organismen wurden ihrer Funktion
nach in neun Gruppen eingeteilt. Diese umfassen neben mechanischen und chemischen
Abwehrreaktionen auch Signaltransduktion, Genregulation, Energiemetabolismus sowie
nicht-pathogenspezifische Abwehrmechanismen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Fichte im Zuge einer Pathogeninfektion Gene aus unterschiedlichen Synthesewegen akti-
viert.

Im quantitativen PCR-Assay wurde die Menge an genspezifischem Transkript von funf
ausgewahlten Genen untersucht und die Ergebnisse mit den Befunden der Macroarray-
experimente verglichen. Fir vier der funf untersuchten Gene konnten die Ergebnisse der
Macroarrayuntersuchungen bestétigt werden.

Unter Bezugnahme auf die Befunde aus den Messungen der Methylcytosingehalte und
unter Einbeziehung von Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe wurden Implikationen
fur die forstliche und forstpflanzenziichterische Praxis abgeleitet werden. Im Vordergrund
stand hierbei, dass die wéhrend der Kreuzung herrschenden Umweltbedingungen einen
grofReren Einfluss auf den Phanotyp der Nachkommen haben als bisher angenommen. Es
wurde daraus geschlossen, dass den Umweltbedingungen zukinftig in der Praxis eine

deutlich gro3ere Bedeutung zugemessen werden muss.
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Summary

The presented analyses are based on observations of changes in phenotypic perform-
ance of Norway spruce, P. abies (L.) Karst. full sib families produced under different cli-
matic conditions. Analysis of the full sib families using EST-Markers showed a distorted
segregation at one of the analysed loci but gave no clear indication for environmentally
induced selection during crossing.

Following the analysis of hydrolysed DNA by capillary electrophoresis, it turned out that
the studied full sib families varied significantly in the whole genome methylcytosine con-
tent. Full sib families having experienced higher temperature sums during crossing and
embryogenesis, had significantly higher levels of methylated cytosine than full sib families
with lower overall temperature sums.

In parallel the 5-methylcytosine content of genomic DNA after heat shock treatment was
gquantified in plants from high and low elevation provenances. Both provenances indicate
that extreme environmental conditions result in a fast and significant increase of 5-
methylcytosine content in the stressed plants. Starting from a significantly higher level in
the controls, the plants of lowland reacted with a significantly stronger increase than those
from highland provenance.

These findings lead to the conclusion that DNA methylation is influenced strongly by envi-
ronmental conditions. Furthermore, quantification of the full sib family’s methylcytosine
content indicate that information about prevailing environmental conditions is transmitted
to the offspring by means of DNA methylation.

For the first time in Norway spruce, studies on the dynamics of DNA-methylation showed
that 5-methylcytosine content is subject to significant changes during early ontogenetic
stages. Measurement of 5-methylcytosine content clearly pointed out that during biotic
stress no significant changes in whole genome DNA methylation are evident.

Following the infection of P. abies seedlings with the pathogenic fungus Sirococcus coni-
genus, changes in gene expression could be monitored at three points of time after inocu-
lation using the macroarray hybridisation technique and a quantitative PCR-assay. For the
macroarray experiment, cDNA-clones were blotted onto nylon membranes and hybridized
with radioactively labelled cDNA samples. Thus the expression of pathogen-induced
genes could be profiled. According to their expression profile, the studied genes could be
grouped into three distinct clusters. Genes with homologies to characterized genes in
other organisms were filed into nine functional groups such as mechanical and chemical

defence mechanisms, signal transduction, gene regulation, energy metabolism and non-
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pathogen specific defence mechanisms. It was shown that in the course of pathogen in-
fection Norway spruce activates genes from various pathways.

Using a quantitative PCR-assay, the amount of gene specific transcript of five selected
genes was determined. The results were compared to the findings of the macroarray ex-
periments. The results of the macroarray experiments were confirmed for four out of five
of the studied genes.

Taking into consideration the synopsis of the presented results and the findings of another
research group, implications for forestal practice as well as for breeders of forest trees
were deduced. The central conclusion is that the environment during crossing influences
the offspring phenotype stronger than suggested before. Consequently more attention

needs to be attributed to this phenomenon in the future.
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7 Anhang

Sequenzalignements

Alignement der Promotorregionen des Phytochrom-O-Gens von P. abies und des Phy-
tochrom A Gens von A. thaliana. Die Promotorregion weist eine 38%ige ldentitat der Se-

quenzen auf.

ARA_PHYA G :
PHYCALI GNE :
PHYCSEGUEN :

ARA_PHYA G :
PHYCALI GNE :
PHYCSEGUEN :

ARA_PHYA_G
PHYCALI GCNE
PHYCSECUEN

ARA_PHYA G :
PHYCALI GNE :
PHYCSEGUEN :

ARA_PHYA G :
PHYCALI GNE :
PHYCSEGUEN :

ARA_PHYA G :
PHYCALI GNE :
PHYCSEGUEN :

ARA_PHYA G :
PHYCALI GNE :
PHYCSEGUEN :

ARA_PHYA G :
PHYCALI GNE :
PHYCSEGUEN :

ARA_PHYA G :
PHYCALI GNE :
PHYCSEGUEN :

* 2060 * 2080 2100
TCTTTTTTTAACTATATATATTGAAGCTTGCTTCGATTGATJTCT GCA :
--------------------------------------- GGJICCA oCC :

t ctg gc c
* 2120 2140 2160
eCTA CACTCTTCTT GAAGTTMT T :
Al AGTAGCAGA TTT- CCAACUCGTYA :
ct ag at gt t ac aaa t att aa t t
2180 2200 2220
GCT TC TETCAJC CCQUCTT CT
2 CA ECCTUT CAAGCCC CT CGT
a a t gt gga t gtttt
2240 2260 2280

cor cc?EoE @T@ﬂ% panbichalc ’?EoHET ’ééiflflﬂﬁi

t ga

OATTT.
OTAAAT

2300 2320 2340

tga aa aa ¢ atc aa

TACGAJITGCT
AﬂTc cc

ct tat cct a

2360 2380 2400

2420 2440 2460

e Eﬁ@%&é&ﬁé’é@?ﬁ& GAAHOE

t gag t att

nTCiTGTQA cG

2480 2500 2520

2540 2560 2580

T JACTATCAACTAT T GACIHIE THCAURAICRACRTETTCTTCRTTRTASR :
NAGGGGAGGT eTTGGTTGTATTTAT ACGAAAACAACATCT AR
------------------------------ LICTTCTATTTATHACGAAAACAACATCTCARR

a ttggTtgTAt Tt At AcGaaaacaAcaTct GA

SATCCA OTCAT CT TTATC TTT”WCTCC:
SCCCCCTIT OCAT GCTGCT AaAGAA

SS?@E@@HHS@@@E?EA&CEEGE%@@

ECTCAEATCCTOCGTTT, GTAT TGT TTTA G
ECCTGECCTCCECAC CACT :

2100

2160
80

2220
140

2277
200

2337
260

2397
320

2455
380

2515
440

2574
499
29
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Vollstandiges Alignment der Phytochrom Sequenzen aus P. abies (PHYO) und A. thaliana
(PHYA), Start und Stop-Codon sind jeweils markiert. Die Sequenzen weisen 51% identi-

sche Basen auf.

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

2520
AGTGGATTTACCCTGTTAACTATCAACTATTATT TOAT
---------------------------------- T SCA

TGT TT TC

2560 *
AACATENITG TT- - JECA GEAT[E/N G EAAG
CAA AT TG TGAT TG ATT TAG AT TT G A G

2640

*
T CAQIICG ACGeTCET TNETPHACHT T CAAAATIEALNS CAU- I :
TTH- - - - GASCT([eCCO¥NeQIGH]- - - GCTCCeqYA T :
GIT T TCT C G CAGT T GTAAT TT

2680

SRl GGA%GEE- Al ke 39«82 ?

G ACTT

B gl

2760

ATT CA CTG

2720

2800

*
WTHhACT EAAATTCEELYIT G CTTAGQJCTQTCAAGTT] :
HALUTACT T LAARICAATCCEe GCAGAYTAICATTAC :
TT TG TT T T TT

TGT T AAATTC

2840

T Cé€] eATGAATeTTTTTe TCTTC :
C T CCT‘TGAATeAA AAAT :

ATTC

AAT TCC
AGG GTT

ATTA GCA

GA TG ATGAATG TAT

2880

CTTTTAT TT
-------- GT

TT GCA T

2920

TTTTTTET CTC
------ ACT
G TGICT

2960

€CAAAA
AGCGG AA
TCT

3000

SCACTC CAC GeeeATVAEECACAG TA :
C”GCG - eTe ---Ae TN eTNAAWNYNe T :

GTC ATC A CACAG GC AGG T

3040

ATT€CECACAC®ACIIGT AGAT CCGAARCT CCAll Cll
ATT ..CAGAOA .‘GTAGATGCG“GCTCCA o :

ATT C CAGAC GTAGATCCGAA CTCCA GC GA TTTGAGG GTC

3080

€GCACCIESCURRESAT CCCGGTTG:
TGCAT CETTTGA G ....... :

TC TTTGA TAC CAA TC

2600

*
CTAT T GET GEET TACTIEASTHICATIRCICTH -
AAGA AACENeCAGAGEAGEUTCOYAUTAY :
GA CAG CAGT AAT T

CAGG GGC :
GC---A GCTT

2550
16

2598
62

2647
105

2697
152

2745
202

2795
252

2845
301

2895
342

2945
383

2995
427

3045
477

3095
520
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3120 *
ARA_PHYA GEN : TCAXeART OCACEARC AGA TRCCACCASTIRTONTOAT : 3145
PHYCSECUENCE : CATNed: OCTTOOA- - Acﬁ A A- - - e AP YA : 565
AC A CACC CA TCTCA A ACT A C CTA CT CA
3160 * 3200
ARA_PHYA CEN : BATAgAEYYeeCARAEaITIIRIYIEoe QITCTH oCTl : 3195
PHYCSECUENCE : [6CCICU¥ACiAccACATCIcyuivcee T ee oC : 615
C T CACAACC A CCTCATTCACGCC TT GG TGT T CTTGCC T
* 3240
ARA_PHYA_CEN : [c€elT(erle A [TCA TANTECAINYXeC X YNXEOAT €eC : 3245
PHYCSECUENCE : [€ei eCAenr CTC C CeleTACAQICACAATCOS €A 665
CCA GAGC CA CT ACT T G TACAC GACAATCC CTCAC
* 3280 *
ARA_PHYA_CEN : CTEACA C€CCAE- - - - - - e TeeTINeT Q)T eeCe AC : 3289
PHYCSECUENCE COQEECATAITETTCETCCTC ® deAGE CeCeCAVAC : 715
TG TG T C C CCATCC GCT CC AG T CGCE C cCA
3320 *
ARA_ PHYA_CEN : @C--------------------------- TARIMIACe CTACAEA : 3312
PHYCSECUENCE : [@AACACCAACCCCCTCCCCCETCCCCCCCCCONIeMICAE eTIATCe 765
C TTCT GC ATTGC A CA
3360 * 3400
ARA_PHYA CGEN : QAT NCT] NCT QA qul PATIEEIYIYYYESCC : 3362
PHYCSECUENCE : PICCT NG WAG Q e oCOlevYdYYYeeTC : 815
T CCA CTTTTCA CT C AGTCCC CTCGC TCCACAAACC
* 3440
ARA PHYA CGEN : TTCCAIRITECACATAICTCTGIRIT| AJJCCOATIEO TN SA NCC : 3412
PHYCSECUENCE : CCAC eCAEACALIGCA AOCC T OCT] AT 865
TT C CGA T CTT TCAA CC AT T CT C TCCA
* 3480 *
ARA_PHYA CGEN : ACT CCAYYET oI TIIES ANRIAIICOYIYECAJ TACAECCAEC © 3462
PHYCSECUENCE : CC CEJAACCCCTTO@TATCOANATTOTED G CAT[eCAGECTH : 915
TCTC AACCCCTT TATCC ATT T ACAC T C C T
3520 *
ARA_PHYA_CEN : CAl@AICesinnLc Ao A TAYJICA OCAJICAleACeT€ : 3512
PHYCSECUENCE : CI¥yJAdYummie\CeeoT ALl CCEAT eCJJATeTIESCEe : 965
TCAT CGACTTTCA CC GTCA CCCTT CGA CT CC T C CGC C
3560 * 3600
ARA_PHYA_CEN : Col TIACAATCATACAACCT@CCT CCCAARCCAAT® eCOe : 3562
PHYCSECUENCE ONeT€CACTCATACAACCT[ECCTCCCAACCCAATIII eCTke : 1015
CTGCTCC T CA TCATACAAGCT CGCTGCCAA CCAAT CT G TG
* 3640
ARA_PHYA_CEN : A T] e AleC[€eCA CCAAACeAT] ATINSAALKECTY : 3612
PHYCSECUENCE : [of oCeT(eeAC TCCCTT(eT] NOYeTqreEencey : 1065
CA TCT T CCC G CC TAT C T TCTGA AC TCCT CA
* 3680 *
ARA_PHYA GEN : ACXEeRTTTTER CeCCCTATCAJNGECTCATCCOUTATEYN ® . 3662
PHYCSECUENCE : CGe\elejJCCCCen BAQICCCTATCACOQICTCATCCOATATEE e : 1115

CACCT CA CT AC CCCTATCAC C CTCATCGC TAT  TTTC
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ARA_PHYA CEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA CEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEGUENCE :

ARA_PHYA CEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA CEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA CEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEGUENCE :

ARA_PHYA CEN :
PHYCSECUENCE :

*

CAACATCA CACCCTCACCT CT 5 AA ACCTC CTC

3760 3800

*
CACCCTTA GECTCCATTATCCTCCCACG eT([ACeACH :
CACCCTTATH QICTCCATTATCCTCCCAU CeCACCONICEE
C

A
CACCCTTAT T CC CTCCATTATCCTCCCAC CGA AT CC CA CC

3840

*
eCeT] WATCAACAACAA CAeTLEAYUACTT| €eC G
JAG T] SATCAACAACAE CACAINICNITTC eTTqye
C

C TTT T TT ATCAACAACA CT C ATCAT CATTC TC

3880

* *
A OAIECTIAC COUT @A TCAAAACCUT TCOTTTCACOQYTRCS
SCCCT[OCQAETCAAT CONCLCANVACCEETPCCCOCACCCT TCRGe
C C TC CT C A C

A CT T CAACA AA T

3920

*

TTCTCTCCCTCCACSCTIAG CEeCA@ACCTCCCATIRICCACTACATEE
[TTCTCTCCCTCCACTLCTeeC QUCALLECCTCCCAT[E@CCACTACATEE

TTCTCTCCCTCCAC CT G CCACC CA CCTCCCAT CCACTACAT

3960 * 4000

CCCCAACATCG CAATTCCATCTCTCCTYATCeC [TCTACTTlaCE :
CCCCAACATCG COATTCCATCTCTCCT QUG CACCACARTIE :
CCT AA C

CCCCAACATCGC TTC ATTCCATCTCTCCT ATC

4040

NeJNACATECATNACECEATECTCAKEATIECTIRACTRAC QICAAAAE
e AINTIECCCAT[EACAETENACCACHJE- - €COACOA- CEeCACA AN
ACAC C CGA CCACGC TG C A A

CACCC CA AA

4080 *

ACAA AT CCCCT € T[@ACARTINOCA CEACG :
A Leeecel) JeCAISABACTAA C G :
A AC A

Ne
AGAA GA CT TGGGGT T GIGGTTTG CA TCC GG T

4120 *

TETUCCATTU SACCTATCCCTCTCAETTTCTIAE@MICAACT] € .
T C HT[€ACCTATCCCTCTCAATTTCT{EAYEECAACT] e :

T T CC TT CCT T AGCTATCCCTCTCA TTTCT CAACT TTTC

4160 * 4200

C A® AIIAACCACC A EATAA
CARYIT(®RC aaveeee ) Te AT ACCCCCT|
AT CA T AA AACCACCT CAA T C CAC TG CCACAA

4240

T CCTCATCC

*
A T| A JCAE OITIETCCCATATCCT(E o :
AJIA CeJICCANSCJ e T([€e T(6 TCCCATATCCTIE® T o :
A C T

AT TT CCC CCA T TCCCATATCCT

4280 *

*
JICC QIATH CEeCAAAEBCCCAACATAATCCACCTTCTEAAATEE
CUETLICGEA QUICAEAGICCCAACATIIATCCACCTTCT{@AAAT]
CC T

A
A
CC AT CTCTC CA A CCCAACAT ATCCACCTTCT AAAT

CAILCCTEEYTYAC
CTICACEENEVAA

3712
1165

3762
1215

3812
1265

3862
1315

3912
1365

3962
1415

4012
1462

4062
1512

4112
1562

4162
1612

4212
1662

4262
1712
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4320 *
ARA_PHYA CEN : [CEeRTEEACSAEeT AAJACAAC CAAA eAIYeA : 4312
PHYCSECUENCE : [yeiCeeCeeT(€oCT] CCCAINACCCTLEEECTCT| edYeC : 1762
CTGA CCG CC CC T TT TAT A T TCC TCGCC AC
4360 * 4400
ARA_PHYA_CEN : CAA e[ TCWAC C A T TC CTHCTCT[EAATA : 4362
PHYCSEGUENCE : QYA eCCT[OACAACT(EE: SACAT|LEECCCTQEACTR : 1812
ACTCC A TGAG CA T C GGA AT GC TGCG T GA A
* 4440
ARA_PHYA GEN : SONORATCINREC e e TR TE THCCATEACEs CEe © 4412
PHYCSECUENCE : @ON@ACACSARISCONST] QIACECA TCCAT Ao Alee ;1862
CCACA CATTC AC CCTTTGAC AC CA ACT T CACCCCT
* 4480 *
ARA_PHYA CGEN : TI[E®TAE CTINKe G T[® deA O €TC : 4462
PHYCSEGCUENCE : ONeG [€eATC €T e AET| G oT| eCC : 1912
TCC C CGCT ATC CT GG CAT C CGT TCTCG AT CGC CGCTC
4520 *
ARA_PHYA_CEN : G HCOATCEAAACACATIEATH deQq \TINeCl€®TCC : 4512
PHYCSECUENCE : NeAINITACTIEeCYYXe/YoTLIC T oAe NONeAlel6CAA : 1962
AC AT C TC AAACGAC T T TT TCGCTTC G TCTCA AC GC
4560 * 4600
ARA_PHYA_CEN : TieLy: Al€eATCCCCACCTCOeAAlGCATCATCONEAT CATAEECAT CAT it sy
PHYCSECUENCE A AIIAT CCCCACCTCAIAAANCAT CATCCOAMAT CAT AAYACAT CAT A i i
CAA T A ATCCCCACCTGC AA CATCATCC ATCATA CATCATC
* 4640
ARA_PHYA CGEN : CANEEYeY(ev oo/ Acg@IcCR¥Y.CeoTineo T TYaieEqgge : 4612
PHYCSECUENCE : CO\ed\¢YyicoeoeTCecifo N fo IRIvY\\co A proaICeYIgfeee : 2062
ACCACAATCCACCC CCTCATC TTCAA CC TTCCT CAACTCCTC
* 4680 *
ARA PHYA CGEN : NAJACAAE T G NCTAIIEXEN N ETNAVIALe : 4662
PHYCSECUENCE : [IYAAICCGCe T| G AILEII TCACAT CCATCCCATOCALIT CREA N W
AA A C AGT T CCTTGC ACGCA  TCAGATCGATGCCAT CA TC
4720 *
ARA_PHYA_CEN : Qmie¥a T} T} G O TIRICAR A SAACTIA ATC : 4712
PHYCSECUENCE : Quiees: G T® TCOAT! ATIKEAT CACA 4C- : 2161
TTCCA CT ATT T AGC AT C TT A CATA TCA A TCA
4760 * 4800
ARA_PHYA CGEN : TCRAATRONAAC TTRCTECAACIIYYIXEAT YR NTEeT : 4762
PHYCSECUENCE --ﬁecﬁ ACC AC&T NG eCCTAAATCAIT[eAcE YAEEeA : 2209
A A AA TAT A C CCTAAATCA T A TT A CC
* 4840
ARA_PHYA GEN : NRARAEYIYCAACSTE e AT IcalTEe TIYYIREeAdXe : 4812
PHYCSECUENCE : [NIACATENGPIACTEeAe[eleANA(eNe Y[ ACeRITYIRICAANe : 2259
ATA A CAACTA  CGC CTCAC A TCGACGATCGT CC TTAATTCGA AC
* 4880 *
ARA_PHYA_CEN : QIACECTCCCAATIATTCCCEETHICATTCT[€ATCCACT CCTIHIAAT CAI T IEIZ R o v4
PHYCSECUENCE OAACIICTGCCCAATHIITTCCOMATI®OCATTCTIMATCCACTCCTRAATCGA ;2309

TCC AC CTCCCAAT TTCCC T CATTCT ATCCACTCCT AATCC T
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4920 *
ARA _PHYA GEN : [CEIYAONSANYAATT] A ACUICAKeTH CTIRENXEYXECAINIC : 4912
PHYCSECUENCE : [(€efYATINeTAVYACGC A ACNCCEITETHCEOTCATCAAQIRIA : 2359
CCAA AC AAA CCTCA CT AC CGC T T CC TGATCAAC AT
4960 * 5000
ARA_PHYA GEN : [Ee€eRAEs CAICACASIRIGRICAACNITCTIX® YN : 4962
PHYCSECUENCE : [ceegiCee TCAT[IRKSIRICTAC CACI® TIEAVAVASNGENICTYY : 2409
CCCA CC TTT T CTTCTT A AT TC CT CAAATCCT AA
* 5040
ARA_PHYA_CEN : REACENIEIACACAACCCATTACAACCTAAACTCTCTTCCTAACTTATCC 5012
PHYCSECUENCE : IAAACTNNCOIN- - - - - - - - - - - - - - - - - oo oo o oo oo oo 2418
AA CATCCT
* 5080 *
ARA_PHYA_CEN : TCACTTTCCTAACAATCTTCS CATIRICASTIATTCAACTTCCAATT 5062
PHYCSECQUENCE : -----------==------- al TeC TCOAA- - - - - - - - - - - - - 2434
CACTGC TT CA
5120 *
ARA PHYA CEN : CACTATCeTEeTYYIYAACTTCAT ATCTCTTCTTTTTCCTTCTTR : 5112
PHYCSEGCUENCE : ------- GEeCHYACAACAA NS /S & : 2450
C CC CAACAA CAA A
5160 * 5200
ARA PHYA GEN : INEEAKCAYNITTTCTTTTCCAATTTTATOYYYSA®TAYACCCCGACGTCTAT : 5162
PHYCSECUENCE : IYJeTileAr Yy} ----------------- CAAACLITAYAA A : 2471
ATC TC AAT CAAAC C AA
* 5240
ARA PHYA GEN : AACTT@R €CTTATC NACT CACIYeEXEAATCTCCACGTTT : 5212
PHYCSEGCUENCE : ----- NTIRKEG- - - - - A\ S cefYeNYe- - - - - - - - - - -- : 2494
CA TTC AT CACCA CCAC AC
* 5280 *
ARA PHYA CEN : CACATCAACACACATCTCTCCACCCCTCATCCT(ee NAIAA A 5262
PHYCSEQUENCE : ----------mmmm i e e e e mm e o - G AQITCT] A : 2511
CCCCAT TTTA T
5320 *
ARA_PHYA_CEN : eyAYAlceyjceCeorvieT/ieAer COATEAAV:YACeapeeTicecCeery : 5312
PHYCSECUENCE : piejTLY:Y(c¥.y[coT(¢-YYe\eCer: CANGEYYY\TlejfceqiCeeAefel] : 2561
TGCT AATCCATCC CAAC AG CGA CT A CGAAAA CGTCCT CGCG CTCT
5360 * 5400
ARA_PHYA_CEN : deCAll HAQKeCeCACANCA®ICU ACANCImIT : 5362
PHYCSECUENCE LICAOICA OCTeCUIANCEAT Ale ATIAYYeSImIC : 2611
CTTTTGT GC CA CGAT T AC C CA A GA C CATCCGA AACTT
* 5440
ARA_PHYA_CEN : edeCC CAACHICATTACA O (@ATOCANAATCOAAAGCCE : 5412
PHYCSECUENCE : [NOT@AT OAACCOCATTACA eONIAQTE\JY YooY T®eTTH : 2661
AC C TT AACGGC CATTACA GGC AT T CA AATCC AACC T
* 5480 *
ARA_PHYA GEN : QeCONATATTTCQRAC NeTIml 5462
PHYCSECUENCE : QUCCeATATTTCANeC NARIA 2711

AT CC CC ATATTTCC C CATCA T

CCAT TGC C CAGTCGA
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ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE

ARA_PHYA GEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA GEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA GEN :
PHYCSEGCUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE

ARA_PHYA GEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA GEN :
PHYCSECUENCE :

ARA_PHYA GEN :
PHYCSEGCUENCE :

ARA_PHYA_GEN :
PHYCSEQUENCE :

5520

ATCCACCAATGESAAACTT eT C e
ATCCACCAATGEAAAACTT]

ATCCAGCAATC AAACTT AC CC CAA C CACCA CT ATTC

5560 5600
AAATCCT el 2CAACTCAT eTOCT :
AAAATCCTT eT TCGAAT- :
AAAATCCT CCACA CT TTTCC A GTTC C CT
5640

TCTRYAYA JEECCATICTE€CTCAABAAT COIECHE
AC ATe- ACAAYA (OACCATIACTIACT CAALIAAT COAYARE

TCA CA C AAA CT CCAT CT CTCAA AATCC

5680

E@é %?&ﬂ?&ﬂéﬁéﬂ i

C AACA CACA AAAT CTIT CTT TTT C
5720
AA aCTCT C'Ic'm @CT 2CAC
ACCCT C AA AACAERTCC
CC AAC AT CA TCTT T TC A A A CA CA
5760 5800

EEIFETEE N

CC TA T AC CC CT TTCTCTTT TCCA TT C CGACC

5840
eCAECAAGCE GTTCAACGITAGOYCAECE GAAE
I%@«ﬁ@@%ﬁéﬁ AR
T CA CAAGC T CA GITCAACG T GC GAC C GC TG A

5880
‘CACT‘AACeCTOTACCATACAT‘AAAACACF A
TACCATACAT
ACACT AACC ~ TACCATACAT A AT AG AATCC CTAT

5920

GEATCA O~ NEeCTACTGART T :
GAATCA TEANYAT AVAGTACT GA TTTC :

TCC ATCAT TT AC C AAA TCAT CA CTACTCA TT

5960 6000

WTCCAAAQL aA CC :
€T CCAAAC T . ACT CCTA

ATT TCCAAAC AC CC TTATCTCA CCA T

6040

OCATCATT 2 T[OTEVVAEOLNICATTC €CTAC
CATCAT] AGCTACAAACCAT R - - - -

AAC CT CATCAT C CA CT CAAACCAT ATC

* 6080 *

AATCAAACTCCATTTAAAATATCCTTTATCTCTCTTCTTATCTTCCAATT

OACGEAATCCECTAT oM
AAGAAATCCACTATIARE

5512
2761

5562
2811

5612
2861

5662
2911

5712
2961

5762
3011

5812
3061

5862
3111

5912
3161

5962
3211

6012
3251

6062
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6120 *
ARA PHYA CGEN : TCGACTCTGC C T NNAJICA A AC AATCGA : 6112
PHYCSEGCUENCE : ---------- T| A ANOABCAJJACA TINOTIRIGCCGCGAC : 3291
CAT TTCCA TCCA A CA ACA TT AC TT
6160 6200
ARA_PHYA GEN : ‘CTC ® T TCCAOR INSEINICAAAYXeTRACECAIYYEA : 6162
PHYCSECUENCE OACTTCT! eAATCATTCT CJNCCeATYYeC : 3341
ACT TCC AACTCA = AATCAT AC A C AAC
6240
ARA_PHYA_CEN : IACAACAA ATCTOTCACACTTHIC : 6212
PHYCSECUENCE CTCAACAA TA AATCTCC C : 3391
A TCA T
6280
ARA_PHYA_CEN : ATNGPATIIACCCTTCARCAA : 6262
PHYCSECUENCE eT ATCACT EACCCTTCAECAA T A : 3441
TATCGC CA T AGCCTTCA CAA T TTC CA ATTT TC
6320 *
ARA_PHYA_CEN : CCCACCTCACCTAACTCTTTCACCTTCCC 6312
PHYCSECUENCE : AT ----------------------------- © 3462
CATC
6360 * 6400
ARA_PHYA CGEN : TCAGEYXeENjC CCCTTCTCTCCATCTTCCTAATCTACACATC © 6362
PHYCSECUENCE : ---‘CAACCATC ------------------------------- : 3478
CAACCAT C
6440
ARA PHYA CEN : ACGCTAAINNYACAT ATcﬂ AA ATATCATCTIRAAMR : 6412
PHYCSECUENCE : ------ LYY WAACCT] Y\CeEoyy- -------- NCAYY : 3512
AATA T TTC TA AA CCAT TA AA
6480
ARA_PHYA CGEN : CACT CAT JiGeA AT A- e THAY® © 6461
PHYCSECUENCE : ---- AlG TT(ONEeATAOT . 3558
C TC C AT TT C TATC AA CACC T AC CAT
6520
ARA_PHYA_CEN : CCT CTT ACIEYYACOYYNKCIRRKECCA CAEAYAe : 6511
PHYCSECUENCE CAIAYYACAYYAyNcimme 1 TC COAe : 3608
A CCCAT CC CA TT TAAA AAATCTTTG T A AAC
6560 6600
ARA_PHYA_CEN : EYAKSCAGA €AECT] CeCeC : 6561
PHYCSECUENCE : NJAIKelITTOA eCGeA CT CT To G : 3658
AT TGT A CA CC TIGC T T CCCACT CT AA
6640
ARA_PHYA_CEN : EATCAATCCACATCTHICA OT ﬁ ACEE] : 6611
PHYCSEGCUENCE : TATCAATCCACATC C CTOTT . 3708
T ATCAATCGCACGATCT CA TAC AC AACC CCA TC TIT
6680 *
ARA_PHYA GEN : ACTCCCUAAINEIYA : 6661
PHYCSEGCUENCE : TT TT CACAAeCA TINEYAC : 3757

A TC CA CT ACC ACAA
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6720 *
ARA_PHYA GEN : ACCCCTOICCCTTAATINIYYATAGTCACTEQRIGTT - -[CIEEA : 6709
PHYCSECUENCE : CATTT TCTGCT&A ‘GA&ACGTG €AIRIT CCT] eCComiaIC : 3807
CT A ATAAA A CTT TTTC CTTCT
6760 * 6800
ARA_PHYA GEN : B---[@ITTCCTTRTECCTIRITGREITCHERE- - CAYNRRICACTIYACGA : 6754
PHYCSECUENCE : MAC AAACCOAGSAT COBRICTAIBRRICTTTAAYNBITTACAYAT- - : 3855
A CT A C T TT1T TTTT AATTT AA
* 6840
ARA_PHYA_CEN : CYNATANCOATCCAIITTAC TCQUCTTCARQIC- - ImIT T A : 6802
PHYCSECUENCE : [TAAYACAQITHACTAQICCCC CTHACAACAQITA ACT] ALl : 3905
TAAM T A T TT T AT TT TCAACT
* 6880 *
ARA_PHYA CEN : [CEAAR- - IIATGEAT o2 T, OCQJCACT CCTTTCA : 6849
PHYCSECUENCE : [GQEAGACTLEAAAEC ANTIITONE ALK THITCT ATCAATC : 3955
CTAA TA C CCATTC TT TCT TTTT
6920 *
ARA_PHYA_CEN : ATQRATIOAT T(OAVAYAYNT AACT, ACAACTYAATCACCTAATCTTTAC : 6899
PHYCSECUENCE : NATHACCAIYYYIATTCCCT AT A /S : 3989
T A TA CA CAAAA T TA A AA
6960 * 7000
ARA_PHYA GEN : 6949

PHYCSECUENCE :

CCTCCATCCTTTATCATAATCCCACAAACTCAAACAAATATTCTATCTAC



7 Anhang

Genexpression nach Pathogeninfektion

Expressionswerte induzierter Gene nach Infektion mit S.conigenus. Wiedergegeben wird
das Verhdltnis zwischen den Signalintensitdten der mit radioaktiv markierten cDNA-
Proben aus infizierten und nicht-infizierten Fichtenkeimlingen hybridisierten Macroarray-

Filter.

Ratio (inf/non-inf)-1
cDNAKlon | 5 DAl 18 DAl 35 DAl
pPA0047 6,2 2,7 0,5
pPA0062 3,9 2,0 0,0
pPA0064 4.4 2,7 -0,3
pPA0070 6,9 3,2 0,0
pPA0072 13,2 5,4 -0,1
pPA0079 8,8 3,8 0,0
pPA0099 8,7 0,3 1,0
pPA0100 11,5 0,2 1,1
pPA0105 53 0,1 1,2
pPA0107 9,5 0,0 1,6
pPA0108 6,5 0,1 14
pPA0115 9,3 0,0 1,2
pPA0121 6,7 0,0 1,3
pPA0123 11,3 0,0 2,0
pPA0128 17,4 0,0 2,1
pPA0129 7,6 0,0 1,2
pPA0130 3,0 0,0 0,7
pPA0003 8,3 0,0 0,0
pPA0004 6,5 0,1 -0,4
pPA0010 20,1 0,5 0,0
pPA0015 7,1 0,4 -0,6
pPA0016 3,0 0,2 -0,3
pPA0033 10,2 -0,4 -0,1
pPA0034 7,6 0,0 0,0
pPA0037 7,1 0,3 0,2
pPA0044 14,4 -0,1 0,3
pPA0049 40,9 0,7 1,3
pPA0059 11,1 0,3 -0,1
pPA0083 9,5 -0,1 0,2
pPA0087 12,0 0,5 0,0
pPA0091 23,2 -0,1 -0,2
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pPA0101

pPA0110
pPA0112
pPA0113
pPA0126
pPA0005
pPA0006
pPA0007
pPA0013
pPA0014
pPA0022
pPA0032
pPA0038
pPA0045
pPA0054
pPA0055
pPA0060
pPA0061
pPA0063
pPA0071
pPA0073
pPA0074
pPA0075
pPA0076
pPA0077
pPA0078
pPA0080
pPA0082
pPA0084
pPA0086
pPA0094
pPA0095
pPA0096

59
10,2
6,4
13,4
14,5
9,7
12,8
4,0
7,8
49
55
7,2
4,6
10,5
11,8
50
59
15
6,1
10,8
11,6
4,1
6,0
7,3
4,3
6,1
10,6
11,0
7,3
5,8
59
10,3
9,5

0,0
0,4
-0,2
-0,1
0,1
1,4
1,0
0,9
0,6
1.2
15
11
0,9
1,2
1,2
1,2
17
0,3
0,8
0,8
0,7
0,5
0,4
0,6
0,5
16
2,5
1,0
0,5
0,8
0,9
0,8
0,7

0,2
-1,0
0,5
0,8
0,7
-0,3
0,3
0,4
-0,3
-0,4
-0,5
-0,8
-0,4
0,7
0,3
-0,1
0,4
0,1
-0,2
-0,1
0,7
0,7
0,3
-0,2
-0,2
-0,1
0,1
0,1
0,0
0,1
0,0
0,0
0,1




