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1 EINLEITUNG 

1.1 PARASITISCHE BLÜTENPFLANZEN 

Parasitisch lebende höhere Pflanzen, vor allem die mitteleuropäische Mistel (Viscum spec.), haben 

seit jeher die Aufmerksamkeit der Menschen auf sich gezogen. Die ersten chlorophyllosen 

Pflanzen (Lathraea squamaria - Schuppenwurz, Orobanche spec. - Sommerwurz) wurden aber 

vermutlich erst vor einigen Jahrhunderten entdeckt. Sie wurden als „Auswüchse des Teufels“ 

angesehen, was volkstümliche Bezeichnungen wie Teufelszwirn oder Hexenkraut für Vertreter 

der Gattung Cuscuta widerspiegeln. Wann die parasitische Lebensweise bei Pflanzen allerdings 

erstmals erkannt wurde, ist unklar. 

Die Formenvielfalt und die mitunter recht ungewöhnlichen Wuchsformen der Pflanzen 

erschwerten die Beschreibung des Parasitismus. Trotzdem liegen schon bemerkenswerte 

wissenschaftliche Arbeiten aus dem 19. Jahrhundert zu diesem Thema vor. In den vergangenen 

50 Jahren zeigte sich ein zunehmendes Interesse an parasitischen Pflanzen, auch wegen der zum 

Teil verheerenden Ernteverluste durch Arten der Gattung Striga und Orobanche aus der Familie 

der Scrophulariaceae. Daneben stellt die im Pflanzenreich einzigartige Interaktion zwischen 

verschiedenen Organismen und Zellen ein ausgezeichnetes Modell dar, um die Kommunikations-

strukturen zwischen den Pflanzen näher zu beleuchten. 

 

Alle der bis heute bekannten etwa 4000 parasitisch lebenden Arten gehören der Klasse der 

Dicotyledonen an. Ihre Einteilung in 11 voneinander unabhängige phylogenetische Klassen 

belegt, daß sich pflanzlicher Parasitismus mehrmals während der Evolution entwickelt haben 

muß (NICKRENT et al., 1998). Zwar existieren Hinweise auf eine parasitische Gymnospermae 

(Podocarpus ustus, Podocarpaceae), doch bisher konnte die parasitische Lebensweise nicht eindeutig 

belegt werden (WEBER, 1993). Die vorwiegend krautigen pflanzlichen Parasiten sind in 

tropischen und subtropischen Gebieten, aber auch in gemäßigten Klimaten verbreitet. In der 

heimischen Flora finden sich hauptsächlich Vertreter der Scrophulariaceen, Orobanchaceen und 

Viscaceen. 

Die Cuscutaceen (Seidengewächse) mit der ca. 170 Arten umfassenden Gattung Cuscuta können 

als Kosmopoliten angesehen werden, sind aber vor allem auf dem amerikanischen Kontinent und 

im Nahen Osten anzutreffen, wo sie in der Vergangenheit schwerwiegende Schäden anrichteten. 

Deshalb ist man hier verstärkt auf der Suche nach geeigneten Bekämpfungsmaßnahmen. In 

Deutschland kommen 9 Arten vor. 
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Eine allgemeine Charakterisierung der parasitischen Lebensweise von Blütenpflanzen erweist sich 

angesichts der Vielgestaltigkeit der einzelnen Organisationsformen als schwierig. Nach KUIJT 

(1969) sind parasitische Pflanzen durch den Besitz spezieller Organe, den Haustorien, 

gekennzeichnet. Da jedoch mit dieser Beschreibung keine ausreichende Abgrenzung von 

ähnlichen Lebensweisen gegeben ist, definiert (WEBER, 1993) parasitische Blütenpflanzen als 

Organismen, die mittels Haustorien zum Zwecke des Nahrungserwerbs in lebendes Wirtsgewebe 

eindringen. Über die Haustorien werden die Leitgewebe (Xylem und/oder Phloem) des Parasiten 

mit denen der jeweiligen Wirtspflanze verknüpft, wodurch der Entzug von Wasser und 

Nährsalzen als auch von Assimilaten ermöglicht wird. Die weitere Unterscheidung in 

Hemiparasiten (Halbparasiten) und Holoparasiten (Vollparasiten) ist aufgrund der tatsächlichen 

anatomischen Befunde nicht gerechtfertigt. Geeigneter scheint die Einteilung nach Wurzel- und 

Sproßparasiten, die auf der ontogenetischen Abstammung der Haustorien beruht (WEBER, 1993). 

 

1.2 CUSCUTA 

Trotz ihres relativ unauffälligen Erscheinungsbildes sind die Cuscutaceen eine recht intensiv 

untersuchte Pflanzenfamilie. Es liegen zahlreiche Arbeiten zur Struktur und Physiologie des 

Parasiten selbst, aber auch zu Verbindungen mit kompatiblen Wirtspflanzen vor. 

Die Cuscutaceen sind zumeist einjährige, obligate Sproßparasiten, deren Haustorien sekundär an 

bereits ausgebildeten Sproßachsen entstehen. Sie weisen mit einigen Ausnahmen ein recht breites 

Wirtsspektrum auf. Die Arten der Gattung Cuscuta zählen zu den epiphytisch lebenden Parasiten, 

da sie ohne eigenen Bodenkontakt ausschließlich oberirdische Organe ihrer Wirtspflanzen 

besiedeln. Angepaßt an ihre parasitische Lebensweise sind sie durch eine starke Reduktion ihrer 

vegetativen Organe charakterisiert (Abbildung 1-1). 

 

Abbildung 1-1: Cuscuta reflexa auf Coleus blumei 
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Die Laubblätter sind zu Schüppchen zurückgebildet, ein Wurzelsystem fehlt völlig. Die 

Cuscutaceen entwickeln windende, oft verzweigte Sprosse, die entsprechend ihres noch 

vorhandenen Chlorophyll- und Carotinoidgehaltes unterschiedlich gefärbt sein können (DAWSON 

et al., 1994). Zum Teil sind sogar noch intakte Chloroplasten vorhanden (Cuscuta reflexa), anderen 

Arten fehlen die für die Photosynthese notwendigen Gene oder sie sind stark verändert (VAN 

DER KOOIJ et al., 2000). Die 4-5 zähligen radiären Blüten stehen in Knäueln oder Rispen 

(Abbildung 1-2). Sie enthalten unterhalb der Staubblätter sogenannte Schlundschuppen 

(Staminodien), die bei der taxonomischen Einordnung der einzelnen Arten hilfreich sind 

(ROTHMALER, 1994). 

 

 

Abbildung 1-2: Cuscuta australis (Foto: J.-M. Hu, Taiwan) 
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1.3 ENTSTEHUNG EINER FUNKTIONSFÄHIGEN WIRT-PARASIT-BEZIEHUNG 

Grundsätzlich läßt sich die Herstellung einer erfolgreichen strukturellen und physiologischen 

Verbindung zwischen Parasit und Wirt in drei Phasen unterteilen. Nach der ersten 

Kontaktaufnahme zwischen beiden Organismen dringen die Parasitenzellen in das Wirtsgewebe 

ein. Anschließend kommt es zur Verknüpfung der Leitsysteme von Parasit und Wirt (KOLLMANN 

UND DÖRR, 1987). 

Die erste Anheftung der sich eng um den Wirtssproß windenden Cuscuta erfolgt über lokale 

Differenzierungen des Kortex. Die Epidermiszellen in der Kontaktzone entwickeln sich durch 

antiklinale Teilungen und enormes Streckungswachstum zu papillenartigen Zellen. Von den 

Zellen dieses sogenannten adhesiv-sekretorischen Epithels wird ein pektinreiches Sekret 

ausgeschieden, das Parasit und Wirt miteinander verklebt (HEIDE-JØRGENSEN, 1987). 

Im Innern der diskusförmigen Verdickungen (Prähaustorien) entsteht das eigentliche 

Haustorium, welches aus parenchymatischen, länglichen Zellen besteht (FORSTREUTER UND 

WEBER, 1983). Es dringt gleich einem Keil in das Wirtsgewebe ein. Im folgenden bilden sich im 

apikalen Haustorialbereich einzelne hyphenartige Zellstränge aus, die sich im Wirtsgewebe 

sowohl inter- als auch intrazellulär ausbreiten. Auf der „Suche“ nach Leitelementen des Wirtes 

kommt es zeitweise über Außenwandplasmodesmen zu direkten Verbindungen der 

„Suchhyphen“ mit den Protoplasten der Wirtszellen (DÖRR, 1969). Die Funktion dieser 

Plasmabrücken ist bislang unklar. Für das Vordringen der Parasitenzellen in das Wirtsgewebe 

werden neben einfachen mechanischen Vorgängen auch enzymatische Prozesse verantwortlich 

gemacht (NAGAR et al., 1984; SINGH UND SINGH, 1997). 

Treffen nun die Suchhyphen auf funktionsfähige Leitelemente des Wirtes, werden sie zu 

sogenannten „Kontakthyphen“ umdifferenziert. Handelt es sich um einen Xylemkontakt, 

entwickeln sich aus den Kontakthyphen Zellen mit den für Tracheen und Tracheiden typischen 

Sekundärverdickungen der Zellwand. Die Verbindung zwischen Kontaktzelle und basal im 

Haustorium differenzierten Xylemleitbahnen garantiert einen kontinuierlichen Transpirations-

strom vom Wirt zum Parasit (Abbildung 1-3). 

Im Gegensatz zum Xylem treten im Falle eines Phloemkontaktes keine offenen symplastischen 

Verbindungen zwischen Wirts- und Parasitenzellen auf. Vielmehr umschließt die Kontaktzelle 

ähnlich einer Hand das Siebelement des Wirtes. Wie bei der normalen Entwicklung von 

Siebzellen kommt es zur Auflösung von Zellkern, Tonoplast und Ribosomen. Gleichzeitig wird 

das glatte Endoplasmatische Retikulum in der „Absorptionshyphe“ zum dominierenden 

Strukturmerkmal. Der Absorptionsfluß erfolgt über die durch Wandprotuberanzen stark 

vergrößerte Oberfläche an der Grenze zum Siebelement des Wirtes (DÖRR, 1972; DÖRR, 1990). 
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Solche Protuberanzensysteme wurden vielfach in Zusammenhang mit bestimmten 

Stofftransportprozessen in pflanzlichen Organen beschrieben (GUNNING UND PATE, 1969). Die 

Kontakthyphe ist schließlich über parallel zu den Xylembahnen verlaufenden haustorialen 

Siebelementen mit dem Phloem des Parasiten verbunden. 

 

 
 

Abbildung 1-3: Mikroskopische Aufnahme eines Haustorialbereiches (H) von C. reflexa in der 
Wirtspflanze (W) N. tabacum. Vergrößerung 150 x. 

 

Bislang sind die einzelnen Regulationsmechanismen und Signaltransduktionswege, die von der 

Interaktion zwischen Parasit und Wirtspflanze betroffen sind, nur unzureichend verstanden. Die 

Untersuchung von inkompatiblen Cuscuta-Wirt-Beziehungen, in denen der Parasit also von der 

Wirtspflanze abgewehrt wird, bietet eine Möglichkeit, mehr über diese Regulation zu erfahren. 

 

1.4 INKOMPATIBLE WIRT-CUSCUTA-INTERAKTIONEN 

Wie bereits dargestellt, ist die Voraussetzung einer kompatiblen Beziehung zwischen Wirt und 

Parasit das Vorhandensein eines funktionsfähigen Haustoriums. Bei inkompatiblen Pflanzen 

kommt es zu einer Störung der Haustorienentwicklung, mit der Folge, daß der Parasit 

letztendlich abgestoßen wird. Allerdings treten bei allen Wirt-Parasit-Wechselwirkungen mehr 

oder weniger Abwehrreaktionen auf. Nur sind diese bei inkompatiblen („resistenten“) 

Wirtspflanzen wesentlich früher und stärker ausgeprägt. Die Abwehr des Parasiten kann in allen 

drei Phasen der Haustorienentwicklung erfolgen. Dabei kann die Resistenz einer Pflanze 

einerseits auf schon konstitutiv vorhandenen Strukturen begründet sein, andererseits aber erst im 

Laufe der Infektion induziert werden. So stellen beispielsweise Bastzellen oder sukkulentes 

Gewebe (Euphorbiaceen, Cactaceen) eine natürliche Barriere für die eindringenden Haustorien 

dar (KINDERMANN, 1928; FORSTREUTER UND WEBER, 1983). Weiterhin werden verschiedene 
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Inhaltsstoffe als Resistenzfaktoren, wie z.B. Alkaloide, recht widersprüchlich diskutiert (GERTZ, 

1915; BÄUMEL et al., 1993; BRINGMANN et al., 1999). 

Während die obigen Abwehrmechanismen bereits vor einer eventuellen Infektion bestehen, 

werden in einigen Pflanzen, erst nachdem sie vom Parasiten attackiert wurden, verschiedene 

Prozesse chemischer und/oder physikalischer Art induziert. Bei den Malvaceen Gossypium 

hirsutum und Hibiscus rosa-sinensis können Cuscuta-Haustorien zwar in das Wirtsgewebe eindringen, 

werden dann jedoch durch ein Wundabschlußgewebe vom gesunden Wirtsgewebe abgegrenzt 

und wieder nach außen gedrängt (CAPDEPON et al., 1985; SCHLENZKA, 1992). Dabei sterben die 

Suchhyphen sowie andere parasitäre Zellen ab. 

Wesentlich früher, nämlich schon während der Anheftung des Parasiten wird die 

Haustorienentwicklung bei Lycopersicon esculentum verhindert (IHL et al., 1988; SAHM et al., 1995). 

Das System Lycopersicon esculentum/Cuscuta reflexa ist durch eine sehr schnell einsetzende 

Inkompatibilitätsreaktion mit charakteristischen Gewebeveränderungen gekennzeichnet und 

wurde deshalb schon sehr eingehend untersucht (SAHM et al., 1995; LÖFFLER, 1999). Bereits nach 

3 Tagen sind erste makroskopische Veränderungen auf der Wirtssproßachse zu erkennen. Nach 

etwa 10 Tagen ist der Parasit vollständig abgestorben (Abbildung 1-4). 

 

 

Abbildung 1-4: C. reflexa auf L. esculentum 3 bzw. 10 Tage nach Befall (links und Mitte); C. reflexa auf 
N. tabacum 10 Tage nach Befall. 

 

Zunächst kommt es im Rindenbereich zu deutlichen Zellstreckungen in Richtung der Sproßober-

fläche, die auf den unmittelbaren Infektionsbereich begrenzt sind. Diese anatomischen 

Reaktionen werden mit einem Anstieg an Auxin in Wirts- und prähaustorialem Gewebe in 

Zusammenhang gebracht. Untersuchungen von LÖFFLER et al. (1999) sprechen für einen 

Transport des Phytohormons vom Parasiten in die Wirtszellen bzw. eine Induktion der 
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Hormonsynthese in der Wirtspflanze selbst. Im weiteren Verlauf der Infektion kollabieren die 

gestreckten Zellen und bilden die auf der Stengeloberfläche gut sichtbaren nekrotischen Plaques, 

die als auffälligstes Merkmal der inkompatiblen Reaktion schon von IHL et al. (1988) beschrieben 

wurden. Die abgestorbenen Zellbereiche werden anschließend durch die Ausbildung eines 

sekundären Abschlußgewebes von den umliegenden Zellen abgetrennt, welche Suberin und 

Lignin in ihre Zellwände einlagern. Eine nachgewiesene Akkumulation löslicher Phenylpropane 

sowie eine Erhöhung der Peroxidaseaktivität im Infektionsbereich sind Zeichen der beobachteten 

Lignifizierung (SAHM et al., 1995). 

Insgesamt können die auf den Parasitenbefall folgenden Reaktionen in spezifische durch Cuscuta 

hervorgerufene und andere allgemeine Abwehrreaktionen, die z.B. auch durch pathogene Pilze, 

Insektenfraß oder Verwundung ausgelöst werden, unterteilt werden. Zu den ersteren zählen die 

Zellstreckungen, während die Induktion des Phenylpropanstoffwechsels und der 

Peroxidaseaktivität eher an die Hypersensitivitätsreaktion auf Pilzinfektion erinnern. 

 

Trotz intensiver Suche nach den für die Resistenz der Tomate gegenüber C. reflexa 

verantwortlichen Faktoren, ist es bis heute nicht gelungen, sie vollständig zu identifizieren. 

Arbeiten von LÖFFLER (1999) konnten die Wirtskutikula als wesentliche Ursache der 

Inkompatibilität einstufen, da zum einen vom Wachs befreite Tomatensproßachsen eine 

kompatible Reaktion zeigten und zum anderen vorher kompatible Wirte durch das Auftragen des 

Kutikularwachses inkompatibel gemacht werden konnten. Es wurden einige für Cuscuta toxische 

Fraktionen isoliert, die aber einzeln nicht die gleichen Effekte erzielten wie das Gesamtwachs. 

Neben den Wachskomponenten existieren in der Tomate vermutlich noch weitere Mechanismen, 

die in ihrer Gesamtheit zum Absterben des Parasiten führen. So ist es u.a. vorstellbar, daß 

Cuscuta über das adhesiv-sekretorische Epithel eine Substanz abgibt, die von der Tomate durch 

einen „Rezeptor“ erkannt wird. Dadurch könnte ähnlich der Resistenz der Tomate gegenüber 

Pseudomonas syringae, die auf der Wechselwirkung eines speziellen bakteriellen und einem 

Wirtsprotein beruht, eine Signalkaskade ausgelöst werden. Diese resultiert möglicherweise in 

einer Aktivierung allgemeiner Abwehrgene, deren Produkte letztendlich den Parasiten schädigen. 

Dabei könnte es sich zum einen um Enzyme, die das parasitäre Gewebe angreifen, handeln. 

Andererseits wären aber auch pflanzliche Sekundärstoffe, die aufgrund der Expression 

bestimmter Gene gebildet werden, denkbar. 
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1.5 MOLEKULARE MECHANISMEN DER RESISTENZ 

Aufgrund der durch pflanzliche Parasiten weltweit angerichteten Schäden in der Landwirtschaft 

wurde in den vergangenen Jahren verstärkt nach resistenten Pflanzen gesucht. Die am meisten 

gefürchteten Wurzelparasiten Striga und Orobanche stehen dabei im Mittelpunkt der Forschung. 

Von der Identifizierung der Resistenzfaktoren und deren Übertragung auf kompatible Wirte 

verspricht man sich einen wirksamen Schutz vor Ernteverlusten. Bis auf wenige Ausnahmen 

waren diese Versuche aber bislang eher enttäuschend. 

Als Ursachen einer Resistenz wird ein Zusammenspiel verschiedener Faktoren diskutiert. Zum 

einen zählen dazu das Fehlen chemischer Signale, die für die Entwicklung des Haustoriums bzw. 

des gesamten Parasiten notwendig sind, zum anderen aber auch konstitutive und induzierte 

generelle Resistenzmechanismen. Während über die Resistenzmechanismen in Hinsicht auf 

parasitäre Pflanzen noch recht wenige Kenntnisse vorliegen, sind sie für phytopathogene 

Bakterien, Pilze und Viren wesentlich besser untersucht. 

Die Abwehrreaktion beinhaltet unter anderem den durch Interaktion eines Avirulenzgens avr des 

Pathogens mit einem entsprechenden Resistenzgen R seitens des Wirtes ausgelösten program-

mierten Zelltod im Infektionsbereich. Dieser Mechanismus ist auch als Hypersensitivitätsreaktion 

(HR) bekannt (HAMMOND-KOSACK UND JONES, 1996). Infolge der Induktion einer HR werden 

über die Signalsubstanz Salicylsäure verschiedene Abwehrgene („pathogenesis related genes“, PR-

Gene) aktiviert, wodurch letztendlich eine systemische Resistenz der Pflanze gegenüber dem 

Pathogen hervorgerufen wird („systemis acquired resistance“, SAR). Die Expression von 

Abwehrgenen kann aber auch über den Jasmonat- und Ethylen-Signalweg erfolgen, wobei beide 

Signaltransduktionswege, zum Teil auf antagonistische Weise, eng miteinander verknüpft sind 

(DONG, 1998; GLAZEBROOK, 1999). 

Die bisher bekannten Resistenzgene können aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften in fünf 

verschiedene Klassen unterteilt werden. Dabei stellen die Proteine mit leucinreichen Bereichen 

(LRR-„leucine rich repeats“) und einer Nukleotidbindungsstelle (NBS) die bei weitem größte 

Gruppe dar. Zusätzlich enthalten diese Proteine oft einen dem TOLL-Rezeptor aus Drosophila 

bzw. dem humanen Interleukin-1-Rezeptor ähnlichen Bereich (TIR-Domäne) (BENT, 1996). Es 

wird angenommen, daß die LRR-Motive die stukturelle Information zur spezifischen Bindung 

eines Liganden besitzen, also eventuell in der Pathogenerkenung von Bedeutung sind. Ebenso 

gibt es aber auch Hinweise für eine Funktion der LRR-Proteine in der Signaltransduktion 

(MARTIN, 1999). Die TIR-Domäne der Resistenzgene wird für die Signalweiterleitung nach 

Pathogenerkennung verantwortlich gemacht. Kürzlich konnte erstmals ein spezifisch mit der 

Resistenz gegenüber einer parasitischen Blütenpflanze assoziiertes Gen charakterisiert werden 
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(GOWDA et al., 1999). Die inkompatible Interaktion von Tagetes erecta / Striga asiatica ist in gleicher 

Weise wie Lycopersicon esculentum / Cuscuta reflexa durch eine Hypersensitivitätsreaktion gekenn-

zeichnet. Nach Striga-Infektion wird in T. erecta die Expression von NRSA-1 induziert und zwar 

sowohl im unmittelbaren Infektionsbereich als auch systemisch. NRSA-1 weist N-terminal eine 

TIR-homologe Domäne auf, jedoch fehlen sowohl die für Resistenzgene typischen LRR-Motive 

als auch eine Nukleotidbindungsstelle. Deshalb scheint das Protein nicht direkt an der 

Pathogenerkennung beteiligt zu sein, sondern eher an der Regulation sich anschließender 

Abwehrmechanismen. Für eine Funktion innerhalb der Signaltransduktionskette spricht auch die 

systemische Akkumulation sowie die Expression nach Jasmonat-Behandlung (GOWDA et al., 

1999). 

Wie bereits ausgeführt hat die Hypersensitivitätsreaktion eine Aktivierung von PR-Proteinen zur 

Folge. Untersuchungen von JOEL UND PORTNOY (1998) zeigen, daß eine Infektion kompatibler 

Tabakpflanzen mit dem Wurzelparasiten Orobanche ebenfalls zu einer Induktion von PR-Genen 

führt. Allerdings ist die Expression von Abwehrgenen in diesem Fall nicht für eine Resistenz 

ausreichend. 

Die Verknüpfung von spezifisch durch den Parasiten induzierten Promotoren mit Abwehrgenen 

stellt eine exzellente Möglichkeit dar, gegenüber phanerogamen Parasiten resistente Pflanzen zu 

erzeugen. Erste Erfolge in der Identifizierung solcher Promotoren liegen bereits vor 

(WESTWOOD et al., 1998). 

 

Neben den oben erwähnten Mechanismen ist die Abwehr von Pathogenen zusätzlich durch auf 

den Infektionsbereich begrenzte Zellwandveränderungen gekennzeichnet. Die niedermolekularen 

phenolischen Vorstufen des Lignins sowie durch Polymerisationsprozesse in der Zellwand 

freigesetzte Radikale können die eindringenden Pathogene schädigen (HAMMOND-KOSACK UND 

JONES, 1996). Zusätzlich entstehen durch enzymatischen Abbau der Zellwandpolymere 

Oligomere, die ebenfalls Abwehrreaktionen auslösen können (FARMER UND RYAN, 1992). 

Weitere Mechanismen zur Pathogenabwehr umfassen die Expression von Polygalacturonase-

hemmenden Proteinen, die Einlagerung von Kallose in die Zellwände sowie deren verstärkte 

Lignifizierung. Eng verbunden mit der ausgelösten Ligninpolymerisierung infolge einer Infektion 

ist die Expression von hydroxyprolinreichen Glycoproteinen der Zellwand (SHOWALTER, 1993). 
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1.6 STRUKTUR DER ZELLWAND & MECHANISMEN DER ZELLEXPANSION 

Die pflanzliche Zellwand ist für die verschiedensten physiologischen Prozesse von grundlegender 

Bedeutung. Sie gibt der Zelle nicht nur ihre äußere Form und hält den Turgordruck aufrecht, 

sondern ist gleichzeitig ein wesentlicher Bestandteil des pflanzlichen Abwehrsystems. Die 

vielfältigen Funktionen können nur aufgrund einer sehr komplexen Zellwandstruktur erfüllt 

werden. 

Aus physiologischer Sicht werden Zellwände nach ihrem Entwicklungszustand als primär bzw. 

sekundär eingestuft. Dabei nehmen die Wände der epidermalen Zellen eine Sonderstellung ein, 

da sie trotz einem eher für sekundäre Zellwände charakteristischen hohen Gehalt an Cellulose 

ihre Fähigkeit zur Ausdehnung behalten haben. Grundsätzlich bestehen Zellwände vor allem aus 

Cellulosemikrofibrillen, die in eine komplexe, stark hydratisierte Matrix aus Polysacchariden 

(Hemicellulosen und Pektin) eingebettet sind. Daneben ist noch ein geringerer Anteil an 

Strukturproteinen enthalten. Die strukturbestimmenden Cellulosemikrofibrillen liegen in einem 

Netzwerk mit verschiedenen Hemicellulosen (Xyloglucane, Rhamnogalacturonane und 

Glucuronoarabinoxylane) vor, wobei die Xyloglucane den Hauptanteil ausmachen. Für die 

Verknüpfung zwischen Xyloglucanen und Cellulose werden hauptsächlich Wasserstoffbrücken 

und andere nichtkovalente Bindungen verantwortlich gemacht. Die heterogen zusammengesetzte 

Gruppe der Pektine bildet eine gelartige Phase um das Cellulose-Hemicellulose-Netzwerk aus. 

Untersuchungen von THOMPSON UND FRY (2000) und anderen Arbeitsgruppen an Suspensions-

kulturen konnten zeigen, daß neben nichtkovalenten Bindungen zwischen Xyloglucanen und 

Pektinen auch kovalente existieren. An Strukturproteinen der Zellwand sind mehrere Klassen 

bekannt, die sich durch ihre ungewöhnliche Primärstruktur (u.a. hydroxyprolinreiche 

Glycoproteine-HRGP, glycinreiche Proteine-GRP, prolinreiche Proteine-PRP) unterscheiden 

(SHOWALTER, 1993). Viele dieser Proteine sind stark glycosyliert. Obwohl die genaue Funktion 

der Strukturproteine noch nicht ausreichend geklärt ist, scheinen sie in Prozesse der 

Pathogenabwehr involviert zu sein. 

Neben den Strukturproteinen sind weiterhin zahlreiche Enzyme mit der pflanzlichen Zellwand 

assoziiert. Sie sind u.a. an der Modifikation der eigenen Zellwandpolysaccharide, aber auch der 

von pathogenen Bakterien und Pilzen beteiligt. Von vielen Enzymen ist allerdings die Funktion 

noch unklar (COSGROVE, 1997a). 

Da die Interaktion von L. esculentum mit C. reflexa durch auffällige Zellstreckungen in der Kon-

taktzone beider Pflanzen gekennzeichnet ist, sollen im folgenden die Mechanismen der 

Zellexpansion näher betrachtet werden. Bei der Zellstreckung können zwei in Wechselbeziehung 

stehende Teilprozesse unterschieden werden. Zunächst kommt es zu einer Wasseraufnahme in 
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die Zelle, verursacht durch eine Wasserpotentialdifferenz ∆ψW zwischen der Zelle und ihrer 

äußeren Umgebung. Die Erhöhung des Turgors bedingt einen Wandstreß, der letztendlich zu 

einer Dehnung der Zellwand führt. Der Prozeß der Zellexpansion kann durch folgende 

Gleichung beschrieben werden (CLELAND, 1995): 

 

( )Y
Lpm
LpmdtdV a −−

+
∗= πψ/     [Gleichung 1-1] 

 

dV/dt ...Wasseraufnahme 

m ...Extensibilität der Zellwand 

Lp ...hydraulische Leitfähigkeit der Plasmamembran 

ψa ...apoplastisches Wasserpotential 

π ...osmotisches Potential der Zelle 

Y ...Dehnungsschwellenwert 

 

Ab einem bestimmten Turgordruck, dem Dehnungsschwellenwert Y besteht ein linearer 

Zusammenhang zwischen der Zellwachstumsrate und dem Turgordruck. Erst nach Erreichen 

von Y ist eine irreversible Dehnung der Zellwand möglich. Dabei wird das Ausmaß der 

Zellstreckung durch die Extensibilität m, also durch die Dehnungsfähigkeit der Zellwand 

bestimmt. Sowohl Y als auch m können durch den Einfluß von Hormonen verändert werden. 

Eine Dehnung der Wand ist nur aufgrund ihrer viskoelastischen Eigenschaften möglich. Dabei 

müssen die Bindungen zwischen den einzelnen Zellwandpolymeren aufgebrochen werden, so daß 

durch das Auseinandergleiten der Moleküle eine Vergrößerung der Wandoberfläche erzielt 

werden kann. Gleichzeitig werden neue Moleküle in die Wand integriert, um die ursprüngliche 

Rigidität der Zellwand wiederherzustellen (COSGROVE, 1997b; COSGROVE, 1999). Der visko-

elastische Charakter der Zellwand allein erklärt nicht ausreichend das Verhalten wachsender 

Zellen. Vielmehr ermöglicht erst die Wirkung verschiedener Zellwand-assoziierter Proteine den 

Prozeß der Wandlockerung und der nachfolgenden Dehnung. So müssen nichtkovalente 

Bindungen zwischen den Polysacchariden ebenso gelöst werden wie kovalente Bindungen 

innerhalb einzelner bzw. mehrerer Matrixpolymere. Diese vielfältigen Aufgaben machen deutlich, 

daß an der Zellwanddehnung eine Vielzahl von Enzymen beteiligt sein muß. Während für 

zahlreiche Enzyme der Wirkmechanismus gut untersucht ist, bleibt dieser für das einzige bislang 

bekannte Protein, das tatsächlich zu einer Dehnung der Wand führt, ein Rätsel. Die Expansine 

sind im Gegensatz zu Enzymen wie Endoglucanasen selbst in vitro in der Lage, eine 



1 EINLEITUNG 

 

12

Wanddehnung hervorzurufen. Die Bedeutung einzelner Zellwand-assoziierter Enzyme wird in 

Kapitel 3 ausführlicher diskutiert. 

 

Natürlich ist die Zellstreckung ein nicht nur auf die Zellwand beschränkter Prozeß, sondern 

kommt erst durch das komplexe Zusammenspiel verschiedener physiologischer Prozesse 

zustande. In Abbildung 1-5 sind die grundlegenden Zusammenhänge der an der Zellstreckung 

beteiligten Prozesse dargestellt. 

 

Biochemische
Eigenschaften der

 Zellwand

Biochemische
Eigenschaften der
Plasmamembran

Mechanische
Eigenschaften der

Zellwand

Hydraulik
der Zelle

Druckentspannung,
Wanddehnung,

erniedrigter Turgor

Zellstreckung

∆Ψ erhöht

Modifikationen
der Zellwand Aufnahme von

Osmotika

Biosynthese von
Wandpolymeren

Membranbiosynthese

Sekretion von 
Zellwandbestandteilen

Osmose

Wandlockerung

pH der Wand, Ca2+

Wasseraufnahme,
Wandstreß,

erhöhter Turgor

∆Ψ vermindert

 

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung der mit der Zellstreckung verbundenen Prozesse (modifiziert 
nach COSGROVE, 1997b).  

Die biophysikalischen Prozesse, die unmittelbar zu einer Zellstreckung führen, sind durch durchgehende 
Linien gekennzeichnet. Die biochemischen Prozesse, die einer Zellstreckung vorausgehen, sind an den 
durchbrochenen Linien zu erkennen. 
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1.7 INHALT DER VORLIEGENDEN ARBEIT 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das inkompatible System Lycopersicon esculentum/Cuscuta reflexa 

näher untersucht. Wegen der sehr raschen und stark ausgeprägten Unverträglichkeitsreaktion 

stand es schon zuvor im Mittelpunkt verschiedener Arbeiten (SAHM et al., 1995; LÖFFLER, 1999). 

Es wurden jedoch bisher vorwiegend die morphologischen und biochemischen Antworten der 

Wirtspflanze auf den Parasitenbefall charakterisiert. Die molekularen Grundlagen, die zu den 

beobachteten Veränderungen im Wirtsgewebe führen, sollten Gegenstand weiterer 

Untersuchungen sein. Ausgehend von der Annahme, daß die Cuscuta-Infektion die Expression 

verschiedener Gene beeinflußt, sollten diese identifiziert und hinsichtlich ihrer Bedeutung im 

Infektionsgeschehen charakterisiert werden. 

 

Die bislang beschriebenen Wirtsreaktionen nach Cuscuta-Befall, spezifisch oder unspezifisch, 

scheinen keinen entscheidenden Beitrag zur Resistenz der Tomate gegenüber Cuscuta zu leisten. 

Eine Ausnahme bildet die Wirtskutikula, die als ein wesentlicher Resistenzfaktor nachgewiesen 

werden konnte. Letztendlich beruht die Inkompatibilität der Tomate vermutlich auf einem 

komplexen Zusammenspiel mehrerer Mechanismen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb 

auch, mögliche Resistenzfaktoren auf molekularer Ebene zu identifizieren. 

 

Um ein besseres Verständnis darüber zu erlangen, welche Signaltransduktionswege in der 

Wirtspflanze von der Interaktion betroffen sind, interessierten natürlich auch die Gene, die darin 

involviert sind. Schon von mehreren Seiten wurde ein Einfluß von Phytohormonen diskutiert, 

wobei hauptsächlich Auxine und Cytokinine im Blickfeld standen. LÖFFLER et al. (1999) 

untersuchten z. B. die Rolle von Auxinen in kompatiblen und inkompatiblen Beziehungen und 

konnten einen Zusammenhang zwischen Auxingehalt und den charakteristischen 

Zellstreckungen im infizierten Gewebe der Tomate feststellen. Es wird vermutet, daß Auxine und 

Cytokinine an der Herstellung der Xylemverbindung zwischen Wirt und Parasit beteiligt sind 

(YODER, 1999), da sie auch in Wundgewebe die Xylemdifferenzierung auslösen (ALONI, 1995). 

Neben Expressionsstudien unter dem Einfluß von Auxin wurde die Bedeutung der 

Phytohormone Auxin und Brassinolid zusätzlich an hormoninsensitiven Mutanten untersucht. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 PFLANZENMATERIAL, ANZUCHT UND PROBENNAHME 

2.1.1 CUSCUTA 

Cuscuta reflexa Roxb., in den 60er Jahren aus Pakistan eingeführt, wurde auf Coleus blumei Benth. 

im Gewächshaus bei Temperaturen zwischen 16 und 22°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit 

von 60-70% kultiviert. Der Tag-/Nachtrhythmus betrug 16:8 h. Die Vermehrung der Cuscuta-

Sprosse erfolgte vegetativ. 

2.1.2 TOMATE 

Als Wirtspflanzen wurden Lycopersicon esculentum cv. Hellfrucht, die Mutanten diageotropica (dgt), die 

als auxininsensitiv beschrieben wird (ZOBEL, 1993; KELLY UND BRADFORD, 1986), sowie die 

brassinosteroidinsensitive curl-3 verwendet. Erstere stammt von L. esculentum ab, die zweite von 

L. pimpinellifolium. Die Samen der Mutanten wurden vom Tomato Genetics Resource Center 

(Davis, USA) zur Verfügung gestellt. 

Nach der Keimung der Samen wurden die Pflanzen einzeln getopft und unter den gleichen 

Gewächshausbedingungen wie die Cuscuta-Kultur angezogen. Für die einzelnen Untersuchungen 

wurden 7-8 Wochen alte Pflanzen verwendet. 

2.1.3 TABAK 

Neben Tomatenpflanzen wurden auch Infektionsversuche mit Nicotiana tabacum cv. Samsun 

durchgeführt. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in der gleichen Weise wie oben beschrieben. 

Aufgrund des langsameren Wachstums wurden allerdings Pflanzen verwendet, die älter als 

8 Wochen waren. 

2.1.4 PROBENNAHME 

Für Infektionsversuche sowohl an Tomaten als auch an Tabak wurden von der Cuscuta-Kultur 

Sprosse einer durchschnittlichen Länge von 15 –20 cm abgetrennt und auf Holzstäbchen in 

Nachahmung ihrer natürlichen Windung gewickelt. Innerhalb von 2-3 Tagen zeigten sich an der 

Kontaktfläche zwischen Cuscuta-Sproß und Holz diskusförmige Verdickungen, die Prähaustorien. 

In diesem Stadium wurden die Sprosse auf das drittjüngste Internodium der jeweiligen 

Wirtspflanze übertragen und im Gewächshaus weiterkultiviert. Dieser Zeitpunkt wurde als 

Infektionsbeginn definiert. 
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Zum Vergleich dienten mechanisch verwundete Pflanzen, die durch Einstiche mit einem 

Zahnstocher in das dritte Internodium verletzt wurden. 

Weiterhin wurde der Einfluß des Phytohormons Auxin auf die Expression bestimmter Gene 

untersucht. Dazu wurde eine Paste aus Lanolin bereitet, die 10 µM Indolessigsäure (IES) enthielt. 

Diese Paste wurde punktförmig (Fläche 7-10 mm²) auf die Stengeloberfläche aufgetragen, um die 

Kontaktfläche zwischen Prähaustorium und Wirtssproß zu imitieren. 

Nach einer bestimmten Infektionsdauer wurden die parasitischen Sprosse vorsichtig entfernt, 

damit eine Verunreinigung des Wirtsgewebes vermieden wurde. Zuvor mußte die Lage der 

Haustorialbereiche gekennzeichnet werden. Diese Bereiche wurden von umgebendem, nicht 

infiziertem Gewebe  abgetrennt. Als systemische Kontrollen dienten Sproßabschnitte, die aus 

dem gleichen Internodium stammten, sich aber oberhalb der Infektionsstelle ohne Kontakt zum 

Parasiten befanden. In gleicher Weise wurde mit artifiziell verwundeten und auxinbehandelten 

Pflanzen verfahren (Abbildung 2-1). Zur Isolierung von RNA wurden Infektionsbereiche von 

mindestens 10 Wirtspflanzen vereinigt. Für die Bestimmung der XET-Aktivität wurden jeweils 

Infektionsstellen von 4 Internodien verwendet. Die Proben wurden sofort in flüssigem N2 

eingefroren und bis zu ihrer Aufarbeitung bei -80°C aufbewahrt. 

 

IB

Systemisch

 

Abbildung 2-1: Probennahme nach Cuscuta-
Befall. Infektionsbereich (IB), Gewebe ohne 
Cuscuta-Kontakt aus gleichem Internodium 
(Systemisch). 

 

2.2 VERFAHREN MIT RIBONUKLEINSÄUREN (RNA) 

2.2.1 ISOLIERUNG VON GESAMT-RNA 

2.2.1.1 GUANIDINISOTHIOCYANAT/PHENOL - METHODE 

(modifiziert nach CHOMCZYNSKI UND SACCHI, 1987) 

Zunächst wurde das Pflanzenmaterial in flüssigem Stickstoff homogenisiert und anschließend 

1ml Lysepuffer je 15 mg Gewebe zugegeben. Nach intensiver Durchmischung wurde die 

Suspension in einem SS34-Zentrifugenbecher für 10 min bei Raumtemperatur und 15.000 Upm 

(SS34-Rotor, Sorvall) zentrifugiert, um unlösliche Zell- und Gewebetrümmer abzutrennen. Der  
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Überstand wurde in ein neues Zentrifugenröhrchen überführt und mit 0,2 ml Chloroform pro ml 

Lysepuffer versetzt. Durch kräftiges Schütteln und anschließende Zentrifugation (10 min, 4°C, 

15.000 Upm) reicherte sich die RNA in der oberen, wäßrigen Phase an, aus der sie durch Zugabe 

von Isopropanol (0,5 ml pro ml Lysepuffer) und Zentrifugation (s.o.) ausgefällt werden konnte. 

Das RNA-Präzipitat wurde in DEPC-Wasser aufgenommen. Die gelöste RNA wurde durch 

0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol erneut gefällt und das 

Sediment in eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und in DEPC-

Wasser gelöst. 

 

Lysepuffer:   20% Phenol 

   4M Guanidinisothiocyanat 

DEPC-Wasser:  100 µl DEPC (Sigma) in 1,0 l bidest. Wasser 

 

Zur Isolierung von RNA aus geringen Gewebemengen wurde der Rneasy Plant Total RNA Kit 

(Qiagen) nach den Angaben des Herstellers verwendet. 

 

2.2.1.2 SELEKTIVE PRÄZIPITATION DURCH 2-BUTOXYETHANOL (2-BE) 

(nach MANNING, 1991)  

Die RNA-Extraktion aus einigen pflanzlichen Geweben ist durch einen hohen Gehalt an 

Kohlenhydraten erschwert. Mittels dieser Methode werden die meisten Polysaccharide entfernt. 

Sie wurde für die Isolation von RNA aus der Tomatenfrucht angewandt. 

Das gefrorene Pflanzengewebe wurde in flüssigem Stickstoff fein gemörsert und in 

Extraktionspuffer suspendiert. Zu dieser Mischung wurden 1/50 Volumen 25% (w/v) SDS 

sowie 1/50 Volumen 2-Mercaptoethanol (2,5-10 ml/g Gewebe) zugegeben. Nachdem sich die 

Suspension auf Raumtemperatur erwärmt hatte, wurde sie mit dem gleichen Volumen der 

unteren Phase einer Phenol/Chloroform-Mischung ausgeschüttelt. Durch 10 min Zentrifugation 

bei 20.000g (RT) wurden die Phasen voneinander getrennt. Die untere und Interphase wurden 

nochmals mit Extraktionspuffer extrahiert. Nach dem Zentrifugieren wurden beide wäßrige 

Phasen, die die Nukleinsäuren enthalten, vereinigt. RNA und DNA wurden aus diesem Extrakt 

durch Zugabe von 2-BE in zwei Schritten gefällt. Zunächst wurde die Lösung mit Wasser auf das 

2,5 fache Volumen vedünnt und dann mit 1M Natriumacetat (pH 4,5) auf eine 

Natriumkonzentration von 80 mM eingestellt. Anschließend wurden 0,4 Volumen 2-BE 

zugesetzt, wodurch die Polysaccharide abgetrennt wurden. Die Mischung wurde nach 30 min 

Inkubation auf Eis zentrifugiert (20.000g x 10min, 0°C). Zum Überstand wurden weitere 

0,6 Volumen 2-BE zugegeben und mit dieser Mischung in der gleichen Weise verfahren wie 
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zuvor. Das Präzipitat wurde nacheinander mit Waschpuffer, 70% Ethanol/0,1 M Kaliumacetat 

(pH 6,0) und absolutem Ethanol gewaschen. Die RNA wurde durch Lithiumchloridfällung von 

der DNA abgetrennt. Hierzu wurden die Nukleinsäuren in einer Konzentration von mindestens 

1 mg/ml in Wasser gelöst und der LiCl-Gehalt mit 12 M LiCl auf 3 M eingestellt. Anschließend 

wurde die RNA durch einstündige Inkubation auf Eis und nachfolgende Zentrifugation (11.600 g 

x 10 min) präzipitiert. Das Pellet wurde zweimal mit 3 M LiCl und anschließend mit 70% 

Ethanol/0,1 M Kaliumacetat (pH 6,0) und absolutem Ethanol gewaschen.  

 

Extraktionspuffer:   0,2 M Borsäure/ Tris 

     10 mM Na2EDTA, pH 7,6 

Phenol/Chloroform - Mischung: gleiche Volumina wassergesättigtes Phenol, equilibriert mit 

Extraktionspuffer, und Chloroform 

Waschpuffer:   Extraktionspuffer : 2-BE (1:1 (v/v)) 

 

2.2.2  ISOLIERUNG POLY(A)+-REICHER RNA 

(nach LOGEMANN et  a l . ,  1987; OTTO et  a l . ,  1988)  

Die Extraktion von polyadenylierter RNA beruhte auf der selektiven Bindung des Poly(A)+-

Anhangs eukaryotischer mRNA an Thymidin-Oligomere (30-mer), welche kovalent an Cellulose 

(Oligo(dT)-Cellulose, Boehringer-Mannheim) geknüpft waren. 

In einem Ansatz wurden mindestens 2 g Pflanzenmaterial in flüssigem Stickstoff gründlich 

zerkleinert und in 10 ml Aufschlußpuffer pro g Gewebe suspendiert. Diese Mischung wurde für 

30 min kräftig geschüttelt. Die Abtrennung der nicht löslichen Bestandteile erfolgte mittels 

Zentrifugation für 20 min bei Raumtemperatur und 10.000 Upm (Sorvall RC 5B). Der Überstand 

wurde vorsichtig in einen Erlenmeyerkolben dekantiert und mit 0,1 Volumen 4 M NaCl-Lösung 

versetzt. In den folgenden 30 min wurde die Lösung mit in Bindungspuffer suspendierter Oligo-

dT-Cellulose unter langsamem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde die Oligo-dT-Cellulose 

gebundene Poly(A)+-reiche RNA bei 2.500 Upm sedimentiert und nachfolgend 3-4 mal mit 

20-30 ml Bindungs- bzw. Säulenpuffer gewaschen. Die Elution der RNA erfolgte bei 60°C mit 

1,4 ml Puffer pro g Ausgangsmaterial. Aus dem Eluat wurde die Poly(A)+-RNA durch Zugabe 

von 0,2 Volumen 4 M NaCl-Lösung und 2,5 Volumen absolutem Ethanol bei -20°C über Nacht 

in SS34-Zentrifugenröhrchen präzipitiert. Das nach Zentrifugation (18.000 Upm x 30 min, 4°C) 

erhaltene Präzipitat wurde in eiskaltem 70% Ethanol/0,2M Natriumacetat gelöst und in 

Eppendorfgefäße überführt. Die RNA wurde nochmals gefällt und das Sediment mit 70% 
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Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Sie wurde in DEPC-Wasser gelöst bei -80°C 

aufbewahrt. 

 
Aufschlußpuffer:  50 mM Tris-HCl; pH 9,0 

0,1 M NaCl 

3 % SDS 

0,01 M EDTA 

Bindungspuffer:  10 mM Tris-HCl; pH 7,5 

0,4 M NaCl 

0,2 % SDS 

Säulenpuffer:   10 mM Tris-HCl; pH 7,5 

0,1 M NaCl 

0,2 % SDS 

Elutionspuffer:  10 mM Tris-HCl; pH 7,5 

 

Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurde photometrisch bestimmt. Eine 1:100 

verdünnte Lösung wurde in einem Photometer (GeneQuantII, Pharmacia Biotech) vermessen 

und der Gehalt and RNA berechnet sich aus der Extinktion [E] bei  260 nm nach folgender 

Beziehung: 

 

[ ] 3
260

10
40∗∗= sfaktorVerdünnungElgRNA µµ   [Gleichung 2-1] 

 

Aus dem Verhältnis von E260/ E230 und E260/ E280 läßt sich eine Aussage über die 

Verunreinigung mit Polysacchariden bzw. Proteinen treffen. Ausreichend reine RNA-

Präparationen weisen Werte von 1,8-2 auf. 

2.2.3 ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON RNA 

Die Qualität einer Präparation läßt sich weiterhin nach einer elektrophoretischen Auftrennung 

der RNA beurteilen (evtl. Degradation). Die Gelelektrophorese erfolgte unter denaturierenden 

Bedingungen. Es wurden je Probe ca. 5-10 µg Gesamt-RNA in gleichem Volumen DEPC-

Wasser aufgenommen und nach Zugabe von RNA-Gelladungspuffer 10 min bei 65°C 

denaturiert. Nach 2 min Inkubation auf Eis wurden die Proben im formaldehydhaltigen 1%igen 

Agarosegel bei einer Spannung von 80 V aufgetrennt. Die RNA konnte nach der Elektrophorese 

im Gel durch die Fluoreszenz des eingelagerten Ethidiumbromids unter UV-Licht nachgewiesen 

werden (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech). 
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RNA-Ladungspuffer:  0,72 ml Formamid 

0,16 ml 10 x MEN 

0,26 ml 37 % Formaldehyd 

0,18 ml bidest. Wasser 

0,10 ml 80 % Glycerin 

0,08 ml 2 % Bromphenolblau-Lösung 

3 µl 1 % Ethidiumbromid-Lösung 

MEN-Agarosegel:  0,5 g Agarose (ICN) 

5 ml 10 x MEN 

42,5 ml bidest. Wasser, in der Mikrowelle lösen 

2,7 ml 37 % Formaldehyd nach Abkühlung auf 50°C zugeben 

10 x MEN-Puffer:  0,2 M Morpholinopropansulfonsäure 

0,01 M EDTA 

0,05 M Natriumacetat 

 

2.2.4 TRANSFER VON RNA 

Ein Verfahren zur Übertragung von RNA-Molekülen aus einem Agarosegel auf eine Membran 

wird als „Northern Blot“ bezeichnet. 

Über Kapillarkräfte wurde die RNA vom Gel auf eine Nylonmembran (Nytran, Schleicher und 

Schüll oder Hybond-N, Amersham Life Science) transferiert. Nach Abschluß der Elektrophorese 

wurde das Gel luftblasenfrei auf einer mit Transferpuffer getränkten Membran (von der Größe 

des Gels) und einem Stapel saugfähigen Papiers (ca.15 cm) so angeordnet, daß die Unterseite des 

Gels die Oberfläche der Membran berührt. Die Verbindung zwischen Gel und Pufferreservoir 

wurde durch das Auflegen eines Streifens Filterpapier (Whatman 3MM) von der Breite des Gels 

und etwa 20 cm Länge hergestellt. Der Transfer erfolgte über Nacht vertikal von oben nach 

unten. Die RNA wurde anschließend auf der Membran durch 120.000 µJoules UV-Licht (UV 

Stratalinker 2400, Stratagene) fixiert. 

 
10 x SSC-Puffer:  1,5 M NaCl 

0,15 M Na 3-Citrat; pH 7,0 
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2.2.5 IN-VITRO - TRANSLATION POLY(A)+-REICHER RNA 

(nach ANDERSON et al., 1983)  

Zur Translation eukaryotischer Poly(A)+-RNA wurde das Weizenkeimextrakt-System (Boeh-

ringer Mannheim Biochemica) verwendet, das in Gegenwart einer radioaktiv-markierten 

Aminosäure mRNA in Protein übersetzt. Die Bedingungen wurden zunächst mit verschiedenen 

Mengen an Poly(A)+-RNA (0,1- 1,5 µg) optimiert. Die Reaktionsansätze, die jeweils 

15 µCi L-[35S]-Methionin (ICN) enthielten, waren folgendermaßen zusammengesetzt: 

 
   5 µl mRNA 

7,5 µl Weizenkeimextrakt 

5 µl Translations- Reaktionsmischung (ohne Methionin) 

1 µl Kaliumacetat 

1 µl Magnesiumacetat 

1,5 µl L-[35S]-Methionin (10 µCi/ µl) 

4 µl bidest. Wasser 

 

Nach 1 h Inkubation bei 30°C wurde die Translation durch Abkühlen auf Eis beendet. Von 

jedem Ansatz wurden 3 µl auf ein Stück Whatman-Papier gegeben und mit 

10% Trichloressigsäure (TCA) fixiert. Der Filter wurde im Wasserbad hitzedenaturiert, mehrmals 

mit Ethanol gewaschen und getrocknet.  Anschließend wurde die Aktivität der Probe und somit 

der Einbau an markierter Aminosäure im Szintillator (TRI-CARB Liquid Szintillation Analyzer, 

Packard) bestimmt.  

 

2.3 VERFAHREN MIT DESOXYRIBONUKLEINSÄUREN 

2.3.1 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA AUS ESCHERICHIA COLI 

Dem verwendeten Verfahren zur Gewinnung von Plasmid-DNA liegt ein alkalischer Aufschluß 

der Bakterien zugrunde. Aus dem Lysat läßt sich die bakterielle genomische DNA selektiv durch 

Erniedrigung des pH-Wertes ausfällen, so daß im Überstand nur die Plasmid-DNA verbleibt. 

Proteine werden auf diese Weise ebenfalls entfernt. 

Von einer Bakterienkultur, die über Nacht in LB-Nährmedium unter Schütteln (150-200 Upm) 

bei 37°C gewachsen war, wurden 1,5 ml entnommen und in einem Reaktionsgefäß bei 

Raumtemperatur 30 sec zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Bakterien- Pellet in 

300 µl Puffer P1 resuspendiert. Durch Zugabe von 300 µl Puffer P2 und unter leichtem 
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Schwenken wurden die Zellen innerhalb von 5 min lysiert. Nach Hinzufügen von 300 µl Puffer 

P3 und 10 min Inkubation auf Eis wurden genomische DNA und Proteine durch Zentrifugation 

abgetrennt und die Plasmid - DNA anschließend aus dem Überstand mit 500 µl Isopropanol 

sedimentiert. Um störende Salze zu entfernen, wurde das Präzipitat mit 500 µl eiskaltem 70% 

Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet wurde entweder in bidest. Wasser oder TE-Puffer 

gelöst und bei -20°C aufbewahrt. 

Die Konzentration und Reinheit läßt sich photometrisch bestimmen (s. 2.2.2). Die Berechnung 

erfolgt nach folgender Formel: 
 

[ ] 3
260

10
50 sfaktorVerdünnungElgDNA ∗∗=µµ   [Gleichung 2-2] 

 

LB (Luria - Bertani) - Nährmedium: 1% Trypton 

       0,5% Hefeextrakt 

       1% NaCl, pH 7,0 

  

P1 (Resuspensionspuffer): 50 mM Tris/HCl pH8, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNaseA 

P2 (Lysepuffer):  200 mM NaOH, 1% SDS 

P3 (Neutralisationspuffer): 3 M Kaliumacetat pH 5.5 

 

2.3.2 SPALTUNG VON PLASMID-DNA DURCH RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN 

Zur Charakterisierung als auch für weitere Manipulationen der DNA, z.B. der Präparation von 

radioaktiv-markierten Sonden oder das Einbringen der cDNA in einen anderen Vektor, war es 

notwendig, die Plasmid-DNA  mittels spezifischer Restriktionsenzyme zu spalten. Die 

Reaktionsbedingungen wurden entsprechend der Empfehlungen der Hersteller (Gibco BRL, 

MBI Fermentas) gewählt. In einem Reaktionsansatz wurden pro µg DNA 2 Einheiten (U) 

Enzym eingesetzt, um einen vollständigen Abbau der DNA zu gewährleisten. Die Reaktion 

wurde in den meisten Fällen für  mindestens 1 h in einem Heizblock bei 37°C inkubiert und 

anschließend durch Zugabe von 1/6 Volumen Stoppuffer (50 % Glycerin, 7,5 mM EDTA, 0,4 % 

Xylenxyanol, 0,4% Bromphenolblau) beendet. Das Ergebnis der Spaltung wurde durch 

Elektrophorese überprüft. 
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2.3.3 ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON DNA 

Die Auftrennung der DNA - Fragmente nach ihrer Größe erfolgte in Abhängigkeit von der zu 

erwartenden Fragmentlänge in Agarosegelen (ICN) unterschiedlicher Konzentration. Für 

Standardgele betrug diese 1%. Als Puffersystem fungierte 1 x TAE. Die Gelelektrophorese wurde 

bei einer Spannung von 5-10 Volt/cm durchgeführt. Zum Vergleich der Molekülgrößen wurde 

parallel ein Standard mit Fragmenten definierter Größe (1 kb DNA-Leiter, Gibco BRL) 

aufgetrennt. Der Nachweis der DNA war durch die Fluoreszenz des im Gel enthaltenen DNA-

bindenden Ethidiumbromids (0,05 µg/ml) unter UV-Licht möglich (ImageMaster, Pharmacia 

Biotech). 

 
50 x TAE-Puffer: 242 g Tris, pH 8,0 

57,1 ml Essigsäure (99 %) 

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

 

 

 

 

 

Abbildung 2-2: Verwendeter Größenstandard: 
1 kb DNA-Leiter. Die Längen ausgewählter 
DNA-Fragmente sind angegeben. 

 

2.3.4 ELUTION VON DNA AUS DEM AGAROSEGEL 

Die durch die Einlagerung von Ethidiumbromid im UV-Licht (302 nm) sichtbar gemachte 

DNA-Bande wurde mitsamt der umgebenen Agarose ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefäß 

überführt. Zur Isolierung der DNA aus dem Gel wurde das QIAEX II System (QIAGEN, 

Hilden) verwendet und die einzelnen Schritte entsprechend der Anweisungen des Herstellers 

durchgeführt. Die Effizienz der Elution wurde durch erneute Auftrennung eines Anteils der 

gewonnenen DNA überprüft. 
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2.4 KLONIERUNG VON CDNA 

2.4.1 T/A–KLONIERUNG VON PCR-FRAGMENTEN 

Die Taq DNA-Polymerase weist eine matrizenunabhängige terminale Transferaseaktivität für 

dATP auf, so daß die meisten bei der Amplifizierung entstehenden Produkte am 3´-Ende ein 

einzelnes überhängendes Deoxyadenosin (A) tragen. Diese Eigenschaft wird von dem 

Klonierungssystem „TA TOPO Cloning Kit “ (Invitrogen) ausgenutzt, denn der speziell zur 

Subklonierung von PCR-Produkten entwickelte linearisierte Vektor pCR 2.1 TOPO besitzt an 

den 3´- Enden jeweils ein einzelnes überhängendes dTTP, welches eine effiziente Ligation von 

PCR-Produkten begünstigt. Durch die Konjugation einer Topoisomerase an die Enden des 

Vektors ist die Ligation innerhalb von 5 min bei Raumtemperatur möglich. Das Prinzip der T/A-

Klonierung ist in der folgenden Abbildung dargestellt: 

 
Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Polylinker-Region des Vektors pCR � 2.1 TOPO zur 

Verdeutlichung des Klonierungsprinzips. Die Topoisomerase ist gelb dargestellt. 

 

Die Ligationsreaktion wurde entsprechend des Herstellerprotokolls angesetzt und nach 5 min 

abgestoppt. Sie konnte unmittelbar für die Transformation (s. 2.4.3) eingesetzt werden. 

Der Vektor pCR 2.1 TOPO trägt in seiner Polylinker-Region, dargestellt in Abbildung 2-4, den 

Promotorabschnitt für die T7 RNA-Polymerase. Außerdem enthält er verschiedene 

Restriktionsschnittstellen, die die Charakterisierung der Insertion als auch anschließendes 

Umklonieren in andere Vektoren ermöglichen. Die Begrenzung der Polylinker-Region durch 

unterschiedliche Primersequenzen erlaubt die Sequenzierung der DNA-Insertion (s. 2.5) nach 

erfolgter Klonierung. Zusätzlich besitzt der Vektor die Resistenzgene für Ampicillin und 

Kanamycin, was der Selektion von plasmidtragenden Bakterien dient. Die Unterscheidung von 

rekombinanten und religierten Plasmiden wird dadurch möglich, da die Unterbrechung des β-

Galaktosidasegens bei Insertion die Umsetzung von X-Gal zu einem blauen Farbstoff verhindert. 

Deshalb weisen weiße Kolonien auf LB-Agarplatten auf transformierte Bakterien mit 

rekombinanten Plasmiden hin, die anderen Kolonien sind hingegen blau gefärbt. 
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Abbildung 2-4: Aufbau des Vektors pCR � 2.1-TOPO. Die Bereiche der beiden Resistenzgene, das 

Lactose Operon (Plac und lacΖa), der Startpunkt für die Infektion mit einem Helferphagen (F1 ori), 
sowie der Replikationsstartpunkt für das Plasmid (ColE1 ori) sind gekennzeichnet. Außerdem ist die 
Sequenz des Polylinkers mit den Positionen der Primer „M13 Reverse“, „M13-(20 und 40) Forward“ 
und die des T7-Promotors angegeben. Restriktionsschnittstellen und der Bereich für die Insertion des 
PCR-Produktes sind gekennzeichnet. 

 

2.4.2 STANDARDVERFAHREN ZUR KLONIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN 

Die Effizienz einer Ligationsreaktion von linearisiertem Vektor und cDNA wird von deren 

molarem Verhältnis beeinflußt, wobei Religation des Vektors mit der erwünschten Reaktion 

konkurriert. Für eine optimale Ligation sollte ein Konzentrationsverhältnis V von 3:1 (Inser-

tion/Vektor-DNA) vorliegen. Die zur Ligation benötigte Menge an cDNA in Bezug zur 

eingesetzten Menge an linearisierte Vektor-DNA wurde anhand folgender Formel berechnet: 

 

[ ]
[ ]bpVektorsdesLänge

VektorngbpcDNAderLängeVcDNAngx ∗∗=  [Gleichung 2-3] 
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In einem Ligationsansatz waren folgende Komponenten enthalten: 
2 µl 10 x Ligationspuffer (MBI Fermentas) 

x µl cDNA 

500 ng modifizierter Vektor 

mit bidest. Wasser auf 20 µl auffüllen 

4 µl T4 DNA Ligase (1 Weiss U/µl, MBI Fermentas) 

10 x Ligatonspuffer: 400 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2 , 100 mM DTT, 5 mM ATP; pH7,8 

 

Die Reaktion wurde bei 16°C über Nacht inkubiert, die T4 DNA Ligase anschließend 5 min bei 

75°C inaktiviert. In der nachfolgenden Transformation wurden maximal 5 µl der Ligation 

eingesetzt. 

 

2.4.3 TRANSFORMATION 

In den überwiegenden Fällen wurde zur Transformation der E. coli Stamm TOP10F´, der 

ebenfalls als kompetente Zellen im TOPO T/A-Klonierungssystem enthalten war, verwendet. Er 

hat folgenden Genotyp: F´{lacIq  Tn10 (TetR)} mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacΖ∆M15 

∆lacX74 recA1 ara∆139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG. 

Die einzelnen Transformationsschritte richteten sich nach dem Herstellerprotokoll, wobei 1 µl 

des Ligationsansatzes (s. 2.4.1) mit 50 µl kompetenter Zellen vorsichtig vermischt und für 30 min 

auf Eis belassen wurde. Nach einer kurzzeitigen Hitzeschockbehandlung der Zellen (30 sec, 

42°C) wurden sie erneut auf Eis abgekühlt. Anschließend wurden die Zellen mit 300 µl SOC-

Medium bei 37°C für 1 h mit 225 Upm geschüttelt, bis sie auf LB-Agarplatten, die Ampicillin 

(50 µg/ml), IPTG (60 µg/ml) und X-Gal (40 µg/ml) enthielten, ausgestrichen wurden. Über 

Nacht wurden die Platten bei 37°C inkubiert und transformierte Bakterien durch ihre 

Ampicillinresistenz und Blau-/Weißfärbung selektiert. 

 
SOC-Medium (pH 7,0): 2 % Trypton 

0,5 % Hefeextrakt 

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgCl2 

10 mM MgSO4 

20 mM Glucose 
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LB-Nähragar (pH 7,0):  1% NaCl 

1% Trypton 

0,5% Hefeextrakt 

1,5% Agar 

 

Die weißen Kolonien dienten zur Plasmidisolierung, indem jeweils eine Übernachtkultur 

angezogen und diese wie unter 2.3.1 beschrieben behandelt wurde. Nachfolgend wurde das 

Plasmid durch Restriktionsspaltung und elektrophoretische Auftrennung charakterisiert. 

 

2.5 SEQUENZIERUNG 

Die Sequenzierung von DNA erfolgte im Rahmen des SFB 251 "Ökologie, Physiologie und 

Biochemie pflanzlicher und tierischer Leistung unter Streß" Zur Ermittlung der Sequenzen 

wurde die Kettenabbruchmethode, auch als Sanger-Coulson-Methode bekannt, verwendet. Dabei 

kam der „Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-

dGTP“ (Amersham) zum Einsatz. 

Die Sequenzierungen wurden mittels Software des Herstellers LI-COR (Base Imagir 4.0) 

ausgewertet. Zum Vergleich der ermittelten DNA-Sequenzen mit bereits bekannten wurde der 

BLAST-Algorithmus (ALTSCHUL et al., 1990) vom NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/-

BLAST/) verwendet. 

 

2.6 RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON NUKLEINSÄUREN 

2.6.1 SYNTHESE RADIOAKTIV- MARKIERTER GESAMT-CDNA 

(nach SAMBROOK et al., 1989) 

Eine zur mRNA komplementäre 32P-markierte cDNA-Sonde wurde unter Verwendung einer 

Reversen Transkriptase, wobei die für eukaryotische mRNAs charakteristische Poly(A)+-Sequenz 

am 3´-Ende für die Bindung des Oligo-dT-Primers genutzt wurde, synthetisiert. 
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Reaktionsansatz (50 µl): 10 µg Gesamt-RNA 

    10 µl 5 x Puffer (GibcoBRL) 

    1 µg Oligo-dT-Primer 

    5 µl 0,1 M DTT 

    40 nmol dATP, dGTP, dTTP (MBI Fermentas, Litauen) 

    120 pmol dCTP 

    10 µl [α-32P] dCTP (spez.Aktivität > 3.000 Ci/mmol, 10 µCi/µl) 

    2 µl RT Superscript II (200 units/µl; GibcoBRL) 

 

Nach zehnminütiger Denaturierung von RNA und Primer bei 70°C wurden die anderen 

Reagenzien dem Ansatz zugesetzt und die cDNA-Synthese für eine Stunde bei 42°C 

durchgeführt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 µl 0,5 M EDTA (pH 8,0) und 2 µl 10% 

SDS abgestoppt. Eine anschließende Inkubation (30 min, 68°C) im alkalischen Milieu (6 µl 3 N 

NaOH) diente dem Abbau der RNA. Der Reaktionsansatz wurde nach Abkühlung auf 

Raumtemperatur mit 20 µl 1 M Tris/HCl (pH 7,4) vermischt, 6 µl 2 N HCl hinzugefügt und 

nachfolgend einer Phenol/Chloroform-Extraktion unterworfen. Die Abtrennung markierter 

cDNA von nicht eingebauten Nukleotiden wurde duch selektive Präzipitation mit 3 M 

Natriumacetat und Ethanol bei --80°C erreicht. 

2.6.2 SYNTHESE EINER SPEZIFISCHEN EINZELSTRANGSONDE 

(modifiziert nach STÜRZL UND ROTH, 1990) 

Die Herstellung einer spezifischen Einzelstrangsonde beruht auf einer linearen PCR-Reaktion, 

bei der jeweils nur ein genspezifischer Primer verwendet wird. Als Matrize diente ein zuvor aus 

dem entsprechenden rekombinanten Vektor mittels geeigneter Restriktionsenzyme erhaltenes 

cDNA-Fragment.  

 
Reaktionsansatz (100 µl): 100 pmol genspezifischer Primer  

    10 µl 10 x Taq Reaktionspuffer 

    5 µl 5 mM MgCl2 

    200 µM dATP, dGTP, dTTP 

    6,25 µM dCTP 

    50 µCi [α-32P] dCTP (spez.Aktivität > 3.000 Ci/mmol) 

    2,5 u Taq DNA Polymerase  (AGS, Biotherm) 

    109-10 Kopien der zu markierenden DNA 
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Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler der Firma Hybaid unter folgenden 

Bedingungen durchgeführt: 

 

Denaturierung Anlagerung der Primer Synthese Anzahl der Zyklen 

94°C/ 5 min   1 

94°C/ 30 sec TA/ 30 sec 72°C/ 1 min 40 

 TA/ 30 sec 72°C/ 2 min 1 

 

TA entspricht der für den jeweiligen genspezifischen Primer optimalen Anlagerungstemperatur 

(Anhang). Über eine Sephadex G-50-Säule wurden nicht eingebaute Nukleotide durch 

Zentrifugation (2 min, 3.000 Upm) abgetrennt und der Einbau an [α-32P] dCTP durch 

Szintillationsmessung bestimmt. Die Aktivität einer spezifischen Einzelstrangsonde für Northern 

Hybridisierungen betrug mindestens 107 cpm. 

 

2.6.3 SYNTHESE MARKIERTER DNA MIT „RANDOM“-PRIMERN 

Dieser zur Markierung von DNA verwendeten Methode liegt ein von FEINBERG UND 

VOGELSTEIN (1983) entwickeltes Verfahren zugrunde. Eine Mischung aus Oligonukleotiden, die 

alle statistisch möglichen Nukleotidsequenzen abdecken, dient als Primer für eine DNA-

Polymerase („Klenow-Fragment“). Das nach dem beschriebenen Prinzip arbeitende „ready-to-

go“ DNA Labelling System (Amersham Pharmacia Biotech) ist geeignet zur Markierung von 

geringen Mengen DNA (25-50 ng) mit einer spezifischen Aktivität von mehr als 109 dpm/µg 

DNA. In einem Reaktionsgefäß wurde das lyophilisierte Sediment aus dATP, dGTP, dTTP, 

Zufallsprimern, Reaktionspuffer sowie FPLCpure  Klenow Fragment in bidest. Wasser gelöst 

und auf Eis die zuvor denaturierte zu markierende DNA als auch 50 µCi [α-32P] dCTP zugefügt. 

Das Gesamt-Reaktionsvolumen betrug 50 µl. Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurden 

nicht eingebaute Nukleotide durch Säulenchromatographie an Sephadex G-50 abgetrennt. 
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2.7 HYBRIDISIERUNG VON NUKLEINSÄUREN 

Nach der Fixierung der RNA bzw. DNA auf der Membran wurde diese in eine 

Hybridisierungsröhre überführt und zunächst für 30 min bei Raumtemperatur in 5 x SSC, 0,5% 

SDS gewaschen. In einem Hybridisierungsinkubator (Biometra) wurde die Membran 

anschließend bei 68°C mindestens eine halbe Stunde mit Hybridisierungslösung (Roth) 

vorhybridisiert. Die eigentliche Hybridisierung erfolgte nach Zugabe der zuvor denaturierten 

radioaktiv-markierten Sonde (s. 2.6) über Nacht. Um unspezifisch gebundene Sonde zu 

entfernen, wurde die Membran in mehreren Schritten bei 68°C mit zunehmender Stringenz 

gewaschen: 

  
30 min Hybridisierungslösung 

30 min 1 x SSC, 0,1% SDS 

30-90 min 0,1 X SSC, 0,1% SDS 

30 min 0,1 x SSC, 0,1% SDS 

 

Die an der Luft getrocknete Membran wurde in Folie eingeschweißt und in einer lichtdichten 

Kassette auf einen Röntgenfilm (X-ray Retina, Fotochemische Werke Berlin) aufgelegt, der für 

eine angemessene Zeit bei -80°C exponiert wurde. Die Entwicklung des Filmes erfolgte in 

speziellen Entwicklungs- und Fixierlösungen (Kodak). 

Eine Membran kann für mehrmalige Hybridisierungen verwendet werden. Dazu muß die bereits 

gebundene Radioaktivität durch wiederholtes Waschen in 0,1 x SSC, 0,1% SDS bei 95°C entfernt 

werden. So behandelte Membranen können bis zu ihrer Wiederverwendung bei 4°C aufbewahrt 

werden. 

Mit Hilfe der Image Master VDS Software (Pharmacia Biotech) wurden die durch Hybridisierung 

erhaltenen Signale quantifiziert. Die Meßwerte stehen in Relation zur Stärke des jeweiligen 

Signals in der RNA von unbehandelten Tomaten, die auf 1 festgelegt wurde. 

 

2.8 SUPPRESSIVE SUBTRAKTIONSHYBRIDISIERUNG 

Die subtraktive Hybridisierung stellt eine effiziente Methode zur Isolierung von cDNAs 

unterschiedlich exprimierter Gene dar und findet Anwendung in der Untersuchung von 

biologischen Prozessen, die mit einer veränderten Genexpression verbunden sind. Der 

verwendete PCR-Select  cDNA Subtraction Kit (Clontech) basiert auf einem von 

DIATCHENKO et al. (1996) entwickelten Verfahren, das durch Kombination von subtraktiver 

Hybridisierung und anschließender PCR zur Anreicherung von cDNAs führt, die nur in einer der 
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zu vergleichenden RNA-Populationen vertreten ist. In der Abbildung 2-5 ist der Ablauf der 

subtraktiven Hybridisierung schematisch dargestellt. 

 

3´

3´ 5´

5´

Tester cDNA
mit Adapter 1

Tester cDNA
mit Adapter 2

Driver cDNA
im Überschuß

mRNA infizierter Pflanzen mRNA unbehandelter Pflanzen

Synthese ds cDNA

Rsa -Restriktion

Adapter-Ligation an Tester cDNA

1. Hybridisierung

2. Hybridisierung

a
b

c

d

{

a, b, c, d und  e

PCR

a
b

c  {
d
e

a, b, c keine Amplifizierung
c lineare Amplifizierung
e exponentielle Amplifizierung

 
 

Abbildung 2-5: Darstellung des grundlegenden Ablaufs der suppressiven Subtraktionshybridisierung. 
Die mRNA bzw. cDNA ist grün (aus infizierten Pflanzen stammend) bzw. rot (aus unbehandelten 
Pflanzen) gekennzeichnet. Die Adaptoren sind gelb dargestellt. 
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2.8.1 CDNA-SYNTHESE 

Die Durchführung der einzelnen Schritte entsprach dem Herstellerprotokoll. Zunächst wurde 

von jeweils 1 µg Poly(A)+-RNA unbehandelter Tomaten, der sogenannten „Driver“-Population, 

als auch der infizierter Pflanzen (12 h nach Infektionsbeginn, „Tester“-Population) die 

entsprechende doppelsträngige cDNA hergestellt. 

 
Erststrangsynthese: 1 µg Poly(A)+-RNA in 4 µl 

   10 pmol cDNA Synthese Primer ( 5´-TTTTGTACAAGCTT30-3´ ) 

 

Nach zweiminütiger Inkubation des Ansatzes bei 70°C und anschließendem Abkühlen auf Eis 

wurden folgende Reagenzien zugesetzt: 
 

   2 µl 5 x Erststrangpuffer 

   1 µl dNTP Mix (10 mM) 

   1 µl [α-32P] dCTP (1 µCi, 3.000 Ci/mmol) 

   1 µl MMLV Reverse Transkriptase (200 u/µl) 

 

Die Reaktion wurde für 1,5 h bei 42°C inkubiert und die Erststrangsynthese durch Setzen auf Eis 

beendet. Im zweiten Schritt der cDNA-Synthese wurden zum obigen Reaktionsansatz weitere 

Komponenten hinzugefügt: 
 

   48,4 µl steriles Wasser 

   16,0 µl 5 x Zweitstrangpuffer 

   1,6 µl dNTP Mix (10 mM) 

   4 µl 20 x Zweitstrang - Enzymcocktail 
 

Die Synthese erfolgte innerhalb von 2 h bei 16°C. Im Anschluß wurden 2 µl (6 u) T4 DNA-

Polymerase zugegeben und die Reaktion weitere 30 min bei 16°C inkubiert. Mit 4 µl 20 x 

EDTA/Glycogen Mix wurde die Zweitstrangsynthese abgestoppt und mit 100 µl Phenol/Chlo-

roform/Isoamylalkohol extrahiert. Aus der wäßrigen Phase wurde die cDNA mit 0,5 Volumen 4 

M NH4OAc und 2,5 Volumen 95% Ethanol ausgefällt und mit 500 µl 80% Ethanol gewaschen. 

Das an der Luft getrocknete Präzipitat wurde in 50 µl Wasser wieder aufgelöst und 43,5 µl für die 

folgende Restrikrionsspaltung eingesetzt, die zur Bildung kürzerer cDNA-Fragmente mit glatten 

Enden führt, eine Voraussetzung für Adapter-Ligation und Subtraktionshybridisierung. 

In einem Reaktionsgefäß wurden 43,5 µl ds cDNA, 5 µl 10 x Rsa I Restriktionspuffer und 

1,5 µl Rsa I (10 u/µl) miteinander gemischt und für 1,5 h bei 37°C belassen. Bevor die Reaktion 
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durch Zugabe von 2,5 µl 20 x EDTA/Glycogen Mix beendet wurde, wurden 5 µl des Ansatzes 

zur Analyse der Effizienz der Spaltung abgenommen. Die fragmentierte cDNA wurde wie oben 

beschrieben extrahiert und präzipitiert, das cDNA-Pellet in 5,5 µl Wasser aufgenommen. Von der 

„Tester“- cDNA wurden 1,5 µl mit 7,5 µl Wasser verdünnt und für die Adapter-Ligation 

eingesetzt: 
   2 µl „Tester“-cDNA 

   2 µl Adapter 1 bzw. Adapter 2 (10 µM) 

   3 µl H2O 

   2 µl 5 x Ligasepuffer 

   1 µl T4 DNA Ligase (400 u/µl) 

 
Adapter 1: 5´- CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT -3´ 

3´-GGCCCGTCCA -5´ 

Adapter 2:     5´- GTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT -3´ 
3´- CGGCTCCA -5´ 

 

In einem dritten Reaktionsgefäß wurden zur Kontrolle [c] für die spätere Subtraktion jeweils 2 µl 

der Ansätze 1 und 2 miteinander gemischt. Alle Reaktionen wurden bei 16°C über Nacht 

inkubiert und die Ligation durch 1 µl 20 x EDTA/Glycogen Mix beendet. Die Ligase wurde 

durch Erhitzen auf 72°C für 5 min inaktiviert. 

 

2.8.2 SUBTRAKTIONSHYBRIDISIERUNG 

In der nun folgenden ersten Hybridisierung wurden beide „Tester“- cDNAs (verschiedene 

Adapter tragend) in getrennten Reaktionen mit einem Überschuß an „Driver“-cDNA versetzt, 

und nach der Denaturierung der Proben kam es zur Bildung von Hybriden zwischen „Tester“- 

und „Driver“-cDNA. Auf diese Weise sollte ein Ausgleich zwischen häufig und selten 

vertretenen cDNAs erreicht werden. Weiterhin kam es zur Anreicherung von einzelsträngigen 

cDNAs, die in den zu vergleichenden Populationen unterschiedlich exprimiert sind. Die 

Hybridisierungsreaktionen setzten sich wie folgt zusammen: 

 

Reaktion 1 Reaktion 2 

1,5 µl „Driver“- cDNA  1,5 µl „Driver“- cDNA 

1,5 µl „Tester“- cDNA 1 (mit Adapter 1) 1,5 µl „Tester“- cDNA 2 (mit Adapter 2) 

1 µl 4 x Hybridisierungspuffer 1 µl 4 x Hybridisierungspuffer 
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Nach 1,5 min Denaturierung bei 98°C wurden die Reaktionen für 8 h bei 68°C belassen. Die 

beiden Proben wurden daraufhin vereinigt und frisch denaturierter „Driver“ zugefügt. Dafür 

wurden zuvor 1 µl „Driver“-cDNA, 1 µl 4 x Hybridisierungspuffer und 2 µl steriles H2O 

vermischt und 1 µl davon 1,5 min bei 98°C denaturiert. Der zweite Hybridisierungsschritt 

erfolgte über Nacht bei 68°C und wurde durch die Zugabe von 200 µl Verdünnungspuffer und 7 

min Erhitzen auf 75°C abgeschlossen. 

 

2.8.3 AMPLIFIKATION DER SUBTRAHIERTEN CDNAS 

Die PCR-Reaktion ermöglichte die selektive Amplifikation der unterschiedlich exprimierten 

cDNAs. Es wurden parallel zwei Reaktionen durchgeführt, eine mit subtrahierter cDNA, die 

andere mit unsubtrahierter cDNA [c] (s. 2.8.1), die zuvor 1:1000 verdünnt wurde. Ein 

Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten: 
 

  1 µl cDNA (subtrahiert oder Kontrolle) 

  2,5 µl 10 x PCR Reaktionspuffer 

  0,5 µl dNTP Mix (10 mM) 

  1 µl PCR - Primer 1 (10 µM, 5´- CTAATACGACTCACTATAGGGC -3´ ) 

  0,5 µl 50 x Advantage KlenTaq Polymerase Mix (Clontech) 

  19,5 µl H2O 

 

Zunächst wurden die Adapter durch 5 min Inkubation bei 75°C aufgefüllt, um Bindungsstellen 

für den PCR-Primer zu schaffen. Die sich anschließende erste PCR-Reaktion verlief in 30 Zyklen 

unter den angegebenen Bedingungen: 

 

Denaturierung Primer Anlagerung Extension 

94°C - 30 sec 66°C - 30 sec 72°C - 1,5 min 

 



2 MATERIAL UND METHODEN 

 

34

Für die zweite PCR-Reaktion wurden 3 µl der ersten 1:10 verdünnt und davon 1 µl verwendet. In 

einem Reaktionsgefäß wurden  

 
  1 µl PCR - Produkt (aus der ersten PCR) 

  2,5 µl 10 x PCR - Reaktionspuffer 

  1 µl Nested Primer 1 (10 µM, 5´- TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT- 3´) 

  1 µl Nested Primer 2 (10 µM, 5´- AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT- 3´) 

  0,5 µl dNTP Mix (10 mM) 

  0,5 µl 50 x Advantage KlenTaq Polymerase Mix 

  18,5 µl H2O 

gemischt und in 15 Zyklen amplifiziert: 

 

Denaturierung Primer Anlagerung Extension 

94°C - 30 sec 68°C - 30 sec 72°C - 1,5 min 

 

Die PCR-Reaktion wurde mit einem weiteren Extensionsschritt für 5 min abgeschlossen. 

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden für eine T/A-Klonierung (s. 2.4) eingesetzt. 

 

2.8.4 DURCHMUSTERN DER SUBTRAHIERTEN CDNA-BIBLIOTHEK 

Alle Klone, die aus der subtraktiven Hybridisierung hervorgegangen sind, wurden daraufhin 

untersucht, ob sie tatsächlich in unterschiedlicher Häufigkeit in den Ausgangspopulationen 

(„Tester“, „Driver“) vorliegen. Hierfür wurden sämtliche Klone in einer PCR-Reaktion so 

eingesetzt, daß das im jeweiligen Plasmid inserierte cDNA-Fragment amplifiziert wurde.  

 
Reaktionsansatz (20 µl): 2 µl 10 x PCR - Reaktionspuffer 

    1 µl dNTP Mix (5 mM) 

    1 µl MgCl2 (50 mM) 

    0,5 µl T7 Primer (10 µM) 

    0,5 µl M13 reverse Primer (10 µM) 

    0,2 µl Taq Polymerase (1 u) 

    14,8 µl bidest. H2O 

 

Mit einem sterilen Zahnstocher wurde eine geringe Menge an Bakterien aus der Glycerinkultur 

des entsprechenden Klones in das Reaktionsgefäß eingebracht und lieferte so die Matrize für die 

PCR. Die Reaktionen wurden in Mikrotiterplatten durchgeführt. 
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Anzahl der Zyklen Denaturierung Primer Anlagerung Extension 

1 94°C - 5 min   

25 94°C - 30 sec 54°C - 30 sec 72°C - 1 min 

1   72°C - 5 min 

 

Im Anschluß wurden jeweils 1,5 µl der einzelnen Reaktionen auf eine Nylonmembran 

punktförmig aufgebracht. Nach dem Trocknen wurde durch die Membranen 5 min lang 

Denaturierungspuffer (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH), gefolgt von 5 min Neutralisierungspuffer (1,5 

M NaCl, 1 M Tris/HCl, pH 7,5) und abschließend 4 x SET Puffer (0,6 M NaCl, 4 mM EDTA, 

80 mM Tris/HCl, pH 7,8) gesaugt. Die Filter wurden bei Raumtemperatur luftgetrocknet und die 

DNA anschließend durch UV-Strahlung fixiert. Für das Screening wurden Sonden, die „Tester“- 

und „Driver“-Population repräsentieren, synthetisiert (s. 2.6.1) und diese für die Hybridisierung 

der Membranen (s. 2.7) verwendet. Da die Filter jeweils in doppelter Ausführung zur Verfügung 

standen, konnte einer mit der „Tester“-, der andere mit der „Driver“-Sonde hybridisiert werden. 

Ein Vergleich der erhaltenen Signale nach Autoradiographie ergab Aufschluß über die 

differentielle Expression des zugehörigen Gens. 

 

2.9 „RACE“-PCR 

Durch die subtraktive Hybridisierung wurden nur cDNA-Fragmente erhalten, d.h., es fehlen in 

den meisten Fällen sowohl 5´- als auch 3´-Ende der vollständigen cDNA-Sequenz. Um diese zu 

isolieren, stand ein sehr efficientes „RACE“-System ( Rapid Amplification of cDNA Ends) zur 

Verfügung, das die oft problematische Adapterligation unnötig macht. Der SMART  RACE 

cDNA Amplification Kit (Clontech) arbeitet nach dem Prinzip einer RT-PCR, wobei das 

SMART II  Oligonukleotid (Switching Mechanism At 5´end of RNA Transcript) in der Erst-

strangsynthese an das dC-reiche Ende der cDNA bindet und auf diese Weise als verlängerte 

Matrize für die Reverse Transkriptase fungiert. Der generelle Ablauf dieses Verfahrens ist aus 

Abbildung 2-6 ersichtlich. 
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Abbildung 2-6: Schematische Darstellung des Ablaufs von 5´- und 3´-RACE. Die mRNA ist grün 
gekennzeichnet, die cDNA blau. Die SMART-Sequenz entspricht dem schwarzen Balken. Der an 
diesen Bereich bindende Primer ist gelb-schwarz. 

 

2.9.1 ERSTSTRANGSYNTHESE 

Die Durchführung der „RACE“-PCR erfolgte nach den Angaben im Herstellerprotokoll. 

Getrennt für die spätere Amplifizierung der cDNA - Enden wurden ausgehend von 1 µg 

Poly(A)+-RNA die komplementäre 5´-cDNA bzw. 3´- cDNA synthetisiert. 
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5´- RACE cDNA 3´- RACE cDNA 

3 µl RNA (1 µg) 3 µl RNA (1 µg) 

1 µl 5´-CDS Primer (10 µM) 1 µl 3´-CDS Primer (10 µM) 

1 µl SMART II Oligo (10 µM)  

 

SMART II Oligo: 5´- AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG- 3´ 

5´-CDS:  5´-(T)25N-1N- 3´ 

3´-CDS:  5´- AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC/T)30N-1N- 3´ 

(N = A, C, G, T; N-1 = A, G, C) 

 

Zu beiden Reaktionsansätzen wurden nach 2 min Inkubation bei 70°C und Abkühlen auf Eis 

folgende Komponenten hinzugefügt: 
 

   2 µl 5 x Erststrangpuffer 

   1 µl DTT (20 mM) 

   1 µl dNTP Mix (10 mM) 

   1 µl MMLV Reverse Transkriptase (200 u/µl) 

 

und bei 42°C für 1,5 h der Synthese überlassen. Die Erststrang-cDNA wurde für die weiteren 

Schritte mit 250 µl Tricin-EDTA Puffer verdünnt und für 7 min auf 72°C erhitzt, um die mRNA 

zu zerstören. 

 

2.9.2 5´- UND 3´-RACE 

Zur Amplifizierung der 5´- und 3´-cDNA-Enden wurde zusätzlich der Advantage  2 Poly-

merase Mix (Clontech) verwendet. Die Konstruktion der genspezifischen Primer erfolgte unter 

Berücksichtigung der Herstellerempfehlungen mit Hilfe der Vector NTI 4.0 Deluxe Software. 

Generell unterscheiden sich die PCR-Reaktionen nur durch die Verwendung der jeweiligen 

genspezifischen Primer, so daß die einzelnen Ansätze immer wie folgt zusammengesetzt waren: 
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 5´-RACE 3´-RACE 

5´-RACE-cDNA 2,5 µl  

3´-RACE-cDNA 2,5 µl 

UPM (10 x) 5 µl 5 µl 

GSP1 (10 µM) 1 µl  

GSP2 (10 µM) 1 µl 

10 x PCR-Reaktionspuffer 5 µl 5 µl 

dNTP Mix (10 mM) 1 µl 1 µl 

50 x Advantage 2 Polymerase Mix 1 µl 1 µl 

bidest. H2O 34,5 µl 34,5 µl 

 

UPM:  5´- CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT- 3´ 

  5´- CTAATACGACTCACTATAGGGC- 3´ 

 

Da die Primer so ausgewählt wurden, daß deren TM (Schmelztemperatur) über 70°C liegt, 

konnten alle Reaktionen nach dem gleichen Protokoll durchgeführt werden: 
 

Anzahl der Zyklen Denaturierung Primer Anlagerung Extension 

5 94°C - 5 sec 72°C - 3 min  

5 94°C - 5 sec 70°C - 10 sec 72°C - 3 min 

20 94°C - 5 sec 68°C - 10 sec 72°C - 3 min 

 

Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel analysiert und 0,5 µl des Ansatzes für die Klonierung 

in einen T/A-Vektor eingesetzt. Aus den Sequenzdaten für das 5´- bzw. 3´-Ende wurden 

genspezifische Primer für die Isolierung der Volllänge der cDNA abgeleitet. Abhängig von der 

Sequenz der verschiedenen cDNAs unterschieden sich die folgenden PCR-Reaktionen 

hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und der gewählten Parameter: 

 
    1 µl cDNA 

    1 µl genspezifischer Primer (10 µM) 

    2,5 µl UPM 

    2,5 µl 10 x PCR - Reaktionspuffer 

    0,5 µl dNTP Mix (10 mM) 

    0,5 µl 50 x Advantage 2 Polymerase Mix 

    17 µl  bidest. H2O 
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 cDNA Primer     

LeEXT1 3´- cDNA LeEXT sense 1 22x 94°C, 15 sec 50°C, 15 sec 72°C, 1,5 min

   1x   72°C, 5 min 

TRAMP 3´- cDNA LeAqp sense 2 30x 94°C, 15 sec 60°C, 15 sec 72°C, 1,5 min

   1x   72°C, 5 min 

LeAqp2 5´- cDNA LeAqp as 3 35x 94°C, 15 sec 57°C, 15 sec 72°C, 1 min 

      72°C, 5 min 

 
1 5´- GGATCCACAAACACTGGTCTCTGATTGG- 3´ 
2  5´- GTTCTTGCACTGACCACTCAGCAC- 3´ 
3 5´- CCAATAGGCCAAGGTGTTCC- 3´ 

 

Die Produkte der Amplifizierung wurden kloniert und sequenziert.  

 

2.10 HETEROLOGE PROTEINEXPRESSION IN ESCHERICHIA COLI 

Zur Gewinnung von größeren Mengen eines bestimmten Proteins wurden verschiedene 

prokaryotische und eukaryotische Expressionssysteme entwickelt. Dabei zeichnet sich die 

Expression von rekombinanten Proteinen in Escherichia coli durch die relativ einfache 

Handhabung aus. Allerdings ist dieses System auch mit einigen Problemen behaftet, da in 

Eukaryoten synthetisierte Proteine häufig noch verschiedenen Modifizierungen unterworfen sind, 

die so in Bakterien nicht vorkommen. Inwieweit die posttranslationellen Veränderungen für die 

Funktion des Proteins essentiell sind, hängt von dem jeweiligen Protein ab. 

Es wurde ein Expressionssystem der Firma Amersham Pharmacia Biotech verwendet, bei dem 

ein Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase und dem gewünschten Protein gebildet wird. 

Auf diese Weise ist die immunologische Detektion des Fusionsproteins als auch dessen 

Aufreinigung über Affinitätschromatographie möglich. 
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2.10.1 HERSTELLUNG DES EXPRESSIONSVEKTORS 

Mittels PCR wurde die cDNA von LeEXT1 amplifiziert und in den T/A-Vektor 

pCR®2.1 TOPO kloniert. Hierfür wurden die Primer so gewählt, daß die für das Signalpeptid 

kodierende Sequenz am 5´-Ende fehlt. 

 
Reaktionsansatz: 1 µl cDNA (LeEXT1) 

   2,5 µl 10 x Reaktionspuffer 

   1 µl dNTP Mix (5 mM) 

   10 pmol Primer 1a 

   10 pmol Primer 2b 

   0,5 µl Polymerase Mix (Clontech) 

   18 µl H2O 

 
aLeXET1-BamHI-sense: 5´- GGATCCGGGTATCCTAGAAGGCCAGTA- 3´ 
bLeXET1-Pst1-as:  5´- CTGCAGCCTCATGACTCCACCAATAATGATACACTC- 3´ 

 

Anzahl der Zyklen Denaturierung Primer Anlagerung Extension 

1 94°C - 5 min   

25 94°C - 15 sec 58°C - 30 sec 72°C - 1 min 

1   72°C - 5 min 

 

Die isolierte Plasmid-DNA sowie der Expressionsvektor pGEX-4T2 (Abbildung 2-7) wurden 

mit den Restriktionsenzymen BamHI und NotI gespalten. Anschließend erfolgte die Ligation von 

cDNA und Vektor. Gemeinsam mit dem Plasmid PSB161, das die Information für die tRNAs 

der Aminosäure Arginin trägt, wurde der rekombinante Vektor in E. coli BL21 Zellen (Genotyp: 

F- , ompT, hsdS (rB-, mB-), gal) transformiert und auf LB-Nähragar mit 100 µg/ml Ampicillin, 

50 µg/ml Kanamycin selektiert. Der verwendete E.coli Stamm ist in seiner Proteaseaktivität 

reduziert, so daß die rekombinant gebildeten Proteine nicht durch endogene Proteasen 

angegriffen werden. 
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Abbildung 2-7: GST-Fusionsvektor pGEX-4T-2. Enthält tac Promoter für Induktion der Expression 
durch IPTG, die kodierende Region der Glutathion-S-Transferase sowie das Ampicillin-Resistenzgen. 
Es ist die Polylinkerregion mit Restriktionsschnittstellen und Thrombinschnittstelle dargestellt. 

2.10.2 PROTEINEXPRESSION 

Die Expressionsbedingungen für GST-LeXET1 wurden zunächst hinsichtlich Temperatur und 

Expressionsdauer optimiert. Alle Versuche wurden in LB-Nährmedium (100 µg/ml Ampicillin, 

50 µg/ml Kanamycin) vorgenommen. Ein Teil einer Übernachtkultur wurde 1:40 mit Medium 

verdünnt und diese bei 37°C im Schüttler inkubiert, bis die Bakterienkultur eine OD 600 von 0,6-

0,9 zeigte. Mit 0,3 mM IPTG (Isopropylthiogalactosid) wurde die Expression des 

Fusionsproteins induziert. Die Zellen wurden anschließend bei 4°C durch Zentrifugation (7,700 

x g, 10 min) abgetrennt und in 0,12 Volumen 1 x PBS, 1mM DTT resuspendiert. Durch 

Ultraschall (6 x 5 sec mit 5 sec Unterbrechung zwischen den einzelnen Zyklen) wurden die 

Zellen aufgebrochen. Dabei war darauf zu achten, daß die Probe ständig im Eisbad gekühlt 

wurde. Eine übermäßige Sonifizierung kann zur Denaturierung und somit Funktionsverlust des 

Proteins führen. Die lösliche Fraktion der Proteine wurde durch Zentrifugieren (15.000 Upm, 10 

min, 4°C) gewonnen. 

 
1 x PBS-Puffer: 140 mM NaCl 

   2,7 mM KCl 

   10 mM Na2HPO4 

   1,8 mM KH2PO4 
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2.10.3 AUFREINIGUNG DES GST-FUSIONSPROTEINS 

Die Verknüpfung von Glutathion-S-Transferase und rekombinantem Protein bietet die 

Möglichkeit das gewünschte Produkt von den bakteriellen Proteinen über Affinitäts-

chromatographie zu reinigen und gleichzeitig zu konzentrieren. Die Bindung des Fusionsproteins 

an das Säulenmaterial (GST-Affinity Resin, Stratagene) erfolgte zwischen dem an Sepharose 

gebundenen Glutathion und der GST. 

Auf die durch dreimaliges Waschen mit 5 Volumen 1 x PBS-Puffer equilibrierte Glutathion-

Sepharose wurde der Proteinextrakt (200 µl Sepharose : 6 ml Extrakt) gegeben und 30 min – 2h 

langsam bei Raumtemperatur bewegt, um die Bindung des Fusionsproteins zu ermöglichen. Die 

Sepharose wurde anschließend sedimentiert und nachfolgend noch fünfmal mit 1 x PBS 

gewaschen. Alle Zentrifugationsschritte wurden 5 min bei 4°C, 500 g ausgeführt. Das 

rekombinante Protein wurde durch Glutathion (15 mM Glutathion, 100 mM Tris pH 8,5, 1% N-

Octylglycoside) vom Säulenmaterial verdrängt, wobei zwei Elutionsschritte (2h und über Nacht, 

4°C) notwendig waren. Die Sepharose wurde anschließend regeneriert und konnte somit 

mehrmals verwendet werden. 

Die Expression und Aufreinigung wurde durch Elektrophorese und Immunoblot dokumentiert. 

 

2.11 ANALYSE VON PROTEINEN 

2.11.1 EINDIMENSIONALE GELELEKTROPHORESE 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte im diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gel 

(SDS-PAGE) nach DAVID (1971). 
 

Oberpuffer (pH 8,64):  0,04 M Borsäure 

    0,041 M Tris 

    0,1 % SDS 

Unterpuffer (pH 9,18): 0,0308 M HCl 

    0,4244 M Tris 

Sammelgelpuffer (pH 6,1): 0,0267 M H2SO4 

    0,0541 M Tris 
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Zusammensetzung der Gele: 

 Trenngel (10%) Sammelgel (6%) 

Acrylamid-Lösung 40% (Roth) 3,75 ml 1,5 ml 

Tris/ HCl-Stammlösung (5x) 3 ml - 

Tris/ H2SO4-Stammlösung (4x) - 2,5 ml 

10 % SDS 150 µl 100 µl 

H2O 8,1 ml 5,9 ml 

TEMED 6,75 µl 10 µl 

APS 40% 22,5 µl 25 µl 

 

Die Proben wurden mit 0,5 Volumen 20% SDS versetzt und 10 min bei 95°C denaturiert. Nach 

Zugabe von 0,5 Volumen 4 x Ladungspuffer (Roth) wurden die Proteine auf das Gel aufgetragen 

und bei konstanter Stromstärke (30 mA) aufgetrennt. Zur Detektion der Proteine im Gel wurden 

die Coomassie-Färbung, die Silberfärbung nach BLUM et al. (1987) bzw. die 

immunobiochemische Detektion verwendet. In Abhängigkeit von der gewählten Detektions-

methode wurden jeweils Mischungen von Proteinen bekannter Molekülgröße mitaufgetrennt 

(Abbildung 2-8). 
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Abbildung 2-8: Verwendete Größenstandards. Roti®-Mark 10-100 (links) und Prestained Marker für die 
Immunodetektion (rechts) mit angegebenen Molekulargewichten in kDa. 

 

Für die Coomassie-Färbung wurde das Gel zunächst mindestens 1 h in Färbelösung langsam 

geschüttelt, wobei die Proteine gleichzeitig im Gel fixiert wurden. Überschüssiger Farbstoff 

wurde durch Bewegung des Geles in Entfärberlösung entfernt. Die Gele wurden mittels 

Vakuumtrocknung haltbar gemacht. 
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Färbe- und Fixierlösung: 120 ml Methanol 

    24 ml Essigsäure 

    0,33 g Coomassie Brilliant Blue 

    120 ml H2O 

Entfärber:   10 % Methanol 

    7 % Essigsäure 

 

2.11.2 ZWEIDIMENSIONALE GELELEKTROPHORESE 

Die Charakterisierung von Proteinen sowohl nach ihrem isoelektrischen Punkt (IEP) als auch 

nach ihrer Molekülgröße durch 2D-Elektophorese basiert auf einem von O´FARRELL (1975) 

entwickelten Verfahren. Es wurde für die Auftrennung der in-vitro-translatierten Proteine (s. 2.2.5) 

genutzt. Hierzu wurde jeweils soviel Protein durch Zugabe von 0,1 Volumen 100% TCA gefällt, 

daß in jedem Präzipitat die gleiche Menge an Radioaktivität enthalten war. Nach 30 min 

Inkubation auf Eis wurden die Proben zentrifugiert (10 min, 13.000 Upm) und das Pellet 

mehrmals mit 98% Ethanol gewaschen. 

In der ersten Dimension wurden die Proteine bei ihrem IEP in einem Rundgel fokussiert. 
 

Zusammensetzung der Fokussiergele:  1,4 g Harnstoff (Roth) 

      0,248 ml 40% Acrylamidlösung 

      0,125 ml 40% Ampholine pH3,5-10 (BIO-RAD) 

      0,5 ml 10% Triton-X 100 

      0,5 ml H2O 

      2,5 µl TEMED 

      3 µl 40% APS 

 

Im Anschluß an die Polymerisation mußten die Gele mit Lysepuffer vorfokussiert werden, um 

einen pH-Gradienten innerhalb des Geles aufzubauen. Die Vorfokussierung erfolgte in drei 

Schritten (15 min → 200V; 30 min → 300V; 30 min → 400V).Nachdem die Auftragsfläche der 

Gele gründlich mit Wasser gespült worden war, wurden die in Lysepuffer gelösten Proben auf-

getragen und bei 4.500 Vh fokussiert. 
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Lysepuffer:  9,5 M Harnstoff 

  2% Triton X-100 

  2% Ampholine 3,5-10 (40%ige Stammlösung, Biorad) 

  5% β-Mercaptoethanol 

Oberpuffer:   0.02M NaOH 

Unterpuffer:  0.1M H3PO4  

 

Bevor die Proteine in der zweiten Dimension nach ihrer Größe aufgetrennt werden konnten, 

mußten die Fokussiergele equilibriert werden (2 x 15 min). Anschließend wurden die Gele auf 

das Sammelgel aufgelegt und in Agarose eingebettet. Die Elektrophorese wurde bei konstanter 

Stromstärke (20 mA) durchgeführt. 
 

Equilibrierpuffer:  6M Harnstoff 

0.05M Tris pH 8.8 

2% SDS 

1% DTT (erst vor dem Equilibrieren zugeben) 

30% Glycerin 

Bromphenolblau 

0.26M Iodacetamid 

 

Trenngel 12,5% Sammelgel 

52,8 ml Acrylamid 40% 

33,6,6 ml Tris/HCl pH 9.18  

1,68 ml SDS 10%  

61,2 ml H2O  

56,1 µl TEMED  

262,8 µl APS 40%  

10 ml Acrylamid 40% 

12,5 ml Tris/SO4 pH 6.18 

0,5 ml SDS 10% 

26,5 ml H2O 

0,05 ml TEMED 

0,125 ml APS 40% 

 

Die Proteine wurden mit 10% TCA fixiert und mit DMSO entwässert (3 x 30 min). Zum Ab-

schluß wurde das Gel mit dem Szintillator Diphenyloxazol (PPO, 22% in DMSO) 3 h bei 37°C 

behandelt, das Gel getrocknet und für mindestens 14 d ein Röntgenfilm exponiert. 
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2.11.3 TRANSFERVERFAHREN FÜR PROTEINE UND IMMUNODETEKTION 

Die im Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden mit einer „semi-dry-electro-blot“-

Apparatur (Biometra) auf Nitrocellulose-Membranen (Schleicher und Schüll) übertragen. Auf die 

Kathodenplatte wurden zunächst 3 mit Kathodenpuffer (0,04 M 6-Aminocapronsäure, 20% 

Methanol) getränkte Filterpapiere von der Größe des Gels gelegt. Anschließend wurden darauf 

das Gel, die mit Anodenpuffer 2 (0,025 M Tris pH 8,8; 20% Methanol) gesättigte Membran, 3 

weitere mit diesem Puffer angefeuchtete Filter und 3 Filter, die mit Anodenpuffer 1 (0,3 M Tris 

pH 8,8; 20% Methanol) getränkt waren, in der aufgeführten Reihenfolge plaziert. Nachdem die 

Anodenplatte installiert war, erfolgte der Transfer bei 0,8 mA/ cm² über 60 min. Die Proteine 

wurden auf der Membran mit Ponceau-Lösung (Ponceau S in Essigsäure, ICN) angefärbt und 

fixiert. Der Farbstoff ließ sich durch Waschen mit Wasser wieder entfernen. 

Für den immunobiochemischen Nachweis  von GST-Fusionsproteinen wurde die Membran mit 

den gebundenen Proteinen mindestens 1 h in Blocklösung inkubiert. Nach einstündiger 

Inkubation mit dem primären Antikörper (Anti-GST aus Ziege gewonnen, Amersham Phar-

macia, 1:1.000 in Blockpuffer verdünnt) wurde ungebundener Antikörper mit 1 x PBS/Tween 

(3 x 5 min) entfernt. Die Bindung des sekundären Antikörpers (Anti-Ziege-IgG, Sigma, 1:30.000 

verdünnt in Blockpuffer) erfolgte über 1 h und abschließend wurde die Membran mit 1 x 

PBS/Tween (3 x 5 min) und 1 x TBS (2 x 5 min) gewaschen. Die an den sekundären Antikörper 

gekoppelte alkalische Phosphatase setzt die Farbstoffe NBT (Nitroblau-Tetrazolium) und BCIP 

(5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat) zu einem tiefblauen unlöslichen Indigo-Farbstoff und 

einem purpurn gefärbten Diformazan um. Auf diese Weise konnten die GST-Fusionsproteine 

auf der Membran detektiert werden. Die Enzymreaktion verläuft im Dunkeln und wird durch 

Zugabe von 0,5 M EDTA abgestoppt. 
 
10 x PBS (pH 7,3-7,4): 82,3 g Na2HPO4 

   23,5 g NaH2PO4 

   40 g NaCl 

1 x PBS/ Tween: 1 l 1 x PBS 

   1 ml Tween 20 

Blockpuffer:  5% Milchpulver 

   1 x PBS/ Tween 

10 x TBS:  1,5 M NaCl 

   0,5 M Tris/ HCl pH 7,5 

BCIP/ NBT: 33 µl NBT 

  16,5 µl BCIP 

  5 ml TMN-Puffer 

TMN-Puffer: 100 mM NaCl 

  100 mM Tris/ HCl pH 9,5 

  5 mM MgCl2 

BCIP:  100 mg in 1,9 ml DMF 

NBT:  100 mg in 1,9 ml 70% DMF 
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2.12 BESTIMMUNG DER XET-AKTIVITÄT 

Das Enzym XET (Xyloglucan-Endotransglycosylase) vermittelt die Spaltung von β-1,4- ver-

knüpften Glucose-Resten innerhalb einer Xyloglucan- Kette und überträgt das dadurch ent-

standene Xyloglucan- Fragment mit seinem reduzierenden Ende auf die 4-O-Position eines 

Glucose- Restes am nichtreduzierenden Ende eines anderen Xyloglucan-Moleküls (Abbildung 2-

9). 

Ga GaGa Ga
X X X X X X X X X
G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G---

F
Ga Ga

X X X X X X X X X
G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G---

F
Ga Ga

X X X X X X X X X
---G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-

F
Ga Ga

X X X X X X X X X
G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G---

F
Ga Ga Ga GaGa Ga

X X X X X X X X X X X X X X X X X X
---G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G---

Ga GaGa Ga
X X X X X X X X X
G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G---

F F
Ga Ga Ga Ga

X X X X X X X X X X X X X X X X X X
---G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G---

XET

reduzierendes
Ende

Spaltung der β-1,4-Glc-Bindung

Übertragung des neu entstandenen
Glucosylrestes auf das nichtredu-
zierende Ende eines anderen Xyloglucans

 

Abbildung 2-9: Schematische Darstellung der XET-katalysierten Übertragung von Xyloglucan-
fragmenten auf andere Xyloglucanmoleküle. 
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Das benutzte Verfahren zur Messung der XET-Aktivität wurde in der Arbeitsgruppe von 

Prof. Fry (Edinburgh, UK) entwickelt und beruht auf der Übertragung von radioaktiven Xylo-

glucan-Oligosacchariden auf ein polymeres Xyloglucan als Akzeptormolekül (FRY et al., 1992). 

Das aus der Tamarinde stammende Xyloglucan als Akzeptor- Molekül als auch das markierte 

Oligosaccharid [1-3H]XLLGol (Abbildung 2-10) wurden von Prof. Fry zur Verfügung gestellt. 

 

β-Gal-(1,2)-α-Xyl-(1,6)

α-Xyl-(1,6)-β-Glc-(1,4)- β-Glc-(1,4)- β-Glc-(1,4)-[³H]glucitol

β-Gal-(1,2)-α-Xyl-(1,6)  

Abbildung 2-101: Struktur des Xyloglucanfragmentes [1-3H]XLLGol 

 

Zur Extraktion der Enzymaktivität wurde das tiefgefrorene Gewebe 2 min in einer Kugelmühle 

sehr fein zerkleinert und anschließend in eiskaltem Puffer A suspendiert, wobei jeweils 1 g Ge-

webe mit 2 ml Puffer versetzt wurden. Die erschöpfende Extraktion wurde daduch gewährleistet, 

daß das Homogenat für 2 h unter gelegentlichem kräftigem Mischen auf Eis belassen wurde. Im 

Überstand der nachfolgenden Zentrifugation (2.000 g, 4°C, 5 min) war das Enzym enthalten. Für 

alle Extrakte wurde der Proteingehalt nach der Bradford-Methode bestimmt (BRADFORD, 1976). 

In einem Reaktionsgefäß wurden 20 µl der Lösung C, die sowohl das Akzeptormolekül als auch 

das Oligosaccharid enthielt mit 10 µl der Extraktes vermischt und bei Raumtemperatur 1 h 

inkubiert. Ein Reaktionsansatz beinhaltete 1,4 kBq [1-3H]XLLGol und 0,2% Xyloglucan. Die 

Reaktion wurde mit 100 µl 20% Ameisensäure abgestoppt. Als Kontrollen dienten Ansätze, in 

denen die Enzym-Präparation durch Puffer A ersetzt war bzw. die Stoplösung vor dem Extrakt 

zugegeben wurde. 

Die Reaktionen wurden auf Rechtecke (4 x 5 cm) Whatman 3MM Papier aufgetragen und 1 h an 

der Luft getrocknet. Zur Entfernung von nicht umgesetztem [1-3H]XLLGol wurde das Papier 

mindestens 1 h unter laufendem Wasser gespült (das Polymer bleibt am Papier haften) und 

entweder über Nacht bei Umgebungstemperatur oder durch einstündiges Backen bei 70°C 

getrocknet. Jedes einzelne Rechteck wurde in einem Szintillationsröhrchen mit ca. 2 ml 

Emulsifier-Safe  (Packard Bioscience, Groningen) durchtränkt und die Menge an gebildetem 

Produkt über Szintillation vermessen. Die Enzymaktivität wurde in CPM/mg Frischgewicht 

angegeben. 
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Lösung A:  50 mM Bernsteinsäure, pH 5,5 (mit NaOH einstellen) 

  10 mM CaCl2 

  1 mM DTT (ICN) 

Lösung B: 0,3% Xyloglucan ( 1 d Rühren bei RT zum Auflösen notwendig) 

  0,5% (w/v) Chlorobutanol [= 1,1,1-Trichloro-2-methylpropan-2-ol] 

  in Lösung A 

Lösung C: 140 kBq [1-3H]XLLGol (80 MBq/µmol) in Lösung B 

 

Die Lösung A sollte jeweils frisch angesetzt werden, die anderen können bei –20°C aufbewahrt 

werden. 
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

3.1 TRANSLATIONSAKTIVITÄT VON POLY(A+)-RNA NACH INFEKTION MIT 

CUSCUTA REFLEXA 

Durch den Befall einer Pflanze mit dem Parasiten Cuscuta werden in der Wirtspflanze unter-

schiedliche Reaktionen ausgelöst. Im Fall des inkompatiblen Systems Lycopersicon esculentum/Cus-

cuta reflexa können mehrere Elemente der Wirtsantwort unterschieden werden. 

Die Veränderungen, die im Wirtsgewebe nach Kontakt mit dem Parasiten beobachtet werden 

können, sollten sich auch in einer veränderten Expression bestimmter Gene in den betroffenen 

Bereichen widerspiegeln. Besonders interessant scheinen dabei jene zu sein, die schon in frühen 

Phasen der Infektion im Vergleich zu nicht infizierten Pflanzen unterschiedlich exprimiert wer-

den, da sie für die Regulation der Wirtsantwort von Bedeutung sein können. Um eine Verände-

rung im Expressionsmuster in den infizierten Zellen festzustellen, wurden Poly(A+)-RNAs von 

Kontroll-, infizierten (12 h nach Infektionsbeginn) und mechanisch verletzten Pflanzen (4 h nach 

Verletzung) im zellfreien System (Weizenkeimextrakt) unter Einbau von radioaktiv-markiertem 

L-Methionin translatiert und die Produkte anschließend durch zweidimensionale Gelelektropho-

rese aufgetrennt und nach Autoradiographie analysiert. Der Vergleich von Verwundung und Pa-

rasitenbefall diente der Abgrenzung spezifisch bei Infektion gebildeter Produkte von denen, die 

auch bei einer anderen Streßreaktion, wie sie eine Verletzung darstellt, in der Pflanze auftreten. 

Auf der Autoradiographie waren nur geringe Unterschiede zwischen Kontroll- und infizierten 

Pflanzen zu erkennen. Somit war eine qualitative als auch quantitative Erfassung von Proteinen 

aus den entsprechenden mRNAs, deren Häufigkeit in den verglichenen Populationen 

unterschiedlich waren, nicht möglich. Zudem waren aufgrund von technischen Problemen nur 

relativ wenige Proteine erkennbar, weshalb die Proteinflecken keine repräsentative Auswahl der 

zum jeweiligen Zeitpunkt vorliegenden mRNAs darstellen. Die Ursache dafür kann eventuell 

darin liegen, daß die Transkripte, die infolge der Infektion akkumuliert werden, in der Zelle nur in 

sehr geringer Anzahl vorliegen und deshalb mit der gewählten Technik nicht detektiert werden 

können. 
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3.2 ERFASSUNG VON INFEKTIONSINDUZIERTEN GENEN MITTELS SUPRES-
SIVER SUBTRAKTIONSHYBRIDISIERUNG (SSH) 

Aufgrund der nicht aussagekräftigen Ergebnisse aus der 2D-Elektrophorese mußte zur Identifi-

zierung von Genen, die durch die Cuscuta-Infektion verstärkt transkribiert werden, eine andere 

Strategie gewählt werden. Aus diesem Grund kam die suppressive Subtraktionshybridisierung, 

eine Methode, mit der auch sehr seltene mRNA-Spezies erfaßt werden, zur Anwendung.  

3.2.1  HERSTELLEN DER „TESTER“- UND „DRIVER“-CDNA 

Zunächst wurden ausgehend von den „Tester“- und „Driver“-Poly(A+)-RNAs die cDNAs in 

Gegenwart von [α-32P]-dCTP synthetisiert. Die folgende Restriktionsspaltung mit RsaI führte zu 

kürzeren cDNA-Fragmenten mit glatten Enden. In der Autoradiographie (Abbildung 3-1) ist die 

Größenverteilung der cDNAs vor und nach der Restriktion dargestellt. 

1 2

 

 

Abbildung 3-1: Autoradiographie der gelelektrophore-
tischen Auftrennung der ds cDNA vor (1) und nach (2) 
RsaI-Restriktion 

 

 

Jeweils ein Aliquot der „Tester“-Population wurde mit einem Adapter (entweder Adapter 1 oder 

Adapter 2) versehen und die Effizienz der Adapter-Ligation durch PCR überprüft. 

3.2.2 ERFASSUNG RELEVANTER CDNA-KLONE DURCH SUBTRAKTIONSHYBRI-
DISIERUNG 

In einer zweistufigen Subtraktionshybridisierung wurden diejenigen cDNAs entfernt, die sowohl 

infizierten als auch Kontrollpflanzen entstammen. Durch Zugabe von „Driver“-cDNA zu beiden 

„Tester“-cDNAs (Adapter 1 bzw. 2 tragend) im Überschuß bildeten sich Hybride aus cDNA-

Sequenzen, die in beiden Populationen vertreten waren und folglich nicht auf eine Infektion zu-

rückgehen. Erneute Hybridisierung von überschüssigem „Driver“ mit den inzwischen vereinten 

Ansätzen aus der ersten Hybridisierung führte zu doppelsträngigen cDNA-Fragmenten, die sich 

einzig aus der „Tester“-cDNA generieren. Aufgrund ihrer Struktur, sie besitzen an ihren Enden 

zwei unterschiedliche Adapter, konnten sie in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden 

(Abbildung 3-2). Die PCR-Produkte wurden kloniert und stellen die „subtrahierte“ cDNA-

Bibliothek dar. 
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M 1 2 3 4

1 kb

0,5 kb

 

 

Abbildung 3-2: Gelelektrophoretische 
Auftrennung der PCR-Produkte im 2% 
Agarosegel. Erste und zweite PCR der 
subtrahierten cDNA. (1;2), der Kontroll-cDNA 
(3;4). 

  

Auf diese Weise konnten ca. 300 Klone isoliert werden, wobei sich erst durch weitere Charakteri-

sierung herausstellte, inwieweit diese Sequenzen tatsächlich Gene repräsentieren, die infolge des 

Parasitenbefalls aktiviert werden. 

3.3 SELEKTION RELEVANTER CDNA-KLONE 

Um zu prüfen, welche der Klone eine infolge der Infektion verstärkt akkumulierte mRNA dar-

stellen, wurde eine „umgekehrte“ Northern-Hybridisierung durchgeführt. Die cDNA-Insertionen 

sämtlicher Klone wurden amplifiziert und die resultierenden Produkte auf eine Membran auf-

getragen und fixiert. Als Sonden dienten 32P-markierte cDNAs von Kontrollen und infizierten 

Pflanzen. Unterschiedlich starke Signale für einen bestimmten Klon in beiden Hybridisierungen 

bestätigten, daß die Transkription des entsprechenden Gens durch die Infektion beeinflußt ist. 

Aus der „subtrahierten“ cDNA-Bibliothek konnten 20 in diesem Sinne positive Klone erfaßt 

werden. Ihre Sequenzdaten wurden sowohl auf Basis der Nukleotid- als auch der abgeleiteten 

Aminosäuresequenz mit bereits in Datenbanken veröffentlichten verglichen (nach BLAST- 

Algorithmus, NCBI). Bestehende Homologien zu bekannten Sequenzen können Rückschlüsse 

auf mögliche Funktionen der codierten Proteine geben. In der Tabelle 3-1 sind die einzelnen 

Klone, die Fragmentlänge sowie die gefundenen Übereinstimmungen aufgeführt. Die einzelnen 

Sequenzen finden sich im Anhang. Ausgehend von diesen Daten wurden einzelne Gene 

hinsichtlich ihrer Expression im Verlauf der Infektion näher charakterisiert. Die verwendeten 

Klonbezeichnungen stammen aus dem hier beschriebenen Ausleseverfahren. 
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Tabelle 3-1: Homologien der durch Subtraktionshybridisierung erhaltenen cDNA-Klone. Die Klone 
sind nach ihrer möglichen Funktion geordnet, neu entdeckte Sequenzen sind hervorgehoben. 

 Klon cDNA Fragment (bp) Homologie 

E4 237 Übereinstimmung mit Cyclophilin von L. esculentum  

56 270 85% Übereinstimmung mit ADR11-2 Protein von G. max 

D6 504 Übereinstimmung mit Glyoxalase-I  von L. esculentum 

A
llg

em
ei

ne
  

St
re

ßa
nt

w
or

t 

E5 

 
693 

 

78% Übereinstimmung mit Elongationsfaktor 2 von A. tha-

liana 

57 
 

594 

 

87% Übereinstimmung mit RUB1  konjugierendes Enzym

von A. thal iana  

Si
gn

alt
ra

ns
-

du
kt

io
n 

63 
 

494 

 

95% Übereinstimmung mit myo-Inositol-1-phosphat Syn-

thase von N. tabacum  

24 
 

406 

 

79% Übereinstimmung mit V-H+ATPase Untereinheit E von 

C. limon  

E6 
 

712 

 

89% Übereinstimmung zu einem Wasserkanalprotein von 

N. excelsior  

44 883 98% Übereinstimmung mit α-Tubulin von P. dulcis 

B9 718 Übereinstimmung mit β-Tubulin von L. albus Z
el

lst
re

ck
un

g 

79 
 

439 

 

89% Übereinstimmung mit cp-wap13, codiert ein Golgi-asso-

ziiertes Protein von V. unguiculata  

80 528 Übereinstimmung mit LeXET1 von L. esculentum 

B11 333 Übereinstimmung mit AROGP3  von L. esculentum  

29 
 

250 

 

90% Übereinstimmung mit α-Expansin Präcursor von 

N. tabacum (Nt-EXP2)  

Z
el

lw
an

d 
as

so
zi

ie
rt 

69 
 

392 

 

80% Übereinstimmung mit dem C-Terminus einer 

 Endo-β-1,4-D-Glucanase von L. esculentum 

4 366 Keine signifikanten Sequenzhomologien gefunden 

53 392 Keine signifikanten Sequenzhomologien gefunden 
55 186 Keine signifikanten Sequenzhomologien gefunden 

72 528 Keine signifikanten Sequenzhomologien gefunden 

un
be

ka
nn

te
 F

un
kt

io
n 

E7 
 

214 

 

54% Übereinstimmung mit einem hypothetischen Protein 

von A. thaliana 
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Die im Zusammenhang mit der durch C.reflexa in der Tomate hervorgerufenen Reaktion 

isolierten cDNA-Fragmente, lassen sich entsprechend ihrer möglichen Proteinfunktion in 

verschiedene Gruppen unterteilen. Zum einen handelt es sich um Proteine, die mit dem Auf- und 

Abbau sowie der Modifizierung der Zellwand assoziert sind (cDNAs 29, 69, 80 und B11). Diese 

spielen auch eine Rolle bei der Zellstreckung, ein Phänomen, das nach der Anheftung des 

Parasiten an den Wirtssproß zu beobachten ist. In den Prozeß der Zellexpansion, der u.a. durch 

eine erhöhte Stoffwechselaktivität gekennzeichnet ist, können die Produkte der cDNA-Klone 24, 

E6, 44, B9 und 79 invoviert sein. Weiterhin codieren einige cDNAs Proteine, die infolge 

verschiedenster Streßreaktionen in der Pflanze vermehrt exprimiert werden (cDNAs 56, E4, E5, 

D6). Das entsprechende Protein des cDNA-Klons 57 ist vermutlich an der Signaltransduktion in 

der Interaktion zwischen Parasit und Wirt beteiligt. Trotz der getroffenen Zuordnung der 

einzelnen Proteine zu bestimmten physiologischen Prozessen sind ihre Auswirkungen auf das 

Zellgeschehen nicht getrennt voneinander zu betrachten, sondern stehen in gegenseitiger 

Wechselbeziehung. 

 

Aus den isolierten cDNA-Klonen wurden für die weiteren Versuche einige ausgewählt, die nicht 

nur hinsichtlich ihrer Expression im Infektionsverlauf sondern auch ihrer möglichen Funktion 

näher charakterisiert werden sollten. Allerdings konnten für manche mRNAs im Northern Blot 

keine Signale festgestellt werden, was durch die geringe Anzahl der entsprechenden Transkripte 

in der Gesamt-RNA-Population begründet sein kann. In diesen Fällen beschränkt sich die 

Diskussion auf die ermittelten Sequenzen. In den folgenden Kapiteln sind die einzelnen cDNAs 

nach der putativen Proteinfunktion der vollständigen Genprodukte geordnet. 

 

3.4 STREßINDUZIERTE GENEXPRESSION 

3.4.1  CHARAKTERISIERUNG DES CYCLOPHILINS (KLON E4) 

3.4.1.1 CYCLOPHILINE 

Cyclophiline (CyP) stellen eine ubiquitär in allen Organismen vorhandene, stark konservierte 

Proteinfamilie dar, die erstmals als intrazellulärer Rezeptor für das Immunsuppressivum Cyclo-

sporin A beschrieben wurde (HANDSCHUMACHER et al., 1984). Neben der Komplexbildung mit 

Cyclosporin A katalysiert CyP auch die cis-trans-Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen 

von Proteinen (FRESKGARD et al., 1992). Dadurch wird die richtige Faltung einiger Proteine erst 

ermöglicht. 
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In der Zelle liegen aufgrund deren Kompartimentierung unterschiedliche Formen der Cyclophi-

line vor, so sind sowohl cytoplasmatische als auch mitochondriale, mit dem Endoplasmatischen 

Retikulum (ER) assoziierte, und im Chloroplasten lokalisierte CyPs bekannt. Sie unterscheiden 

sich hauptsächlich in ihrem N-terminalen Bereich, der für die Lokalisation verantwortlich ist. 

 

3.4.1.2 ISOLIERUNG DER VOLLÄNGEN-CDNA 

Das cDNA-Fragment E4, das in der „subtrahierten“ cDNA-Bibliothek enthalten war, zeigte voll-

ständige Übereinstimmung mit dem schon bekannten Cyclophilin aus der Tomate (#M55019). 

Über „RACE“-PCR wurde die Vollänge der cDNA bestimmt. Dabei wurden folgende genspezi-

fische Primer eingesetzt: 

 
GSP1 (5´-antisense Primer): 5´-GAGGATTCCAGGGCCGGTGTGCT-3´ 

GSP2 (3´-sense Primer): 5´-CCTTCCACCGTGTGATCCCAGGGTT-3´ 

  

Die PCR wie unter 2.9 beschrieben ergab in der Gelelektrophorese ein 5´-cDNA-Fragment von 

ca. 300 bp und ein 3´-cDNA-Fragment von 500 bp Länge. Die sich in ihrer Sequenz 

überlappenden Produkte wurden in den T/A-Vektor pCR 2.1 TOPO kloniert und anschließend 

durch Sequenzierung charakterisiert. 

 

Die Abbildung 3-3 zeigt die Struktur der vollständigen 720 kb langen cDNA mit der codierenden 

Region. 

 

720 bp
CYP

RsaI (132) RsaI (378)

 

Abbildung 3-3: Darstellung der Cyclophilin mRNA mit der codierenden Region (rot) und den 
nichttranslatierten Bereichen (grau). Die angegebenen Restriktionsschnittstellen zeigen das Fragment, 
das durch Subtraktion isoliert wurde. 
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3.4.1.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR EXPRESSION 

Untersuchungen zur Expression der Cyclophilin-mRNA in den frühen Phasen der Infektion 

sollten Auskunft darüber geben, wie schnell die Wirtspflanze auf den äußeren Reiz reagiert. 

Deshalb wurden Tomaten entweder mit Cuscuta-Sprossen infiziert oder mechanisch verwundet. 

Zu unterschiedlichen Zeitintervallen (6, 12 und 24 h nach Infektionsbeginn bzw. 1, 4, 8, 24 h 

nach Verwundung) wurden Proben wie im Methodenteil beschrieben entnommen. Nachfolgend 

ist der „steady state level“ der Cyclophilin-mRNA über den Zeitraum von 24 h in verwundeten 

sowie infizierten Tomaten im Northern Blot dargestellt (Abbildung 3-4). Für die Quantifizierung 

der Transkriptmengen wurde die Stärke des Signals in der Kontrolle als 1 angenommen. Die 

anderen Expressionsdaten ergaben sich in Relation zur Kontrolle. 
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Abbildung 3-4: Expressionsanalyse von Cyclophilin-mRNA in Sprossen von Lycopersicon esculentum nach 
Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung über einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot (oben) mit 
Gesamt-RNA aus unbehandeltem Sproß (K), dem Wundbereich (WB), dem Infektionsbereich (IB), 
einem Sproßabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem Sproßabschnitt oberhalb des 
Infektionsbereiches (IS). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich. Quantifizierung 
der Expression in Relation zu unbehandelten Sproßachsen (Kontrolle, Expression = 1) 
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Innerhalb der ersten 24 h stieg die Konzentration an CyP-mRNA im Infektionsbereich stark an. 

Die Akkumulation von CyP-Transkripten ist nicht nur auf die Kontaktstelle zum Parasiten 

beschränkt, sondern auch in anderen Sproßbereichen zu beobachten. Allerdings ist die Zunahme 

der Transkriptmenge in der systemischen Kontrolle nur transient, wobei überrascht, daß das 

Maximum schon nach 6 h erreicht ist und die mRNA Konzentration anschließend wieder auf der 

unbehandelten Kontrolle vergleichbare Spiegel abfällt, was auf eine kurze Aktivierung des 

Cyclophilin-Gens hinweist. Nach mechanischer Verletzung des Gewebes wurde ebenfalls ein An-

stieg an CyP-mRNA nachgewiesen, und zwar war dieser im Wundbereich vorübergehend mit 

maximalen Konzentrationen nach 8 h. Die systemische Reaktion fiel über den 

Untersuchungszeitraum weitaus stärker aus, denn zu jedem der untersuchten Zeitpunkte war in 

den Proben aus den oberen Sproßabschnitten eine höhere Transkriptmenge festzustellen als im 

direkt von der Verletzung betroffenen Gewebe. Die Ursache für die auffälligen Unterschiede 

zwischen lokaler und systemischer Reaktion könnte zum einen darin liegen, daß im verletzten 

Gewebe während des Untersuchungszeitraumes sehr viele Zellen absterben und somit nicht 

mehr zur Transkription fähig sind. Andererseits stellt das Cyclophilin ein möglicherweise eher für 

die systemische Antwort des Organismus verantwortliches Protein dar. 

 

Natürlich stellt sich die Frage, ob auch ein kompatibler Wirt wie der Tabak auf die Infektion mit 

C.reflexa mit einer Akkumulation des Cyclophilin-Transkripts reagiert. Deshalb wurde die Expres-

sion von CyP-mRNA in infizierten Tabakpflanzen nach dem gleichen Zeitschema wie oben 

untersucht, wobei für die Northern-Hybridisierung die gleiche Sonde wie zuvor benutzt wurde, 

denn aufgrund der konservierten Struktur der Cyclophiline sind die aus Tomate und Tabak 

stammenden nahezu identisch. Die Abbildung 3-5 zeigt, daß in der kompatiblen Wirtspflanze die 

Transkriptmengen schon innerhalb der ersten 6 h im Infektionsbereich sehr stark ansteigen und 

nach Erreichen eines Maximums zwar wieder sinken. 
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Abbildung 3-5: mRNA-Expression eines 
Homologs zu Cyp im Infektionsbereich von 
Nicotiana tabacum nach Cuscuta reflexa-Infektion 
über einen Zeitraum von 24 h. Als 
Mengenabgleich diente Hybridisierung mit 
28S rRNA. 

Daß die Transkripte des Cyclophilins sowohl in verwundeten als auch in infizierten Pflanzen im 

untersuchten Zeitraum akkumulieren, weist auf eine Rolle dieses Proteins in der Antwort auf eine 

allgemeine Streßsituation, der die Pflanze in beiden Fällen ausgesetzt ist, hin. Auch in anderen 

Spezies wurde eine Anhäufung dieser mRNA bei Einwirkung verschiedener Streß auslösender 

Faktoren wie z.B. Kälte, Salz , Hitzeschock, Verwundung (MARIVET et al., 1994; MEZA-ZEPEDA 

UND BAUDO, 1998) oder Behandlung mit den Signalsubstanzen Ethephon und Salicylsäure 

beobachtet. Außerdem wurde eine erhöhte Expression des Cyclophilins mit Zellen, die eine hohe 

Stoffwechselaktivität durch Zellteilung und -wachstum zeigen, in Zusammenhang gebracht 

(GASSER et al., 1990). Die in Bezug zum Infektionsbereich zeitlich verschobene systemische 

Akkumulation von CyP Transkripten spricht für die Aktivierung einer Signalkette durch den 

Kontakt Parasit-Wirtspflanze. Obwohl die anatomischen und morphologischen Veränderungen 

nur auf die unmittelbare Kontaktstelle beschränkt sind, ist trotzdem die gesamte Pflanze von der 

Streßsituation betroffen. Im Gegensatz zur inkompatiblen Tomate bleibt die CyP mRNA 

Konzentration im Tabak erhöht, möglicherweise weil der Infektionsprozeß noch andauert und 

der Parasit nicht durch Abwehrmechanismen seitens der Wirtspflanze schon geschwächt ist. 
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3.4.2 MÖGLICHE BEDEUTUNG VON PROLIN-REICHEN PROTEINEN DER 

ZELLWAND (KLON 56) 

Neben den gerüstbildenden Polysacchariden stellen die Proteine eine der Hauptkomponenten der 

Zellwand dar. Diese Proteine lassen sich aufgrund ihrer Struktur in verschiedene Klassen 

unterteilen, über deren Funktion bisher allerdings noch recht wenig bekannt ist (SHOWALTER, 

1993). 

Es ist auffallend, daß die abgeleitete Proteinsequenz eines der isolierten cDNA-Klone sehr reich 

an Prolin ist. Die Aminosäure tritt nicht vereinzelt auf, sondern in mehrmals wiederkehrenden 

Motiven der Struktur Pro-Pro-X-Y-Z, wobei unter den Aminosäuren X, Y und Z Valin, Leucin, 

Isoleucin und Lysin besonders häufig auftreten. Die Sequenz erinnert sehr stark an die 

Prolinreichen Proteine (PR) der Zellwand, allerdings unterscheiden sie sich durch die 

Zusammensetzung der Aminosäuren innerhalb des sich wiederholenden Motivs. Möglicherweise 

handelt es sich um eine neue Gruppe dieser Proteine. Im C-terminalen Bereich sind die 

Übereinstimmungen mit anderen PR-Proteinen wesentlich größer. 

 
SH56 1 --------PPIGIPPIVK-PPVILPPVGIPPIVKPPVKLPPVGIPPIVKPPVDLPPVGIP
ADR11-2 1 ------KTPKTPKTPVVK-PPVTIPPIN-----VPPVVLPP-----IVKPPGILPPIP-I
AoPRP 27 PTTIPTHPPTTKPID PP---THRPHPPG-PIVHPPVFRPP----VIVKPPSTVPCPP—-
PtaPRP1 1 ------MKKVAALCFIFM----IQVATN--------------------MAPIMAACSG--

SH56 52 PVTVPPIVKPPVDLPPIGIPPVTVPPVIKP-SPKGKKPCPP---TTKATCPIDTLKLGAC
ADR11-2 43 ----------------------INPPTTPG--KGGNTPCPPPKSPAQATCPIDTLKLGAC
AoPRP 77 -------------------SPLTPSPVTPTPTPVTPTPPPP------ATCPLDALKLGAC
PtaPRP1 29 -------------------YTCILPPVIPG-GPGSGGSTPG---GSTAKCPLNALKLGAC

SH56 108 VDLLGGLVHIGLGDPAVNECCPILSGLVELEAAACLCTTLKVKLLNLQNLC--
ADR11-2 79 VDLLGGLVHIGLGDPVANQCCPVLQGLVEVEAAVCLCTTLKLKLLNLNIYVPL
AoPRP 112 VDLLGGLVHIGLGDPVVNQCCPLIEGLVEIEAAVCLCTTIRLKLLNINLYLPL
PtaPRP1 66 VDLLQGLVHVGLGDPVVNQCCPLIQGVAALEAALCLCTTIRAKVLSLNVLLPI

Abbildung 3-6: Sequenzvergleich von Prolin-reichen Proteinen aus Arabisopsis thaliana, Asparagus 
officinalis und Pinus taeda mit der cDNA 56. Bereiche hoher Identität sind fett dargestellt. Putative 
Hydroxylierungsstellen sind gelb markiert. 

 

Die Funktion der Zellwandproteine liegt in ihrer Chemie begründet. So unterliegen sie intensiven 

posttranslationellen Veränderungen, wie z.B. Hydroxylierung, Glycosylierung sowie intra- und 

intermolekularer Vernetzung. Strukturuntersuchungen ergaben, daß die Hydroxylierung von 

Prolinen oft durch die benachbarten Aminosäuren bestimmt wird. Das bedeutet, daß z.B. in der 

Verknüpfung von Lys-Pro, Tyr-Pro und Phe-Pro nie eine Hydroxylierung auftritt, dagegen bei 

Pro-Val immer (KIELISZEWSKI UND LAMPORT, 1994). Im C-terminalen Bereich des putativen 

PR-Proteins nimmt der Prolin-Gehalt merklich ab. 
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Die Expression von PR-proteincodierenden Genen wurde in Zusammenhang mit verschiedenen 

Prozessen der pflanzlichen Entwicklung beobachtet, wird aber auch durch Verwundung, 

endogene und exogene Elicitoren ausgelöst (SHENG et al., 1991). Infolge einer Besiedlung einer 

Pflanze mit pathogenen Pilzen werden die PR-Proteine in der Zellwand in eine unlösliche Form 

überführt, wobei die genauen Prozesse ungeklärt sind. Da phenolische Verbindungen eine hohe 

Affinität zu Prolinresten innerhalb von Proteinstrukturen besitzen (LUCK et al., 1991), könnten 

PR-Proteine in den Prozeß der Lignifizierung involviert sein. Aufgrund dieser Studien kann die 

Expression eines PR-Proteins in der Tomate als allgemeine Streßantwort auf den Parasitenbefall 

gedeutet werden. 

 

3.4.3 MÖGLICHE BEDEUTUNG EINER GLYOXALASE I (KLON D6) 

Die subtraktive Hybridisierung führte zur Isolierung eines cDNA-Fragmentes, daß identisch mit 

der Sequenz einer bereits beschriebenen Glyoxalase I aus Lycopersicon esculentum (Z48183) ist. Die 

Funktion des Glyoxalase-Systems, bestehend aus den beiden Enzymen Glyoxalase I und II, ist 

bisher nur teilweise geklärt. Es wird vor allem mit einer schnellen Zellteilung aber auch 

Streßsituationen in Verbindung gebracht. In Zellen mit einer hohen metabolischen Aktivität, wie 

z.B. sich teilende oder gestreßte Zellen, werden vermehrt reaktive Aldehyde wie gebildet, die für 

die Zelle hochtoxisch sind und deshalb in weniger schädliche Verbindungen umgewandelt 

werden müssen. Im Fall des Methylglyoxals wird zunächst ein Hemithioacetalderivat gebildet, das 

unter Wirken der Glyoxalase I in das S-Lactoylglutathion umgewandelt und anschließend durch 

die Glyoxalase II zu Milchsäure und Glutathion hydrolysiert wird. 

 

(I) CH3COCHO + GSH � CH3COCH(OH)-SG � CH3CH(OH)CO-SG 

(II) CH3CH(OH)CO-SG � CH3CH(OH)COOH + GSH 

 

Es wurde gezeigt, daß die Glyoxalase I in allen Zelltypen exprimiert wird, aber vor allem in den 

Elementen des Phloems. Des weiteren wurde beobachtet, daß in Tomaten, die mit NaCl, 

Mannitol sowie Abscisinsäure behandelt wurden, Transkripte der Glyoxalase I akkumulieren 

(ESPARTERO et al., 1995). Über die Mechanismen, die die Transkriptlevel der Glyoxalase 

regulieren, ist relativ wenig bekannt. Aufgrund von Experimenten wird angenommen, daß die 

Induktion dieses Enzyms über den Inositol-Signalweg und die Aktivierung von Calmodulin 

abläuft. Möglicherweise spielen auch Phytohormone eine Rolle (PAULUS et al., 1993). 

Die Akkumulation von Transkripten der Glyoxalase I infolge der Cuscuta-Infektion könnte 

einerseits auf die erhöhte Stoffwechselaktivität in den betroffenen Zellen als Ausdruck einer 
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Streßreaktion zurückzuführen sein, aber andererseits auch in Bezug zum auffallenden 

Streckungswachstum im Infektionsbereich stehen. 

 

3.4.4 MÖGLICHE BEDEUTUNG EINER ELONGATIONSFAKTOR 2 HOMOLOGEN 

SEQUENZ (KLON E7) 

Die abgeleitete Aminosäuresequenz eines cDNA-Fragmentes war in weiten Teilen homolog zum 

Elongationsfaktor 2 (EF2) aus Arabidopsis thaliana. An der Translation von Proteinen sind 

verschiedenste Faktoren beteiligt. Dabei katalysiert der EF2 die GTP-abhängige Translokation 

der Peptidyl-tRNA von der A-Bindungsstelle auf die P-Bindungsstelle des Ribosoms. 

Währenddessen wird die deacylierte tRNA von der P-Bindungsstelle freigesetzt. Der EF2 

unterliegt einer bisher nur bei diesem Protein gefundenen posttranslationellen Modifizierung, ein 

bestimmter Histidinrest im C-terminalen Bereich des Proteins liegt in der ungewöhnlichen 

Diphthamid-Form vor. Aufgrund dieses konservierten Strukturmerkmals ist EF2 empfindlich 

gegenüber dem Diphterie-Toxin, denn das bakterielle Toxin hemmt die Translokationsaktivität 

von EF2 durch Bindung von ADP-Ribose an die modifizierte Aminosäure, was letztendlich zum 

Zelltod führt. Es existieren gegensätzliche Studien darüber, inwieweit das Diphthamid für die 

Aktivität des EF2 verantwortlich ist (OMURA et al., 1989; KIMATU et al., 1993). Außerdem wurden 

über die mögliche Bedeutung der Konservierung der ADP-Ribosylierung und der 

entsprechenden Bindungsstelle bisher nur Vermutungen angestellt (IGLIEWSKI, 1994). 

Im Gegensatz zu einer verminderten Translationsaktivität als Streßreaktion auf Hitzeschock, 

Verwundung oder Nährstoffmangel (DAVIES et al., 1986; VOGEL et al., 1999, ruft der Kontakt 

zwischen Cuscuta und Tomate wahrscheinlich eine verstärkte Proteinsynthese in der Wirtspflanze 

hervor.  



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

62

3.5 GENEXPRESSION VON SIGNALSTOFFWECHSEL-ASSOZIIERTEN PROTEI-
NEN 

3.5.1  MÖGLICHE BEDEUTUNG EINES RCE1-HOMOLOGEN PROTEINS (57) 

Das Wachstum und die Entwicklung einer Pflanze wird in vielfältiger Weise durch das Wirken 

des Phytohormones Auxin reguliert. Trotz dessen Bedeutung sind über die Signaltrans-

duktionswege, die durch das Phytohormon Auxin ausgelöst werden, noch relativ wenig bekannt. 

Mutanten, die in ihrer Antwort auf Auxin gestört sind, stellen eine gute Möglichkeit dar, die 

Prozesse, die an der Signalvermittlung beteiligt sind, näher zu untersuchen. Durch die 

Charakterisierung des Genes AXR1 aus Arabidopsis konnte gezeigt werden, daß die Auxinantwort 

die posttranslationelle Konjugation von Proteinen mit Ubiquitin oder ähnlichen Proteinen 

beinhaltet. Es wurden bisher zwei dem Ubiquitin sehr ähnliche Proteinfamilien (RUB „related to 

ubiquitin“ und SUMO – „small ubiquitin-related modifier“) identifiziert, die auf gleiche Weise 

andere Proteine modifizieren. Die Verknüpfung von Ubiquitin mit einem anderen Protein 

erfordert drei unterschiedliche Enzyme bzw. -komplexe, und zwar ein Ubiquitin aktivierendes 

(E1), ein konjugierendes Enzym (E2) und eine Ubiquitin-Ligase (E3). In den meisten Fällen 

werden ubiquitinierte Proteine anschließend durch das 26S Proteosom abgebaut. Da hingegen 

axr1 Pflanzen eine verminderte Auxinantwort zeigen, scheint in diesem Fall die Modifizierung 

von Proteinen entweder durch Ubiquitin oder RUB für die Signalweiterleitung notwendig zu sein. 

Kürzlich wurde eine weitere Komponente des für die RUB - Konjugation notwendigen 

Enzymkomplexes aus Arabidopsis identifiziert. RCE1 stellt das RUB konjugierende Enzym E2 

dar. Es bindet spezifisch über einen Thiolester an das RUB1 Protein (DEL POZO UND ESTELLE, 

1999). In welcher Weise die Modifizierung von Proteinen, sei es durch Ubiquitin oder RUB, mit 

den Auxin-vermittelten Veränderungen auf zellularer Ebene verbunden sein könnte, wird in 

GRAY UND ESTELLE (2000) dargestellt. 

Durch die subtraktive Hybridisierung wurde eine cDNA isoliert, deren abgeleitete Protein-

sequenz sehr große Homologie zu RCE1 (Abbildung 3-7) aufweist. Wie biochemische Studien 

zeigen, ist die Interaktion von Tomate und dem Parasiten Cuscuta durch eine erhöhte 

Auxinkonzentration im Infektionsbereich gekennzeichnet. Außerdem wurden in dieser Arbeit 

bisher mehrere Proteine beschrieben, deren Expression durch das Phytohormon beeinflußt 

werden können. In diesem Zusammenhang könnte es sich bei dem RCE1 Homologen um ein 

Protein handeln, das relativ früh in den Infektionsprozess eingreift und an der Signalvermittlung, 

die letztendlich zur veränderten Expression einiger Proteine und den beobachteten anatomischen 

Gegebenheiten führt. Dafür spricht auch, daß das oben beschriebene AXR1 vor allem in Zellen, 

die einem starken Wachstum unterliegen vorzufinden ist (DEL POZO et al., 1998). 
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LeRCE1 1 -------------------------------GELRLHKDISELNLPKTCSISFPNG----
AthRCE1 1 MIGLFKVKEKQREQAQN-ATRGGASVKKQSAGELRLHKDISELNLPSSCSISFPNG----
AthUBCE2 1 MIGLFKVKEKQREESQSNNGRGASTVKKQSAGELRLHKDISELNLPKSCKISFPNG----
Hs-UBC12 1 MIKLFSLKQQKKEEESAGGTKGSSKK--ASAAQLRIQKDINELNLPKTCDISFSD-----
Sc-UBC12 1 MLKLRQLQKKKQKENEN----SSSIQPNLSAARIRLKRDLDSLDLPPTVTLNVITSPDSA

LeRCE1 26 -KDDLMNFEVTIRPDEGYYMGGTFTFSFSISPIYPHEAPKVKCKTKVYHPNIDLEGNVCL
AthRCE1 56 -KDDLMNFEVSIKPDDGYYHNGTFVFTFQVSPVYPHEAPKVKCKTKVYHPNIDLEGNVCL
AthUBCE2 57 -KNDLMNFEVTIKPDEGYYLSGNFVFSFQVSNMYPHEAPKVKCKTKVYHPNIDLEGNVCL
Hs-UBC12 54 -PDDLLNFKLVICPDEGFYKSGKFVFSFKVGQGYPHDPPKVKCETMVYHPNIDLEGNVCL
Sc-UBC12 57 DRSQSPKLEVIVRPDEGYYNYGSINFNLDFNEVYPIEPPKVVCLKKIFHPNIDLKGNVCL

LeRCE1 85 NILREDWKPVLNINTIIYGLYHLFTEPNHEDPLNHDAAAVLRDNPKMFESNVRRAMHGGY
AthRCE1 115 NILREDWKPVLNINTVIYGLFHLFTEPNSEDPLNHDAAAVLRDNPKLFETNVRRAMTGGY
AthUBCE2 116 NILREDWKPVLNINTVIYGLFHLFTEPNYEDPLNHEAAAVLRDNPKTFEYNVRRAMMGGQ
Hs-UBC12 113 NILREDWKPVLTINSIIYGLQYLFLEPNPEDPLNKEAAEVLQNNRRLFEQNVQRSMRGGY
Sc-UBC12 117 NILREDWSPALDLQSIITGLLFLFLEPNPNDPLNKDAAKLLCEGEKEFAEAVRLTMSGGS

LeRCE1 145 VGQTFFTRCM--
AthRCE1 175 VGQTFFPRCI--
AthUBCE2 176 VGQTSFPRCM—-
Hs-UBC12 173 IGSTYFERCLK-
Sc-UBC12 177 IEHVKYDNIVSP
 

Abbildung 3-7: Sequenzvergleich von RUB1-konjugierendem Enzym aus A. thaliana, verschiedenen 
Ubiquitin-konjugierenden Enzymen mit LeRCE1 aus L. esculentum. Homologien sind hervorgehoben. 
Über das markierte Cystein wird die Thioesterbindung zu RUB bzw. Ubiquitin gebildet. 

 

3.5.2 MÖGLICHE BEDEUTUNG EINES MYO-INOSITOL 1-PHOSPHAT-SYNTHASE 

HOMOLOGS (KLON 63) 

Die cDNA-Sequenz des Klons 63 (in der Datenbank als LeINS-P1 unter AY004246 
veröffentlicht) zeigt große Ähnlichkeit mit einer myo-Inositol 1-Phosphat-Synthase aus 

N. tabacum. Dieses Enzym katalysiert im Rahmen der Inositol-Biosynthese die Reaktion von 

Glucose-6-Phosphat zu myo-Inositol-1-Phosphat, das notwendig ist für die Bildung von 

Phospholipiden, den Bestandteilen von Biomembranen, und als Substrat für die Biosynthese der 

Signalstoffe Inositol-1,4,5-triphosphat und Inositol 4,5-diphosphat dient. 

Daß die Akkumulation von LeINS-P1 durch den Kontakt mit dem pflanzlichen Parasiten Cuscuta 

beeinflußt wird, steht im Einklang mit Beobachtungen, daß die Transkriptmengen von INS-P1 

infolge von ABA-Behandlung in Spirodela polyrrhiza, Salzstreß in Mesembryanthemum crystallinum  

oder auch Verwundung in Nicotiana tabacum ansteigen (SMART UND FLEMING, 1993; ISHITANI et 

al., 1996; HARA et al., 2000). In allen diesen Fällen ist die Pflanze einer Streßsituation ausgesetzt, 

so daß vermutet werden kann, daß die Expression von INS-P1 in die Regulation der 

Streßantwort eingebunden ist. So liegt es nahe, daß aus einer verstärkten Akkumulation 

entsprechender Transkripte eine vermehrte Biosynthese von Botenstoffen resultiert, die im 

weiteren Verlauf eine Signalkaskade auslösen. 
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3.6 GENEXPRESSION VON ZELLSTRECKUNG-ASSOZIIERTEN PROTEINEN 

3.6.1  CHARAKTERISIERUNG EINER PUTATIVEN UNTEREINHEIT EINER 

VAKUOLAREN H+-ATPASE ( KLON 24) 

3.6.1.1 ISOLIERUNG DER VOLLÄNGEN-CDNA 

Ausgehend von der Sequenz, die für den Klon 24 ermittelt wurde, erfolgte die Konstruktion 

zweier genspezifischer Primer, die in der „RACE“-PCR zur Erfassung der vollständigen cDNA 

eingesetzt wurde. 
 

GSP1 (5´-antisense Primer): 5´-GAATCCACACAGCGATGAACCAAGAGG-3´ 

GSP2 (3´-sense Primer): 5´-GGAAGAATACGCAGAGAAGGCAAGCGTC-3´ 
 

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden im Gel aufgetrennt, wobei das 3´-cDNA-Fragment eine 

Länge von ungefähr 500 bp, das 5´-cDNA-Fragment von 800 bp zeigte. 

Die Sequenzanalyse ergab, daß die codierende Region sehr große Übereinstimmung mit der Un-

tereinheit E einer vakuolaren H+-ATPase von Citrus limon aufweist. Die Abbildung 3-8 zeigt die 

von der cDNA-Sequenz, in der Datenbank unter AF282970 registriert, abgeleitete Primärstruktur 

der putativen V-H+-ATPase Untereinheit E aus L.esculentum in einem Homologievergleich mit 

entsprechenden Proteinen anderer Spezies. 
AF282970 1 ---ADVSKQIQQMVRFILQEAEEKANEISVSAEEEFNIEKLQLVEAEKKKIRQEYERKEK
AAD49706 1 MNDADVSKQIQQMVRFIRQEAEEKANEISVSAEEEFNIEKLQLVEAEKKKIRQEYERKEK
AAB72177 1 MSDADVSKQIQQMVRFIRQEAEEKANEISVSAEEEFNIEKLQLVEAEKKKIRQEYEKKEK

AF282970 61 QVDVRKKIEYSMQLNASRIKVLQAQDDLVNTMKEAAAKELLNVSHHEHGIIDSILHHHHG
AAD49706 61 QVEIRKKIEYSMQLNASRIKVLQAQDDLVSNMMEAASKEVLNVSRDHN------------
AAB72177 61 QVEIRKKIEYSMQLNASRIKVLQAQDDVVNAMKESASKDFLNVSHDHH------------

AF282970 121 GYKKLLHDLIVQSLLRLKEPCVLLRCRKHDVHLVEHVLEGVKEEYAEKASVHQPEIIVDD
AAD49706 109 SYKKLLKDLIVQSLLRLKEPAVLLRCRKDDHHLVESVLESAKEEYAQKLQVHPPEIIVDH
AAB72177 109 VYKRLLKDLIVQSLVRLKEPGVLLRCRKEDLHLVESVLDSAKEEYASKVNVHPPEIIVDD

AF282970 181 EIHLPPAPSHHN--------MHGPSCSGGVVLASRDGKIVCENTLDARLEVVFRKKLPEI
AAD49706 169 HIYLPPGPGHHN--------AHGPSCSGGVVVASRDGKIVCENTLDARLDVVFRKKLPEI
AAB72177 169 -VHLPPGPSHHHGFFHHHAEAHGPFCSGGVVIASRDGKIVFENTLDARLDVAFNKKLPEI

AF282970 233 RKCLFGQVAA
AAD49706 221 RKQLVSQVAA
AAB72177 228 RKWLFGQVAA

Abbildung 3-8: Sequenzvergleich der V-H+-ATPase Untereinheit E aus Lycopersicon esculentum 
(AF282970), Citrus limon (AAD49706) und Gossypium hirsutum (AAB72177). Bereiche mit hoher Identität 
sind schwarz, die mit hoher Ähnlichkeit grau hinterlegt. 
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3.6.1.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR MRNA-EXPRESSION 

Wie für das Cyclophilin beschrieben wurde auch die Expression der V-H+-ATPase Untereinheit 

im Verlauf des ersten Tages nach Parasitenkontakt sowohl in inkompatiblen als auch 

kompatiblen Wirtspflanzen untersucht. Bei Infektion ist die Expression der spezifischen mRNA 

in der Tomate leicht erhöht, wohingegen eine mechanische Verletzung keinen Einfluß auf die 

Transkript-Akkumulation zeigt. Im Infektionsbereich kommt es zu einem transienten Anstieg der 

mRNA-Konzentration, die nach 24 h schon wieder auf den Ausgangswert abgefallen ist. Die 

höhere Anzahl an spezifischen Transkripten ist auf den Kontaktbereich zum Parasiten be-

schränkt, in benachbarten Sproßabschnitten wurde keine Veränderung der Expression festge-

stellt. Im Gegensatz zur inkompatiblen Tomate konnte in der Tabaksproßachse nach Infektion 

kein Anstieg der mRNA-Spiegel beobachtet werden, d.h., die Akkumulation der V-H+-ATPase 

mRNA stellt möglicherweise eine spezifische Reaktion der Tomate auf den Befall mit C.reflexa 

dar, da weder in der untersuchten kompatiblen Wirtspflanze noch durch Verwundung ein ähnli-

ches Expressionsverhalten ausgelöst werden konnte. Jedoch sind zur Bestätigung dieses Ergeb-

nisses Studien an weiteren Wirten, die erfolgreich von dem Parasiten besiedelt werden können, 

notwendig. 
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Abbildung 3-9: Expressionsanalyse für die mRNA einer putativen Untereinheit E der V-H+-ATPase in 
Sprossen von Lycopersicon esculentum nach Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung über einen Zeitraum 
von 24 h. Northern Blot (oben) mit Gesamt-RNA aus unbehandeltem Sproß (K), dem Wundbereich 
(WB), dem Infektionsbereich (IB), einem Sproßabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem 
Sproßabschnitt oberhalb des Infektionsbereiches (IS). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als 
Mengenabgleich. Quantifizierung der Expression in Relation zu unbehandelten Sproßachsen (Kontrolle, 
Expression = 1) 



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

66

0 h 6 h 12 h 24 h

rRNA
V-H+-ATPase UE E

 

0

0,5

1

1,5

6 12 24

Infektionsdauer [h]

Ex
pr

es
si

on
 S

H
24

Kontrolle
Infektionsbereich

 

 
 
 
 
 

Abbildung 3-10: mRNA-Expression von 
SH24 im Infektionsbereich von Nicotiana 
tabacum nach Cuscuta reflexa-Infektion über 
einen Zeitraum von 24 h. Als Mengen-
abgleich diente Hybridisierung mit 
28S rRNA. 

 
Sicherlich läßt sich aufgrund des komplexen Aufbaus der V-H+-ATPase (SZE et al., 1992) keine 

Vorhersage über den Einfluß einer verstärkten Akkumulation der Untereinheit E auf die Aktivität 

dieser Protonenpumpe treffen. Gemeinsam mit den Untereinheiten C und D ist sie vermutlich an 

der Verknüpfung der peripheren nukleotidbindenden Einheiten A und B (V1) mit dem 

membranintegrierten V0-Komplex beteiligt (ADACHI et al., 1990). Einen Hinweis auf die 

Bedeutung der Untereinheit E gaben Versuche von PENG et al. (1994),die zeigten, daß die 

Supplementierung einer verarmten V1-Präparation mit rekombinanter Untereinheit E zu einer 

starken CaATPase-Aktivierung führte. 

Cytoplasma

Membran

Lumen/Extracellular  

Abbildung 3-11: Strukturmodell der vakuolaren H+-ATPase. Die V-H+-ATPase unterteilt sich in eine 
periphere Domäne V1 und einen in die Membran integrierten Teil V0. Die Untereinheiten von V1 
enthalten den katalytischen Bereich, während die Untereinheiten von V0 für die Protonentranslokation 
verantwortlich sind (STEVENS UND FORGAC, 1997). 



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

67

Die Erhöhung der mRNA-Konzentration könnte eine veränderte Zusammensetzung der ATPase 

hervorrufen und dadurch die ATPase-Aktivität beeinflussen. Eine damit verbundene 

Veränderung des pH-Wertes würde beispielsweise eine Freisetzung sekundärer Pflanzenstoffe, 

die in der Vakuole gespeichert und für die Lignifizierung benötigt werden, ermöglichen. 

Die erhöhte Expression der V-H+-ATPase Untereinheit E kann aber auch mit der beobachten 

Zellstreckung nach Parasitenbefall im Zusammenhang stehen. So geht in Zellen, die eine sehr 

starke Ausdehnung während ihrer Entwicklung erfahren, dieses Wachstum mit einer verstärkten 

Akkumulation der V-H+-ATPase einher (SMART et al., 1998). Ebenso können erhöhte 

Transkriptkonzentrationen der Untereinheit E durch Salz- oder Kältestreß hervorgerufen werden 

(DIETZ UND ARBINGER, 1996). Deshalb ist der Anstieg an spezifischer mRNA möglicherweise 

auch als eine Antwort der Pflanze auf den Streß, dem sie durch den Parasitenbefall ausgesetzt ist, 

anzusehen. 

Die Isolierung und Charakterisierung weiterer V-H+-ATPase-Untereinheiten sowie Unter-

suchungen zur ATPase-Aktivität während des Infektionsprozesses könnten einen Einblick in die 

Bedeutung dieser Protonenpumpe in der Interaktion von Tomate und C. reflexa geben. 
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3.6.2 CHARAKTERISIERUNG VON AQUAPORINHOMOLOGEN SEQUENZEN 

3.6.2.1 AQUAPORINE 
Pflanzen bestehen zu 70-90% ihres Frischgewichts aus Wasser. Deshalb ist ihre Existenz vom 

Wasser und dessen Transport abhängig. Die einzelnen Zellen des pflanzlichen Organismus sind 

durch Zellwände und Doppellipidmembranen abgegrenzt, die eine selektive Barriere für ein- und 

austretende Substanzen darstellen. Aufgrund der physikochemischen Eigenschaften des 

Wassermoleküls kann es mittels Diffusion durch die Membran hindurchtreten. Neben 

Diffusionsprozessen sind des weiteren Co-Transporter und Wasserkanalproteine am Transport 

beteiligt, denn der Wasserfluß ausschließlich durch Diffusion ist für manche physiologische 

Prozesse unzureichend. Die Entdeckung der Aquaporine ist zurückzuführen auf Beobachtungen, 

daß bestimmte Zellen eine wesentlich höhere Wasserpermeabilität aufweisen, die sich nicht einzig 

durch Diffusionsprozesse erklären läßt (SIDEL UND SALOMON, 1957). Anfang der 90er Jahre 

gelang die Identifizierung der ersten pflanzlichen Aquaporine (CONKLING et al., 1990; WAYNE 

UND TAZAWA, 1990). Sie gehören einer Gruppe von membranständigen Proteinen an, die als 

MIP-homologe Proteine („Major Intrinsic Proteins“) bezeichnet werden. 

Die Expression von Aquaporinen ist eng mit bestimmten Entwicklungsstadien und 

physiologischen Prozessen verbunden, was auf spezifische Aufgaben der jeweiligen Proteine 

hinweist. So werden einige eher in vaskulärem Gewebe exprimiert (YAMAMOTO et al., 1991; 

DANIELS et al., 1996), während andere hauptsächlich in sich steckenden oder differenzierenden 

Zellen gefunden werden können (LUDEVID et al., 1992; KALDENHOFF et al., 1995). Weiterhin 

wurde nachgewiesen, daß neben der entwicklungsspezifischen Expression auch verschiedene 

endo- und exogene Faktoren wie Phytohormone und Streß Einfluß auf die Expression haben 

(GUERRERO et al., 1990; KALDENHOFF et al., 1993; PHILLIPS UND HUTTLYM, 1994; YAMADA et al., 

1995; YAMADA et al., 1997). Die Regulation der Aquaporine kann nicht nur auf der 

transkriptionellen Ebene erfolgen, sondern auch durch posttranslationelle Modifikationen. Bisher 

wurden Phosphorylierung, Glycosylierung und Proteolyse als Regulationsmechanismen auf 

Proteinsebene nachgewiesen (JOHNSON UND CHRISPEELS, 1992; JOHANSSON et al., 1998). 
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3.6.2.2 AQUAPORINHOMOLOGE CDNA-KLONE 
In der „subtrahierten“ cDNA-Bibliothek war ein Klon enthalten, dessen Sequenz große 

Ähnlichkeit zu Proteinen der MIP-Familie ( „Major Intrinsic Protein“) aufwies. Ausgehend von 

der Sequenz des Fragmentes wurden für die 5´- und 3´-RACE-PCR Primer konstruiert, um die 

Gesamtlänge der cDNA zu isolieren: 

 
GSP1 (5´-sense Primer): 5´-CTCAGCACCAAGGCCATCTCCCTTGG-3´ 

GSP2 (3´-antisense Primer): 5´-CCCTGCTAGAAGCCTAGGCGCTGCC-3´ 

 

Nach Klonierung und Sequenzierung der 5´- und 3´-RACE-Produkte stellte sich heraus, daß das 

erhaltene 5´-Ende mit einem bereits bekannten Membranprotein aus Lycopersicon esculentum 

übereinstimmte, und zwar wurde dieses Protein im Zusammenhang mit der Fruchtreifung und 

Trockenstreß beschrieben (FRAY et al., 1994). Dahingegen wurden für das 3´-Produkt eher 

Homologien zu Aquaporinen aus Nicotiana tabacum und Nicotiana excelsior gefunden. Diese 

Ergebnisse führten zu der Annahme, daß es sich hier um zwei unterschiedliche Proteine handelt. 

Deswegen wurden nochmals RACE-PCRs durchgeführt, bei denen Primer verwendet wurden, 

von denen der eine vom 5´-Ende des vorigen 5´-RACE-Produktes und der andere vom 3´-Ende 

des 3´-RACE-Produktes abgeleitet waren. Es konnten somit zwei verschiedene cDNA-Klone 

isoliert werden, die jeweils die vollständige codierende Sequenz eines Proteins beinhalteten. 

 

M 1 M 2

LeAqp2TRAMP

 

Abbildung 3-12 : Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte im 1% Agarosegel. Als 
Größenstandard (M) wurde die 1 kb-DNA-Leiter verwendet. 1: TRAMP-PCR-Produkt (ca. 1,2 kb). 2: 
LeAqp2-PCR-Produkt (ca. 0,9 kb). 
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Anhand von Datenbankanalysen wurde die Ähnlichkeit beider cDNAs zu pflanzlichen 

Aquaporinen bestätigt. Die ein „Tomato Ripening Associated Membrane Protein“ codierende 

Sequenz von ca. 1,1 kb Länge wird im weiteren als TRAMP, die andere, kürzere als LeAqp2 

bezeichnet. Sie sind in der GenBank vom NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) unter den 

Identifikationsnummern X73848 und AF218774 veröffentlicht. Es wurde in beiden Fällen das 

offene Leseraster bestimmt und die Proteinsequenz abgeleitet. 

Durch computergestützte Analyse (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) 

war es möglich, eine Vorhersage über die mögliche Membrantopologie der beiden Proteine zu 

treffen. Aus dem Hydrophobizitätsprofil der Proteine nach dem Kyte & Doolittle-Algorithmus 

(Abbildung 3-13) wurden 6 transmembrane Helices ermittelt, die wegen ihrer starken 

Hydrophobizität in die Membran inserieren können. Sowohl der N-terminale als auch der 

C-terminale Bereich sind auf der cytoplasmatischen Seite lokalisiert. 

 

 

Abbildung 3-13 : Hydrophobizitätsprofil von TRAMP (oben) und LeAqp2 (unten) nach dem Kyte & 
Doolittle-Algorithmus. Positive Bereiche deuten auf stark hydrophobe Abschnitte in der Proteinsequenz 
hin, die möglicherweise in die Membran inserieren. Auf dem X-Achsenabschnitt sind die Aminosäuren 
numeriert. Sowohl N- als auch C-Terminus sind cytoplasmatisch lokalisiert. 
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Aufgrund eines Sequenzvergleiches auf Proteinebene (Abbildung 3-14) mit Vertretern der drei 

pflanzlichen Aquaporinfamilien (PIP1b, PIP2b, αTIP) konnten TRAMP und LeAqp2 der PIP1-

Unterfamilie zugeordnet werden. Beide Proteine zeigen die größte Ähnlichkeit zum Vertreter der 

PIP1-Unterfamilie. Zur PIP2-Unterfamilie und den TIPs bestanden geringere Homologien. Die 

Zugehörigkeit zur PIP-Familie wird weiterhin durch die auffallend langen N-Termini 

(56 bzw. 54 Aminosäuren) als auch das Molekulargewicht (30,7 bzw. 30,4 kDa) und den hohen 

isoelektrischen Punkt (8,3 bzw. 9,0) unterstützt. Vertreter der TIP-Unterfamilie sind im 

allgemeinen kleiner und saurer als die anderen Aquaporine und zeichnen sich eher durch kürzere 

N-Termini aus (JOHANSSON et al., 2000). 

 
TRAMP 1 MAENKEEDVKLGANKFRETQPLGTAAQTDKDYKEPPPAPLFEPGELSSWSFYRAGIAEFM
LeAqp2 1 -MEGKEEDVKVGANKYSERQPLGTSAQS-KDYKEAPPAPLFEAGELHSWSFWRAGIAEFM

TRAMP 61 ATFLFLYITILTVMGLKRSDS-------LCSSVGIQGVAWAFGGMIFALVYCTAGISGGH
LeAqp2 59 ATFLFLYITVLTVMGYSRANS-------KCSTVGVQGIAWAFGGMIFALVYCTAGISGGH

TRAMP 114 INPAVTFGLFLARKLSLTRAVFYMVMQCLGAICGAGVVKGFMVGPYQRLGGGANVVNPGY
LeAqp2 112 INPAVTFGLFLARKLSLTRAVFYIVMQCLGAICGAGVVKGFQPSLFGTKGGGANVVAHGY

TRAMP 174 TKGDGLGAEIIGTFVLVYTVFSATDAKRNARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGT
LeAqp2 172 TKGDGLGAEIIGTFVLVYTVFSATDAKRNARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGT

TRAMP 234 GINPARSLGAAIIYNDEHAWNDHWIFWVGPMIGAALAAIYHQIIIRAMPFHRS-------
LeAqp2 232 GINPARSLGAAIVYNKEHAWDDHWIFWVGPFIGAALAALYHQVIIRAIPFKSGN------

Abbildung 3-14: Sequenzvergleich von TRAMP und LeAqp2 (Aminosäuren sind im 1-Buchstabencode 
dargestellt.) Bereiche mit hoher Identität sind fett gedruckt, solche mit hoher Identität grau hinterlegt. 
Die ermittelten transmembranen Helices von TRAMP und LeAqp2 sind gelb gekennzeichnet. Weiterhin 
sind die konservierten NPA-Motive grün, mögliche Phosphorylierungsstellen blau sowie konservierte 
Cysteine rot dargestellt. 

 

3.6.2.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR MRNA-EXPRESSION 
Zunächst wurde zur Charakterisierung der beiden cDNAs die gewebsspezifische Expression der 

mRNA anhand von Northern-Hybridisierungen analysiert. Es wurde jeweils RNA aus Blättern, 

der Sproßachse, der Wurzel sowie von grünen und reifen roten Früchten verwendet. Als Sonde 

diente die gesamte cDNA-Sequenz von TRAMP bzw. LeAqp2. Obwohl die beiden Sequenzen zu 

84% übereinstimmen, waren die Signale im Northern Blot spezifisch für die jeweils untersuchte 

mRNA. Aus der Abbildung 3-15 ist ersichtlich, daß TRAMP vor allem in Blättern und im 

Wurzelbereich exprimiert wird, während sowohl der Sproß als auch die beiden untersuchten 

Fruchtstadien wesentlich weniger des spezifischen Transkripts enthalten. Die Expression von 

LeAqp2 unterscheidet sich von dem anderen Aquaporin hinsichtlich der Lokalisation 

grundlegend, denn hier finden sich die meisten Transkripte im Sproß gefolgt von der Wurzel. In 



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

72

den Blättern ist die Expression geringer und in der Frucht konnte keine Akkumulation 

spezifischer mRNA detektiert werden. 
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Abbildung 3-15: Gewebsspezifische Expression von TRAMP und LeAqp2. Jede Spur enthält ca. 
5 µg Gesamt-RNA aus Blättern, der Sproßachse, der Wurzel sowie aus grünen und roten Früchten. Als 
Kontrolle diente die Hybridisierung mit 28S rRNA. 

 

Die Unterschiede in der Expression der beiden mRNAs in den einzelnen Organen deutet darauf 

hin, daß die entsprechenden Proteine in verschiedene Entwicklungsprozesse involviert sind. Das 

Expressionsmuster für TRAMP bestätigt frühere Ergebnisse, die zeigten, daß die mRNA in 

Wurzeln sowie während der Fruchtreifung und in älteren Blättern exprimiert wird. Die 

Expression von TRAMP scheint durch das Phytohormon Ethylen beeinflußt zu sein 

(MAUNDERS et al., 1987; DAVIES UND GRIERSON, 1989). Weiterhin wird die Expression dieses 

Proteins durch Trockenstreß induziert (FRAY et al., 1994). Im Gegensatz zu TRAMP wird 

LeAqp2 vor allem in der Sproßachse exprimiert. Möglicherweise steht die Expression von 

LeAqp2 in Verbindung mit der Zellstreckung während des Sproßwachstums. 

Inwieweit die Expression der beiden Gene von der Infektion der Tomate durch den Parasiten 

Cuscuta beeinflußt wird, wurde durch Northern-Analysen festgestellt. Der Vergleich von 

infizierten mit mechanisch verwundeten Pflanzen sollte zeigen, ob eine Akkumulation der 

Transkripte eine auf die Infektion spezifische Antwort darstellt (Abbildung 3-16). 

Während das Expressionsmuster von TRAMP nach Infektion und Verwundung relativ 

unverändert ist, führt der Kontakt mit dem Parasiten in der Tomatensproßachse zu einer 

Akkumulation der Transkripte von LeAqp2. Infolge einer Verletzung sinken hingegen die 

Transkriptmengen sogar. Auffallend ist, daß der Anstieg an LeAqp2 mRNA im infizierten 

Gewebe nur transient ist, und zwar mit einem Maximum schon 6 h nach Infektion, jedoch in 

Sproßabschnitten ohne Parasitenkontakt die mRNA-Konzentration stetig  anwächst. Dabei 

werden sogar höhere Spiegel erreicht als im direkten Infektionsbereich. 
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Abbildung 3-16: Expressionsanalyse von TRAMP- und LeAqp2-mRNA in Sprossen von Lycopersicon 
esculentum nach Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung über einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot 
(oben) mit Gesamt-RNA aus unbehandeltem Sproß (K), dem Wundbereich (WB), dem 
Infektionsbereich (IB), einem Sproßabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem Sproßabschnitt 
oberhalb des Infektionsbereiches (IS). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich. 
Quantifizierung der Expression in Relation zu unbehandelten Sproßachsen (Kontrolle, Expression = 1) 
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Unter der Annahme, daß in der kompatiblen Wirtspflanze Nicotiana tabacum eine zu LeAqp2 

homologe mRNA exprimiert wird, wurde in dem System Tabak-Cuscuta reflexa ebenfalls die 

Expression einer aquaporinhomologen mRNA nach Infektion untersucht. Vergleicht man die 

Expression im kompatiblen Wirt mit der in der inkompatiblen Pflanze wird deutlich, daß in der 

kompatiblen Pflanze die Expression einer aquaporinhomologen Sequenz sehr viel stärker 

induziert wurde. Die Konzentration an mRNA war innerhalb der ersten 24 h mindestens 4-5 mal 

so hoch als in den unbehandelten Kontrollen. Es ist sogar möglich, daß die mRNA-

Konzentration im weiteren Infektionsverlauf noch weiter ansteigt. 
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Abbildung 3-17: Expression einer homologen mRNA zu LeAqp2 im Infektionsbereich von Nicotiana 
tabacum nach Cuscuta reflexa-Infektion über einen Zeitraum von 24 h. Als Mengenabgleich diente 
Hybridisierung mit 28S rRNA. 

 

Die Expressionsstudien zeigen, daß die Interaktion von Parasit und Wirtspflanze, sei sie 

kompatibel oder inkompatibel, von einer Akkumulation einer aquaporinhomologen mRNA 

begleitet wird. Diese verstärkte Expression wird spezifisch durch die Infektion ausgelöst und 

stellt keine allgemeine Streßreaktion dar, da durch eine künstliche Verletzung als Modell eines 

exogenen Stresses keine veränderte Expression hervorgerufen werden konnte. Wenngleich in der 

inkompatiblen Tomate eine verstärkte Akkumulation beobachtet werden kann, ist offensichtlich, 

daß dieses nicht ein Teil der Abwehrreaktion darstellt, denn im kompatiblen Tabak fällt die 

Reaktion bei weitem stärker aus. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daß die Herstellung einer 
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funktionsfähigen Verbindung zwischen Parasit und Wirt die vermehrte Expression von 

Aquaporinen erfordert. Nach den Ergebnissen der Northern-Analysen gibt es keinen 

Zusammenhang zwischen der Expression von TRAMP-RNA und der Infektion durch C. reflexa. 

 

3.8.2 FUNKTIONSANALYSE VON TRAMP & LEAQP2 IM OOZYTENSYSTEM 

Die funktionelle Charakterisierung erfolgte durch Expression der cRNA von TRAMP und 

LeAqp2 in Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus leavis, da es sich um relativ große 

Einelzellen handelt. Allerdings spiegelt die gemessene Wasserpermeabilität die tatsächlichen 

Vorgängen in der Pflanze nicht korrekt wider. Über Schwellungsexperimente an Oozyten sollte 

gezeigt werden, ob die beiden mRNAs funktionelle Aquaporine codieren Die Untersuchungen 

wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgeführt, in der die verwendete Methode ausführlich 

dargestellt ist (UEHLEIN, 2000, Diplomarbeit). 

 

Die Oozyten wurden mit TRAMP- bzw. LeAqp2-cRNA transformiert und anschließend in 

hypotonischem Medium inkubiert. Aus der folgenden Volumenzunahme konnten die Wasserper-

meabilitätskoeefizienten Pf ermittelt werden. Dieser Wert gilt als Maß für die Transport-

geschwindigkeit von Wassermolekülen über eine Membran. 

Während die Wasserpermeabilität von TRAMP-transformierten Oozyten sich in gleichem Maße 

wie die der Kontrollen (Injektion von Wasser) veränderte, zeigten Zellen, in die LeAqp2-cRNA 

injiziert worden war, eine etwa 1,5fach höhere Durchlässigkeit für Wasser als die Kontrollzellen 

(Abbildung 3-18). 
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Abbildung 3-18: Relative Volumenzunahme in hypotonischem Medium (oben) und daraus ermittelte 
mittlere Pf-Werte (UEHLEIN, 2000) 

 

Weiterhin wurde der Einfluß von Quecksilber-Ionen auf die Wasserpermeabilität von TRAMP 

und LeAqp2 untersucht. Dabei sank die LeAqp2-vermittelte Permeabilität um ca. 20%. In 

TRAMP-transformierten Zellen und Kontrollen führte die Behandlung mit HgCl2 dagegen zu 

einer verstärkten Wasseraufnahme. 

 

Einige der bisher bekannten Aquaporine zeigen nicht nur eine erhöhte Permeabilität für Wasser, 

sondern vermitteln ebenso einen Transport von kleinen, neutralen Substanzen wie Glycerin oder 

Harnstoff (ISHIBASHI et al., 1997). Die physiologische Bedeutung eines gemeinsamen 

Transportprozesses ist allerdings bis heute noch unklar. 

Weder für TRAMP noch für LeAqp2 konnte in den Untersuchungen zur Selektivität eine 

gegenüber der Kontrolle veränderte Glycerinpermeabilität nachgewiesen werden. Als Vergleich 

dienten Oozyten, die mit dem bakteriellen Glycerintransporter GlpF aus E. coli (MAUREL et al., 

1994) transformiert waren. 
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Auf der Grundlage der vorliegenden Daten kann LeAqp2 als funktionelles Aquaorin angesehen 

werden. Jedoch sind die im Oozytensystem erreichten Wasserpermeabilitäten vergleichsweise 

gering. Während andere als funktionell charakterisierte Aquaporine aus Nicotiana tabacum oder 

Samanea saman 10-20fache Wasserpermeabilitätssteigerungen aufweisen (BIELA, 2000), liegt die 

Zuwachsrate für LeAqp2 nur bei etwa 45%. Die verhältnismäßig geringe Permeabilitätssteigerung 

durch LeAqp2-Expression ist eventuell durch in vivo vorhandene posttranslationelle Regulation 

des Proteins, wie sie für einige Aquaporine berichtet wurde, begründet. Aus der Sequenzanalyse 

von LeAqp2 ergab sich z.B. eine mögliche Phosphorylierungsstelle in der extrazellulären Schleife 

B. Kürzlich wurden zwei funktionelle Aquaporine der PIP1-Unterfamilie aus Zea mays 

beschrieben (CHAUMONT et al., 2000), die ebenfalls nur geringfügig die Wasserpermeabilität der 

Oozytenmembran erhöhen. 

Verschiedene Aquaporine pflanzlicher und tierischer Herkunft zeigen unter dem Einfluß von 

Quecksilberionen eine verminderte Wasserpermeabilität (MAUREL, 1997; BORGNIA et al., 1999). 

Als Ursache für den inhibitorischen Effekt des Schwermetalls werden Cysteine angesehen, was 

PRESTON et al. (1993) durch Austausch des Cysteins 189 in AQP1 gegen ein Serin nachweisen 

konnten. Trotz nachfolgender Studien, die die Cystein-vermittelte Quecksilbersensitivität 

bestätigten (DANIELS et al., 1994, 1996) ist der Mechanismus noch ungeklärt. Naheliegend ist eine 

Bindung der Hg2+-Ionen an die SH-Gruppe des Cysteins, wodurch eine Konformationsänderung 

des Aquaporinproteins ausgelöst werden kann (BARONE et al., 1997), die letztendlich zur 

Blockierung des Wassertransportes über die Pore führt. In der Proteinsequenz von LeAqp2 sind 

mehrere Cysteine enthalten, die Ursache der beobachteten Quecksilbersensitivität (bei 

0,2 mM HgCl2) sein könnten. 

In den Untersuchungen zur Selektivität von LeAqp2 konnte keine Glycerinpermeabilität 

festgestellt werden. Als mögliche strukturelle Voraussetzungen für eine erhöhte Permeabilität 

gegenüber Glycerin werden verschiedene Sequenzmotive diskutiert (BORGNIA et al., 1999). 

Entsprechende Proteine sind durch ein [GLYY]-Motiv in der Schleife C sowie ein 

[NPARD]-Motiv in der Schleife E anstelle von [NPARS] charakterisiert. Beide Motive sind in 

dem Aquaporin aus L. esculentum nicht enthalten, wodurch sich die Impermeabilität für Glycerin 

erklären läßt. 

Obwohl TRAMP die wesentlichen Strukturmerkmale eines Aquaporins beinhaltet, konnte es im 

Rahmen dieser Arbeit nicht als funktionelles Aquaporin identifiziert werden. Einerseits können 

diese Ergebnisse darauf beruhen, daß TRAMP zwar ein transmembranes Protein darstellt, das 

aber eine Permeabilität für andere Substanzen als Wasser aufweist. Weitere Gründe können wie 

im Fall von LeAqp2 posttranslationelle Modifikationen sein, die das Membranprotein erst in die 

für den Transport notwendige Konformation überführen. Auch sind aus der Literatur einige 
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Beispiele von Vertretern der PIP1-Unterfamilie bekannt, deren Aktivität in Oozyten eher gering 

war bzw. gar nicht erst nachgewiesen werden konnte. 

Letztendlich sind die im Oozytensystem gewonnenen Kenntnisse nur bedingt auf den 

pflanzlichen Organismus übertragbar, so daß die funktionelle Charakterisierung in planta 

notwendig bleibt. 

 

3.6.3 MÖGLICHE BEDEUTUNG VON CYTOSKELETT-KOMPONENTEN (B9 UND 

44) 

Zwei der isolierten Klone entsprechen Teilen von α- und β-Tubulin, den beiden Polypeptiden 

aus denen die Mikrotubuli zusammengesetzt sind. Die Bestandteile des Cytoskelettes erfüllen in 

der pflanzlichen Entwicklung sehr vielfältige, bisher nur teilweise verstandene Aufgaben. So sind 

die Mikrotubuli nicht nur an Zellteilungs- und Differenzierungsprozessen beteiligt, sondern 

bewirken auch ein koordiniertes Zellwachstum. Dabei wird die Richtung der Zellstreckung durch 

die Orientierung der kortikalen Mikrotubuli bestimmt. Die Zellwand wachsender Zellen enthält 

miteinander vernetzte Cellulosemikrofibrillen, die parallel zueinander und quer zur Ausrichtung 

der Zellsteckung angeordnet sind. Es wird weithin angenommen, daß die in der Membran 

integrierte Cellulosesynthase sich entlang der kortikalen Mikrotubuli bewegt und auf diese Weise 

eine geordnete Einlagerung neu gebildeter Mikrofibrillen ermöglicht wird (GIDDINGS UND 

STAEHELIN, 1991). Experimente, die zeigten, daß die Zerstörung der Mikrotubuli zu einem 

ungerichteten Zellwachstum führen, unterstützen diese Theorie (BASKIN et al., 1994). Betrachtet 

man die anatomischen Veränderungen in der Wirtspflanze, ist es also nicht verwunderlich, daß 

die Interaktion von C. reflexa und L. esculentum mit einer Akkumulation von Transkripten des 

Tubulins einhergeht. 

 

3.6.4 MÖGLICHE BEDEUTUNG EINES PUTATIVEN REVERSIBEL GLYCOSYLIER-
TEN POLYPEPTIDS (KLON 79) 

Die Sequenzanalyse für den Klon 79 (Identifikationsnummer AF286271, LeRGP1) ergab, daß 

Homologien zu den C-Termini bereits bekannter reversibel glycosylierter Polypeptide (RGP) 

bestehen. Die RGPs sind lösliche Proteine, die mit dem Golgi-Apparat assoziert vorliegen. 

Aufgrund ihrer Struktur wird vermutet, daß RGPs β-Glycosyltransferasen sind, die einzelne 

Zucker aus einer nukleosidischen Bindung auf ein Akzeptormolekül übertragen, das ein 

Intermediärprodukt in der Biosynthese von Polysacchariden sein könnte (SAXENA UND BROWN, 

1999). Es wird angenommen, daß diese Proteine an der Synthese von Xyloglucanen beteiligt sind. 
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Die Biosynthese der Zellwandpolysaccharide erfolgt zum einen an der Plasmamembran, wo der 

Komplex der Cellulose-Synthase lokalisiert ist, und andererseits im Golgi-Apparat. Diejenigen 

Polysaccharide, die nicht nur aus Glucose aufgebaut sind, werden im Golgi synthetisiert. Bei der 

Suche nach den Enzymen, die an der Biosynthese der Zellwandpolysaccharide beteiligt sind, 

zeigte sich, daß bestimmte Polypeptide reversibel UDP-Glucose, UDP-Xylose und UDP-

Galactose binden (DHUGGA et al., 1991, 1997; DELGADO et al., 1998). Diese Zucker stellen die 

Hauptbestandteile der Xyloglucane dar. Der Mechanismus der Glycosylierung ist bisher noch 

nicht vollständig geklärt, doch besitzen alle bisher bekannten RGPs eine Bindungsregion für 

nukleosidische Zucker (SAXENA UND BROWN, 1999). 

Falls sich die Funktion des vollständigen Proteins LeRGP1 als reversibel glycosyliertes Polypeptid 

bestätigt, sind nicht nur unmittelbar mit der Zellwand assoziierte Proteine von einer verstärkten 

Expression im Zuge der Infektion mit C. reflexa betroffen, sondern auch Proteine, welche die für 

eine Zellstreckung notwendigen Vorstufen von Polysacchariden liefern. 
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3.7  GENEXPRESSION VON ZELLWAND-ASSOZIIERTEN PROTEINEN 

3.7.1 CHARAKTERISIERUNG EINER XYLOGLUCAN-ENDOTRANSGLYCOSYLASE 

(XET) 

3.7.1.1 XYLOGLUCAN-ENDOTRANSGLYCOSYLASEN 

Xyloglucane sind ein wesentlicher Bestandteil der pflanzlichen Zellwand. Sie besitzen, wie die 

Cellulose, ein Rückgrat aus β-1,4-verknüpftten Glucoseresten. Diese sind durch unterschiedlich 

zusammengesetzte Mono-, Di- und Trisaccharidseitenketten modifiziert. Zunächst wurde 

angenommen, daß Cellulose und Xyloglucane nicht-kovalent über Wasserstoffbrücken 

miteinander verbunden sind. Jedoch zeigten Berechnungen zusammen mit biochemischen 

Studien, daß die Interaktion zwischen den beiden Polysacchariden weitaus komplexer sind. Die 

Struktur der Xyloglucane ermöglicht es, mehrere Cellulosemikrofibrillen miteinander zu 

vernetzen. Mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen der Zellwand konnte nachgewiesen 

werden, daß zwischen Cellulosemikrofibrillen und Xyloglucanen echte Verbindungen bestehen. 

Neueste Modelle gehen davon aus, daß die Mikrofibrillen durch Xyloglucane zum einen bedeckt, 

aber andererseits auch untereinander verknüpft werden, wodurch eine dreidimensionale, sehr 

starre Struktur gebildet wird (ROSE UND BENNETT, 1999). 

In wachsenden Zellen unterliegen die Xyloglucane einer regen Stoffwechselaktivität. Aus der 

Struktur der Zellwand ist ersichtlich, daß zunächst eine Auflockerung der Wand erfolgen muß, 

um überhaupt eine Ausdehnung zu ermöglichen. Damit die ursprüngliche Festigkeit 

wiederhergestellt werden kann, ist der nachfolgende Einbau neuer Polysaccharide notwendig. An 

der Spaltung und Modifizierung der Xyloglucane sind unterschiedliche Enzyme beteiligt, die 

Endo-1,4-β-glucanasen (EGasen), die Xyloglucan-Endotransglycosylasen (XETs) und die Exo-

Glycosylhydrolasen (Glycosidasen). 

XET-Aktivität wurde erstmals in den frühen 90ern beschrieben (FRY et al., 1992). Xyloglucan-

Endotransglycosylasen katalysieren die Spaltung und Religation von Xyloglucanmolekülen (s. 

2.12). Abhängig von dem jeweiligen Donor- und Akzeptormolekül sind sie für die 

Depolymerisierung, die Modifizierung bzw. den Einbau neu synthetisierter Xyloglucane in die 

pflanzliche Zellwand verantwortlich. Im Gegensatz zu EGasen und Glycosidasen besitzen XETs 

keine hydrolytische Aktivität, das bedeutet, das Wasser kein Akzeptor für das abgespaltene 

Xyloglucanfragment darstellt. 
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3.7.1.2 ISOLIERUNG DER VOLLÄNGEN-CDNA UND SEQUENZANALYSE 

Ausgehend von der Sequenz des cDNA-Fragmentes aus der subtraktiven Hybridisierung wurden 

Primer für die 5´- und 3´-„RACE“-PCR entwickelt und wie im Methodenteil beschrieben zur 

Synthese der 5´- und 3´-Enden der cDNA eingesetzt: 

 
GSP1 (5´-antisense Primer): 5´-TTCTTGTGGVGTGGCAGCTTCAC-3´ 

GSP2 (3´-sense Primer): 5´-GTTTGATCCAACCAAGGGCTACC-3´ 

 

Nach Klonierung und Sequenzierung der Produkte erfolgte die Isolierung der gesamten cDNA 

mittels PCR unter Verwendung von Primern, die sich aus dem 5´- bzw. 3´-Ende ableiteten 

(s. 2.9.2). Die PCR ergab ein Produkt von etwa 1,2 kb. In Abbildung 3-19 sind sowohl das PCR-

Produkt als auch die Struktur der cDNA mit dem codierenden Bereich dargestellt. Die ermittelte 

Sequenz ist identisch mit der von (OKAZAWA et al., 1993) aus L. esculentum isolierten Xyloglucan-

Endotransglycosylase. 

 

M 1 2 M 3
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dung 3-19: A Gelelektrophoretische Auftrennung der 5´- und 3´-RACE-Produkte (1,2) sowie der 
ändigen cDNA von LeEXT1 (3). B Struktur der cDNA mit codierender Region (rot), 
nslatierten Bereichen sowie einigen Restriktionsschnittstellen. 
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Aufgrund der Primärstruktur und enzymatischen Aktivität werden die XETs in 3 Subfamilien 

eingeteilt. Die LeEXT1 gehört der Subfamilie I an (NISHITANI, 1997). Alle bisher bekannten 

XETs besitzen N-terminal ein Signalpeptid, das sich typischerweise durch einen hohen Gehalt an 

hydrophoben Aminosäuren auszeichnet (Abbildung 3-20). Die Signalsequenz dient der Sekretion 

des Enzyms in den extrazellulären Raum und wird später abgespalten, um ein funktionsfähiges 

Protein zu erhalten. Nach Heijne (NIELSEN et al., 1997) wurde die Schnittstelle für das 

Signalpeptid bei Glycin (23) ermittelt. Im C-terminalen Abschnitt sind mehrere Cysteine zu 

finden, die die Bildung von di- oder oligomeren Formen des Enzyms ermöglichen. Es wird 

vermutet, daß solche Strukturen die XET-Aktivität regulieren könnten (NISHITANI, 1997). 

Sämtliche Mitglieder der der XET-Genfamilie enthalten die konservierte Aminosäuresequenz 

DEIDI/FEFLG, die auch in verschiedenen bakteriellen Endo-β-1,3-1,4-glucanasen als 

katalytische Domäne konserviert vorliegt (BORRISS et al., 1990). Diese Enzyme spalten ebenfalls 

β-1,4-Glycosylbindungen. Durch Mutagenese des ersten Glutamats zu Glutamin in der 

Xyloglucan-Endotransglycosylase TCH4 aus A. thaliana geht die enzymatische Aktivität verloren 

(CAMPBELL UND BRAAM, 1998). Diese Ergebnisse unterstützen die Annahme, daß es sich in 

diesem Motiv um die katalytische Domäne der XETs handelt. 

 

 

Abbildung 3-20: Hydrophobizitätsprofil von LeEXT1 nach dem Kyte & Doolittle-Algorithmus. Positive 
Bereiche zeigen relativ hydrophobe Abschnitte im Protein an. Auf dem X-Achsenabschnitt sind die 
Aminosäuren nach ihrer Reihenfolge numeriert. Innerhalb der ersten ca. 25 Aminosäuren zeichnet sich 
das Protein durch besondere Hydrophobie aus. 
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1 MGIIKGVLFSIVLINLSLVVFCGYPRRPVDVPFWKNYEPSWASHHIKFLNGGTTTDLILD
61 RSSGAGFQSKKSYLFGHFSMKMRLVGGDSAGVVTAFYLSSNNAEHDEIDFEFLGNRTGQP

121 YILQTNVFTGGKGNREQRIYLWFDPTKGYHSYSVLWNTYLIVIFVDDVPIRAFKNSKDLG
181 VKFPFNQPMKIYSSLWDADDWATRGGLEKTNWANAPFTASYTSFHVDGCEAATPQEVQVC
241 NTKGMKWWDQKAFQDLDALQYRRLRWVRQKYTVYNYCTDKARYPVPPPECTKDRDI

 

Abbildung 3-21: Aminosäuresequenz von LeEXT1 im 1-Buchstabencode. Das Signalpeptid ist blau 
hervorgehoben, die katalytische Domäne [DEIDFEFLGN] gelb. Es schließt sich eine Phosphory-
lierungsstelle unmittelbar an. Im C-terminalen Bereich sind mehrere Cysteine enthalten, die die 
Ausbildung von Oligomeren begünstigen. 

3.7.1.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR MRNA-EXPRESSION 

Zur Charakterisierung von LeEXT1 wurde die gewebsspezifische Expression dieser mRNA 

untersucht. Dazu wurde RNA aus Geweben verschiedener Organe isoliert und über Northern-

Hybridisierung analysiert. Während im Sproß die meisten Transkripte nachgewiesen werden 

konnten, wird LeEXT1 in der Wurzel nur sehr schwach exprimiert. Im Blatt und den 

untersuchten Fruchtstadien wurden keine Hybridisierungssignale detektiert. 
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Abbildung 3-22: Gewebsspezifische Expression von LeEXT1-mRNA. Hybridisierung von RNA aus 
Blättern, der Sproßachse, der Wurzel sowie zwei Fruchtstadien mit genspezifischer Sonde. Als 
Mengenabgleich diente die Hybridisierung mit 28S rRNA. 

 

In früheren Studien wurde gezeigt, daß LeEXT1 in sich streckenden Hypocotylabschnitten und 

während der Fruchtentwicklung akkumuliert wird (CATALÁ et al., 1997, 2000), d.h., in Geweben 

mit starkem Zellwachstum. Dagegen ist die Expression in der reifenden Frucht nicht mehr 

nachweisbar. Somit scheinen die untersuchten Früchte Entwicklungsstadien anzugehören, in 

denen die maximale Größe schon erreicht ist. Allerdings ist aus dem Northern Blot ersichtlich, 

daß LeEXT1 vorwiegend im Sproß Funktionen zu erfüllen hat. Aus der Tomate sind noch 

weitere XETs bekannt, die jedoch fruchtspezifisch exprimiert werden (DE SILVA et al., 1994). 
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Die Analyse des Expressionsmusters für LeEXT1 im Verlauf des ersten Infektionstages sollte 

Aufschluß darüber geben, wie stark und wie schnell die Expression von LeEXT1 nach Cuscuta-

Befall beeinflußt wird. Es wurde erneut die Infektion mit einer mechanischen Verwundung 

verglichen. 
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Abbildung 3-23: Expressionsanalyse von LeEXT1-mRNA in Sprossen von Lycopersicon esculentum nach 
Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung über einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot (oben) mit 
Gesamt-RNA aus unbehandeltem Sproß (K), dem Wundbereich (WB), dem Infektionsbereich (IB), 
einem Sproßabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem Sproßabschnitt oberhalb des 
Infektionsbereiches (IS). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich. Quantifizierung 
der Expression in Relation zu unbehandelten Sproßachsen (Kontrolle, Expression = 1) 

 

Wie die Northern-Hybridisierung zeigt, handelt es sich bei LeEXT1 um ein spezifisch auf die 

parasitische Infektion zurückzuführende Akkumulation des Transkripts. In verwundeten 

Pflanzen vermindert sich der Gehalt an spezifischer mRNA sogar kurz nach der Verletzung. Da 

die Konzentration an LeEXT1 mRNA schon 6 h nach Infektionsbeginn sehr stark erhöht ist, 

muß davon ausgegangen werden, daß das entsprechende Gen relativ früh aktiviert wird. 

Andererseits werden möglicherweise in der Tomate Reaktionen ausgelöst, wenn Parasit und 

Wirtspflanze nur in sehr losem Kontakt miteinander verbunden sind. Innerhalb der ersten 6 h ist 

kaum eine echte Anheftung des Parasiten an den Wirtssproß erkennbar. Das schnelle Absinken 

des Transkriptkonzentration im weiteren Verlauf der Infektion spricht für die Instabilität der 
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mRNA, auch wenn die Unterschiede in der Transkriptmenge zwischen 12 und 24 h nicht 

bedeutend sind. Von der Akkumulation an LeEXT1 mRNA scheint nicht nur der unmittelbare 

Infektionsbereich betroffen zu sein, denn auch in einem Sproßabschnitt ohne Kontakt zum 

Parasiten ist die Konzentration erhöht. 

 

Auch in einer kompatiblen Wirtspflanze, wie dem Tabak, akkumulieren im gleichen Zeitraum die 

Transkripte für eine zu LeEXT1 homologen XET. Auffallend ist, daß der Anstieg an spezifischer 

mRNA nicht transient ist, wie im Fall der inkompatiblen Tomate, sondern während der 

untersuchten 24 h relativ konstant bleibt. Außerdem scheint die Konzentration des 

entsprechenden Transkripts, insgesamt höher zu sein. 
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Abbildung 3-24: Expression einer zu LeEXT1 
homologen mRNA aus Nicotiana tabacum nach 
Cuscuta reflexa-Infektion über einen Zeitraum 
von 24 h. Als Mengenabgleich diente die 
Hybridisierung mit 28S rRNA. 

3.7.1.4 HETEROLOGE EXPRESSION IN E. COLI 

Zur Expression des LeEXT1-Proteins in Bakterien wurde die cDNA ohne Signalsequenz 

amplifiziert und kloniert. Nachdem die Sequenz des PCR-Produktes überprüft worden war, 

wurden sowohl der Expressionsvektor pGEX-4T2 als auch das Plasmid mit der LeEXT1-

Insertion mit den Restriktionsenzymen BamHI und Not1 behandelt. Anschließend wurden die 

Fragmente aufgereinigt und LeEXT1 in den Expressionsvektor ligiert. Die von pGEX-4T2 

codierte Glutathion-S-Transferase liegt mit LeEXT1 in einem Leseraster, so daß bei der 

Expression ein Fusionsprotein aus GST und der XET entsteht. Zunächst wurde das Konstrukt 

in den E. coli-Stamm TOP 10F´, für die Expressionsversuche allerdings in BL21-Zellen 
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transformiert. Diese Zellen zeichnen sich durch eine verminderte Proteaseaktivität aus, so daß 

rekombinante Proteine nicht abgebaut werden. 

Die Rekombinanten wurden wie im Methodenteil beschrieben kultiviert und die Produktion von 

Fusionsprotein durch Zugabe von IPTG induziert. Bei der Optimierung von Expressions-

temperatur und -dauer zeigte sich, daß, wenn überhaupt, das gewünschte Protein von einen 

Molekülgewicht von ca. 60 kDa erst bei Temperaturen zwischen 20 und 25°C gebildet wird und 

zwar erst nach 5-7 h (Abbildungen 3-25 und 3-26). Außerdem war der Anteil an Fusionsprotein 

im Vergleich zur reinen GST sehr gering, was auf einen Abbruch der Translation zu Beginn des 

gewünschten Proteins hinweist. Die Hauptmenge an rekombinantem Protein lag in Form von 

Einschlußkörpern vor, denn der Aufschluß des unlöslichen Rückstandes nach der Lyse der 

Bakterien enthielt wesentlich mehr Fusionsprotein als das Lysat. Allerdings war das Verhältnis 

zwischen GST und Fusionsprotein unverändert. Auch eine andere Medienzusammensetzung 

hatte keinen positiven Einfluß auf die Expression. 

1 2 3 4 M 5 6 7

GST-LeEXT1

GST

 

Abbildung 3-25: Expression von GST-LeEXT1 in E. coli. 1-4 Lösliche Fraktion nach 2-5 h Expression 
bei 25°C. 5-7 Unlöslicher Rückstand nach Zellyse nach 2-4 h Expression. Es wurden jeweils gleiche 
Anteile an Gesamtprotein aufgetragen. 
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Abbildung 3-26: Expression von GST-LeEXT1 in E. coli unter Verwendung verschiedener Medien. 
1-5 LB-Medium mit 1% NaCl (4, 5, 6, 7 und 24 h Expression). 6-9 LB-Medium mit 0,5% NaCl (4, 5, 6 
und 7 h Expression). 
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Wie sich nach Analyse der LeEXT1-Sequenz herausstellte, kann die Ursache für den Abbruch 

der Translation in der Codon-Struktur des Tomatenproteins liegen, da diese von der in E. coli 

verwendeten zum Teil stark abweicht. Besonders auffallend sind die Unterschiede in der 

Codonbenutzung für die Aminosäure Arginin. Während von allen in E. coli vorkommenden 

Codons nur 0,27% für AGA bzw. 0,16% für AGG stehen, die beide ein Arginin codieren, 

kommen, treten diese Codons bei L. esculentum fast zehnmal häufiger auf (1,52 bzw. 1,12). 

Ähnliches gilt für die Codons der Aminosäuren Leucin (CTA) und Isoleucin (ATA). Im Falle der 

LeEXT1-Sequenz liegt der Anteil an diesen Codons sogar noch höher (4,7% Arginin). Da schon 

in den ersten Aminosäuren des Proteins zwei Arginine enthalten sind, läßt sich der Abbruch 

direkt nach der GST erklären. Eine Möglichkeit, das Problem der unterschiedlichen 

Codonbenutzung zu umgehen, besteht im gezielten Austausch der entsprechenden Nukleotide. 

Allerdings wäre das in diesem Fall sehr aufwendig gewesen, denn es hätten mindestens 13 Basen 

verändert werden müssen. Deshalb wurde gemeinsam mit dem Expressionvektor ein Plasmid in 

E. coli eingebracht, das die Information für die tRNAs der Arginin-Codons enthält. AGA und 

AGG werden von der gleichen tRNA erkannt. Auf diese Weise konnte das Gleichgewicht 

zwischen Fusionsprotein und GST sehr in Richtung des ersteren verschoben werden 

(Abbildung 3-27). Die Expressionsbedingungen wurden erneut optimiert, wobei die größte 

Ausbeute bei einer Temperatur von 30°C über 2 h erzielt wurde. 
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Abbildung 3-27: Expression von GST-LeEXT1 in BL21-Zellen, die zusätzlich ein Plasmid für tRNAs 
der Arginincodons AGA und AGG enthalten. 1, 3 und 5 Expression bei 30°C (1, 2 und 3 h); 2, 4, 6 
Expression bei 37°C (1, 2 und 3 h) 

 

Nach Beendigung der Expression wurde das Fusionsprotein über Affinitätschromatographie an 

Glutathion-Sepharose aufgereinigt. Unter den Bedingungen des Herstellerprotokolls konnte 

jedoch nur ein geringer Anteil des Proteins gebunden als auch später wieder eluiert werden. 

Deshalb mußte der Elutionspuffer dahingehend geändert werden, daß der pH-Wert auf 9 erhöht 
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und außerdem ein nichtionisches Tensid zugesetzt wurde. Somit sollten unspezifische 

hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Protein und Matrix vermindert werden. Obwohl diese 

Versuche letztendlich erfolgreich verliefen, stand nach der Elution nicht ausreichend Protein für 

einen Enzymtest zur Verfügung (Abbildung 3-28). 
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Abbildung 3-28: Aufreinigung des Fusionsproteins GST-LeEXT1 über Glutathion-Sepharose. 
1 Rohextrakt; 2 Nicht gebundener Überstand; 3-5 Waschfraktionen; 6 Eluat. Es wurden jeweils 10 µl 
aufgetragen. 

 

Die Bindung des Fusionsproteins aus dem Lysat an die Sepharose konnte auch durch Zusatz von 

n-Octylglycosid nicht verbessert werden. Im Gegenteil, in den Waschfraktionen war sogar mehr 

Fusionsprotein als zuvor enthalten. Worauf diese Schwierigkeiten beruhen ist allerdings unklar. 

Möglicherweise liegt das Fusionsprotein in einer Tertiärstruktur vor, die eine effiziente Bindung 

der GST an das Glutathion verhindert und durch das Tensid nicht aufgehoben werden kann. 

 

3.7.1.5 XET-AKTIVITÄT 

Zur Bestimmung der XET-Aktivität wurden unterschiedliche Verfahren entwickelt. Sie beruhen 

alle auf der Übertragung eines Xyloglucanfragmentes auf ein Akzeptoroligosaccharid. Die 

Detektion der Produkte erfolgt entweder durch Radiometrie, Fluorometrie oder aufgrund einer 

Viskositätsänderung. Eine Übersicht der Methoden bietet FRY (1997). Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde die Enzymaktivität nach einem radiometrischen Verfahren bestimmt. 

 

Für die enzymatischen Analysen wurden Tomatenpflanzen mit Cuscuta reflexa-Sprossen infiziert 

und nach unterschiedlichen Zeitintervallen (6-60 h nach Infektionsbeginn) Gewebeproben aus 

den Infektionsbereichen als auch aus darüberliegenden Sproßabschnitten der Wirtspflanze 

entnommen. Nach der Aufarbeitung der Proben wurde ein Enzymassay angesetzt und die 

Produktmenge durch Szintillation vermessen. 
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In der Tomatensproßachse steigt die XET-Aktivität nach Cuscuta-Kontakt an, und zwar im 

unmittelbaren Infektionsbereich und im Gewebe, das keinen direkten Kontakt zum Parasiten 

hatte. Es scheint, daß schon nach 6 h die Enzymaktivität erhöht ist, allerdings sind die 

Unterschiede zur Kontrolle noch nicht auffällig. Im weiteren Verlauf der Infektion nimmt die 

Aktivität weiter zu, bis sie nach 24 h ein Maximum erreicht. Anschließend fällt sie wieder leicht 

ab, bleibt aber über den untersuchten Zeitraum stets höher als in den Kontrollpflanzen. 

Erstaunlich ist, daß systemisch, d.h., in darüberliegenden Sproßabschnitten, annähernd gleiche 

Werte gemessen wurden wie in der Kontaktzone Wirt/Parasit. Hingegen sind die anatomischen 

Veränderungen nach der Anheftung des Parasiten auf einen sehr kleinen Bereich begrenzt (SAHM 

et al., 1995).  
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Abbildung 3-29: XET-Aktivität in Lycopersicon esculentum nach Cuscuta reflexa-Infektion im 
Infektionsbereich und in Gewebe oberhalb des Infektionsbereiches (Systemisch). n = 3-7. 

 

Obwohl die Enzymassays für das rekombinante Protein über einen Zeitraum von 4-8 h 

durchgeführt wurden, konnte keine Enzymaktivität nachgewiesen werden. Einer der 

Hauptgründe für die fehlende Aktivität lag wahrscheinlich in der zu geringen Menge an Protein. 

In dem gewählten Expressionssystem war es nicht möglich, Protein im Maßstab von mehreren 

µg zu produzieren und zu reinigen, so daß in einem Reaktionsansatz maximal einige ng des 

gewünschten Enzyms enthalten waren. In der Literatur finden sich Angaben, daß rekombinantes 

TCH4, eine XET aus A. thaliana, nur eine sehr geringe spezifische Aktivität besitzt und in einem 

Assay deshalb bis zu 2 µg reines Protein eingesetzt werden mußten (PURUGGANAN et al., 1997). 

Außerdem war auch die Konzentration an markiertem Oligosaccharrid in den Versuchen bis zu 
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dreimal höher. Dennoch betrug die Aktivität nur 5% der des natürlich vorkommenden Enzyms. 

Hier wurden als Gründe unter anderem die denaturierende Aufreinigung aus Einschlußkörpern 

und anschließende Renaturierung angeführt, die einen negativen Einfluß auf die Aktivität haben 

können. Aus diesem Grund wurde für die Enzymtests nur mit Protein aus der löslichen Fraktion 

gearbeitet. Trotzdem ist nicht sicher, daß das Enzym in der für die Aktivität optimalen Struktur 

vorliegt, da in E. coli das Protein möglicherweise anders gefaltet wird. 

Disulfidbrücken können zur Stabilisierung der aktiven Konformation des Enzyms beitragen. 

Durch die Verwendung von reduzierenden Agenzien während der Aufreinigung kann die 

Ausbildung dieser Brücken vermindert sein, wodurch die Aktivität des Proteins ebenfalls 

beeinflußt wird. In ihrer Sequenz enthalten die XETs eine mögliche N-Glycosylierungsstelle in 

Nachbarschaft zur katalytischen Domäne. Für einige XETs wurde auch schon gezeigt, daß sie 

glycosyliert vorliegen (NISHITANI UND TOMINAGA, 1992; SCHRÖDER et al., 1998). Diese 

posttranslationelle Modifizierung könnte wesentliche Voraussetzung für eine Enzymaktivität sein. 

Schließlich verliert in Insektenzellen produziertes TCH4 nach N-Glycosidase-Behandlung 

jegliche Aktivität, was diese These unterstützt (CAMPBELL UND BRAAM, 1998). Allerdings 

existieren hierzu widersprüchliche Ergebnisse, denn die Überexpression einer XET aus Actinidia 

chinensis in E. coli scheint ohne Glycosylierung zu einem funktionellen Enzym zu führen 

(SCHRÖDER et al., 1998). Die Aktivität ist aber auch in diesem Fall eher gering. 

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, daß die fehlende Aktivität der rekombinanten 

LeEXT1 zum einen durch die geringe Proteinmenge, die eingesetzt wurde, zum anderen aber 

auch durch die Eigenschaften des prokaryotischen Expressionssystems bedingt sein kann. 

Vielmehr scheint ein eukaryotisches System wie die Insektenzellkultur geeignet, da sowohl 

Faltung als auch Glycosylierungsmuster dem natürlichen sehr nahe kommen. Außerdem kann 

eine weit bessere Ausbeute erzielt werden. 
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3.7.2 CHARAKTERISIERUNG EINER MÖGLICHEN POLYGALACTURONASE 

UNTEREINHEIT (KLON B11) 

Aus der Datenbankanalyse ergab sich, daß die abgeleitete Proteinsequenz dieses cDNA-Frag-

mentes vollkommen identisch mit dem C-Terminus eines Proteins aus L.esculentum, das durch das 

AROGP3-Gen (Aromatic Rich Amino Acid Glycoprotein) codiert wird, war (Abbildung 3-30). 

Dieses Protein weist hohe Ähnlichkeit zur β-Untereinheit der fruchtspezifischen Polygalacturo-

nase 1 (β-UE) auf, ein Enzym, das zu Beginn der Fruchtreifung verstärkt gebildet wird und aus 

ein oder zwei katalytischen Polypeptiden PG2 besteht, die vermutlich durch das Glycoprotein der 

β-Untereinheit miteinander verknüpft vorliegen. Ob es sich in diesem Fall tatsächlich um eine 

β-UE einer PG handelt, muß erst durch Isolierung der Vollängen-cDNA und Funktionsanalyse 

geklärt werden. Polygalycturonasen sind an der Modifizierung und dem Abbau von Pektin, eines 

der Hauptkomponenten der pflanzlichen Zellwand, beteiligt. Die β-Untereinheit stellt ein hit-

zestabiles, saures, stark glycosyliertes Protein dar, allerdings selbst ohne enzymatische Aktivität. 

Biochemische Studien sprechen dafür, daß die Untereinheit eher eine regulatorische Funktion auf 

die PG-Aktivität ausübt. Anhand der DNA-Sequenz der β-Untereinheit cDNA (#M98468) 

wurde die Struktur des Präcursorproteins postuliert, dargestellt in Abbildung 3-30 (ZHENG et al., 

1992). Es besteht aus 4 verschiedenen Domänen, einer N-terminalen Signalsequenz, einem N-

terminalen Propeptid, dem eigentlichen Protein und einer relativ großen C-terminalen 

Komponente. Wie viele Zellwand-assoziierte Proteine unterliegt das Präcursorprotein, bevor es 

aus der Zelle geschleust wird, im ER zahlreichen posttranslationalen Veränderungen wie 

Proteolyse und Glycosylierung. Für die Lokalisierung des reifen Proteins in der Zellwand ist 

möglicherweise der C-Terminus zuständig. Auch andere Funktionen werden noch diskutiert. 
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AROGP3 1 MHTKILLPSCILLLLLFTLSSLDVVVAKDGDESGNPFTPKGYLIRYWNKHVSNDLPKPWF
β-UE LePG1 1 MHTKIHLPPCILLLLLFSLPSFNVVVGGDG-ESGNPFTPKGYLIRYWKKQISNDLPKPWF

AROGP3 61 LLNKASPLNAAQYATYTKLVADQNAFTTHLQSFCSSANLMCALDLLPSLEKHKGDVHFVS
β-UE LePG1 60 LLNKASPLNAAQYATYTKLVADQNALTTQLHTFCSSANLMCAPDLSPSLEKHSGDIHFAT

AROGP3 121 YGDKNFTNYGTKESGLGFNSFKNYTEEENFPVNSFRRYGRDSP-HDNQFDNYGAPGGNTP
β-UE LePG1 120 YSDKNFTNYGTNEPGIGVNTFKNYSEGENIPVNSFRRYGRGSP-RDNKFDNYASDG-NVI

AROGP3 180 VQSFNSYSTNTPGGSGQFTNYAPGSNVPDLHFTSYSDHGTGGEQDFKSYGNDGNAGQ-QS
β-UE LePG1 178 DQSFNSYSTSTAGGSGKFTNYAANANDPNLHFTSYSDQGTGGVQKFTIYSQEANAGD-QY

AROGP3 239 FKSYGKDGNGADSQFTTYGNNTNVDGSDFTNYGEAANGENQNFTSYGFNGNNPASSFNNY
β-UE LePG1 237 FKSYGKNGNGANGEFVSYGNDTNVIGSTFTNYGQTANGGDQKFTSYGFNGNVPENHFTNY

AROGP3 299 GVGGNGPSEAFNSYRDQSNVGDDTFTTYVKDANGGEANFTNYGQSFNEGTDVFTTYGKGG
β-UE LePG1 297 GAGGNGPSETFNSYRDQSNVGDDTFTTYVKDANGGEANFTNYGQSFNEGTDVFTTYGKGG

AROGP3 359 NDPHINFKTYGVNNTFKDYVKDTATFSNYHNKTSQDLASLSEVNGGKKVNNRWIEPGKFF
β-UE LePG1 357 NDPHINFKTYGVNNTFKDYVKDTATFSNYHNKTSQVLASLMEVNGGKKVNNRWVEPGKFF

AROGP3 419 REKMLKSGTIMPMPDIKDKMPKRSFLPRAIAAKLPFSTSKIDELKKIFHAANDSQVAKMI
β-UE LePG1 417 REKMLKSGTIMPMPDIKDKMPKRSFLPRVIASKLPFSTSKIAELKKIFHAGDESQVEKMI

AROGP3 479 GDALSECERAPSPGETKQCVNSAEDMIDFATSVLGRNVVVRTTENTNGSKGNIMIGSIKG
β-UE LePG1 477 GDALSECERAPSAGETKRCVNSAEDMIDFATSVLGRNVVVRTTEDTKGSNGNIMIGSVKG

AROGP3 539 INGGKVTKSVSCHQTLYPSLLYYCHSVPKVRVYEADILDPNSKAKINHGVAICHVDTSSW
β-UE LePG1 537 INGGKVTKSVSCHQTLYPYLLYYCHSVPKVRVYEADILDPNSKVKINHGVAICHVDTSSW

AROGP3 599 GPRHGAFVALGSGPGKIEVCHWIFENDMTWATAD
β-UE LePG1 597 GPSHGAFVALGSGPGKIEVCHWIFENDMTWAIAD

 

Abbildung 3-30: Sequenzvergleich von AROGP3 aus Lycopersicon esculentum mit der β-Untereinheit der 
Polygalacturonase 1 aus L. esculentum. Der blau unterlegte Bereich entspricht der durch Subtraktion 
erhaltenen Sequenz. In der β-UE der PG1 aus Tomate ist die Signalsequenz durch Wellenlinie 
gekennzeichnet, das N-terminale Propeptid durch eine einfache Linie. Der C-Terminus ist grau 
unterlegt. Gelb markierte Motive stellen mögliche Glycosylierungsstellen dar. 

 

In der Hybridisierung mit der 32P-markierten cDNA-Sequenz aus der Subtraktion (Abbil-

dung 3-31) zeigte sich, daß in infiziertem Gewebe die mRNA Konzentration für die putative 

β-Untereinheit einer Polygalacturonase ansteigt und schon 6 h nach Infektionsbeginn ein Maxi-

mum erreicht, um anschließend wieder auf einen der Kontrolle vergleichbaren Wert zu fallen. In 

benachbarten Sproßabschnitten bleibt die Expression annähernd unverändert. Auch in diesem 

Fall hatte die mechanische Verwundung keinen Einfluß auf die Expression, d.h., in der Akku-

mulation der β-UE der PG ist eine spezifische Antwort der Tomate auf den Befall mit C.reflexa 

zu sehen. Eine transiente Expression der β-UE wurde auch in der reifenden Frucht beobachtet 

und mit der späteren Assoziation der eigentlich enzymatisch aktiven PG2, die erst nachfolgend 

sekretiert wird, erklärt (ZHENG et al., 1992). Inwieweit sie eine Abwehrreaktion darstellt, läßt sich 
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allerdings nicht sagen, da eine erhöhte PG-Aktivität, die durch die β-UE reguliert zu sein scheint, 

zum einen in Zusammenhang gebracht wird mit Prozessen wie Reifung, Organabszission, zum 

anderen aber auch mit Zellstreckung (PRESSEY UND AVANTS, 1977; SITRIT et al., 1999). 
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Abbildung 3-31: Expressionsanalyse von AROGP3-mRNA in Sprossen von Lycopersicon esculentum nach 
Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung über einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot (oben) mit 
Gesamt-RNA aus unbehandeltem Sproß (K), dem Wundbereich (WB), dem Infektionsbereich (IB), 
einem Sproßabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem Sproßabschnitt oberhalb des 
Infektionsbereiches (IS). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich. Quantifizierung 
der Expression in Relation zu unbehandelten Sproßachsen (Kontrolle, Expression = 1) 

 

In der Northern-Analyse einer zu AROGP3 homologen mRNA in der kompatiblen Wirtspflanze 

N. tabacum wurden keine Signale erhalten, was eventuell auf den geringen Anteil einer 

entsprechenden mRNA in der Gesamt-RNA zurückzuführen ist. 
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3.7.3 CHARAKTERISIERUNG EINER EXPANSINHOMOLOGEN SEQUENZ (KLON 

29) 

Das cDNA-Fragment 29 codiert für einen Teil eines Proteins, das große Homologie zu einem 

α-Expansin aus N.tabacum (LINK UND COSGROVE, 1998) aufweist. In der Genbank des NCBI ist 

die Nukleotidsequenz unter der Nummer AF218775 veröffentlicht und wurde mit LeExp11 

bezeichnet. 

3.7.3.1 EXPANSINE 

Expansine wurden als eine Gruppe von Proteinen identifiziert, denen die Vermittlung des pH-

abhängigen Zellwachstums zugeschrieben wird. Die Theorie der säurevermittelten Expansion 

besagt, daß lebende Zellen oder isolierte Zellwände im sauren Milieu ein verstärktes Wachstum 

zeigen. Daß dieser Prozess nicht auf einen unmittelbaren Einfluß des pH-Wertes zurückzuführen 

ist, sondern auf der Wirkung von Proteinen beruht, konnte durch denaturierende Behandlung 

von Zellwänden nachgewiesen werden, da auf diese Weise die beschriebene Eigenschaft verloren 

ging (COSGROVE, 1989). Eine hohe Expansinaktivität findet sich vor allem in schnell 

wachsendem Gewebe (COSGROVE UND LI, 1993; CATALÁ et al., 2000). Obwohl Expansine keine 

enzymatische Aktivität besitzen, wirken sie nur in katalytisch geringen Mengen. Inzwischen lassen 

sich die Expansine in zwei unterschiedliche Familien unterteilen, die α- und β-Expansine, wobei 

das im Zusammenhang mit der Cuscuta-Infektion isolierte den α-Expansinen zuzurechnen ist. 

Die Abbildung 3-32 stellt die Einordnung von LeExp11 in den Stammbaum der bereits 

bekannten α-Expansine dar. 
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NtExp5   N. tabacum

LeExp2   L. esculentum

CsExp1   C. sativus
LeExp5   L. esculentum

AtExp5   A. thaliana

NtExp4   N. tabacum
LeExp11  L. esculentum

CsExp2    C. sativus
LeExp1    L. esculentum

LeExp18  L. esculentum

LeExp4    L. esculentum

LeExp3    L. esculentum

NtExp2    N. tabacum

NtExp1    N. tabacum

I

II

III

IV

 

Abbildung 3-32: Einordnung von LeExp11 innerhalb der bereits bekannten Unterfamilien der 
Expansine aufgrund von Homologievergleichen (modifiziert nach CATALÁ et al., 2000). 

3.7.3.2 SEQUENZANALYSE UND UNTERSUCHUNGEN ZUR MRNA-
EXPRESSION 

Aufgrund von Vergleichen mit bekannten Expansinen konnte festgestellt werden, daß die von 

der teilweise identifizierten Sequenz LeExp11 abgeleitete Aminosäuresequenz der katalytischen 

Domäne des Proteins angehört. Ähnlich wie andere in der Zellwand lokalisierte Proteine sind 

auch Expansine aus mehreren Teilen aufgebaut. So trägt der N-Terminus ein für die Sekretion 

verantwortliches Signalpeptid, ihm schließt sich der katalytische Bereich an, während der C-

Terminus durch eine Reihe konservierter Tryptophane an die Cellulose-bindende Domäne von 

Cellulasen erinnert (Abbildung 3-33). Der wahrscheinlich katalytische Teil beinhaltet mehrere 

konservierte Cysteine, die möglicherweise der Disulfidbrückenbildung dienen, sowie ein „HFD“ 

Motiv. Auch im möglichen Protein LeExp11 lassen sich diese Merkmale finden. In der Familie 

der 45-Glycosylhydrolasen gilt diese Sequenz als Schlüssel für die katalytische Aktivität. 

Allerdings konnte für Expansine eine solche Aktivität nicht nachgewiesen werden.  
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P11 1 ------------------------------------------------------------
p2 1 ---MANIGILALGFIFGFCNLFFNANGFSASGWQSAHATFYGGADASGTMGGACGYGNLY
p2 1 ---MEKLPFAFAFFLALSNFFFLFVNAFTASGWAPAHATFYGESDASGTMGGACGYGNLY
p9 1 --MEILKFFLIIILVILVGVEGRIPGVYSGGSWQNAHATFYGGSDASGTMGGACGYGNLY
p1 1 MGIIIFILVLLFVDSCFNIVEGRIPGVYSGGSWETAHATFYGGSDASGTMGGACGYGNLY

P11 1 ------------TALFNDGASCGQCYKIMCDYNQDSKWCIKG-TSITITATNFCPPNFAL
p2 58 STGYGTNTAALSTALFNDGGSCGQCYKIMCDYNQDPKWCRKG-TYVTITATNFCPPNYAL
p2 58 QTGYGTRTAALSTALFNDGASCGQCFKIICDYKTDPRWCIKG-ASVTITATNFCPPNYAL
p9 59 SQGYGVNNAALSTALFNNGLSCGACFEIKCDNQP--QWCHPGSPSILITATNFCPPNYAL
p1 61 SQGYGVNTAALSTALFNNGLSCGACFELKCTNTPNWKWCLPGNPSILITATNFCPPNYAL

P11 48 PSNNGGWCNPPRPHFDMAQPAWEKIGIYRGGIVPVM------------------------
p2 117 PSNNGGWCNPPRPHFDMAQPACENIGIYRGGIVPVLYQRIPCVKKGGVRFTINGRNYFEL
p2 117 PNNNGGWCNPPLKHFDMAQPAWQKIGIYRGGIIPVLYQRVPCKKRGGVRFTVNGRDYFEL
p9 117 PNDNGGWCNPPRTHFDLAMPMFLKIAEYRAGIVPVVYRRVPCRKQGGIRFTINGFSYFNL
p1 121 PNDNGGWCNPPRPHFDLAMPMFLKLAQYRAGIVPVTYRRIPCRKQGGIRFTINGFRYFNL

P11 ------------------------------------------------------------
p2 177 LMISNVGGAGSVQSVQIKGSKS-NWMTMSRNWGANWQSNAYLNGQPLSFKVTTTDGVTKT
p2 177 VLITNVGGAGDIKSVSIKGSKSSNWTPMSRNWGANWQSNSYLNGQSLSFKVTTSDGQVQV
p9 177 ILVTNVAGAGDITKVMVKGTRT-NWITLSRNWGQNWQTNSVLVGQSLSFRVTASDKRKST
p1 181 VLITNVAGAGDIIKVWVKGTKT-NWIPLSRNWGQNWQSNAVLTGQSLSFRVKASDHRSST

P11 ----------------------
p2 236 FLNAISSNWNFGQTYSTSINF-
p2 237 FNNVVPSSWRFGQTFASKVQFS
p9 236 SWNIAPSHWQFGQTFVGKNFRV
p1 240 SWNMVPSHWQFGQTFIGKNFKI

ildung 3-33: A Struktur eines Expansins anhand von CsExp1 (COSGROVE, 1997b). N-terminales 
alpeptid, die zentrale katalytische Region mit konservierten Motiven sowie der C-Terminus sind 
orgehoben. B Sequenzvergleich verschiedener β-Expansine. Aufgrund der Homologie von 
xp11 zu NtExp2 und CsExp2 erfolgte die Einordnung in Klasse III. Konservierte Cysteine sowie 
HFD-Motiv aus bakteriellen EGasen im katalytischen Bereich sind gelb gekennzeichnet. Die 

ptophane (W) innerhalb des C-Terminus erinnern an Cellulose-bindende Domänen. 
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Wie in Abbildung 3-34 zu sehen ist, sind sowohl Infektion als auch mechanische Verwundung 

mit einer Akkumulation von LeExp mRNA verbunden, wobei die Reaktion infolge des Parasi-

tenbefalls wesentlich deutlicher ausfällt. Eine Erhöhung der Transkriptmenge ist nicht nur auf 

den direkten Infektionsbereich beschränkt, sondern zeigt sich in gleicher Weise auch in darüber-

liegenden Bereichen des gleichen Internodiums mit einem Maximum nach 6 h und einem im 

weiteren Verlauf allmählich absinkenden Spiegel. Die Expression eines Expansins legt eine Asso-

ziation mit der im Infektionsbereich beobachteten Zellstreckung nahe, da diese Proteine ver-

mehrt in wachsendem Gewebe nachgewiesen wurden und sie u.a. für die Auflockerung der Zell-

wand, die erst den Einbau neuer Strukturkomponenten wie Xyloglucane oder Cellulose ermög-

licht, verantwortlich gemacht wird. Wie die Expression in verwundeten Pflanzen erklärt werden 

kann, ist allerdings unklar. Im Northern Blot von Tabak-RNA konnte keine Veränderung der 

Transkriptmengen einer LeExp11 homologen mRNA nach Cuscuta-Befall festgestellt werden. 
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Abbildung 3-34: Expressionsanalyse von LeExp11-mRNA in Sprossen von Lycopersicon esculentum nach 
Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung über einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot (oben) mit 
Gesamt-RNA aus unbehandeltem Sproß (K), dem Wundbereich (WB), dem Infektionsbereich (IB), 
einem Sproßabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem Sproßabschnitt oberhalb des 
Infektionsbereiches (IS). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich. Quantifizierung 
der Expression in Relation zu unbehandelten Sproßachsen (Kontrolle, Expression = 1) 
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3.7.4 MÖGLICHE BEDEUTUNG EINES CELLULASE-HOMOLOGEN PROTEINS 

Aufgrund von Datenbankanalysen stellte sich heraus, daß ein Klon aus der Subtraktions-

bibliothek mit der Cellulose-bindenden Domäne (CBD) einiger Endo-β-1,4-Glucanasen in 

weiten Teilen übereinstimmt. 

 
LeEG 491 HSGYNQLLPVVPDPKPTPKPAPRTKVTPAP------RPRVLPVPANAH---VTIQQRATS
FaEG3 494 QSSYNQLLPVVTSQ---PKQTPVPKLTP-----------AAPASTSGP---IAIAQKVTS
DdCelB 391 --SSSEIETPTPTETDTPTPTPSSSSSEGSGSSSETQPPITPPPTTGTSCLAQVQQKVIN

sh69 1 ------------------------------------------RYG-DSYVFPAWINSLPT
LeEG 542 SWALNGKTYYRYSAVVTNKSGKTVKNLKLSIVKLYGPLWGLTKYG-NSFIFPAWLNSLPA
FaEG3 537 SWVSKGVTYYRYSTTVTNKSGKTLNNLKLTISKLYGPLWGLTKTG-DSYVFPSWLNSLPA
DdCelB 449 SWINGEVDHYIQVEATIVNQGSTP-ISSFNFYSDAEQIWSVEKTGTNTYKLPSWFSTIPV

sh69 18 GKSLEFVYIHTANSPAVVSVSSYTLD
LeEG 601 GKSLEFVYIHTA-SPAIVSVSSYTLV
FaEG3 596 GKSLEFVYIHAA-SAANVLVSSYSLA
DdCelB 508 GGSHTFGYIVKSAELSDLEGVQYTC-

Abbildung 3-35: Sequenzvergleich von Endo-β-1,4-glucanase-CBDs aus Lycopersicon esculentum, Fragaria 
x ananassa und Dyctyostelium discoideum mit der cDNA-Sequenz 69. Bereiche mit starker Homologie sind 
fett gedruckt. Die Tryptophane (W) werden für die Cellulosebindung verantwortlich gemacht. 

 

Endoglucanasen (EGasen) sind Enzyme, die 1,4-β-D-Glucanbindungen von Polysacchariden, 

wie Cellulose und Xyloglucane, spalten. Sie kommen in Bakterien, Pilzen und Pflanzen vor und 

bestehen aus mehreren hinsichtlich ihrer Struktur und Funktion sehr unterschiedlichen 

Einheiten. Entsprechend ihrer katalytischen Domäne werden mindestens 6 verschiedene 

Familien unterschieden, wobei alle bisher beschriebenen pflanzlichen EGasen der Familie E 

zugerechnet werden. Mikrobielle EGasen des Typs E besitzen im Gegensatz zu den meisten 

pflanzlichen eine Cellulose-bindende Domäne, die es ihnen ermöglicht kristalline Cellulose 

abzubauen (BEGUIN, 1990). Die abgeleitete Aminosäuresequenz des Klons SH69 weist wie einige 

andere kürzlich isolierte EGasen aus der Erdbeere (TRAINOTTI et al., 1999) sowie der Tomate  

(CATALÁ UND BENNETT, 1998). Ähnlichkeit zu solch einer CBD aus dem Mikroorganismus 

Dyctiostelium discoideum auf. Es wurde vermutet, daß dieses für Pflanzen ungewöhnliche 

Strukturmerkmal auf das Substrat des Enzyms zurückzuführen ist. So könnten in diesem Fall 

Xyloglucane gespalten werden, die die Cellulosemikrofibrillen der Zellwand vernetzen und deren 

Rückgrat ebenfalls aus 1,4-β-verknüpften Glucoseresten aufgebaut ist (TRAINOTTI et al., 1999). 

Inwieweit es sich bei der in Zusammenhang mit dem Parasitenbefall isolierte cDNA um eine 

Endoglucanase handelt, kann nur durch Charakterisierung der vollständigen cDNA und einen 

entsprechenden Funktionsnachweis geklärt werden, da das Vorhandensein einer putativen CBD 

noch keinen Rückschluß auf die tatsächliche Funktion des Proteins zuläßt. 
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EGase mRNA wird bei allen physiologischen Prozessen, die von einer Veränderung der Zell-

wandstruktur betroffen sind, verstärkt akkumuliert. So wurde ein Anstieg an spezifischer mRNA 

und eine erhöhte Enzymaktivität in wachsenden Zellen und während der Fruchtreifung 

beobachtet (CATALÁ et al., 1997, 2000). Bestätigt sich also, daß die mRNA eine Endoglucanase 

codiert, könnte die verstärkte Expression zusammen mit anderen bereits beschriebenen 

Proteinen die charakteristischen Zellstreckungen in den Infektionsbereichen der 

Tomatensproßachse verursachen. 

 

* 

 

Die vorgenommene funktionelle Einordnung der diskutierten mRNAs in den Infektionsprozeß 

beruht zum großen Teil auf Vermutungen. Aufgrund des zeitlichen Aufwands sowie der 

Tatsache, daß nicht alle spezifischen mRNAs mit der gewählten Technik der Northern-Analyse 

erfaßt werden konnten, wurden nur einige Gene in ihrem Expressionsmuster näher untersucht. 

Deshalb beziehen sich viele Aussagen über die Genexpression auf die zunächst durchgeführte 

Durchmusterung der subtrahierten cDNA-Bibliothek. Diese Ergebnisse lassen aber keine 

quantitativen Aussagen zu und sind eher als Hinweis auf eine differentielle Genexpression 

anzusehen. Weiterhin stellen die meisten der erhaltenen Klone nur Teile der codierenden Region 

dar, so daß sich die Vergleiche mit bereits bekannten Sequenzen auf diesen Bereich beschränken, 

für eine Funktionszuordnung jedoch die vollständige Sequenz betrachtet werden sollte. Um 

letztendlich die Bedeutung einer Akkumulation bestimmter Transkripte im Infektionsverlauf 

klären zu können, ist bei Enzymen beispielsweise ein Nachweis der entsprechenden 

Proteinfunktion in vitro notwendig. Anschließend muß diese Funktion und deren Rolle in der 

Pflanze bestätigt werden, was u.a. durch die Ausschaltung des jeweiligen Gens durch antisense-

Konstrukte möglich sein könnte. Für Proteine, die vermutlich in die Signaltransduktion involviert 

sind, sollten Wechselwirkungen mit anderen Proteinen untersucht werden, damit die betroffenen 

Signalketten weiter charakterisiert werden können. 
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3.8  PHYTOHORMONE IN DER INTERAKTION VON PARASIT UND WIRTS-
PFLANZE 

Um eine funktionsfähige parasitische Beziehung herstellen zu können, müssen Wirt und 

phanerogamer Parasit miteinander kommunizieren. In allen Phasen der Interaktion, angefangen 

vom Erkennen der Wirtspflanze bis zur Steuerung der für die Haustorienbildung notwendigen 

physiologischen Prozesse, ist ein Austausch von Signalen zwischen beiden Pflanzen erforderlich. 

Dabei stellen Phytohormone mit ihren vielfältigen Wirkungen im pflanzlichen Stoffwechsel 

geeignete Signalstoffe dar. 

Die Rolle von Auxinen in der Wechselwirkung des Parasiten Cuscuta mit kompatiblen als auch 

inkompatiblen Wirtspflanzen wurde schon mehrfach untersucht (GUSTAVSON, 1946; LIBBERT 

UND URBAN, 1967; IHL et al., 1981; LÖFFLER et al., 1999). In Impatiens balsamea und Helianthus 

annuus ruft eine Infektion mit Cuscuta polygonorum sowohl ein intensives Zellwachstum als auch 

eine vermehrte Zellteilung hervor. GUSTAVSON konnte zeigen, daß diese Gewebeveränderungen 

mit einem erhöhten Auxingehalt in der Wirtspflanze und dem Parasiten einhergehen. Die durch 

Cuscuta lupuliformis induzierte Adventivwurzelbildung an Coleus blumei ließ sich ebenfalls auf die 

Wirkung von Indolessigsäure zurückführen (LIBBERT UND URBAN, 1967). 

Da die inkompatible Interaktion zwischen Cuscuta reflexa und Lycopersicon esculentum u.a. durch 

auffällige Zellstreckungen im Wirtsgewebe charakterisiert ist (SAHM et al., 1995), stellte sich 

natürlich auch hier die Frage nach der Beteiligung von Phytohormonen. Untersuchungen von 

LÖFFLER et al. (1999) konzentrierten sich dabei auf die Auxine, da diese Hormonklasse als 

wesentlicher Vermittler der Zellstreckung bekannt ist (RAYLE UND CLELAND, 1992; CLELAND, 

1995). Im Infektionsbereich konnte ein Anstieg an freier Indolessigsäure (IES) festgestellt 

werden, der zeitlich mit dem Zellstreckungswachstum korrelierte. Außerdem konnten die 

gleichen anatomischen Veränderungen auch durch Injektion von IES-Lösungen bestimmter 

Konzentration hervorgerufen werden. Die Ergebnisse von LÖFFLER führten zur Hypothese eines 

Auxintransports vom Parasiten zum Wirt. 
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3.8.1 EINFLUß VON AUXIN AUF DIE GENEXPRESSION 

Wegen der augenscheinlichen Bedeutung der Indol-3-essigsäure im Infektionsverlauf wurde der 

Einfluß von IES auf die Genexpression einiger mRNAs im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

näher untersucht. Dazu wurde auf Tomatensprosse in Lanolin suspendierte IES aufgetragen und 

nach unterschiedlichen Zeitintervallen (1,5; 3 und 6 h) Gewebeproben für Northern-Analysen 

entnommen. Als Kontrolle wurden Pflanzen verwendet, die nur mit Lanolin behandelt worden 

waren. Da bei einer IES-Konzentration von 5 µM noch keine Veränderung im Expressions-

muster der untersuchten Gene feststellbar war, wurde die Konzentration auf 10 µM erhöht. Die 

aufgetragene Menge wurde an die durchschnittliche Kontaktfläche zwischen Parasit und 

Wirtssproß angepaßt.  

Die Untersuchung der Genexpression nach IES-Behandlung beschränkte sich auf Gene, deren 

Aktivität vermutlich mit den beobachteten Zellstreckungen im Wirtsgewebe in Zusammenhang 

stehen. Zum einen handelte es sich um die Xyloglucanendotransglycosylase LeEXT1 sowie das 

putative Aquaporin LeAqp2. 

 

Wie die Abbildung 3-36 zeigt, steigt die Transkriptmenge von LeEXT1 im Vergleich zur 

Kontrolle innerhalb der ersten drei Stunden nach Auxin-Applikation, bleibt dann aber im 

weiteren Verlauf auf diesem leicht erhöhten Spiegel. Dieses Ergebnis stimmt mit Arbeiten von 

CATALÁ et al. (1997) überein, die den Einfluß von 2,4-D, einem synthetischen Auxin, auf die 

Expression von LeEXT1 im Hypocotyl von Tomaten untersuchten. In den Auxin-behandelten 

Hypocotylsegmenten konnte eine allmähliche Akkumulation an LeEXT1 mRNA festgestellt 

werden, die nach 6 h in einem mit den hier gezeigten Ergebnissen vergleichbaren Bereich liegt. 

Erst nach 12 h wurde ein Maximum erreicht. Vermutlich steigt also auch nach Auftragen von 

Auxin auf den Sproß die spezifische mRNA-Konzentration weiter an. Da jedoch der Befall durch 

C. reflexa schon nach 6 h zu einer deutlichen Erhöhung der Transkriptmengen im Wirtsgewebe 

führt (siehe 3.9.3), kann die veränderte Genexpression nicht allein durch eine Auxin-vermittelte 

Reaktion erklärt werden. Für LeEXT1 ist bekannt, daß die Expression nicht nur durch Auxine, 

sondern auch durch Brassinolide reguliert werden kann (CATALÁ et al., 1997). Somit könnten 

neben der IES auch diese Phytohormone für die verstärkte Expression infolge der Infektion 

verantwortlich sein. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde allerdings nur untersucht, ob 

Brassinolide generell an den Veränderungen im Wirtssproß beteiligt sind (s.u.). 
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Abbildung 3-36: Einfluß von Auxin (IES) auf die LeEXT1 Genexpression in Sprossen von Lycopersicon 
esculentum über einen Zeitraum von 6 h. Northern Blot (oben). Sproßbereiche wurden mit Lanolin allein 
(Kontrolle) bzw. Lanolin mit 10 µM IES behandelt. Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als 
Mengenabgleich. Quantifizierung der Expression (unten; Kontrolle, Expression = 1). 

 

Auch die Expression von LeAqp2 ist nach Auxin-Behandlung der Tomate verstärkt (Abbildung 

3-37). Während nach 90 Minuten noch keine Veränderung hinsichtlich der spezifischen mRNA-

Konzentration festzustellen ist, zeigt sich nach 3 h ein Maximum mit einer Verdopplung der 

Transkriptmenge gegenüber den Kontrollen. Nach weiteren 3 h ist die LeAqp2-Konzentration 

wieder stark abgefallen, und zwar auf einen niedrigeren als den Kontrollwert. 

Die Regulation der LeAqp2-Expression durch IES korreliert mit der nach Cuscuta-Befall 

gefundenen Akkumulation der mRNA. In beiden Fällen kommt es zu einem transienten Anstieg 

der mRNA im Infektionsbereich bzw. behandelten Gewebe. Der Einfluß des Auxins auf die 

Transkription von LeAqp2 kann als ein Hinweis auf die Funktion des entsprechenden Proteins 

im Zellstreckungsprozeß gedeutet werden. Natürlich muß die scheinbare transkriptionelle 

Kontrolle durch Auxine noch durch Promoterstudien überprüft werden. 



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

103

LeAqp2

rRNA

K
on

tro
lle

10
 µ

M
  I

E
S

K
on

tro
lle

10
 µ

M
  I

E
S

K
on

tro
lle

10
 µ

M
  I

E
S

1,5 3 6

Zeit [h]  

0

0,5

1

1,5

2

2,5

1,5 3 6

Zeit [h]

re
lat

iv
e 

E
xp

re
ss

io
n 

 L
eA

qp
2

Kontrolle
10 µM IES

 

Abbildung 3-37: Einfluß von Auxin (IES) auf die LeAqp2 Genexpression in Sprossen von Lycopersicon 
esculentum über einen Zeitraum von 6 h. Northern Blot (oben). Sproßbereiche wurden mit Lanolin allein 
(Kontrolle) bzw. Lanolin mit 10 µM IES behandelt. Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als 
Mengenabgleich. Quantifizierung der Expression (unten; Kontrolle, Expression = 1). 

 

3.8.2 INTERAKTION DES PARASITEN CUSCUTA REFLEXA MIT HORMON-
INSENSITIVEN MUTANTEN DER GATTUNG LYCOPERSICON 

Wie die Arbeiten von LÖFFLER et al. (1999) und die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, spielen 

Auxine in der Wechselwirkung zwischen Parasit und Wirtspflanze eine bedeutende Rolle. Um zu 

klären, inwieweit diese Phytohormone für die Abwehr der Tomate gegenüber C. reflexa relevant 

sind, sollte das Verhalten von hormoninsensitiven Mutanten nach Parasitenbefall näher 

betrachtet werden. Wenn Auxine einen Beitrag zur Inkompatibilität der Tomate leisten, müßten 

die Mutanten zumindest eine abgeschwächte Abwehrreaktion zeigen. 

Die erstmals von ZOBEL (1972; 1973, 1974) beschriebene Mutante diageotropica (dgt) von 

Lycopersicon esculentum MILL. zeigt aufgrund ihrer verminderten Empfindlichkeit für Auxin 

vielfältige Phänotypen wie horizontales Sproß- und Wurzelwachstum, abnormales vaskuläres 

Gewebe, veränderte Blattmorphologie und fehlende laterale Wurzeln. Diese charakteristischen 

Merkmale beruhen nicht auf einem verminderten Transport oder einem veränderten Meta-
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bolismus (KELLY UND BRADFORD, 1986; DANIEL et al., 1989), sondern vielmehr auf dem Eingriff 

in Signaltransduktionsmechanismen (MITO UND BENNETT, 1995; COENEN UND LOMAX, 1998). 

Bislang ist jedoch das von der dgt Mutation betroffene Gen noch nicht identifiziert. 

Neben der diageotropica Mutante wurde weiterhin eine brassinosteroid-insensitive Mutante von 

Lycopersicon pimpinellifolium (curl-3) in die Untersuchungen miteinbezogen. Brassinosteroide sind 

Phytohormone, die wie die Auxine auf das Zellstreckungswachstum wirken (CLOUSE UND SASSE, 

1998). Im Wurzelinhibitionsassay zeigte sich, daß die curl-3 Mutante nicht auf eine Behandlung 

mit 24-Epibrassinolid reagiert. Der Phänotyp ist durch zwergenhaften Wuchs, wellige Blätter und 

eine verlangsamte Entwicklung charakterisiert (KOKA et al., 2000). 

Die Interaktion von C. reflexa und diageotropica bzw. curl-3 wurde sowohl makroskopisch als auch 

mikroskopisch untersucht und mit dem Wildtyp verglichen. In der mikroskopischen Aufnahme 

der Infektionsbereiche (Abbildung 3-38) sind die charakteristischen Zellstreckungen in der 

Hypodermis sowohl beim Wildtyp (links) als auch bei der Mutante curl-3 (rechts) deutlich zu 

erkennen. Dagegen lassen sich bei dgt (Mitte) keine bzw. nur geringfügige anatomische 

Veränderungen im Rindenbereich feststellen. 

   

Abbildung 3-38: Stengelquerschnitt von Lycopersicon esculentum cv. Hellfrucht (rechts), der Mutante 
diageotropica (Mitte) und der L. pimpinellifolium Mutante curl-3 (rechts) 3 Tage nach Infektion mit Cuscuta 
reflexa. Zellstreckungen im infizierten Bereich (I) des Wirtsgewebes (W). Es ist jeweils der Beginn der 
Kontaktzone zwischen Parasit und Wirt gekennzeichnet. Vergrößerung 150 x. 

 

Da in der Kontaktzone von curl-3 zum Parasiten Zellverlängerungen wie beim Wildtyp auftreten, 

kann dieses Phänomen nicht der Wirkung von Brassinosteroiden zugeschrieben werden. Die 

Beobachtungen stützen vielmehr die Ergebnisse von LÖFFLER et al. (1999), die Auxine für das 

Streckungswachstum verantwortlich machten. 

Im Anschluß an die mikroskopischen Analysen wurde der Verlauf der Infektion bei der Mutante 

dgt und dem Wildtyp über einen Zeitraum von 12 Tagen verfolgt. 
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Abbildung 3-39: Cuscuta reflexa auf diageotropica (oben) und L. esculentum wt (unten). 6, 9 und 11 Tage nach 
Infektionsbeginn (von links). 

 

Wie in der obigen Abbildung zu erkennen, erfolgen erste sichtbare Veränderungen der 

Wirtssproßachse schon 3-4 Tage nach Befall mit Cuscuta. Im weiteren Verlauf bilden sich auf der 

Oberfläche nekrotische Bereiche aus und nach 9-11 Tagen ist der Parasit vollständig abgestorben. 

Dabei unterscheidet sich die Reaktion der Mutante nur unwesentlich von der des Wildtyps. 

 

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann geschlossen werden, daß das Phytohormon Auxin eine 

wesentliche Rolle in der Interaktion der beiden Pflanzen einnimmt. Hingegen stellt es keinen für 

die Inkompatibilität der Tomate verantwortlichen Faktor dar. Trotz vieler Hinweise einer 

Beteiligung von Auxinen an der Herausbildung einer parasitischen Beziehung zwischen zwei 

Pflanzen sind jedoch die Funktionen einer derartigen Phytohormonwirkung im Infektionsverlauf 

nur unzureichend untersucht. 

Wie schon LÖFFLER (1999) vermutete, könnte Cuscuta über das adhesiv-sekretorische Epithel 

Indolessigsäure an die Wirtspflanze abgeben, die sowohl in kompatiblen als auch inkompatiblen 

Wirten zu Gewebeveränderungen führen. Dabei sind Gewebewucherungen oder Zellstreckungen 

möglicherweise nur eine Begleiterscheinung der vom Parasiten beabsichtigten Auxinwirkung. 

Vielmehr scheinen einzelne Phasen der Haustorienentwicklung von diesem Phytohormon 

beeinflußt zu sein. So machen die Ausbildung der Hyphenstränge oder deren anschließende 

Umbildung zu Xylemelementen die Beteiligung von Auxinen wahrscheinlich. Wenn also für die 

Ausbildung eines Haustoriums Auxine notwendig sein sollten, könnte die Herstellung einer 

funktionsfähigen Verbindung zwischen Parasit und Wirt in auxininsensitiven Mutanten von 
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kompatiblen Wirtspflanzen entweder erschwert oder gar nicht möglich sein. Um diese Frage zu 

klären, wären Untersuchungen zur Interaktion von Cuscuta und den genannten Mutanten sehr 

hilfreich. Weiterhin wäre die Charakterisierung von LeRCE1 von großem Interesse, da es sich 

hier eventuell um ein Glied in der Signalstoffkette des Auxins handelt. 
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4 ZUSAMMENFASSUNG 

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen Untersuchungen zur molekularen Charak-

terisierung der Interaktion von C. reflexa und L. esculentum. Es sollten Gene identifiziert werden, 

die als Reaktion auf den Parasitenbefall exprimiert werden. Dabei interessierten besonders 

diejenigen, die Ausdruck der Abwehrreaktion der Tomate sind. 

 

Die Wechselwirkung zwischen dem phanerogamen Parasiten C. reflexa und der resistenten 

Wirtspflanze L. esculentum führt in frühen Stadien der Infektion zu einer veränderten Genex-

pression im Wirtsgewebe. Durch suppressive Subtraktionshybridisierung konnten aus der mRNA 

infizierter Tomatenpflanzen 20 Fragmente isoliert werden, die gegenüber unbehandelten 

Pflanzen verstärkt exprimiert wurden. Datenbankanalysen der ermittelten Nukleotidsequenzen 

lassen Vermutungen über mögliche Funktionen der entsprechenden Proteine im 

Infektionsgeschehen zu. Diese müssen jedoch durch die weitere Charakterisierung sowohl der 

Gene als auch deren Produkte bestätigt werden. Ausgehend von den vorliegenden Daten, scheint 

die durch den Parasitenkontakt hervorgerufene Genexpression in Prozesse der allgemeinen 

Streßantwort, der Signaltransduktion und der Zellexpansion, die mit Zellwandmodifizierungen 

verbunden ist, involviert zu sein. Weiterhin konnten cDNA-Fragmente isoliert werden, die keine 

Homologien zu bisher bekannten Sequenzen zeigen. 

Wie die mit dem Parasitenbefall verbundenen anatomischen, morphologischen und 

biochemischen Reaktionen können auch die akkumulierten mRNAs in zwei Gruppen unterteilt 

werden. Einige Gene werden spezifisch nach Parasitenkontakt exprimiert, andere zeigen auch in 

anderen Streßsituationen, wie z.B. einer mechanischen Verletzung des Gewebes, eine verstärkte 

Expression. In der Tabelle 4-1 sind die Ergebnisse der Northern-Analysen einiger mRNAs 

zusammenfassend dargestellt. Für alle näher untersuchten Gene ist auffällig, daß ein Anstieg der 

Expression sehr früh einsetzt, oft mit einem Maximum schon 6 h nach Infektionsbeginn. 
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Tabelle 4-1: Erhöhte Expression ausgewählter mRNAs nach Cuscuta-Infektion bzw. mechanischer 
Verwundung 

mRNA Cuscuta-Infektion Mechanische Verwundung 

 Infektionsbereich systemisch Wundbereich systemisch 

Cyclophilin x x x x 

LeExp11 x x x x 

LeAqp2 x x   

LeEXT1 x x   

V-H+-ATPase UE E x    

AROGP3 x    

 

Zur Gruppe der Proteine, die infolge einer allgemeinen Streßreaktion gebildet werden, gehört das 

Cyclophilin. Die Konzentration der zugehörigen mRNA ist sowohl nach Cuscuta-Befall als auch 

nach mechanischer Verletzung erhöht. Für die myo-Inositol-1-Phosphat-Synthase und die 

Glyoxalase I ergibt sich vermutlich ein ähnliches Expressionsmuster, da von beiden Enzymen 

über eine verstärkte Transkriptakkumulation in Streßsituationen berichtet wurde. An diesem 

Beispiel wird deutlich, daß die Proteine nicht nur in einen bestimmten Prozeß involviert sind, 

sondern vielfältige Funktionen in der Physiologie der Pflanze einnehmen. So stellt myo-Inosi-

tol-1-Phosphat eine wichtige Vorstufe im Signalstoffwechsel dar. Die Genexpression könnte 

durch eine erhöhte Stoffwechselaktivität in den betroffenen Wirtszellen verursacht werden. In 

diesem Zusammenhang ist auch eine verstärkte Expression einer Elongationsfaktor 2 homologen 

RNA-Sequenz nach Cuscuta-Kontakt zu sehen. Ein Beispiel für ein mögliches streßinduziertes 

Protein könnte das prolinreiche Produkt einer der isolierten mRNAs sein. Aufgrund der 

strukturellen Eigenschaften prolinreicher Proteine und deren Lokalisation in der Zellwand liegt 

die Vermutung nahe, daß das Protein zur Vernetzung der vermehrt gebildeten löslichen 

phenolischen Verbindungen führt und dadurch letztendlich an der beobachteten Lignifizierung 

mitwirkt. 

 

Anhand der auxininsensitiven Mutante diageotropica konnte die Bedeutung des Phytohormons 

Auxin für die spezifischen Zellstreckungen, die in der Hypodermis der Tomate nach Cuscuta-

Befall auftreten, bestätigt werden. Deshalb sind Proteine, die in die Regulation der Auxinantwort 

eingreifen, auch von besonderem Interesse. Mit der Akkumulation einer mRNA, die hohe 
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Ähnlichkeit zum RUB-1 konjugierenden Enzym aus A. thaliana aufweist, könnte ein sehr frühes 

Element dieser Signalkette betroffen sein.  

 

Die Auxin-vermittelte Zellexpansion beinhaltet zwei ineinandergreifende Prozesse: Eine 

verstärkte Wasseraufnahme bedingt einen erhöhten Wandstreß, was letztendlich zu einer 

Lockerung und Dehnung der Zellwand führt. Im Rahmen dieser Arbeit konnten verschiedene, 

teilweise vollständige mRNAs identifiziert werden, die für Proteine kodieren, die zum Strek-

kungswachstum beitragen. Dabei können Proteine unterschieden werden, die ihre Wirkung direkt 

an Zellwandstrukturen entfalten oder durch Veränderung des pH-Wertes und Steigerung der 

Wasseraufnahmerate eine Zellstreckung ermöglichen. 

Zur ersteren Gruppe zählt das Expansinhomolog LeExp11, das infolge der Infektion im 

Tomatengewebe verstärkt akkumuliert wird. Erst die „Aufweichung“ der Zellwand durch 

Expansine erlaubt ein Verschieben der einzelnen Polymere gegeneinander und folglich eine 

Wanddehnung. Weiterhin konnten cDNA-Fragmente einer Polygalacturonase β-Untereinheit 

(AROGP3) sowie einer putativen Cellulase isoliert werden. Diese Enzyme würden durch den 

Abbau bestimmter Polysaccharide die Voraussetzung für die notwendige Modifizierung der 

Zellwandstruktur schaffen. 

Genauer charakterisiert wurde die Expression und Aktivität einer Xyloglucanendotrans-

glycosylase (LeEXT1) im Infektionsverlauf. Erstaunlicherweise wird die mRNA nicht nur lokal 

begrenzt stärker exprimiert, sondern ist im Gegensatz zum Auxingehalt oder den morpholo-

gischen und anatomischen Reaktionen systemisch erhöht. Ebenso ist die Enzymaktivität im 

Infektionsbereich und in Gewebe ohne Parasitenkontakt erhöht, wobei die maximale Aktivität 

bereits nach 24 h erreicht ist. Durch exogene Applikation von Indol-3-essigsäure konnte die 

Expression von LeEXT1 in der Tomate induziert werden. Die mRNA-Konzentrationen lagen 

jedoch unter denen nach Infektion festgestellten Werten. Weiterhin wurde durch Northern-

Analysen die Lokalisation der LeEXT1-Transkripte in verschiedenen Organen untersucht. Dabei 

konnte die stärkste Genexpression in der Sproßachse festgestellt werden. Neben den 

Untersuchungen zur Expression und Aktivität in der Pflanze wurde LeEXT1 als Fusionsprotein 

mit der Glutathion-S-Transferase in E. coli überexprimiert. 

Voraussetzung für eine Integration neuer Moleküle in die bestehende Zellwandstruktur ist die 

Biosynthese dieser Komponenten in der Zelle. Die mRNA von LeRGP1 kodiert vermutlich ein 

an der Synthese von Xyloglucanvorstufen beteiligtes Enzym. 
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Während die oben aufgeführten Proteine eine Modifizierung der Zellwand bewirken, könnte 

durch das als Aquaporin charakterisierte LeAqp2 die Wasseraufnahme in die Zelle erleichtert 

werden. Die LeAqp2-Expression zeigt ein ähnliches Muster wie LeEXT1 nach Cuscuta-Kontakt. 

Sequenzanalysen ergaben für LeAqp2 eine Zuordnung zur PIP1-Unterfamilie der MIP-Proteine. 

Die im Oozytensystem gemessene relativ geringe Erhöhung der Wasserpermeabilität gegenüber 

Kontrollen machen eine posttranslationelle Regulierung des Proteins in der Pflanze wahrschein-

lich. Außerdem scheint die Transkription wie die von LeEXT1 durch das Phytohormon Auxin 

kontrolliert zu sein. Zusätzlich zu LeAqp2 konnte ein weiterer PIP1-Vertreter aus der Tomate 

isoliert werden, dessen Expression aber weder durch Infektion noch durch Verwundung 

beeinflußbar war. 

Die Expression von Cytoskelett-Bestandteilen sowie einer vakuolaren H+-ATPase Untereinheit 

hängt vermutlich ebenfalls mit den Zellstreckungen nach Parasitenbefall zusammen. 

 

* 

 

Mit vorliegenden Arbeit ist es gelungen, einen kleinen Einblick in die molekularen Vorgänge, die 

während der Infektion ablaufen, zu bekommen. Dabei repräsentieren die identifizierten 

Transkripte zum großen Teil Proteine, die in den Prozeß der Zellexpansion involviert sind. 

Dieser ist aber vermutlich für eine Abwehr des Parasiten kaum von Bedeutung. Es stellt sich 

deshalb die Frage, warum es zu den morphologischen Veränderungen kommt und vor allem 

welche Rolle das Phytohormon Auxin in der Beziehung zwischen Parasit und Wirt einnimmt. 

Von besonderem Interesse ist weiterhin die Charakterisierung derjenigen Gene, deren Expression 

ebenfalls durch die Wechselwirkung von Parasit und Wirt ausgelöst wird, deren Funktion aber 

noch vollständig ungeklärt ist. 
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SUMMARY 

The present studies have been focused on the molecular characterisation of the interaction 

between the plant parasite Cuscuta reflexa and its incompatible host Lycopersicon esculentum. In order 

to identify genes expressed after parasitic attachment a suppressive subtractive hybridisation of 

cDNA populations derived from tomato mRNA of uninfected versus infected plants was 

performed. The 20 clones obtained represent mRNAs encoding proteins of several functions 

during the infection process: (a) defence-related proteins, (b) proteins involved in signal 

transduction processes, (c) cell expansion-associated proteins, and (d) proteins with so far 

unknown functions. 

 

While northern experiments of several mRNAs showed transcript accumulation in tomato tissue 

after both Cuscuta contact and artificial injury the level of some transcripts is enhanced only after 

infection. The results of expression analysis are summarised in table 4-1. It is noticeable, that the 

transcript levels are already increased six hours after onset of infection. 

 

The transcript level of the stress-responsive cyclophilin increased after parasitic contact and 

mechanical wounding whereby the response to injury was stronger. It was reported that 

cyclophilin as well as myo-inositol-1-phosphate synthase and glyoxalase I gene transcripts 

accumulate under several stress conditions. Therefore, it can be assumed that their expression 

pattern is similar to cyclophilin. The encoded proteins are involved in various physiological 

processes. So the myo-inositol-1-phosphate represents for example an important component in 

signal transduction. The gene expression may be caused by an increased metabolism in the 

affected host cells. It is likely, that the accumulation of a mRNA with high homology to 

elongation factor 2 is also correlated to the enhanced metabolic activity. One of the cDNA 

clones represents a proline-rich protein. Due to the structural characteristics of proline-rich 

proteins and their localisation in the cell wall the encoded protein may be considered to as a 

stress-induced protein which contributes to the observed lignification of cell walls. 

 

The specific cell elongation in the hypodermis of tomato cells during the infection process is 

assumed to be a result of an increased auxin concentration in host cells. Studies with the auxin-

insensitive tomato mutant diageotropica confirmed the role of this phytohormone triggering the 

striking anatomical characteristics. Although cell elongations did not occur in the mutant, the 

infection was not influenced. One transcript accumulated after parasitic attachment showed high 
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similarity to the RUB-1 conjugating enzyme of A. thaliana. It probably encodes a protein involved 

in the signal transduction of auxin. 

 

Auxin-mediated cell elongation consists of interrelated processes: The uptake of water causes an 

enhanced wall stress leading to wall relaxation and extension. Several mRNAs encoding proteins 

which may be involved in these processes could be identified. The gene products can be 

distinguished in proteins having an effect on cell wall structures and proteins which enable cell 

elongation by water uptake facilitation.  

A cDNA clone designated LeExp11 with high homology to expansins showed enhanced trans-

cript levels in tomato cells after Cuscuta contact. Expansin action results in weakening of cell walls 

which is required for cell elongation. Furthermore, the partial cDNAs of a polygalacturonase β-

subunit and a putative cellulase could be isolated. The corresponding enzymes are capable of 

modifying the cell wall structure by disassembling certain polysaccharides. 

The expression pattern and enzymatic activity of a xyloglucan endotransglycosylase (LeEXT1) 

was studied in detail during the infection process. In contrast to enhanced IAA levels and 

anatomical reactions, the mRNA accumulation is not only restricted to the attachment site but is 

also elevated in tissue without parasitic contact. External auxin application on tomato stems can 

effect the accumulation of LeEXT1 transcripts. The XET activity is likewise increased to a 

maximum 24 h after Cuscuta onset. Northern experiments showed that the LeEXT1 mRNA is 

highly abundant in stems and rare in roots. Moreover, LeEXT1 was overexpressed in E. coli as a 

Glutathion-S-transferase fusion protein. 

The deduced amino acid sequence of one cDNA-clone showed high similarity to a reversibly 

glycosylated polypeptide which may be involved in the synthesis of xyloglucan precursors. 

 

The above mentioned proteins provoke a modification of the cell wall, however the LeAqp2 

protein characterised as aquaporin could facilitate the uptake of water into the cell. The 

expression pattern of LeAqp2 mRNA is similar to LeEXT1 after Cuscuta contact. Because of the 

predicted protein sequence, LeAqp2 can be classified as a member of the PIP1 family. 

Concerning the relative low water permeability, it can be assumed that LeAqp2 activity is 

regulated by posttranslational modifications. In addition, specific gene activity could be induced 

by external application of the phytohormone auxin. The mRNA concentration of another 

member of the PIP1 family identified by RACE could be influenced neither by infection nor by 

wounding. 

The transcript accumulation of cytoskeleton components and a subunit of a vacuolar H+-ATPase 

may also be associated with cell elongations after Cuscuta attachment. 
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* 

 

The present work gives an insight in molecular processes in the host during Cuscuta infection. It 

will be interesting for future studies to elucidate the role of auxin for the establishment of a 

successful interaction and to characterise the genes with so far unknown functions. 
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6 ANHANG 

6.1 SEQUENZEN 

Es sind die Nukleotidsequenzen sowie das offene Leseraster mit der abgeleiteten Aminosäuresequenz im 

Einbuchstabencode dargestellt. Start- und Stopcodons sind hervorgehoben. 

 

LeSH24 (putative vakuolare H+-ATPase Untereinheit E, #AF282970) 
ccgatgtatccaagcagatccagcaaatggtccgattcatccttcaggaagcggaagaaaaa

D V S K Q I Q Q M V R F I L Q E A E E K
gctaatgagatttccgtttctgctgaagaagaattcaacatcgagaagttgcagctagtg
A N E I S V S A E E E F N I E K L Q L V
gaagcagagaagaagaagatcagacaagagtacgaacgcaaagagaaacaagtggatgtt
E A E K K K I R Q E Y E R K E K Q V D V
cgcaagaagattgagtactccatgcaactcaatgcctctcgaatcaaagttcttcaagct
R K K I E Y S M Q L N A S R I K V L Q A
caggacgacttggttaacaccatgaaggaggcagcagcaaaggagctcttaaatgttagc
Q D D L V N T M K E A A A K E L L N V S
catcatgagcacggcatcatagattctattcttcaccaccaccacggcggttataagaag
H H E H G I I D S I L H H H H G G Y K K
cttctgcatgatcttattgttcagagtttgcttaggcttaaagagccttgtgtccttctg
L L H D L I V Q S L L R L K E P C V L L
cgttgtcggaaacatgatgtacatctggttgaacatgtactggagggagtaaaggaagaa
R C R K H D V H L V E H V L E G V K E E
tacgcagagaaggcaagcgtccatcaacctgagatcatagttgatgaaatccaccttcct
Y A E K A S V H Q P E I I V D E I H L P
cctgctccatcacatcataatatgcatggtccatcttgctccggaggagtggtgttggct
P A P S H H N M H G P S C S G G V V L A
tctcgagatgggaaaattgtgtgtgaaaacactcttgatgccagattggaagttgtgttc
S R D G K I V C E N T L D A R L E V V F
cgtaagaaactaccagagatccgcaagtgcctattcggtcaggttgctgcttgagcagtt
R K K L P E I R K C L F G Q V A A -
ggaaccttttcctctatttatccctcttggttcatcgctgtgtggattctgaatcggcga
atgactgaattcaaaatcatcatccatcgctttgcttgtgtactattattttattttctc
ca
 

LeExp11 (putatives αααα-Expansin, #AF218775) 

actgcattgttcaatgatggagcatcatgtggtcaatgttacaaaattatgtgtgattat
T A L F N D G A S C G Q C Y K I M C D Y
aatcaagattctaaatggtgcataaagggaacatctattacaattacagccactaatttt
N Q D S K W C I K G T S I T I T A T N F
tgtccaccaaattttgcacttcctagcaataatggtggatggtgcaacccaccaaggcca
C P P N F A L P S N N G G W C N P P R P
cattttgacatggctcaacctgcttgggaaaaaattggtatctacagaggtggcattgtt
H F D M A Q P A W E K I G I Y R G G I V
cccgtcatgt
P V M
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LeSH44 (αααα-Tubulin) 

tctctgagctctctctgtgactatgaaagaatcaaaacttgttcaccatttatccatcac
S L S S L C D Y E R I K T C S P F I H H
acagtctcaacctctgtggtggaaccttacaacagtgtcctgtcaacccactcccttctt
T V S T S V V E P Y N S V L S T H S L L
gagcacactgatgttgcaattcttcttgacaatgaggctatctatgacatctgcaggcgc
E H T D V A I L L D N E A I Y D I C R R
tcattggacattgagcgtcccacatacaccaatcttaaccgtcttatttcacaggttatc
S L D I E R P T Y T N L N R L I S Q V I
tcttcacttactgcttctttgaggtttgatggagccctgaatgttgatgtcaatgaattc
S S L T A S L R F D G A L N V D V N E F
cagaccaaccttgttccctaccccagaattcattttatgctttcatcctatgctcctgtc
Q T N L V P Y P R I H F M L S S Y A P V
atttcagctgagaaagcctaccatgagcagctgtcagttgcagagatcaccaacagtgct
I S A E K A Y H E Q L S V A E I T N S A
tttgagccatcttccatgatggtcaagtgtgatcctcgccacggcaagtatatggcttgc
F E P S S M M V K C D P R H G K Y M A C
tgccttatgttccgtggtgatgttgtgccaaaggatgtgaatgctgctgtggctaccatc
C L M F R G D V V P K D V N A A V A T I
aagactaagcgcaccatccaatttgttgactggtgccctactggattcaagtgtggtatc
K T K R T I Q F V D W C P T G F K C G I
aactatcagccaccaactgttgttcctggaggtgatcttgccaaggtgcaaagggctgta
N Y Q P P T V V P G G D L A K V Q R A V
tgtatgatttccaactcaaccagtgttgctgaggtcttctcacgcattgaccacaagttc
C M I S N S T S V A E V F S R I D H K F
gatctcatgtatgcaaagcgtgcttttgtccactggtatgttggtgagggtatggaagaa
D L M Y A K R A F V H W Y V G E G M E E
ggcgagttcagtgaagcacgtgaagatttagctgctttggagaaggattacgaggaggtt
G E F S E A R E D L A A L E K D Y E E V
ggtgctgaattggaagaaggagaggatgatgatcacgaggagt
G A E L E E G E D D D H E E

 
LeSH53 
acgatcttgtccatgcagaccatctcttctccaagattaaaacaaagtgtggtttaccggca

D L V H A D H L F S K I K T K C G L P A
atagttgctgaagttgaccgcattttgagaccaggagggaagctcattgtgcgtgacaaa
I V A E V D R I L R P G G K L I V R D K
gaggagactataactgagttagaaagtatgctcaagtctatgcaatatgaaatcaatatg
E E T I T E L E S M L K S M Q Y E I N M
acctattccaaggacaaggaaggattgttgtattgccagaaaacaatgtggcgaccaaag
T Y S K D K E G L L Y C Q K T M W R P K
gacgttgagacactaacttatgccattgcttagctgccttgcatgtgaaggatgctggtt
D V E T L T Y A I A -
gtgttccgttcaagaggctttcatgccacggtgactagataattttctgaattaaattct
tgtaactttattcttgtcaggctatcgcgt
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LeSH55 
acactgtcaaaaccaccacatgtaaaacacgccataactatcagattaaccaaaacctgaat

T V K T T T C K T R H N Y Q I N Q N L N
cctaataatttaagtgcgtggagcagcagggggtcctccagcggggcgtggagcttgtcc
P N N L S A W S S R G S S S G A W S L S
tgtctttggaagatcatcccttgggcgcctgaaacgctgtggaggctcgcgaactctcct
C L W K I I P W A P E T L W R L A N S P
atcagt
I S

 

LeSH56 (prolinreiches Protein, #AF308937) 
gccacctatcggaattccaccaatcgtaaaaccgcccgtcatattgccacctgtcggaatt

P P I G I P P I V K P P V I L P P V G I
ccaccaatcgtaaaaccacctgtcaaattgccacctgtcggaattccaccaatcgtaaaa
P P I V K P P V K L P P V G I P P I V K
ccacctgttgatttgccacctgttgggattccaccggtcacagttccaccaattgtaaaa
P P V D L P P V G I P P V T V P P I V K
cctccagttgatttgccacctattggaattccaccagtcacagttccaccagtaattaaa
P P V D L P P I G I P P V T V P P V I K
ccatcacctaaagggaaaaaaccttgtccaccaacaacaaaggcaacatgcccaattgac
P S P K G K K P C P P T T K A T C P I D
acattgaaacttggggcttgtgtggatcttttaggtgggcttgttcatattggccttggt
T L K L G A C V D L L G G L V H I G L G
gatccagctgttaatgaatgttgtccaatacttagtgggcttgttgaacttgaagctgct
D P A V N E C C P I L S G L V E L E A A
gcttgcctttgcacaacacttaaagtcaaattacttaacctacaaaatctatgt
A C L C T T L K V K L L N L Q N L C

 

LeRCE1 (#AY004247) 
ggagagttgcgtcttcataaagatataagtgagctaaatctacccaaaacatgtagcata
G E L R L H K D I S E L N L P K T C S I
tcatttcccaatggaaaagatgacctcatgaactttgaagtcaccattcggcctgatgaa
S F P N G K D D L M N F E V T I R P D E
ggatattatatgggtggcacatttacgttctctttcagtatttctccaatatatcctcac
G Y Y M G G T F T F S F S I S P I Y P H
gaggcaccaaaggttaagtgcaagacaaaggtttaccacccaaatatcgacttggaagga
E A P K V K C K T K V Y H P N I D L E G
aatgtgtgtctcaacattcttcgagaagactggaagcctgtgctcaacattaacaccatt
N V C L N I L R E D W K P V L N I N T I
atctatggcttatatcatctgttcacggagccgaatcatgaggatcccctcaatcacgat
I Y G L Y H L F T E P N H E D P L N H D
gcagctgctgtattgagagacaacccgaagatgtttgaatccaatgtcagaagggcaatg
A A A V L R D N P K M F E S N V R R A M
catgggggctatgtcgggcaaacgttcttcacccgttgcatgtagcatcttcaaggctga
H G G Y V G Q T F F T R C M -
aagaatagagagagtctgtaaagtttggatgcaaaattatttcaggtgatctttctgcct
cagattggattcaaatgtctttaaatttaagtcgaaccagaaaaaaattcctgt
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LeINS-1P (#AY004246) 
acagtaatgtggttgttggccttaatgacaccatggaaaaccttttagctgctgtggataga

S N V V V G L N D T M E N L L A A V D R
tatgaggctgaaatatctccttctacattgcatgctattgcttgtattatggaaaatgtg
Y E A E I S P S T L H A I A C I M E N V
cctttcatcaacggaagccctcaaaacacttttgttccaggtcttattgatttggccata
P F I N G S P Q N T F V P G L I D L A I
aagagaaacactttaattggtggtgatgactttaagagtggtcaaaccaagatgaagtcc
K R N T L I G G D D F K S G Q T K M K S
gtgttggttgatttccttgttggagccggtattaagccaacgtcaatagtgagctacaat
V L V D F L V G A G I K P T S I V S Y N
cacttgggtaacaatgatggaatgagtctttctgctcctcaaaccttccggtctaaggag
H L G N N D G M S L S A P Q T F R S K E
atctcaaaaagtaatgttgttgatgacatggttgctagcaacgccattctctatgaatct
I S K S N V V D D M V A S N A I L Y E S
ggcgagcaccctgaccatgttgtcgtgatcaagtatgttccatatgttggagacagcaag
G E H P D H V V V I K Y V P Y V G D S K
agggcaatggat
R A M D

LeSH69 (#AF308936) 
caggtacggtgactcctacgtgtttccagcctggatcaactcgttaccaactggaaaaagc

R Y G D S Y V F P A W I N S L P T G K S
ctcgagtttgtttacattcacactgctaattctcctgcagtggtctcagtatcaagctac
L E F V Y I H T A N S P A V V S V S S Y
actcttgactaaaacgagagaatattcacttttcgaggggtttaaatgtaagatttgtgc
T L D -
agcttgtttgtaatttttcaacttctagttgctttgtagtttggttattacttatcagtg
ttttagttgatgaagtaaggcggatatttggacgaagaaaggagcgaagagacgaattaa
aacaagtgctcatcctctttcttctccacttcattttgtcacaagatccatagtcatgta
tttgaaagaaagttgcttctccacagagagt
 

LeSH72 
gatcccccaacacactggcaacagacattggtttacttctatgaccccttagacgtggag
D P P T H W Q Q T L V Y F Y D P L D V E
caagatcaggttattgaaggctctctaacgttgtcacagagcaaagaaaatgctcgattc
Q D Q V I E G S L T L S Q S K E N A R F
atgaacatacatcttgcatattcatctggcggacgttcatttgtcaaagagtcggtgatg
M N I H L A Y S S G G R S F V K E S V M
cgttaaatcaacatatgaagtctttgtcagctgaaccactgtgatggtcggtcatacacg
R -
gtttctgataattctgcttgtcatttaggtagggaaacgaaggtgagttcagggcatttg
cactgcctcaaaacttaaaagcattgagtgtgtcaatttcactgcatattcacgtagcat
attatgtgaaaacttgtaacatgtttccgcgagaacatgggtttctcattagctgtattt
tatagagtagatgtagggttggttgatctggtattgtgttagaattttttaattagttta
attcatttggatatgaaaaagataaaaaaaaaatctaattgtttcttcaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaaagcttg
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LeRGP1 (#AF286271) 
ggtacaaaggcatctactggcaagaagagatcatcccatttttccagtctgcaactcttcca

Y K G I Y W Q E E I I P F F Q S A T L P
aaagattgcacaagtgttcaacagtgctatctcgagctgtcgaaacaggtcaaggagaaa
K D C T S V Q Q C Y L E L S K Q V K E K
ctttccgctatagacccgtatttcaccaagctggctgatgccatggtgacatggattgaa
L S A I D P Y F T K L A D A M V T W I E
gcctgggatgagctcaaccctaaaccttccatctcaaacggccccggaaagtagggattt
A W D E L N P K P S I S N G P G K -
cgttgggcttatggttcttgcctttttgcagtttgagtttgggatgagttgagttgagct
tggatacactatttatctatttacttgttgtctaagatttacttatattgtagactatta
tttacttgttgtctaagttttactttttttgtagactattatttaattttcgaatttaat
tccaaacctttgagttc

LeEXT1 (#D16456) 
aattcaagcgaaaaatacacaaacactggtctctgattggatttgtttttctcaccatgggt

M G
atcataaaaggagttttatttagtattgttttgattaatttgtcacttgttgtattttgt
I I K G V L F S I V L I N L S L V V F C
gggtatcctagaaggccagtagatgtgcccttttggaaaaactatgagccaagttgggct
G Y P R R P V D V P F W K N Y E P S W A
agtcaccatattaagttcctcaatggtggtaccactactgatcttattctcgacagatct
S H H I K F L N G G T T T D L I L D R S
tcaggagctggatttcagtcaaagaaatcatatctgtttgggcatttcagtatgaaaatg
S G A G F Q S K K S Y L F G H F S M K M
aggcttgttggtggagactcagctggtgttgtcactgcattttacctgtcatcgaataat
R L V G G D S A G V V T A F Y L S S N N
gcagagcacgatgagatagattttgaatttttggggaacagaactgggcagccatacata
A E H D E I D F E F L G N R T G Q P Y I
ttgcagacaaatgtattcacaggaggaaaaggaaacagagaacagagaatatatctttgg
L Q T N V F T G G K G N R E Q R I Y L W
tttgatccaaccaagggctaccattcttattctgttctttggaatacatacctcattgtg
F D P T K G Y H S Y S V L W N T Y L I V
atctttgtggacgacgttccaattagagcattcaaaaattcgaaagatcttggtgtgaaa
I F V D D V P I R A F K N S K D L G V K
tttccattcaatcagcccatgaagatatactcgagtctatgggacgcagatgattgggcc
F P F N Q P M K I Y S S L W D A D D W A
acaagaggtgggcttgagaaaaccaattgggccaacgccccattcaccgcgtcatacaca
T R G G L E K T N W A N A P F T A S Y T
tcgttccacgtggatggatgtgaagctgccacgccacaagaagtccaagtttgtaacact
S F H V D G C E A A T P Q E V Q V C N T
aaaggcatgaaatggtgggatcaaaaggccttccaagatttagatgcattacagtatagg
K G M K W W D Q K A F Q D L D A L Q Y R
agacttcgttgggttcgtcaaaaatacactgtttataactattgcactgataaagcgagg
R L R W V R Q K Y T V Y N Y C T D K A R
taccctgttccaccaccagagtgcactaaggacagagatatttaaaatcataatcaaaat
Y P V P P P E C T K D R D I -
taagagggactttatgaagaaaaaaaacttaatatgctttatgtgtgagtattttaatga
tccttaaaacaaagtgcttttaattgagctgtatttccctaattctttttgagtgtatca
ttattggtggagtcatgaggatattatgtatctcatgccaggcctttcatgtctc
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LeSH-B9 (ββββ-Tubulin) 

actcagatagaatgatgcttactttctctgtattcccttcccccaaagtttcagacacagtt
S D R M M L T F S V F P S P K V S D T V

gttgagccctataatgctactctttctgttcaccagcttgttgagaatgcagatgagtgt
V E P Y N A T L S V H Q L V E N A D E C
atggttttggataatgaagctctttatgacatttgcttccgaactctcaaacttactact
M V L D N E A L Y D I C F R T L K L T T
ccgagctttggggacctaaaccatttgatttctgccaccatgagtggtgtaacttgctgt
P S F G D L N H L I S A T M S G V T C C
ctccgtttccctggtcaactcaactctgatctccgcaagcttgctgttaacctcatccca
L R F P G Q L N S D L R K L A V N L I P
ttccctcggttgcatttcttcatggttggatttgctccgctcacttctcgtgggtcgcag
F P R L H F F M V G F A P L T S R G S Q
caatatcgagcattgactgttcctgagctaacacagcagatgtgggatgcaaagaatatg
Q Y R A L T V P E L T Q Q M W D A K N M
atgtgtgctgctgatcctcgtcatggtcgatatttgactgcttcagctatgttccgtgga
M C A A D P R H G R Y L T A S A M F R G
aagatgagcaccaaggaagtcgatgaacagatgattaatgtgcagaacaagaactcttcc
K M S T K E V D E Q M I N V Q N K N S S
tattttgttgagtggatccctaacaatgttaagtcaacagtctgtgacatccctcctact
Y F V E W I P N N V K S T V C D I P P T
ggtctgaagatggcctcaactttcattggtaactccacttcgattcaggagatgttccgt
G L K M A S T F I G N S T S I Q E M F R
agggtcagtgagcagtttacagctatgttccgaagaaaggctttcttgcattggt
R V S E Q F T A M F R R K A F L H W

LeSH-B11 (AROGP3; #U64790) 
acccttccttattgtattactgtcattcggttcctaaaatccgagtctacgaagcggatatt

P S L L Y Y C H S V P K I R V Y E A D I
ttggtcccgaattcaaaggctaagatcaaccatggtgttgcgatttgccacgtggatact
L V P N S K A K I N H G V A I C H V D T
tcttcatggggaccgaggcacggagcctangttgcactcgggtcaggacccgggaaaata
S S W G P R H G A X V A L G S G P G K I
gaggtttgtcactggatctttgagaatgacatgacttgggcaactgctgattgagacaat
E V C H W I F E N D M T W A T A D -
tgctgatcttaacggtgtgttacaatatgcggaaaatataagtttgaatggctattagtt
tatgtattgtctattgtttgtctctctgt
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LeSH-D6 (Glyoxalase-I; #Z48183) 
accctaattttacaggttaccacaatggaaattcagaaccacgtggctttggacacataggt

P N F T G Y H N G N S E P R G F G H I G
gttactgttgatgatgtctacaaggcttgtgaganatttgaaagtctgggagtagagttt
V T V D D V Y K A C E X F E S L G V E F
gtaaagaaacctcttgacggaaaaatgaaaggtattgcatttattaaagatcctgatggc
V K K P L D G K M K G I A F I K D P D G
tattggatcgagatctttgacacgaaaattatcaaagacgctgctggttctgcttcttag
Y W I E I F D T K I I K D A A G S A S -
ttcaggagcactcgaggcttctatcacgagtcttgatcaactcagagatcgatttgaaga
gagtgttttccagaaatgaacattttcgcgctgtgtttaatctgctagtgaatgaatttt
gcgccatgttttaggccgaaaagttttttatctgtctaatgtaaaaacaagagatgtata
ctgtgttcaaaataatagattggatgtaacttctgtgattgagaaataaaaattgaatta
gaaaaacttcaacaaaaaaaaaaaaaaaaaa
 

Cyp (#M55019) 
tctagagagaaatggcaaatccaaaggttttctttgaccttaccatcggtggtgcaccagct

M A N P K V F F D L T I G G A P A
ggtcgtgtggtgatggagctcttcgccgataccactcccaaaaccgctgagaacttccga
G R V V M E L F A D T T P K T A E N F R
gctctttgtaccggtgagaaaggtgttggaaagatggggaagcctttgcactacaagggc
A L C T G E K G V G K M G K P L H Y K G
tcaaccttccaccgtgtgatcccagggttcatgtgtcaaggaggtgatttcaccgccgga
S T F H R V I P G F M C Q G G D F T A G
aacgggaccggaggagagtcgatctatggagccaaattcaacgatgagaacttcgttaag
N G T G G E S I Y G A K F N D E N F V K
aagcacaccggccctggaatcctctccatggctaatgctggacctggaaccaacggttct
K H T G P G I L S M A N A G P G T N G S
cagtttttcatctgtaccgctaagactgagtggctcaacggaaagcacgtcgtgtttgga
Q F F I C T A K T E W L N G K H V V F G
caagttgttgaaggcatggatgtgattaagaaggcagaggctgttggatctagctctgga
Q V V E G M D V I K K A E A V G S S S G
aggtgctccaagcctgtggttattgctgactgcggtcaactctagatctgatgatgatga
R C S K P V V I A D C G Q L -
tgatctagttttatcagtcttttatgtatttgagtcgccgttttaggctttgtttttaat
ttcaaactatctctactgctttggtcgggtcgtgtcgggtcgagttctagggttaaccgt
aattggttgttgtgttgcttctaccagtttatgtttaatcttaagactacaattaaaa
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LeEF-2 (#AF308938) 
actgctcttcttgaaatgatgatatatcatctcccatcaccgtccacagctcaaaaatac
T A L L E M M I Y H L P S P S T A Q K Y
cgtgtggagaacttgtatgagggaccccttgatgatgcttatgctaatgctatcaggaac
R V E N L Y E G P L D D A Y A N A I R N
tgtgacccagaagggccgcttatgctttatgtatcaaagatgattccagcatctgacaag
C D P E G P L M L Y V S K M I P A S D K
ggtagattctttgcttttggtcgtgtatttgctgggaaggtttctactggtatgaaggtt
G R F F A F G R V F A G K V S T G M K V
agaatcatgggtcctaactatgttcctggtgaaaagaaggatttatatgtcaagaatatc
R I M G P N Y V P G E K K D L Y V K N I
cagcgaactgttatttggatgggtaagaggcaagaaactgttgaggatgttcccgatggt
Q R T V I W M G K R Q E T V E D V P D G
aacactgttgccatggttggtttggatcagtttattaccaagaatgcaacattgaccaat
N T V A M V G L D Q F I T K N A T L T N
gaaaaggaagtcgatgctcaccctatcagagcaatgaagttttctgtctcaccagttgtg
E K E V D A H P I R A M K F S V S P V V
cgtgtagctgttcagtgcaaggtcgcatctgaccttcccaagcttgttgaagggttgaaa
R V A V Q C K V A S D L P K L V E G L K
cgtctggctaagtctgatcctatggttgtttgttctattgaagagtctggagagcatatt
R L A K S D P M V V C S I E E S G E H I
attgctggtgctggagaactccaccttgagatctgtctgaaggatttgcaggatgacttt
I A G A G E L H L E I C L K D L Q D D F
atggggggtgctgaaattataaaatctgatcccgttgggtccttccgtgagacggtctcg
M G G A E I I K S D P V G S F R E T V S
agaatc
R I
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LeAqp2 (#AF218774) 
gacacacaaagcaaaaagctgttttctttggcataattttgaagaaatttttgtaaaaatg

M
gaggggaaagaagaggatgtgaaggttggagcaaacaagtattcagaaaggcagccatta
E G K E E D V K V G A N K Y S E R Q P L
gggacttcagcacagagcaaggactacaaggaggcaccaccagcaccattatttgaggct
G T S A Q S K D Y K E A P P A P L F E A
ggtgagctacattcttggtctttttggagagctgggattgcagagttcatggctactttt
G E L H S W S F W R A G I A E F M A T F
ttgttcctttacataactgtattgactgttatgggttattcaagggctaacagcaaatgt
L F L Y I T V L T V M G Y S R A N S K C
agtactgttggtgttcaaggcattgcttgggcttttgggggtatgatttttgcccttgtt
S T V G V Q G I A W A F G G M I F A L V
tactgcactgctggcatatcaggtggacacattaaccctgctgtgacatttggtttattt
Y C T A G I S G G H I N P A V T F G L F
ctggcaaggaaattgtccttaaccagggcagtgttctacattgtgatgcagtgccttggt
L A R K L S L T R A V F Y I V M Q C L G
gcaatctgtggtgctggtgttgtcaaagggttccagccatctttgtttgggactaagggt
A I C G A G V V K G F Q P S L F G T K G
ggaggtgccaatgttgttgcccatggttacaccaagggagatggccttggtgctgagatt
G G A N V V A H G Y T K G D G L G A E I
attggcacttttgttcttgtctacactgtcttctctgctactgatgccaagagaaatgct
I G T F V L V Y T V F S A T D A K R N A
agagactcccatgtccctattctggctcctctcccaattggatttgcagtgttcttggtt
R D S H V P I L A P L P I G F A V F L V
catttggctacaatccctattacaggcaccggcattaaccctgctagaagcctaggcgct
H L A T I P I T G T G I N P A R S L G A
gccattgtctacaacaaagaacatgcatgggatgatcattggattttctgggtgggacca
A I V Y N K E H A W D D H W I F W V G P
ttcattggagctgcacttgctgccttataccaccaagttatcataagagccattccattc
F I G A A L A A L Y H Q V I I R A I P F
aagagtggaaactgaggaacaccttggcctattgga
K S G N -

 

LeSH-E7 
acatcaaccaaggcctttttgcgnggggttgaaacgtggaagaaagagactatcctgaaa
T S T K A F L X G V E T W K K E T I L K
anggagactgaggctgcgaaaaagtcaggcgcaaatgacgcagagtataagctccttcct
X E T E A A K K S G A N D A E Y K L L P
ggtgatgccaacgatgctgaaaagaaaaaaacagaagtttccgaacctgaggtgcctatc
G D A N D A E K K K T E V S E P E V P I
atggagaatgtttgctggaaggaaactggactcctgtcttttgtttgggttgcatttcta
M E N V C W K E T G L L S F V W V A F L
ggactgcaaatcggcaagaattatacagacaattgt
G L Q I G K N Y T D N C
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6.2 OLIGONUKLEOTIDE 

 Oligonukleotidsequenz TM [°C]

Cyp GSP1 5´-GAG GAT TCC AGG GCC GGT GTG CT-3´ 67,8 

Cyp GSP2 5´-CCT TCC ACC GTG TGA TCC CAG GGT T-3´ 67,9 

SH24 GSP1 5´-GAA TCC ACA CAG CGA TGA ACC AAG AGG G-3´ 68,0 

SH24 GSP2 5´-GGA AGA ATA CGC AGA GAA GGC AAG CGT C-3´ 68,0 

LeAqp GSP1 5´-CTC AGC ACC AAG GCC ATC TCC CTT GG-3´ 69,5 

LeAqp GSP2 5´-CCC TGC TAG AAG CCT AGG CGC TGC C-3´ 71,2 

LeEXT1 GSP1 5´-TTC TTG TGG CGT GGC AGC TTC AC-3´ 72,0 

LeEXT1 GSP2 5´-GTT TGA TCC AAC CAA GGG CTA CC-3´ 70,0 

LeEXT1-Xba-sense 5´-TCT AGA CTC ACC ATG GGT ATC ATA AAA GGA G-3´ 65,5 

LeEXT1-Pst1-as 5´-CTG CAG CCT CAT GAC TCC ACC AAT GAT ACA CTC-3´ 70,6 

LeEXT1-BamHI-sense 5´-GGA TTC GGG TAT CCT AGA AGG CCA GTA G-3´ 69,5 

LeAqp sense 5´-GTT CTT GCA CTG ACC ACT CAG CAC-3´ 64,4 

LeAqp as 5´-CCA ATA GGC CAA GGT GTT CC-3´ 59,4 

T7 5´-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3´ 53,2 

M13 reverse 5´-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3´  

 

6.3 EIN- UND DREIBUCHSTABENCODE DER AMINOSÄUREN 

 

A Ala Alanin I Ile Isoleucin R Arg Arginin 

C Cys Cystein K Lys Lysin S Ser Serin 

D Asp Asparaginsäure L Leu Leucin T Thr Threonin 

E Glu Glutaminsäure M Met Methionin V Val Valin 

F Phe Phenylalanin N Asn Asparagin W Trp Tryptophan 

G Gly Glycin P Pro Prolin Y Tyr Tyrosin 

H His Histidin Q Gln Glutamin    
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