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1 Zusammenfassung

Trotz vieler Forschungsprojekte im Bereich der Pflanze-Pathogen-Interaktionen sind bis
heute die Regulationsmechanismen der verschiedenen pflanzlichen Stoffwechselwege nach
einer Pathogeninfektion nur wenig verstanden. Invertasen sind Schlisselenzyme in der
Kohlenhydratverteilung und haben mdglicherweise auch wahrend einer Pathogeninfektion
eine zentrale Bedeutung.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zundchst die Regulation verschiedener
Stoffwechselwege in Arabidopsis thaliana nach Infektionen mit einem virulenten oder einem
avirulenten Stamm von Pseudomonas syringae untersucht. Mit Hilfe der Chlorophyll-
fluoreszenz-Bildgebung konnten raumliche und zeitliche Veréanderungen der Photosynthese
verfolgt werden. Verschiedene Chlorophylifluoreszenz-Parameter waren unterschiedlich
reguliert. In beiden Interaktionen waren Effekte jeweils nur lokal um die Infektionsstellen
erkennbar und qualitativ ahnlich. Unterschiede waren jedoch im Zeitpunkt des Eintretens und
im zeitlichen Verlauf der Veranderungen sichtbar. Die Methode erwies sich aul3erdem als
geeignet fir die sensitive, nicht-invasive Pathogenfriiherkennung vor dem Auftreten
sichtbarer Symptome. Die Regulation verschiedener Gene innerhalb von Source-Sink-
Ubergangen und die Aktivitat von Invertasen war in den beiden Interaktionen qualitativ
unterschiedlich. Die Infektion mit dem virulenten Bakterienstamm resultierte in einer
Repression photosynthetischer Gene und in einer Induktion der vakuolaren Invertasen. Die
Aktivitat der vakuoldren Invertasen stieg voriibergehend nach Infektion mit den virulenten
Bakterien an, wahrend sie nach Infektion mit den avirulenten Bakterien sank. Die Aktivitat
der extrazellularen Invertasen war in beiden Interaktionen reprimiert.

Die erfolgreiche Generierung eines virulenten und eines avirulenten Bakterienstammes von
P. syringae, die das grin fluoreszierende Protein exprimieren, kann bei der weiteren
Charakterisierung von Pflanze-Pathogen-Interaktionen helfen.

Die Regulation von Invertasen erfolgt auf transkriptioneller und posttranslationaler Ebene.
Um die Funktion von Invertasen in Pflanze-Pathogen-Interaktionen zu verstehen, wurde
zunéachst die Regulation von Invertasen durch endogene proteinogene Invertaseinhibitoren
untersucht. In Ubereinstimmung mit in silico Expressionsdaten konnte durch Untersuchung
von Reportergenlinien sowie in Northern Blot Analysen eine starke Expression von
Invertaseinhibitoren in Source Blattern von A. thaliana festgestellt werden. Nach Applikation
verschiedener biotischer und abiotischer Stressfaktoren wurde diese Expression nahezu
vollstdndig reprimiert. Die indirekte Bestimmung der Invertaseinhibitoraktivitat durch
Messung der Invertaseaktivitat in Mischextrakten zeigte, dass nach einer Pathogeninfektion

die Aktivitat der Inhibitoren vollstandig reprimiert wurde.
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In funktionellen Anséatzen wurden transgene Pflanzen generiert, die Invertaseinhibitoren
unter der Kontrolle von chemisch induzierbaren Promotoren exprimieren. Ein Effekt der
Induktion der Invertaseinhibitorexpression auf die Sensitivitdt gegenliber verschiedenen
Pathogenen konnte bisher nicht beobachtet werden.

In einem pharmakologischen Ansatz wurden verschiedene chemische Inhibitoren zur
Hemmung der Invertaseaktivitat in A. thaliana verwendet. Ein Vergleich der Hemmfahigkeit
zwischen einem Thiofructosid und Acarbose in vitro zeigte eine starkere Repression durch
Acarbose. Eine Behandlung von Blattern mit Acarbose bei gleichzeitiger Infektion mit dem
virulenten Bakterienstamm zeigte eine ph&notypisch erhdhte Sensitivitat der Pflanzen
gegenuber der Dbakteriellen Infektion, eine starkere Repression verschiedener
Chlorophylifluoreszenzparameter sowie ein erhdhtes Bakterienwachstum im Vergleich zu
einer Infektion mit den Bakterien allein. Keine Effekte wurden auf transkriptioneller Ebene bei
der Untersuchung verschiedener Gene der Photosynthese, des Kohlenhydratmetabolismus
und der Abwehr gefunden. Die Invertaseaktivitat nach zusatzlicher Behandlung mit Acarbose
war tendenziell niedriger als die Aktivitdt nach einer Pathogeninfektion alleine. Acarbose
erhdhte die Spiegel an Salicylsdure unabhangig von einer Pathogeninfektion. Da das
Bakterienwachstum in verschiedenen Mutanten des Salicylsdure-vermittelten Signalweges
der pflanzlichen Abwehr bei zusatzlicher Behandlung mit Acarbose ebenfalls erhéht war,
kann eine Beteiligung des Salicylsdure-vermittelten Abwehrweges am Acarboseeffekt bisher
ausgeschlossen werden.

Invertasen sind neben ihrer Beteiligung am pflanzlichen Abwehrverhalten auch fir die
Regulation von Entwicklungsprozessen wichtig. In einem funktionellen Ansatz mit
verschiedenen Pflanzen, die ektopisch jeweils einen Invertaseinhibitor produzieren, wurde
die Funktion von Invertasen genauer getestet. Zur Generierung spezifischer Effekte wurden
die Inhibitoren unter Kontrolle synthetischer, pathogen- und wundinduzierbarer Promotoren
in A. thaliana exprimiert. Unerwarteterweise war das Wachstum putativ transgener Keimlinge
jedoch im 4-Blatt-Stadium arretiert. Eine Analyse der Aktivitdt der R3-Glucuronidase in den
entsprechenden Reporterlinien zeigte eine Korrelation zwischen der Wachstumsarretierung
und einer hohen Aktivitat dieser Promotoren unter verschiedenen in vitro Bedingungen.
Dieser negative Effekt der Invertaseinhibition auf das Keimlingswachstum wurde in
transgenen Tabakpflanzen bekraftigt, die Invertaseinhibitoren unter Kontrolle eines
Tetracyclin-induzierbaren Promotorsystems exprimierten. Eine erfolgreiche Induktion des
Promotorsystems resultierte in einer Reduktion des Frischgewichtes der Keimlinge. Mittels in
silico Expressionsdaten und Northern Blot Analysen konnte fir A. thaliana eine spezifische
und starke Expression von verschiedener Invertaseisoformen wahrend der
Keimlingsentwicklung nachgewiesen werden. Diese komplementaren Ergebnisse zeigen

deutlich die Notwendigkeit der Invertaseaktivitat fur eine normale Keimlingsentwicklung.
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2 Summary

In spite of a number of projects dealing with plant-pathogen-interactions the mechanisms of
regulation of different plant metabolic pathways after pathogen infection are poorly
understood. However, invertases are key metabolic enzymes in carbohydrate partitioning
which may also play an important role during pathogen infection.

In this study, the regulation of different metabolic pathways in Arabidopsis thaliana plants
after infection by a virulent and an avirulent strain of Pseudomonas syringae was
investigated. With help of chlorophyll fluorescence imaging spatio-temporal changes in
photosynthesis were monitored. The monitored chlorophyll fluorescence parameters were
showing differential regulation. The effects were restricted to the vicinity of the infection site
and did not spread to uninfected areas of the leaf. Qualitatively similar changes in
photosynthetic parameters were observed in both interactions. Major differences between
the responses to both strains were evident in the onset and time course of changes.
Changes could be detected by chlorophyll fluorescence imaging before symptoms were
visible by eye. In contrast to photosynthesis, the regulation of marker genes for source/sink
relations and the activities of invertase isoenzymes showed qualitative differences between
both interactions. Inoculation of the virulent but not the avirulent strain resulted in
downregulation of photosynthetic genes and upregulation of vacuolar invertases. The activity
of vacuolar invertases transiently increased upon infection with the virulent strain but
decreased with the avirulent strain while extracellular invertase activity was downregulated in
both interactions.

As an advanced tool for the characterization of the interaction between A. thaliana and P.
syringae bacteria expressing the green fluorescing protein were generated.

Invertases are regulated on transcriptional and posttranscriptional level. To understand the
function of invertases in plant-pathogen-interactions, the regulation of endogenous
proteinaceous invertase inhibitors was investigated. According to expression profiling the
analysis of reporter gene lines and Northern Blot analyses revealed a strong expression of
invertase inhibitors in source leaves of A. thaliana. After application of biotic and abiotic
stress factors this expression was completely repressed. Indirect determination of invertase
inhibitor activity by measurement of invertase activity in mixed extracts revealed a complete
repression of inhibitor activity after pathogen infection.

In functional approaches transgenic plants were generated, that express invertase inhibitor
proteins under control of inducible promoters. However, no effect of the induction of inhibitor

expression on the sensitivity to different pathogens could be observed so far.



Summary 4

In a pharmacological approach the inhibitory potential of acarbose and a thiofructoside
towards invertases of A. thaliana was investigated. In vitro studies identified acarbose as the
more potent inhibitor. Simultaneous treatment of plants with acarbose and bacteria revealed
an increased sensitivity of the plant towards the bacterial infection and a stronger repression
of chlorophyll fluorescence parameters compared to plants treated with bacteria alone. No
effects on photosynthesis, carbohydrate metabolism and defence could be observed on
transcriptional level. A tendency of lowered invertase activity could be observed after
treatment with acarbose and bacteria compared to bacterial treatment alone. Acarbose
treatment enhanced the levels of salicylic acid independent of bacterial infection. The
acarbose-mediated increase in sensitivity was also detectable in sid2 and cpr6 mutants
indicating that the effect of acarbose is independent of the salicylic acid mediated defence
pathway.

Invertases are important enzymes in higher plants, which are involved in regulating
developmental processes and responses to external factors. In a functional approach the
role of invertases was investigated using transgenic plants ectopically expressing inhibitor
proteins to decrease invertase activity. For generating specific effects, these inhibitor
proteins were expressed in A. thaliana under the control of synthetic promoters consisting of
tetramers of pathogeninducible elements, which were reported to yield low constitutive
expression. Unexpectedly, seedling growth of putative transgenic plants was arrested at the
four-leaf stage. Analysis of B-glucuronidase activity of corresponding reporter gene lines
showed a correlation of the growth arrest with high activity of these promoters in seedlings
grown under tissue culture conditions. The negative effect of invertase inhibition on seedling
growth was substantiated by transgenic tobacco plants expressing an invertase inhibitor
under control of a tetracycline inducible promoter. Ectopic induction of the invertase inhibitor
during early seedling development resulted in a reduced fresh weight of seedlings.
Expression profiling and Northern Blot analyses further supported the importance of
invertase in Arabidopsis thaliana seedling development. Different invertases were specifically
and strongly expressed. These complementing results show that invertase activity is required

for normal seedling development.
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3 Einleitung

3.1 Das biologische Stresskonzept

Das biologische Stresskonzept wurde 1936 von Hans Selye zunachst fir tierische
Organismen entwickelt und enthélt die Kernaussage: ,Stress ist die Summe aller
Adaptationsvorgange und Reaktionen korperlicher wie psychischer Art, mit denen ein
Lebewesen auf seine Umwelt und die von innen und auRen kommenden Anforderungen
reagiert.”

Auch fur Pflanzen, welche aufgrund ihrer Ortsgebundenheit verschiedensten abiotischen und
biotischen Stressfaktoren ausgesetzt sind, ist ein einheitliches Stresskonzept notig. Zu den
abiotischen Stressfaktoren zahlen Licht, Temperatur, Wasser, Nahrstoffmangel, Schadstoffe
oder Verwundung, biotischer Stress wird verursacht durch Viren, Bakterien, Pilze, Herbivore
oder andere pflanzliche Organismen. Zur Vermeidung der Beeintrachtigung des Wachstums,
der Reproduktion und der Fitness durch verschiedene Umweltfaktoren bendtigen Pflanzen
spezifische Mechanismen zur Stressvermeidung sowie zur Stressadaptation (Levitt, 1980).
Diese Mechanismen erfolgen durch Regulation der allgemeinen Abwehr oder Stressor-
spezifisch, als schnelle Reaktionen aber auch als spezifische Langzeitanpassungen (zur
Ubersicht siehe Lichtenthaler, 1998). Moderne phytopathologische Untersuchungsansatze
beschaftigen sich mit der Entwicklung von Methoden zur Kontrolle von Krankheiten bzw. mit
der Stressvermeidung selbst durch Aufklarung der molekularen Grundlagen der

Wechselwirkungen zwischen Wirt und Pathogen und der Virulenzprinzipien.

3.2 Phytopathogene

Pflanzliches Material stellt sowohl Lebensraum als auch Nahrungsquelle phytopathogener
Organismen dar. Befallen Phytopathogene Nutzpflanzen, so kénnen dadurch betréchtliche
wirtschaftliche Schaden verursacht werden. Nach der Art der Parasitierung ihrer Wirte

werden Phytopathogene als biotroph, hemibiotroph oder nekrotroph klassifiziert.

Biotrophe Pathogene bendétigen fir Wachstum und Vermehrung lebendes Pflanzenmaterial.

Hyaloperonospora parasitica, ein biotropher Pilz, gehért zu der Klasse der Oomyceten. Er ist
auf einer Reihe von Kulturpflanzen, darunter verschiedene Kohlarten und Raps, Verursacher

des falschen Mehltaus. Auch Arabidopsis thaliana stellt eine Wirtspflanze dar.
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Der natirliche Infektionszyklus beginnt im Frihjahr, wenn Oosporen, die im Boden
Uberwintert haben, Keimblatter von A. thaliana infizieren. Infektionen treten typischerweise
bei kiihler und feuchter Witterung auf. Es erfolgen tiber Konidien sukzessive mehrere Zyklen
neuer Infektionen (Slusarenko und Schlaich, 2003). Die eigentliche Infektion beginnt nach
der Auskeimung der Konidien und der Bildung von Appressorien. Sogenannte
Penetrationshyphen wachsen von der Unterseite der Appressorien und penetrieren das Blatt
an der Verbindungstelle zweier Epidermiszellen. In seltenen Fallen kdnnen
Penetrationshyphen auch direkt durch Stomata in das Blatt wachsen (Koch und Slusarenko,
1990; Slusarenko und Schlaich, 2003). Wahrend des interzellularen Wachstums der Hyphen
erfolgt die Ausildung von Haustorien in Mesophyllzellen. Weiterhin werden Konidiophoren
produziert, die aus den Stomata herauswachsen (Mauch-Mani und Slusarenko, 1994). Die
hochste Konidiophorendichte kann bei einer hohen Dichte an Stomata beobachtet werden,
also in der Regel auf der Unterseite eines Blattes.

Es gibt kompatible und inkompatible Interaktionen zwischen H. parasitica und A. thaliana.
Fur die Bezeichnung der verschiedenen Isolate von H. parasitica gibt es eine spezielle
Nomenklatur (siehe Dangl et al., 1992). So ist das Isolat NOCO virulent auf dem Okotyp
Columbia, wohingegen WELA virulent auf dem Okotyp Landsberg ist. Die Interaktion
zwischen Col-0 und WELA ist inkompatibel. Innerhalb der inkompatiblen Interaktion gibt es je
nach Genotyp mehr oder weniger ausgepragte Resistenzphanotypen. Auch innerhalb
kompatibler Interaktionen kénnen Grad und Ausmal} der Kolonisierung mit H. peronospora in
einer vom Genotyp abhangigen und fiir eine Interaktion spezifischen Weise variieren (Holub
et al., 1994).

Zu den hemibiotrophen Pathogenen zahlt das Bakterium Pseudomonas syringae, ein gram-

negatives, obligat aerobes, stédbchenformiges und polar begeil3eltes Proteobakterium.
Dieses kann zundchst Uber viele Generationen als Epiphyt auf Blattoberflachen wachsen,
bevor es Uber Stomata oder kleine Verletzungen im Pflanzengewebe in dieses eindringt und
dann zum Krankheitsausloser wird (Hirano und Upper, 2000). P. syringae kann eine Vielzahl
von Wirtspflanzen befallen, darunter Kern- und Steinobst, sowie Nutzpflanzen aus den
Familien der Fabaceae und Brassicaceae. Nach einem Befall wird die sogenannte bakterielle
Blattfleckkrankheit mit den typischen Symptomen in Form von nekrotischen Lasionen und
Flecken an Stangeln, Blattern und Friichten ausgelost. Es existieren Uber 50 verschiedene
Pathovare. Diese beschreiben die Fahigkeit eines Stammes, bestimmte Wirtspflanzen als
Pathogen zu befallen. So ist P. syringae pv. tomato der Erreger der Blattfleckkrankheit auf
Tomate, welche auf den Blattern der Pflanzen in Form schwarz verfarbter Flecken mit
gelbem Hof auftritt. Nach einem Befall von Frichten entwickeln sich ebenfalls schwarze

Punkte, wodurch die Qualitat der Frichte beim Verkauf gemindert wird. Da auch Bluten
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befallen werden, kann es zu betrachtlichen wirtschaftlichen Schaden kommen. Unter
natirlichen Bedingungen tritt die Krankheit bevorzugt bei kiihler und feuchter Witterung auf,
wenn die Bakterien tUber gedffnete Spaltéffnungen in die Blatter eindringen kdnnen. Das
Genom des Stammes P. syringae pv. tomato DC3000 ist vollstandig sequenziert (Buell et al.,
2003). Neben einem zirkularen Chromosom enthalt das Genom zwei Plasmide, pDC3000A
und pDC3000B.

Auch A. thaliana ist eine Wirtspflanze von P. syringae pv. tomato. Da man verschiedene
rassenspezifische Kultivare fur A. thaliana kennt, ist ein Studium kompatibler und
inkompatibler Interaktionen moglich (Preston, 2000). Nach einer Infektion von Blattern treten
typischerweise wasserdurchtrénkte, sich ausbreitende Lasionen auf, die teilweise von einem
chlorotischen Rand umgeben sind (Preston, 2000). Mit fortschreitender Infektion sterben die
Pflanzenzellen ab. Fir die erfolgreiche Kolonisierung von Wirtspflanzen besitzt P. syringae
ein Typ lll Sekretionssystem (TTSS; Jakobek et al., 1993). Das TTSS ist ein Kennzeichen
gram-negativer Bakterien und beféahigt diese, Effektorproteine direkt in das Zytoplasma bzw.
den extrazellularen Raum einer Wirtszelle zu translozieren (Heuck, 1998; Cornelis und
Gijsegem, 2000; Guttman et al.,, 2002). Diese Proteine agieren als Virulenzfaktoren, sind
direkt fur die Pathogenitat des Bakteriums verantwortlich und férdern damit auch die
Entwicklung von Krankheitssymptomen (Heuck, 1998; Bittner und Bonas, 2002; Grant et al.,
2006; Jones und Dangl, 2006; Goel et al., 2008). Das TTSS ist auch fur die Auslésung einer
HR in Nichtwirtspflanzen nétig (siehe auch Kapitel 3.3). Die Gene dieses hochkonservierten
Komplexes werden als hrp-Gene (hrp = hypersensitive response and pathogenicity genes)
bezeichnet (Cornelis und Gijsegem, 2000). Einige dieser hrp-Gene, die sogenannten hrc-
Gene (hrc = hrp conserved), kodieren fir membranassoziierte Proteine, die Teile des aktiven
TTSS wahrend der Infektion einer Pflanze bilden (Baker et al., 1997).

Mit Hilfe von Mutantenanalysen konnte gezeigt werden, dass bei der Resistenz gegen P.
syringae in A. thaliana insbesondere die durch SA regulierte Abwehr wichtig ist (Delaney et
al., 1994). P. syringae pv. tomato ist zur Produktion des Phytotoxins Coronatin (COR)
befahigt, welches strukturell den Jasmonaten ahnelt. COR gilt als wichtiger Virulenzfaktor,
der entscheidend am Krankheitsverlauf bzw. an der Auspragung der typischen Chlorosen
beteiligt ist (Bender et al., 1999). Weiterhin wurde gezeigt, dass Coronatin die Salicylsaure-
abhangige Abwehr der Pflanze hemmt und fur die Virulenz dieses Pathogens wichtig ist
(Zhao et al., 2003).

Im Gegensatz zu den biotrophen bzw. hemibiotrophen Pathogenen besiedeln nekrotrophe
Pathogene abgetdtete Pflanzengewebe, denen sie fir das eigene Wachstum Nahrstoffe
entziehen (Thomma et al.,, 2001). Ein nekrotrophes Pathogen ist der Pilz Alternaria

brassicicola, der zu der Gruppe der Deuteromyceten (Fungi imperfecti) gehoért. Nicht alle
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Vetreter der Gattung Alternaria sind nekrotroph, Gberwiegend leben sie saprophytisch, man
findet sie im Boden oder in verfaulenden und abgestorbenen Pflanzengeweben. Auch
Alternaria kann erhebliche wirtschaftliche Schéaden verursachen. So befallt er eine Reihe
verschiedener Nutzpflanzen, darunter verschiedene Getreidearten, Raps, Gemise wie
Blumenkohl, Karotte oder Kartoffel, aber auch Friichte wie Tomate oder Apfel (Thomma,
2003). Typische Krankheitssymptome sind das Auftreten von runden, braunen oder grauen
Chlorosen und nekrotischen Lasionen, in deren Zentrum der Pilz sitzt (Kagan und
Hammerschmidt, 2002; Thomma, 2003). Befallt A. brassicicola Rapspflanzen, so wird die
sogenannte Rapsschwaérze ausgelost, welche Ernteverluste von bis zu 30 % mit sich bringen
kann. A. brassicicola kann nahezu alle Vetreter der Gattung Brassica befallen (Maude und
Humpherson-Jones, 1980; Pattanamahakul und Strange, 1999; Westman et al., 1999). Auch
A. thaliana stellt eine Wirtspflanze dar. Nach einer Infektion 16st der Pilz die Akkumulation
des Phytoalexins Camalexin aus, das antimikrobielle Eigenschaften besitzt (Thomma et al.,
1999). Die Arabidopsis Mutante pad3-1 (,pytoalexin-deficient 3-1“) zeigt aufgrund ihrer stark
reduzierten Spiegel an Camalexin eine erhdhte Anfélligkeit gegeniber A. brassicicola. Das
fur PAD3 kodierende Gen schien damit zun&chst eine Schlisselrolle in der Resistenz
gegeniuber A. brassicicola zu spielen (Thomma et al., 1999). Eine weitere Studie konnte
diesen direkten Zusammenhang nicht bestéatigen. Vielmehr wird spekuliert, dass an der
Abwehr des Pathogens A. brassicicola verschiedene Signhalwege in unterschiedlicher

Gewichtung beteiligt sind (Kagan und Hammerschmidt, 2002).

3.3 Pflanzliche Resistenzmechanismen

Gegen die Mehrzahl an Mikroorganismen sind Pflanzen resistent. Resistenz lasst sich
allgemein in die Wirts- und die Nichtwirtsresistenz gliedern. Die Nichtwirtsresistenz (=Basis-
Inkompatibilitat) basiert auf praformierten und induzierten Abwehrreaktionen (Heath, 2000a;
siehe auch Kapitel 3.4). Die induzierte Resistenz (IR) ist eine unspezifische Resistenz in
Form einer erhdhten Abwehrbereitschaft gegen eine Vielzahl von Stressfaktoren. Die IR ist
gleichbedeutend mit dem ,Priming” und kann kinstlich ausgel6st werden (Conrath et al.,
2001; Conrath et al.,, 2002; Heil und Kost, 2006; van Hulten et al., 2006). Werden diese
Pflanzen zu einem spéteren Zeitpunkt Stressfaktoren ausgesetzt, so kdnnen sie schneller
und auch effektiver weitere Abwehrreaktionen aktivieren (Conrath et al.,, 2002). Eine
Quantifizierung der verursachten Effekte in einer Pflanze ist jedoch bisher nicht méglich
(Conrath et al., 2006).

Nach einem Pathogenbefall kénnen Pflanzen eine erhdhte Resistenz gegeniber weiteren

Infektionen entwickeln, die man als induzierte (ISR = ,induced systemic resistance") oder als
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systemisch erworbene Resistenz (SAR = ,systemic acquired resistance") bezeichnet. Diese
Immunitdt gegeniiber nachfolgenden Infektionen kann bis zu einigen Monaten andauern
(Thomma et al., 2001). Nach Feys und Parker (2000) wird eine ISR Jasmonat- und Ethylen-
abhangig induziert, wohingegen bei der Induktion der SAR die Salicylsdure eine
Schlusselrolle spielt. Eine SAR wird unabhangig vom Typ der Pathogeninfektion ausgeldst,
setzt jedoch eine durch einen Pathogenkontakt bereits erfolgte HR voraus. Gegeniber
nachfolgenden Infektionen mit verschiedenen Pathogenen sind Pflanzen dann langfristig
geschuitzt (Ryals et al., 1996). Durch die Identifikation der Mutante nprl (,nonexpresser of Pr
genes®) in A. thaliana, die nicht zur Ausprédgung einer SAR beféhigt ist, konnte gezeigt
werden, dass das nprl-Gen ein positiver Regulator der SAR ist (Cao et al.,, 1994). Das
Vorhandensein eines funktionsfahigen Salicylatweges ist jedoch nicht die einzige Grundlage
der Entstehung einer SAR, vielmehr besteht ein Zusammenspiel aus Salicylat-, Jasmonat-
und Ethylen-vermittelter Abwehr.

Eine ISR wird im Gegensatz zu einer SAR durch Rhizobakterien verursacht (Dong, 1998;
Pieterse et al.,, 1998; Pieterse und van Loon, 1999). Erfolgt eine Besiedelung der
Rhizosphéare von A. thaliana mit Pseudomonas fluorescens, so ist die Pflanze gegentber
anschlielenden Pathogeninfektionen resistent. Es wurde gezeigt, dass die gleichzeitige
Aktivierung von SAR und ISR in diesen Pflanzen zu einem erhéhten Schutz gegen eine

nachfolgende Infektion mit P. syringae pv. tomato fihrt (van Wees et al., 2000).

Gelang es einem Pathogen im Lauf der Evolution, die Basis-Inkompatibilitdt durch die
Entwicklung von Pathogenitatsfaktoren oder Suppressoren zu brechen, so wurde die
befallene Pflanze zu einer Wirtspflanze. Die Resistenz wird als Wirtsresistenz bezeichnet
(Heath, 2000b; Rausher, 2001). In einem neueren Modell wird die Resistenz definiert als die
Summe aus (PTlI — ETS) + ETI. Die PTI ist definiert als eine durch PAMPs augeloste
Immunitat (,PAMP-triggered immunity”), die ETS ist definiert als die Suszeptibilitat
gegenuber Effektoren von Pathogenen (,effector-triggered immunity”). Die ETI schlie3lich
beschreibt eine auf die ETS in Pflanzen evolvierte Immunitat gegentiber den Effektoren der
Pathogene (Jones und Dangl, 2006). Resistenz oder Anfélligkeit einer Pflanze gegenuber
einem Pathogen ist also immer im Kontext einer Koevolution zwischen pflanzlichen
Resistenzmechanismen und der Entwicklung von Virulenzfaktoren der Pathogene zu
betrachten.

Die Wirtsresistenz lasst sich in eine horizontale und eine vertikale Resistenz unterteilen
(Agrios, 1997). Unter der horizontalen Resistenz versteht man eine generelle unspezifische
Resistenz, bei der eine Wirtspflanze Resistenz gegenuber allen Rassen eines Pathogens

zeigt. Bei der vertikalen Resistenz liegt eine rassenspezifische Resistenz vor.
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Die genetischen Grundlagen der spezifischen Resistenz einer Pflanze gegeniiber einem
Pathogen wurden bereits 1955 von Flor in der sogenannten Gen-fir-Gen-Hypothese
beschrieben. Nach dieser Hypothese liegt eine Resistenz dann vor, wenn eine Pflanze, die
ein spezifisches Resistenz-Gen (R-Gen) besitzt, ein Pathogen mit korrespondierendem
Avirulenzgen (Avr-Gen) erkennt. Das bedeutet, dass spezifische Genpaare fir Wirt und
Pathogen existieren missen, damit eine spezifische Resistenz ausgeltst werden kann. Die
Interaktion zwischen der resistenten Wirtspflanze und dem avirulenten Pathogen bezeichnet
man als inkompatibel. Lést eine Pathogeninfektion hingegen in einer Pflanze eine Krankheit
aus, so liegt eine kompatible Interaktion vor, das Pathogen bezeichnet man in diesem Fall
als virulent. Intensiv untersucht wurden die kompatible und die inkompatible Interaktion
zwischen A. thaliana und P. syringae (Whalen et al., 1991; Dong et al., 1991; Tao et al.,
2003). Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass die Avirulenzgen-Produkte
Virulenzfaktoren des Pathogens sind (Desveaux et al., 2006). Haben Pflanzen Mechanismen
entwickelt, um diese Virulenzfaktoren mit Hilfe von Resistenzproteinen zu erkennen, werden
die Faktoren zu Avirulenzsignalen. In Ubereinstimmung mit diesem Modell wurde fur P.
syringae bestatigt, dass das TTSS der Bakterien einerseits fur die Pathogenitat, andererseits
fur die Induktion der hypersensitiven Reaktion bedeutsam ist (Hauck et al., 2003). Das Typ Il
Sekretionssystem ist fir den Transport bakterieller Effektorproteine in pflanzliche Zellen
verantwortlich (Alfano und Collmer, 1997; Goel et al., 2008). Es besteht aus einem
Proteinkomplex, der die innere und &ufRere Bakterienmembran durchspannt und wird in
vielen phytopathogenen und tierpathogenen Bakterien gefunden (siehe auch Kapitel 3.2). Da
mutierte Bakterien ohne funktionelles Typ Ill Sekretionssystem ihre Pathogenitat einbifen,
wird das TTSS als essentiell fir die Virulenz betrachtet (Petnicki-Ocwieja et al., 2002; Alfano
und Collmer, 2004). Die zunéchst zugrundegelegte direkte Interaktion zwischen dem
Resistenzprotein und dem Avirulenzprotein wurde jedoch nur fir die Interaktionspartner
PTO-AVRPTO und RRS1R-PopP2 experimentell bestatigt. Weitere Studien stitzten
vielmehr die sogenannte Guard-Hypothese, nach der Resistenzproteine die Aktivitat
verschiedener Avirulenzproteine erkennen, die mit derselben Bindungsstelle in der
Pflanzenzelle interagieren (Quirino und Bent, 2003; Alfano und Collmer, 2004; Gomez-
Gomez, 2004). Nach erfolgter Detektion der Veranderungen an dieser Bindungsstelle wird
die Einleitung einer hypersensitiven Reaktion (HR) vermittelt. Diese lokal induzierte
Abwehrreaktion ist haufig ein Begleiter von Resistenzreaktionen einer Pflanze gegenuber
einem Pathogen (Staskawicz et al., 1995). Lokal auftretende Nekrosen, die vermutlich aus
dem programmierten Zelltod resultieren, sind ein Kennzeichen der HR (Heath, 2000a). Ziel
einer HR st letztendlich Stressvermeidung, indem infizierte Zellen sofort erkannt und
eliminiert werden. Wahrend einer HR werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sowie

Stickstoffmonoxid gebildet, wodurch Plasmamembranen ihre Semipermeabilitat verlieren und
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phenolische Substanzen freigesetzt werden. Daraus wiederum resultieren der oben
genannte lokale Zelltod und die nekrotischen Lasionen. Eine Ausbreitung des Pathogens
wird so unterbunden (Buchanan et al., 2000). Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies kann
zu einem sogenannten ,oxidative burst® fihren. Dabei entstehen durch Ozon,
Schwermetalle, Temperatur- oder Lichtstress, aber auch durch den Befall mit Pathogenen
mehr ROS als von der Pflanze entgiftet werden kdnnen (Salin, 1987; Palmer und Paulson,
1997). Eine Akkumulation der ROS fihrt letztendlich zum Zelltod (Feys und Parker, 2000;
Heath, 2000a).

3.4 Pflanzliche Abwehrmechanismen

Zu den praformierten Abwehrmehrmechanismen einer Pflanze z&ahlen morphologische
Barrieren wie beispielsweise die Kutikula. Durch Kutin, Suberin und Lignin kann diese weiter
verstarkt werden, was das ein Eindringen von Mikroorganismen in die Pflanze erschwert. Im
pflanzlichen Sekundarmetabolismus gebildete Substanzen weisen h&ufig antimikrobielle
Eigenschaften auf. Beispiele hierfur sind Alkaloide und Polyphenole.

Uberwindet ein Pathogen die praformierten Abwehrmechanismen einer Pflanze und
verursacht eine Infektion, wird pflanzliches Abwehrverhalten nach einem Modell von
Thomma et al. (2001) abhangig von der Art des Erregers induziert. Nach Befall mit
biotrophen Erregern wird insbesondere der Salicylsdure-abhangige Signalweg induziert,
wohingegen der Jasmonsaure-abhangige Signalweg in der Abwehr nekrotropher Erreger
notwendig ist. Eine Regulation der verschiedenen Abwehrwege erfolgt jedoch nicht getrennt
voneinander. Vielmehr konnte demonstriert werden, dass ein Netzwerk regulierter
Interaktionen zur Abwehr von Pathogeninfektionen besteht (Nickstadt et al., 2004). In der
Modellpflanze A. thaliana konnten durch verschiedene Stressfaktoren unterschiedliche, sich
teilweise Uberschneidende Abwehrreaktionen hervorgerufen werden (Schenk et al., 2000).
Unterschiede nach der Infektion von A. thaliana mit einem virulenten bzw. einem avirulenten
Bakterienstamm von P. syringae traten hauptsachlich in der Geschwindigkeit der Aktivierung
der Genregulation auf, jedoch weniger in der Qualitéat (Tao et al., 2003).

Induzierte Abwehrreaktionen werden in Pflanzen lokal oder systemisch nach Kontakt mit
Pathogenen aktiviert. Die Erkennung eines Pathogens durch eine Pflanze ist dabei der erste
Aktivierungsschritt, sie erfolgt Gber sogenannte Elicitoren der Pathogene (Vasconsuelo und
Boland, 2007). Man unterscheidet exogene und endogene Elicitoren.

Exogene Elicitoren weisen Ahnlichkeiten mit den PAMPs (,pathogen associated molecular
pattern®) in tierischen Organismen auf und werden daher auch im Pflanzenreich als PAMPs

bzw. MAMPs (,microbe associated molecular pattern“) bezeichnet. Beispiele sind
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Lipopolysaccharide, Peptidoglucane, Proteine oder Oligosaccharide. PAMPs kommen
typischerweise in Mikroorganismen, jedoch nicht im Tier- und Pflanzenreich vor. Das Protein
Flagellin, eine Komponente des Flagellums gramnegativer Bakterien, ist das am besten
untersuchte PAMP. Ein Fragment des Flagellins von 22 Aminoséuren (flg22) Lange wirkt in
A. thaliana und Tomate als Elicitor (Felix et al., 1999). Bei dem Rezeptor fiur flg22, FLS2,
handelt es sich um ein transmembranes Rezeptorkinase-Protein (Gomez-Gomez and Boller,
2000). Die nach der Erkennung des Flagellins durch FLS2 ausgeldsten Abwehrreaktionen
beinhalten u.a. die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die Aktivierung von
MAP-Kinase-Kaskaden zur Signalweiterleitung und die Induktion von Pr-Proteinen (Felix et
al., 1999; Gomez-Gomez et al.,, 1999). Endogene Elicitoren sind von der Pflanze selbst
stammende Zellwandbruchstiicke, die durch hydrolytische Enzyme freigesetzt werden.

Eine Elicitierung induziert, wie bereits angedeutet, verschiedene Abwehrreaktionen. Am
schnellsten treten lonentranslokationen ein, welche zu einem intrazellularen Anstieg an Ca?*
und K* fuhren. Im weiteren Verlauf einer Infektion kann dann die Akkumulation reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) sowie die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen
beobachtet werden (Yang et al., 1997). Aulerdem werden Zellwandverstarkungen
(Kalloseablagerungen, Lignifizierung) ausgebildet sowie Phytoalexine und antimikrobielle
Proteine synthetisiert (Glazebrook und Ausubel, 1994; Dangl und Jones, 2001; Thomma et
al., 2001). Kennzeichen der letztgenannten Reaktionen ist die Synthese de novo, d. h. diese
Substanzen sind in gesundem Gewebe nicht oder nur in geringen Mengen vorhanden (Tsuji
et al.,, 1992). In A. thaliana wird nach Pathogeninfektionen vornehmlich das Phytoalexin
Camalexin (3-Thiazol-2'-yl-Indol) gebildet (Tsuji et al., 1992; Glazebrook und Ausubel, 1994,
Rogers et al., 1996).

Auch die Bildung von Signalmolekilen wie Salicylsdure (SA), Oxylipinen und Ethylen wird
nach Pathogeninfektionen beobachtet. Die Biosynthese von Salicylsaure stellt einen
wichtigen Kontrollpunkt in der pflanzlichen Abwehr dar. Sie erfolgt in Pflanzen ausgehend
von Phenylalanin oder alternativ tGber Chorismat (Weiss und Edwards, 1980; Lee et al.,
1995; Verpoorte et al., 1999; Shah, 2003). Mittels Mutantenanalysen konnte gezeigt werden,
dass eine schnelle Akkumulation von SA notwendig ist fur eine effektive Abwehr gegen
verschiedene Stressfaktoren. In den Mutanten sidl und sid2 (,salicylic acid-induction
deficient"), in denen aufgrund eines Defektes im Chorismatweg keine SA akkumulieren kann,
ist die Anfalligkeit gegentiber den Pathogenen P. syringae und H. parasitica erhdht (Nawrath
und Métraux, 1999). Die SA-Signaltransduktionsmutante nprl, die zwar normale Spiegel an
SA, jedoch eine gestérte Expressionsregulation von Prl aufweist, ist ebenfalls sensitiver
gegenuber Infektionen mit diesen Pathogenen (Cao et al., 1997; Glazebrook, 1999). Die
transgene Linie nahG akkumuliert aufgrund der Expression des bakteriellen Gens fur die

Salicylat-Hydroxylase keine SA und weist eine unterdriickte Pr-Genexpression auf.
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Gegeniber viralen, pilzlichen und bakteriellen Pathogenen zeigt sie eine erhdhte Anfalligkeit
(Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994). Auch eine R-Gen abhéngige HR (,hypersensitive
response*) gegenuber Pathogenen wird nicht ausgebildet (Delaney et al., 1994).

Oxylipine sind Oxidationsprodukte von zumeist mehrfach ungesattigten Fettsduren und
kbénnen enzymatisch oder nicht-enzymatisch gebildet werden. Die Bildung nicht-
enzymatischer Oxylipine wird durch freie Radikale, insbesondere durch Hydroxylradikale,
katalysiert. Zu den in Pflanzen vorkommenden nicht-enzymatisch gebildeten Oxylipinen
zéhlen Phytoprostane, Hydroxyfettsauren und Malondialdehyd. Enzymatisch gebildete
Oxylipine entstehen aus Linol- oder Linolensdure. Diese werden zundchst durch
Lipoxygenasen umgesetzt in Hydroperoxide, welche zu einer Vielzahl von Verbindungen
weiterreagieren kdnnen. Wichtige Oxylipine sind OPDA und Jasmonsaure. Ein Anstieg von
Jasmonsaure in Pflanzen konnte nach der Einwirkung einer Reihe verschiedener biotischer
und abiotischer Stressfaktoren gezeigt werden (Feussner und Wasternack, 2002;
Wasternack, 2007).

Die Signaltransduktionsereignisse nach Pathogeninfektionen fihren, wie bereits
beschrieben, zu einer veranderten pflanzlichen Genexpression. So werden beispielsweise
Prl, Pr2 und Pr5 durch Salicylsdure induziert. Vor allem Prl wird als Marker fir die SA-
abhangige Pathogenabwehr angesehen (Glazebrook, 2001). Die Bedeutung der Pr-Gene in
der Pathogenabwehr konnte ebenfalls durch Mutantenanalysen gezeigt werden:
Verschiedene cpr Mutanten (,constitutive expresser of Pr-genes*), die konstitutiv Pr-Gene
exprimieren, weisen eine erhohte Resistenz gegentber Pathogenen auf (Bowling et al.,
1997; Clarke et al., 1998). Die Mutante nprl, die in der SA-Signaltransduktion gestort ist, ist

hingegen sensitiver gegentiber verschiedenen Pathogenen (Glazebrook, 1999).

3.5 Photosynthese und Chlorophyllfluoreszenz - konk urrierende

Prozesse

Photosynthese ist definiert als ein Redoxprozess, bei dem Sonnenenergie genutzt wird, um
unter Freisetzung von Sauerstoff H,O zu oxidieren und CO, zu organischen Verbindungen
zu reduzieren. Photosynthese findet an den Thylakoidmembranen in den Chloroplasten statt
und lauft in zwei Teilschritten ab. In der Lichtreaktion werden mit Hilfe einfallender
Lichtenergie die energiereichen Verbindungen ATP und NADPH gebildet. Wahrend der
lichtunabhangigen Dunkelreaktion werden diese Verbindungen dann fir die
Kohlenhydratbiosynthese genutzt.

Intakte Pflanzen verwenden nicht die gesamte einfallende Lichtenergie fir die Photochemie

(ca. 95 %). Geringe Teile werden auch in Form von Fluoreszenz (3 - 4 %) und Wéarme (1 - 2
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%) entwertet. Zu einem vernachlassigbar geringen Teil erfolgt die Energieabgabe des
Weiteren durch Energietransfer. Unter der Annahme, dass der Anteil der abgegebenen
Energie in Form von Wéarme konstant ist, kann man durch Messung der Anderungen der
Chlorophyllifluoreszenz auf die Intensitdt der Photosynthese schlieRen. Dieser in erster
Né&herung reziproke Zusammenhang zwischen Chlorophylifluoreszenz und Photosynthese
wurde zuerst von Kautsky und Hirsch (1931) beschrieben. Als Fluoreszenz wird generell die
Lichtabstrahlung nach Lichtabsorption bezeichnet. Die am haufigsten untersuchte
Fluoreszenz bei Pflanzen ist die dunkelrote Fluoreszenz. Daneben gibt es jedoch auch eine
Reihe von Untersuchungen zur Blau-Grin-Fluoreszenz (Mazzinghi et al., 1994; Morales et
al., 1994; Morales et al., 2005; Stober and Lichtenthaler, 2005). Zahlreiche Publikationen
haben sich mit den theoretischen Aspekten, Anwendungsmadglichkeiten und der Definition
verschiedener Parameter der Chlorophyllfluoreszenz beschéftigt (van Kooten und Snel,
1990; Krause und Weis, 1991; Lichtenthaler und Miehe, 1997; Maxwell und Johnson, 2000;
Govindjee und Nedbal, 2000; Bilger et al., 2001; Hunt, 2002; Rohacek, 2002; Krause und
Jahns, 2003; Oxborough, 2004; Baker und Rosenqvist, 2004; Baker, 2008).

Die Vorteile von Chlorophyllfluoreszenzmessungen bestehen darin, dass die Methode
nichtinvasiv, sensitiv und schnell ist (van Kooten und Snel, 1990). Wiederholte Messungen
am gleichen Pflanzenmaterial unter sich &ndernden Umweltbedingungen oder wahrend der
pflanzlichen Entwicklung sind mdglich (Bilger et al., 2001). Ergebnisse sind aufRerdem

einfacher zu erzielen als Giber Messungen der CO,-Aufnahme oder O,-Abgabe.

3.6 Chlorophyllfluoreszenz und Stress

Die Untersuchung abiotischer Stressfaktoren auf die Chlorophyllfluoreszenz war Gegenstand
einer Reihe von Studien. So erfolgten unter anderem Untersuchungen nach Kéltestress
(Fryer et al.,, 1995; Tambussi et al., 2004), Hitzestress (Hill et al., 2004), Trockenstress
(Flexas et al., 2002), Salzstress (Belkhodja et al., 1994), Nahrstoffmangel (Wykoff et al.,
1998), Ozonbehandlung (Lorenzini et al., 1999; Leipner et al., 2001) und Lichtstress (Russell
et al., 1995; Pfundel, 2003; Bartak et al., 2004). Es wurden fir die Untersuchungen
insbesondere Hohere Pflanzen, aber auch Griinalgen verwendet. Welche Parameter sich
nach der Applikation von Stressfaktoren andern, ist eine sehr spezifische Reaktion, die
abhangig vom untersuchten System ist.

Bei der Suche nach neuen, resistenteren Pflanzenkultivaren kénnen
Chlorophyllifluoreszenzmessungen praktische Anwendung erfahren (Baker und Rosenqvist,
2004). Ebenso findet man eine grofRe Anzahl von Studien, in denen die Wirkung biotischer

Stressfaktoren auf die Chlorophylifluoreszenz von Pflanzen untersucht wurde. Nach Befall
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von Tabakpflanzen mit dem Tabakmosaikvirus konnte eine Abnahme der Photosyntheserate
in infizierten Regionen unter verschiedenen Licht- und N&hrstoffbedingungen gezeigt werden
(Balachandran und Osmond, 1994, Balachandran et al., 1994, Chaerle et al., 2004). In der
Interaktion zwischen dem Abutilon Mosaik Virus und Abutilon striatum konnten komplexe
Zusammenhange zwischen Source-Sink-Ubergangen, der Photosynthese und dem
nichtphotochemischen Quenching nachgewiesen werden (Lohaus et al., 2000).

Der Einfluss von Pilzinfektionen auf die Chlorophyllfluoreszenz wurde ebenfalls in
verschiedenen Studien erforscht. Pilzliche Infektionen hemmen die Elektronentransportrate
lokal begrenzt innerhalb infizierter Bereiche (Peterson und Aylor, 1995; Scholes und Rolfe,
1996; Forschler et al., 2003). In zwei weiteren Studien konnte zusatzlich jeweils ein distinkter
Ring erhohter photosynthetischer Aktivitat um die Infektionsstellen beobachtet werden. Die
Pflanze-Pathogen-Interaktionen zwischen Arabidopsis thaliana und Albugo candida (Chou et
al., 2000) bzw. zwischen Lycopersicon esculentum und Botrytis cinerea (Berger et al., 2004)
wurden dabei untersucht. Chlorophylifluoreszenzmessungen wurden zumeist flr kompatible
Interaktionen durchgefiihrt. Jedoch konnten auch fir die inkompatiblen Interaktionen
zwischen Tabak und Phytophtora nicotianae bzw. Gerste und Blumeria graminis
Veranderungen der photosynthetischen Kapazitat beobachtet werden (Scharte et al., 2005;
Swarbrick et al., 2006).

Prinzipiell kénnen Chlorophylifluoreszenzmessungen fur die Friherkennung von
Pflanzenkrankheiten angewandt werden. Beispielsweise wurde die Methode als Werkzeug

zur Uberpriufung der Giite gelagerter Friichte genutzt (Nedbal et al., 2000).

Auch eine naturliche bzw. entwicklungsabhéngige Regulation von Photosynthese und
Chlorophyllfluoreszenz konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden (Meng et al., 2001,
Humbeck und Krupinska, 2003; Walter et al., 2003). Die Regulation bei der tropischen
Pflanze Ficus microcarpa L. f. cv. Golden Leaves ist von der Starke des Tageslichtes
abhangig (Takahashi et al., 2002). Mogliche Schaden durch Lichtstress werden dadurch von
der Pflanze vermieden. In CAM-Pflanzen k&énnen charakteristische circadian regulierte

Muster beobachtet werden (Rascher et al., 2001).

3.7 Regulation von Source - und Sink -Ubergangen

Die wahrend der Photosynthese gebildeten Kohlenhydrate dienen Pflanzen zum Wachstum,
zur Entwicklung und zur Differenzierung. Photosynthese findet lediglich in grinen

Pflanzenteilen, den sogenannten Source-Geweben statt. Die Kohlenhydrate werden effizient
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vom Bildungsort zu Sink-Geweben wie Knospen, Bluten, Friichten, Knollen oder Wurzeln
transportiert und dort verbraucht oder gespeichert.

Pflanzen nutzen fir den Transport von Kohlenstoff-Assimilaten zumeist das Disaccharid
Saccharose. Dieses besteht aus den Bausteinen Glucose und Fructose, die tber eine a-1,2-
glycosidische Bindung miteinander verkniipft sind. Pflanzliche Vetreter aus den Familien der
Cucurbitaceae, Scrophulariaceae und Verbenaceae nutzen andere Oligosaccharide wie
Raffinose oder Stachyose als Transportformen. Saccharose kann auch direkt als
Speicherform von Kohlenhydraten eingesetzt werden, beispielsweise in Zuckerrohr (Zhu et
al., 2000). Die Saccharose stellt ein Signal fur den Zuckerstatus dar (Roitsch 1999). Sie
beeinflusst die Genexpression (Koch et al., 1996) und hat damit eine regulatorische Funktion
(siehe auch Kapitel 3.8).

Aus den Source-Geweben verlauft der Langstreckentransport der Saccharose entlang eines
Konzentrationsgradienten im Phloem zu den Sink-Geweben. Die Entladung erfolgt
symplastisch oder apoplastisch Uber Saccharosetransporter (Sauer, 2007). Saccharose
selbst ist als Energiequelle fir Pflanzen erst nach der Spaltung nutzbar, die Hydrolyse kann
entweder enzymatisch durch Saccharosesynthasen oder durch Invertasen erfolgen.
Saccharosesynthasen (EC 2.4.1.13) sind im Zytoplasma lokalisierte Glycosyltransferasen.
Sie arbeiten reversibel und Ubertragen aus der Saccharose stammende Glucose auf UDP,
wobei Fructose freigesetzt wird (Geigenberger und Stitt, 1993).

Die enzymatische Spaltung durch Invertasen (EC 3.2.1.26) hingegen erfolgt hydrolytisch

unter Verbrauch eines Wassermolekils und ist irrversibel (Geigenberger und Stitt, 1993).

3.8 Charakterisierung der Familie der Invertasen

Der Begriff Invertase bezieht sich auf Enzyme pilzlichen, bakteriellen oder pflanzlichen
Ursprungs. Enzyme gleicher Funktion im Menschen werden als Saccharasen bezeichnet.
Invertasen sind B-Fructofuranosidasen und werden in zwei Hauptklassen eingeteilt. Man
unterscheidet Invertasen mit saurem/neutralen oder mit alkalischem pH-Optimum. Eine
genauere Einteilung der Enzyme kann durch die Charakterisierung ihrer subzelluldren
Lokalisation, ihrer pH-Optima oder ihrer isoelektrischen Punkte getroffen werden (Sturm und
Chrispeels, 1990; Roitsch und Tanner, 1995; Tymowska-Lalanne et al., 1996). Wahrend man
Invertasen mit neutralem und alkalischen pH-Optimum im Zytosol findet, kommen die
Invertasen mit saurem pH-Optimum entweder als apoplastisch an Zellwdnde gebundene
(cwINV) oder als losliche vakuolare (VINV) Isoformen vor. Fir alle Invertasen gilt ein Ky von
etwa 1 bis 30 mM Saccharose fir die hydrolytische Spaltung (Lee und Sturm, 1996; Ross et
al., 1996; Tang et al., 1996; Isla et al., 1999). Invertasen sind meist glycosyliert.
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Abb. 1: Modell der apoplastischen Phloementladung in Sink-Geweben und Regulation von
extrazelluldaren Invertasen. Saccharose (Suc) wird von einem Saccharosetransporter (Suc TP) aus
den Siebréhren in den Apoplasten entladen, durch die extrazellulare Invertase in die
Hexosemonomere Glucose (Glc) und Fructose (Fru) gespalten und mit Hilfe eines Hexosetransporters
(Hexose TP) in die Sink-Zelle aufgenommen. Extrazelluldre Invertasen werden reguliert durch eine
Reihe von Stimuli, unter anderem durch die Hexosemonomere selbst, durch Phytohormone oder
durch verschiedene Stressfaktoren. Zucker sind Substrate fiir das heterotrophe Wachstum und dienen
als Signale fiir die Genregulation (verandert nach Roitsch et al., 2000).

Die Hauptfunktion von extrazellularen Invertasen besteht im Transport von Zuckern tber das
Phloem, sie spielen daher eine zentrale Rolle im pflanzlichen Metabolismus. Ein Modell der
apoplastischen Phloementladung und der Regulationsmoglichkeiten der extrazellularen
Invertasen durch verschiedene Faktoren zeigt Abb. 1. Neben dem Transport von Zuckern
sind weitere Aufgaben der Invertasen die Beeinflussung der Sink-Starke von Geweben und
die Beteiligung an Source-Sink-Ubergéngen. Sie stellen Schlisselenzyme in der Verteilung
2003). Durch ihre
Aktivitat wird bestimmt, ob eine Zelle mit apoplastischer Saccharose oder Hexosen versorgt
wird (Sherson et al., 2003).
entwickelnder und wachsender Gewebe mit Hexosen, der Speicherung von Zuckern, der

des Assimilats Saccharose innerhalb der Pflanze dar (Roitsch et al.,
Invertasen sind aul3erdem beteiligt an der Versorgung sich

Aufrechterhaltung des osmotischen Drucks, der Regulation verschiedener Gene, der
Bereitstellung von Metaboliten fur die Respiration und die Biosynthese von Primér- und
Sekundarmetaboliten und der Weiterleitung von Stress-Signalen (Sturm, 1999).

Aufgrund hoher Sequenzhomologien werden die Invertasen mit saurem pH-Optimum

zusammen mit den Fructosyltransferasen und den Fructan-Exohydrolasen einer Genfamilie
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zugeordnet. Das Genom von A. thaliana enthalt vier Gene, die fur Zellwand gebundene
Invertasen (cwINV) und zwei Gene, die fir vakuolére Invertasen (vINV) kodieren (de Coninck
et al., 2005). Das Molekulargewicht von Invertasen mit saurem pH-Optimum liegt zwischen
55 und 70 kD (Sturm, 1999).

Fructosyltransferasen konnen Fructane synthetisieren (Vijn und Smeekens, 1999). Fructane
bestehen aus einer Saccharoseeinheit, die mit einer unterschiedlich grof3en Anzahl an
Fructosyleinheiten verknlpft ist. Die meisten Invertasen weisen neben der sucrolytischen
Eigenschaft die Fahigkeit auf, das Fructan 1-Kestose zu bilden, indem sie den Fructosylrest
auf Saccharose anstelle von H,O (ibertragen. Diese Fahigkeit zur Fructosyl-Ubertragung
belegt eine gemeinsame evolutiondre Herkunft von vakuoldren Invertasen und
Fructosyltransferasen. Zellwand gebundene Invertasen hingegen weisen Ahnlichkeit mit
Fructan-Exohydrolasen (FEHs) auf, welche jedoch die B-(1,2)-glycosidische Bindungen der
Saccharose nicht spalten kénnen und als Substrate nur komplexere Fructane akzeptieren.
Ein weiterer Unterschied zu den apoplastischen Zellwandinvertasen ist ihre Lokalisation in
der Vakuole (van den Ende et al., 2000; de Coninck et al., 2005).

3.9 Bedeutung der Invertasen in der pflanzlichen En  twicklung

Die pflanzliche Entwicklung ist ein komplexer Prozess, der eine Vielzahl morphologischer
und physiologischer Veranderungen beinhaltet. Die Assimilatproduktion und -verteilung stellt
die molekulare Basis fir Entwicklungsvorgdnge dar. Das Vorkommen von Zuckern als
Nahrstoffe und Signalmolekile ist unabdingbare Voraussetzung fur Wachstum und
Entwicklung (Koch, 1996; Rolland et al., 2006). Keimlinge stellen ein sich schnell
entwickelndes Mosaik aus Source- und Sink-Geweben dar. Keimbléatter sind Source-
Gewebe, das Hypokotyl, die Sprossspitze und die Wurzeln hingegen reprasentieren Sink-
Gewebe. Sich entwickelnde Blatter markieren den Sink-Zustand am Ubergang zum Source-
Zustand. Der Assimilattransport verlauft folglich aus den Keimblattern (Source) in Richtung
der Sink-Gewebe. Vakuolare Invertasen beeinflussen die Saccharosekonzentration in der
Vakuole und regulieren die Zuckerkonzentrationen in pflanzlichen Speicherorganen wie
Knollen und Friichten.

Transgene Pflanzen mit modulierter Invertaseaktivitdt weisen Veradnderungen in
verschiedenen Entwicklungsphasen auf. Mit Hilfe eines Antisense-Konstruktes hergestellte
transgene Karotten mit reduzierter Invertaseaktivitdt zeigen phénotypische Verdnderungen
schon im Keimblattstadium. Im Gegensatz zu den Kontrollkeimlingen kann bei den
transgenen Keimlingen keine Trennung in einzelne Keimblatter beobachtet werden, das

Wachstum ist verkimmert. Durch Zugabe einer Mischung aus Saccharose, Glucose und
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Fructose kann ein weitgehend normales Wachstum dieser Pflanzen erzielt werden. Die
Studie konnte aufRerdem zeigen, dass die Aktivitat von Invertasen fir eine normale
Keimlingsentwicklung tber die Kontrolle der Zuckerzusammensetzung notwendig zu sein
scheint (Tang et al.,, 1999). Studien an transgenen Maispflanzen belegen diese
Beobachtungen: Moduliert man die Aktivitat von Invertasen, kommt es zu
Entwicklungsstorungen in der Samenentwicklung (Miller und Chourey, 1992; Cheng und
Churey, 1997). Auch fur eine normale Pollenentwicklung in Tabakpflanzen sind Invertasen
essentiell, fehlt die Invertaseisoform Nin88, sind die Pflanzen méannlich steril (Goetz et al.,
2001). Einen weiteren Nachweis zum Einfluss von Invertasen auf die Entwicklung lieferten
Heyer et al. (2004). Exprimiert man eine Hefeinvertase im Blitenmeristem von A. thaliana,
so bluhen die Pflanzen friher und weisen zudem einen um 30 % hodheren Samenertrag

durch vermehrte Schotenbildung auf.

3.10 Regulation von Invertasen

Wie in Abb. 1 gezeigt (siehe Kapitel 3.8), kdnnen Invertasen durch eine Vielzahl
verschiedener Faktoren und Stimuli positiv oder negativ beeinflusst werden. Im Folgenden
sollen diese Faktoren beschrieben werden, die Invertasen auf verschiedenen Ebenen
regulieren kénnen (Einteilung nach Lauer, 2006). Insbesondere soll auf die Regulation durch

Invertaseinhibitoren eingegangen werden.

3.10.1 Effektoren der Invertaseaktivitat

Produkthemmung: Eine Hemmung von Invertasen kann durch ihre Reaktionsprodukte

erfolgen. Glucose kann Invertasen in einem nichtkompetitiven Mechanismus hemmen, ein
kompetitiver Mechanismus konnte hingegen fiir Fructose nachgewiesen werden (Sampietro
et al., 1980; Burch et al., 1992; Isla et al., 1999).

pH-Wert: Auch der pH-Wert pflanzlicher Gewebe beeinflusst die Aktivitat von Invertasen.
Das Aktivitatsmaximum von Invertasen mit saurem pH-Optimum liegt zwischen pH 4,0 und
5,0. Das Optimum der vakuolaren Invertasen liegt in einem Bereich, der etwa um pH 0,6 bis
0,9 hoher ist als der der Zellwand gebundenen Invertasen (Krishnan und Pueppke, 1990;
Tang et al., 1996; Sturm 1999). Das Aktivititsmaximum von Invertasen mit neutralem pH-
Optimum liegt zwischen pH 7,0 und 7,8 (Ross et al., 1996; Tymowska-Lalanne und Kreis,
1998) und das von Invertasen mit alkalischem pH-Optimum bei einem pH-Wert von 8,5.
AulBerhalb der jeweiligen pH-Optima féllt die Aktivitdit der Enzyme sehr schnell ab.
Veranderungen im pH-Wert des Apoplasten treten wahrend der natirlichen pflanzlichen

Entwicklung auf (Almeida und Huber, 1999). Insbesondere fir Zellwand gebundene
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Invertasen wird daher eine in vivo Regulation tber Anderungen des pH-Werts diskutiert
(Roitsch et al., 1995; Blee und Anderson, 1998; Goetz und Roitsch, 1999.

Invertaseinhibitoren: Aufgrund der Bedeutung von Invertaseinhibitoren fir die vorliegende

Arbeit soll die Regulation von Invertasen durch die endogenen Proteine und durch andere
pflanzliche und chemische Molekiile, die als Invertaseinhibitoren wirken kénnen, in einem

eigenen Kapitel behandelt werden (Kapitel 3.10.3).

3.10.2 Expressionkontrolle und Expressionsmuster vo n Invertasen

Expressionskontrolle: Die Regulation von Invertasen erfolgt auf Ebene der Expression in

spezifischen, entwicklungsabhdngigen und organ- bzw. gewebespezifischen Mustern
(Tymowska-Lalanne et al., 1996; Godt und Roitsch, 1997; Tymowska-Lalanne und Kreis,
1998). Ebenso wie die pflanzliche Abwehr werden auch Invertasen durch ein Netzwerk
verschiedener Faktoren beeinflusst, so dass additive und synergistische Effekte entstehen
kénnen (Roitsch et al., 2003).

Verschiedene Invertaseisoformen weisen charakteristische lokale und temporéare
Expressionsmuster auf. Die raumliche und zeitliche Expression verschiedener Isoenzyme in
Tomatenpflanzen wurde genau charakterisiert (Godt und Roitsch, 1997, Fridman und Zamir,
2003).

Lokalisation: Invertasen mit saurem pH-Optimum sind vornehmlich in Sink-Geweben
lokalisiert. Genexpression und Enzymaktivitat dieser Isoformen lassen sich daher
insbesondere in Knospen, Bliten, Frichten, Knollen, Wurzeln oder jungen Blattern
nachweisen. Eine Expression der Invertase CIN1 in C. rubrum ist dementsprechend in
Wourzeln, jedoch nicht in Blattern und Stangeln nachweisbar (Roitsch et al., 1995). Auch in
Mais- und Tomatepflanzen sind verschiedene Invertaseisoenzyme in Sink-, aber nicht in
Source-Geweben detektierbar (Xu et al., 1996; Godt und Roitsch, 1997). Ausnahmen sind
fur L. temulentum, A. thaliana sowie L. esculentum bekannt. Hier wurden auch in Source-
Geweben Transkripte bzw. die Aktivitdit von Invertasen mit saurem pH-Optimum
nachgewiesen (Kingston-Smith et al., 1999; Fridman und Zamir, 2003).

Phytohormone: Phytohormone steuern und koordinieren das pflanzliche Wachstum, die

Entwicklung und die Differenzierung. Durch Abscisinsaure beispielsweise konnte die
Expression von Zellwand gebundenen und vakuolaren Invertasen beeinflusst werden (Proels
et al., 2003; Trouverie et al., 2004). Ein ahnlicher Effekt konnte auch fir die Phytohormone
Auxin und Gibberelinsdure gezeigt werden (Morris und Arthur, 1984). Verschiedene Studien
in Chenopodium- bzw. Tomatenzellkulturen und an Tabakpflanzen konnten belegen, dass
Invertasen auch durch Cytokinine beeinflussbar sind (Ehness und Roitsch, 1997; Godt und

Roitsch, 1997; Balibrea-Lara et al., 2004). In Tomatenzellkulturen konnte sowohl auf
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transkriptioneller als auch auf posttranslationaler Ebene ein differentieller Effekt auf
Invertasen durch Brassinosteroide gezeigt werden (Goetz et al., 2000).

Zucker: Das Vorkommen verschiedener Zucker beeinflusst die Expression von Invertasen.
Zucker, insbesondere Glucose, werden daher Signalmolekiile betrachtet (Roitsch et al.,
1995). Sie konnen die Expression von Genen des Sink-Metabolismus induzieren oder
reprimieren. Durch die Steuerung einer Vielzahl weiterer Gene sind sie an verschiedensten
Prozessen des pflanzlichen Stoffwechsels beteiligt, beispielsweise an der Photosynthese
oder der Samenentwicklung (Koch et al., 1996; Xu et al., 1996; Jang und Sheen, 1997,
Wobus und Weber, 1999). Von Bedeutung scheinen dabei einerseits die
Absolutkonzentrationen der einzelnen Zucker, andererseits ihre Verhaltnisse zueinander zu
sein. Hexosen induzieren Mitose und das pflanzliche Wachstum, Saccharose hingegen die
Zelldifferenzierung (Roitsch et al., 1999; Wobus und Weber, 1999). Ein Kennzeichen der
Regulation von Invertasen durch Zucker ist der sogenannte Feed-forward-Mechanismus:
Durch Zucker induzierte bzw. reprimierte Invertasen kénnen durch Veranderung der relativen
Zuckerkonzentration ihre eigene Transkription férdern bzw. hemmen. Es sind jedoch auch
Invertaseisoformen bekannt, die keine Zuckerabhangigkeit zeigen (Sturm und Chrispeels,
1990; Weil und Rausch, 1990; Roitsch et al., 1995). Zucker induzieren nicht nur Gene des
Sink-Metabolismus, sondern auch Gene der pflanzlichen Abwehr. Reprimiert werden
dagegen photosynthetische Gene (Koch, 1996; Ehness et al., 1997).

Kalte: Unter dem Begriff ,cold induced sweetening” ist der Effekt bekannt, dass der
Zuckergehalt kohlenhydratspeichernder Pflanzenorgane bei Kaltelagerung ansteigt. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die Aktivitat einer vakuoléaren Invertase als Ausldser fur
diesen Effekt anzusehen ist (Zrenner et al., 1996). Der eigentliche Nachweis erfolgte, indem
gezeigt werden konnte, dass das Konzentrationsverhaltnis zwischen Hexosen und
Saccharose mit der extrahierbaren Invertaseaktivitat korreliert, wohingegen kein
Zusammenhang zwischen der Gesamtinvertaseaktivitat und der Akkumulation reduzierender
Zucker hergestellt werden konnte.

Trockenheit: Die Regulation von Invertasen nach Trockenstress ahnelt der Regulation nach
mechanischer Verwundung (siehe unten). Verschiedene Studien an Maispflanzen konnten
belegen, dass sowohl die Expression und Aktivitat der vakuolaren Invertase Ivr2 als auch die
Konzentration an Hexosen nach Trockenstress ansteigen (Pelleschi et al., 1999; Kim et al.,
2000). Andere Invertaseisoformen wie die vakuolare Isoform Ivrl oder die apoplastischen
Isoformen Incwl und Incw2 zeigen keine Regulation durch Trockenstress (Andersen et al.,
2002).

Verwundung: In einer Reihe von Studien wurde nachgewiesen, dass mechanische
Verwundung spezifisch bestimmte Invertaseisoformen auf transkiptioneller und/oder der
Aktivitatsebene beeinflusst (Sturm und Chrispeels, 1990; Ehness et al., 1997; Godt und
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Roitsch, 1997). In Riben von B. vulgaris wird nach Verwundung zunachst die Zellwand
gebundene Invertase CWI-1, im zeitlichen Verlauf jedoch auch die vakuolére Invertase VI-1
auf transkriptioneller und auf der Proteinebene induziert. Die Invertasen CWI-2 und VI-2
blieben dagegen fast unbeeinflusst. In Ubereinstimmung mit der erhéhten Invertaseaktivitat
konnte ein Anstieg der Ioslichen Zucker, vor allem von Glucose und Fructose, gemessen
werden (Rosenkranz et al., 2001).

Pathogene: Voraussetzung fur das pflanzliche Abwehrverhalten ist eine schnelle Induktion
des Sink-Metabolismus. Dadurch wird der erhdhte Energiebedarf gedeckt, der aufgrund der
Entnahme von Assimilaten durch das Pathogen und der Induktion des Abwehrverhaltens
selbst entsteht (Roitsch, 2004). Die Photosynthese wird als Reaktion auf einen
Pathogenbefall erniedrigt, verursacht durch einen direkten Effekt des Pathogens auf die
photosynthetischen Gene oder durch einen indirekten Effekt aufgrund des steigenden
Assimilatflusses und des induzierten Sink-Metabolismus (Chou et al., 2000; Berger et al.,
2004; Swarbrick et al., 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass pflanzliche Invertasen nach Infektion mit Fusarium
oxysporum (Benhamou et al., 1991), Erysiphe cichoracearum (Fotopoulos et al., 2003) und
Erwinia carotovora (Sturm und Chrispeels, 1990) reguliert werden. In der letztgenannten
Studie wurde die Regulation von Invertasen aus Karotte nach der Infektion mit E. carotovora
verglichen mit der Regulation nach mechanischer Verwundung. Nach der Pathogeninfektion
konnten schneller Anderungen der Invertaseexpression beobachtet werden als nach
Verwundung.

Auch Veranderungen der Zuckerspiegel lassen sich nach Pathogeninfektionen beobachten.
Ein Anstieg der Zuckerspiegel konnte fiir die Interaktionen zwischen Weizen und Erysiphe
graminis, zwischen A. thaliana und Albugo candida, zwischen Tabak und dem Kartoffelvirus
PVY" sowie zwischen Tabak und Phytophthora nicotianae beobachtet werden (Wright et al.,
1995; Chou et al., 2000; Herbers et al., 2000; Scharte et al., 2005). Interessanterweise
konnte eine gegenteilige Regulation der Zuckerspiegel in Tomatenpflanzen festgestellt
werden, die mit B. cinerea infiziert worden waren. Da die Konzentration der Saccharose
starker absank als die Konzentration an Hexosen, stieg das Verhaltnis von Hexosen zu
Saccharose an. Es wurde spekuliert, dass dieser Befund auf eine erhdhte Aktivitat der
pflanzlichen Invertasen zurtickzufiihren ist (Berger et al., 2004).

Ein Umstand, der Untersuchungen zur Regulation von Invertasen und der
Kohlenhydratverteilung nach einem Pathogenbefall komplexer macht, ist die Tatsache, dass
auch Pathogene bekannt sind, die Invertasen bilden kénnen. Beispiele hierflr sind der
nekrotrophe Pilz Botrytis cinerea oder der obligat biotrophe Pilz Uromyces fabae (Geissmann
et al., 1991; Voegele et al., 2006). Noch ungeklart ist die Frage, ob die Invertasen, die von

den Pathogenen gebildet werden, flr deren Pathogenitat notwendig sind.
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3.10.3 Regulation durch Invertaseinhibitoren

Endogene proteinogene Invertaseinhibitoren: Da Invertasen sehr stabile Enzyme sind, haben

Pflanzen neben den bereits beschriebenen Regulationsmechanismen eine weitere
Moglichkeit  verwirklicht, die  Aktivitdt von Invertasen wahrend verschiedener
Differenzierungsprozesse raumlich und zeitlich zu kontrollieren (Rausch und Greiner, 2003).
Am Ubergang von Geweben mit hoher meristematischer Aktivitit zu den vegetativen
Speicherorganen ist eine Repression der Invertaseaktivitat notwendig (Link et al., 2004).
Diese Aufgabe wird durch spezifische endogene Proteine, die Invertaseinhibitoren
Ubernommen, deren Vorkommen in Kartoffeln schon vor tGber 40 Jahren postuliert wurde
(Pressey, 1967). Bis heute konnten Invertaseinhibitoren in einer Vielzahl von Pflanzen
nachgewiesen werden (Pressey, 1968; Schwimmer et al., 1991; Pressey, 1994; Krausgrill et
al., 1998). Sie hemmen die Aktivitdt der Invertasen nichtkompetitiv, indem sie mit diesen
einen reversiblen Komplex ausbilden. Abhéngig von ihrer Lokalisation kénnen die
Invertaseinhibitoren ebenso wie die Invertasen in Zellwand gebundene und vakuolare
Inhibitoren eingeteilt werden. Invertaseinhibitoren besitzen pH-Wert abhéngig ein
Molekulargewicht zwischen 16 und 20 kD (Horthorn et al., 2003). Mittels
Rontgenstrukturanalyse konnte die Kristallstruktur des Invertaseinhibitors NtCIF aufgeklart
werden. Das Strukturmodel lasst ein asymmetrisches 4-Helix-Bindel mit einer
ungewohnlichen Verlangerung in Form einer helikalen Haarnadel am N-terminalen Ende
erkennen, welche als Voraussetzung fur die strukturelle Intaktheit und die Spezifitdt des
Proteins gilt (Horthorn et al., 2004a und b).

Invertaseinhibitoren sind gekennzeichnet durch bestimmte physikochemische Eigenschaften:
Im Gegensatz zu den Invertasen sind Invertaseinhibitoren nicht glycosyliert (Pressey, 1994;
Well et al., 1994), was auf eine mogliche Komplexbildung zwischen den beiden Proteinen
hindeutet. Invertaseinhibitoren sind hitzestabile Proteine mit einer Schmelztemperatur von
ca. 70T (Pressey, 1994; Horthorn et al., 2004a). Im Gegensatz zu vielen anderen Proteinen
sind sie auch bei sehr niedrigen pH-Werten stabil, ihr Aktivitatsmaximum liegt bei einem pH
von etwa 4,5. Sie besitzen dadurch eine Eigenschaft, die dazu genutzt werden kann, um
Inhibitoren aus pflanzlichen Proteinextrakten aufzureinigen (Pressey, 1967; Pressey, 1994).
Ahnlich wie die Expression und Aktivitat von Invertasen werden auch Invertaseinhibitoren
gewebe- und entwicklungsabhangig reguliert. Sie konnten vor allem in Speichergeweben wie
roter Beete, Zuckerriibe oder Sifl3kartoffel nachgewiesen werden (Pressey, 1968). Auch in
der frihen Entwicklung von Maiskérnern konnte eine Invertaseinhibitoraktivitat gezeigt
werden (Bate et al., 2004). Studien an N. tabacum und A. thaliana konnten zeigen, dass
Invertaseinhibitoren nicht ausschlie3lich in Speichergeweben vorkommen. Wahrend der

Invertaseinhibitor NtCIF (Y12805) aus Tabak vor allem in Bluten, aber auch in Source-
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Blattern und Stangeln exprimiert wird, ist die vakuoldre Form NtVIF (Y12806) insgesamt
schwécher und vor allem in Wurzeln und Stangeln nachweisbar (Greiner et al., 1998). Ein
ahnlich differentielles Expressionsmuster zweier Invertaseinhibitoren aus A. thaliana konnte
von Link et al. (2004) gezeigt werden. Wahrend AtC/VIF1 (Atlg47960) ausschlief3lich in
vaskularem Gewebe exprimiert wird, findet man AtC/VIF2 (At5964620) innerhalb der
gesamten Pflanze. Es wurde postuliert, dass AtC/VIF1 spezifisch die Aktivitat vakuolarer
Invertasen hemmt, wohingegen AtC/VIF2 insbesondere die vakuolaren, jedoch auch die
Zellwand gebundenen Invertasen hemmen kann. Daraus wird deutlich, dass die Spezifitat
von Invertaseinhibitoren gegeniber einzelnen Invertasen als gering einzustufen ist.
Verschiedene Faktoren kdnnen einen Einfluss auf die Bindungsrate zwischen Invertase und
Inhibitor haben, dazu zahlen Salze, der pH-Wert, die Temperatur und Zucker. Salze,
insbesondere  zweiwertige Kationen verringern die inhibitorische Wirkung der
Inhibitorproteine in starkem Maf} (Anderson et al., 1980; Welil et al., 1994). Die Bindung
zwischen Invertase und Inhibitor ist bei pH 4,5 am starksten. Man nimmt an, dass die
Anderungen des pH-Wertes Veranderungen an den Invertasen bewirken, damit eine
Bindung erfolgen kann (Horthorn et al., 2004a). Den Einfluss der Temperatur auf die Bildung
eines Komplexes zwischen Invertase und Inhibitor haben Jaynes und Nelson (1971)
untersucht. Niedrige Temperaturen fihren zu einer verminderten Bindungsrate. Zucker, vor
allem Saccharose, kdnnen Invertasen konzentrationsabhangig vor einer Inhibition schiitzen
(Well et al., 1994). Wenig bekannt ist hingegen tber die Modulatoren und Mechanismen, die
die Expression der Invertaseinhibitoren kontrollieren. Untersucht ist, dass der Inhibitor NtCIF
durch Abscisinsaure und das Osmotikum Polyethylenglycol (PEG) beeinflusst wird (Rausch
und Greiner, 2004).

Die Funktion von Invertaseinhibitoren wird klar, wenn man sich verdeutlicht, dass Invertasen
glycosylierte Proteine und damit stabil gegeniber einem Proteinabbau sind (Yamaguchi,
2002). Zwar sind eine Reihe von Regulationsmoglichkeiten fir Invertasen bekannt (siehe
oben), diese erfolgen jedoch zumeist auf transkriptioneller Ebene. Auf der Aktivitdtsebene
kénnen Invertasen durch endogene Invertaseinhibitoren reguliert werden. Bis heute ist
jedoch nur wenig Uber die tatsachliche Bindung zwischen Invertase und Inhibitor in vivo
bekannt. Nachgewiesen ist, dass beide Proteine haufig in den gleichen Pflanzengeweben
auftreten (Pressey, 1968; Krausgrill et al., 1998). Auf den Inhibitionsstatus in vivo kann aus

dieser Beobachtung jedoch nicht geschlossen werden (Krausgrill et al., 1998; Lauer, 2006).

Calystegine: Calystegine sind Produkte des Tropanalkaloidbiosyntheseweges, deren
Kennzeichen ein unterschiedlich haufig hydroxyliertes 8-Azabicyclo[3.2.1]Joctan-Grundgeriist
ist (Drager, 2004). Die verschiedenen Calystegine unterscheiden sich durch ihre

Hydroxylierungsgrade, deren Positionen und stereochemischen Anordnungen. Calystegine
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akkumulieren vor allem in Vetretern der Solanaceen (Bekkouche et al., 2001), erstmals
beschrieben wurde ihr Vorkommen in Calystegia sepium. Sie akkumulieren dort in einem
entwicklungsabhéngigen Muster, vor allem in jungen und meristematischen Geweben (Scholl
et al., 2001). Es wurde beschrieben, dass Calystegine als kompetitive Glucosidaseinhibitoren
wirken konnen (Molyneux et al., 1993; Drager, 2004). Dass auch pflanzliche Invertasen von
Calsysteginen gehemmt werden, jedoch in Pathogenversuchen keine Interaktion mit

Pilzinvertasen stattfindet, konnte ebenfalls gezeigt werden (Hoke und Drager, 2003).

Glycosidaseinhibitoren werden in der medizinischen Therapie bei der Behandlung von
Diabetes mellitus eingesetzt. Glycosidasen sind erforderlich bei der Biosynthese von
Glycoproteinen und dem lysosomalen Abbau von Glycokonjugaten sowie bei der intestinalen
Verdauung (Asano et al., 2000a). Glycosidaseinhibitoren hemmen a-Glucosidasen und
verhindern somit den Anstieg der Blutglucose nach der Nahrungsaufnahme (Asano et al.,
2001a).

Calystegine werden nicht therapeutisch angewandt, jedoch gibt es andere a-
Glycosidaseinhibitoren, die zur therapeutischen Anwendung zugelassen sind, vornehmlich
Acarbose (CysHisNOqg), Miglitol (CgH17NOs) und Voglibose (CioH.1NO-). Miglitol ist ein
Pseudomonosaccharid, welches als Diastabol® vertrieben wird, Voglibose ist unter den

Namen Volix® oder Vocarb® im Handel zu finden.

Acarbose: Acarbose ist ein stickstoffhaltiges Pseudotetrasaccharid, das in gram-positiven
Bakterien der Gruppe der Actinomyceten produziert wird. Das charakteristische
Strukturmerkmal der Acarbose und ihrer Homologen, die sich in der Anzahl der Glucosereste
unterscheiden, ist die Acarviosyl-Einheit. Je nach vorhandenen Kohlenstoffquellen im
Kulturmedium kommen die Unterschiede in den Produkten zustande (Thomas, 2001). Seit
1990 wird Acarbose in einem Fermentationsprozess aus dem Bakterium Actinoplanes
utahensis gewonnen. Sie ist ist unter dem Namen Glucobay® zur Behandlung von Diabetes
mellitus im Handel. Durch die Einnahme von Glucobay® wird die Freisetzung von
Monosacchariden und somit die Resorption von Glucose aus dem Darm verzégert. Der
typische Anstieg des Blutzuckerspiegels nach einer Mahlzeit wird reduziert. Dies wird erzielt,
indem die Acarbose mit den Enzymen sehr stabile Enzym-Inhibitor-Komplexe ausbildet, da
sie im Vergleich zu Saccharose eine rund 15000-fach hohere Affinitat zu Saccharasen
aufweist (Wehmeier, 2004).

Neben der therapeutischen Wirkung beim Menschen konnte gezeigt werden, dass Acarbose
als Saccharose-a-D-glukohydrolase-Inhibitor (EC 3.2.1.148) in der Lage ist, die

Invertaseaktivitat in Proteinextrakten aus Pilzmycel zu hemmen (Hoke und Drager, 2004).



Einleitung 26

Auch synthetisch erzeugte Substanzen kénnen die Fahigkeit besitzen, a-Glucosidasen sowie

B-Fructofuranosidasen zu inhibieren. So hemmt ein synthetisches g-Thio-fructofuranosid des

Mercaptoethanols, Fru-S-Me, Invertasen von Aspergillus niger, Candida sp. und
Saccharomyces cerevisiae (Kiso et al., 2003). Die Synthese dieses B-Thio-fructofuranosids
erfolgte durch Transfructosylierung mittels B-Fructofuranosidase von Saccharose auf

Mercaptoethanol (Nakano et al., 2000).

3.11 Zielsetzung der Arbeit

Eine koordinierte Regulation von Photosynthese, Kohlenhydratmetabolismus und
Abwehrverhalten konnte fir verschiedene Pathosysteme beschrieben werden (Jang und
Sheen, 1994; Herbers et al., 1996; Ehness et al., 1997; Berger et al., 2004). Im Zentrum
dieser Arbeit soll die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydrat-
metabolismus und Pathogeninfektion fir die Pflanze-Pathogen-Interaktionen zwischen
Arabidopsis thaliana und Pseudomonas syringae bzw. Alternaria brassicicola stehen.
Zunachst soll dafir eine Analyse der beiden Interaktionen auf verschiedenen Ebenen
erfolgen. Verdnderungen der Photosynthese sollen mit Hilfe Methode der Chlorophyll-
fluoreszenz-Bildgebung aufgezeichnet werden. Die Methode ist dazu besonders geeignet, da
sie wiederholte Aufnahmen am gleichen Pflanzenmaterial zulasst und fur die Friherkennung
von Krankheiten an Nutzpflanzen eingesetzt werden kann (Nedbal et al., 2000; Chaerle et
al., 2007). Auf transkriptioneller Ebene soll nach einer Pathogeninfektion die Regulation der
verschiedener Gene ermittelt werden, auf posttranslationaler Ebene sollen die Aktivitat von
Invertasen, ihre Regulation durch endogene Invertaseinhibitoren und die Zuckerspiegel
bestimmt werden.

In einem zweiten Aspekt dieser Arbeit soll mit Hilfe verschiedener funktioneller Ansatze die
Rolle der Invertasen wahrend einer Pathogeninfektion charakterisiert werden. In einem
pharmakologischen Ansatz soll der zur Behandlung von Diabetes eingesetzte a-
Glucosidaseinhibitor Acarbose zur Hemmung pflanzlicher Invertasen eingesetzt werden.
Untersuchungen zur Regulation von Photosynthese, Kohlenhydratmetabolismus und
Abwehrverhalten sollen nach gleichzeitiger Behandlung mit Acarbose und P. syringae
durchgefuhrt werden. Da der Salicylsaure-vermittelte Signalweg der pflanzlichen Abwehr
eine essentielle Komponente in der Abwehr von P. syringae darstellt, soll untersucht werden,
ob Acarbose (ber eine Modulation dieses Abwehrweges wirkt.

In einem weiteren funktionellen Ansatz sollen mit Hilfe transgener Pflanzen, deren

Invertaseaktivitat posttranslational durch die Expression von Invertaseinhibitoren moduliert
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wird, Untersuchungen zur Bedeutung der Invertasen in Planze-Pathogen-Interaktionen
durchgefiuhrt werden.

Da in verschiedenen Studien eine essentielle Funktion von Invertasen wahrend der
gesamten pflanzlichen Entwicklung nachgewiesen werden konnte (Miller und Chourey, 1992;
Cheng und Chourey, 1997; Tang et al., 1999; Goetz et al., 2001; Heyer et al., 2004), soll in
einem dritten Aspekt die Bedeutung von Invertasen in der frihen Keimlingsentwicklung
ermittelt werden.
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4 Ergebnisse

In wissenschaftlichen Publikationen wird die Interaktion zwischen Arabidopsis thaliana und
Pseudomonas syringae als Modellsystem in der Analyse von Pflanze-Pathogen-
Interaktionen bezeichnet, da von beiden Interaktionspartnern die Sequenzen vollstandig
bekannt sind (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Buell et al., 2003). Wéahrend die
Interaktion in Bezug auf die ausgelosten Abwehrmechanismen in der Pflanze gut
charakterisiert wurde (Tao et al., 2003), ist bisher nur wenig Uber die koordinierte Regulation
von Photosynthese, Kohlenhydratstoffwechsel und Abwehr bekannt. Um Regulations-
vorgange im Gesamtkontext der Pflanze verstehen zu kénnen, ist neben der Kenntnis der
Abwehrmechanismen insbesondere die Kenntnis regulierter Vorgange innerhalb des
Primarmetabolismus wichtig. Es wurde daher zunéchst eine Charakterisierung einer
kompatiblen und einer inkompatiblen Interaktion zwischen A. thaliana und P. syringae und
der Interaktion zwischen A. thaliana und A. brassicicola durchgefihrt. Verschiedene Pflanze-
Pathogen-Interaktionen sollten untersucht werden, da bekannt ist, dass durch verschiedene
Mikroorganismen unterschiedliches pflanzliches Abwehrverhalten ausgeldst werden kann
(Thomma et al., 2001a).

4.1 Charakterisierung von Pflanze-Pathogen-Interakt  ionen

4.1.1 Phanotypische Charakterisierung

Die Infiltration von A. thaliana Col-0 mit dem virulenten Bakterienstamm DC3000 bzw. dem
avirulenten Stamm avrRPM1 erfolgte mit einer Bakteriensuspension der Dichte 1 x 10° cfu/ml
in ausgewahlte Blatter. Eine Kontrollbehandlung erfolgte durch Infiltration mit 20 mM MgCl,.
Zum Zeitpunkt 24 h nach der Infiltration mit DC3000 konnte der Beginn der Ausbildung
schwacher Lasionen beobachtet werden, wohingegen die Lasionen nach Infiltration von
avrRPM1 bereits deutlich sichtbar waren. 48 h nach der Infiltration waren in beiden
Interaktionen starke Nekrosen erkennbar (Abb. 2A und B). Teilweise konnte ein chlorotischer
Rand beobachtet werden, der die Infektionsstelle umgab.

Infektionen mit A. brassicicola erfolgten durch Betropfen ausgewahlter Blatter mit einer
Sporensuspension der Dichte 5 x 10° Sporen/ml. Nach Inkubation der Pflanzen tiber Nacht
bei 100 % Luftfeuchtigkeit konnten 24 h nach Infektion sehr schwache, 48 h nach Infektion
deutliche Nekrosen beobachtet werden (Abb. 2C). Auch hier konnte zum Teil ein

chlorotischer, die Infektionsstelle umgebender Rand beobachtet werden. Als
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Kontrollbehandlung wurden Pflanzen mit H,O anstelle der Sporensuspension betropft und

unter gleichen Bedingungen wie die infizierten Pflanzen inkubiert.

Abb. 2: Phéanotypische Auspragung von Nekrosen 48 h nach Infektion mit P. syringae pv. tomato
DC3000 (A) bzw. avrRPM1 (Bh) in einer Konzentration von 1 x 10" cfu/ml oder A. brassicicola (C) in
einer Konzentration von 5 x 10° Sporen/ml.

4.1.2 Regulation der photosynthetischen Aktivitét

Zur Untersuchung der Photosynthese in infizierten Pflanzen wurde die Methode der
Chlorophyllifluoreszenz-Bildgebung gewahlt. Es wurden die Parameter maximale
Quantenausbeute des PSII (Fv/Fm), die effektive Quantenausbeute des PSII (Y(I1)) und das
nichtphotochemische Quenching (qN) betrachtet.

Zum Zeitpunkt 24 h nach einer Infiltration mit avrRPM1 konnten deutliche Veranderungen in
allen drei Parametern aufgenommen werden. Sowohl Fv/IFm als auch Y(Il) sanken,
wohingegen fur gN eine komplexe Regulation dokumentiert werden konnte (Abb. 3A). Da die
Veranderungen nur in den infizierten Blattern, nicht jedoch nach der Infiltration von MgCl,
detektierbar waren, mussten sie auf das Pathogen zuriickzufiihren sein, ein Effekt der
Infiltration selbst konnte ausgeschlossen werden. Ein interessanter Befund ist, dass die
beobachteten Verdnderungen in den photosynthetischen Parametern nur lokal innerhalb
sowie direkt um die Infiltrationsstelle auftraten. Wahrend die Parameter Fv/Fm und Y(II) von
aullen in Richtung des Infektionszentrums eine graduelle Abnahme zeigten, war das
nichtphotochemische Quenching gN in den Randbereichen deutlich erniedrigt, wohingegen
es im Infektionszentrum eher erhdht war. Da zum Zeitpunkt 24 h nach einer Infektion bereits
phanotypisch nekrotisches Gewebe erkennbar war, musste ein sekundarer Schaden erfolgt
sein.

Auch in der Interaktion zwischen A. thaliana und A. brassicicola konnten 48 h nach einer
Infiltration deutliche Veranderungen in allen drei Parametern aufgenommen werden. Die
Quantenausbeuten Fv/Fm und Y(ll) waren erniedrigt, wohingegen fur gN keine eindeutige

Regulation dokumentiert werden konnte (Abb. 3B). Da Verdnderungen nur in infizierten
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Bereichen, nicht jedoch nach der Behandlung mit H,O beobachtbar waren, mussten diese
auf den Pilz selbst zurickzufiihren sein. Wie in der Interaktion mit P. syringae traten
Veranderungen nur lokal innerhalb der Infektionsstelle auf. Im Gegensatz zu der Interaktion
mit dem Bakterium lie3 sich fur die Parameter Fv/Fm und Y(Il) im Infektionsbereich keine
deutliche graduelle Abnahme beobachten. Die Messwerte fur das nichtphotochemische
Quenching waren im Vergleich zu den unbehandelten Blattbereichen teilweise erhdéht und
teilweise erniedrigt. Es konnte jedoch keine koordinierte Regulation festgestellt werden.

avrRPM1 H,O A. brassicicola

Abb. 3: Veranderungen der Chlorophyllfluoreszenzparameter Fv/Fm, Y(II) und gN in Blattern von A.
thaliana nach Pathogeninfektionen im Vergleich zu Kontrollbehandlungen. Veranderungen der
Parameter wurden 24 h nach Infektion mit dem avirulenten Bakterienstamm avrRPM1 im Vergleich zur
Kontrollbehandlung mit 10 mM MgCl, (A) oder 48 h nach Infektion mit A. brassicicola im Vergleich zur
Kontrollbehandlung mit H,O (B) dokumentiert. Die roten Féahnchen zeigen die Mittelwerte aus den
ausgewahlten Bereichen fur die einzelnen Parameter an. Die Falschfarbenskala reicht von 0.00
(schwarz) bis 1.00 (violett) (verandert nach Bonfig et al., 2006).

Da Pathogeninfektionen Veranderungen in verschiedenen Chlorophyllfluoreszenzparametern
bewirkten, wurden weitere Versuche zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs einer Infektion
durchgefuhrt, zunachst wieder fur die Interaktion mit P. syringae. Die gewahlten Zeitpunkte
orientierten sich am phéanotypischen Verlauf einer Infektion. Der Zeitpunkt 3 h nach Infektion
(1 x 10" cfu/ml) wurde gewahlt, da weder in der kompatiblen noch in der inkompatiblen
Interaktion sichtbare Symptome beobachtet werden konnten. Der zweite Messzeitpunkt
erfolgte 24 h nach der Infektion (p. i.). Die Ausbildung von Nekrosen war zu diesem Zeitpunkt

in der inkompatiblen Interaktion deutlich sichtbar, in der kompatiblen Interaktion begann 24 h
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p. i. die Ausbildung der Nekrosen. Der dritte Zeitpunkt wurde so gewahlt, dass in beiden

Interaktionen starke Nekrosen sichtbar waren (48 h p. i.).

24 h 48 h

DC3000

Fv/IFm

avrRPM1

o a

Y(Il) o

avrRPM1

DC3000

Abb. 4: Vergleich der Auswirkungen einer Infektion mit dem virulenten (DC3000) oder dem avirulenten
(avrRPM1) Bakterienstamm von P. syringae auf die Chlorophyllfluoreszenzparameter Fv/Fm, Y(II) und
gN. Blatter von A. thaliana wurden mit DC3000 bzw. avrRPML infiziert und zu den Zeitpunkten 3 h, 24
h und 48 h nach der Infektion analysiert. Die roten Fahnchen zeigen die Mittelwerte aus den
ausgewahlten Bereichen fur die einzelnen Parameter an. Die Falschfarbenskala reicht von 0.00
(schwarz) bis 1.00 (violett) (veréandert nach Bonfig et al., 2006).

gN

Alle drei gemessenen Parameter sanken im Zeitverlauf einer Infektion. In der inkompatiblen
Interaktion konnten Veranderungen in den Parametern Fv/Fm und gN, zum Teil auch beim
Parameter Y(Il), bereits vor dem Auftreten sichtbarer Symptome zum Zeitpunkt 3 h p. i
detektiert werden, was einen Einsatz der Chlorophylifluoreszenz in der Friherkennung von
Krankheiten prinzipiell ermdglichen wiirde (Abb. 4).

Zum Zeitpunkt 24 h p. i. war die Abnahme der photosynthetischen Aktivitdt in der
inkompatiblen Interaktion starker als in der kompatiblen Interaktion, die flachenméaRige
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Ausdehnung war jedoch in beiden Interaktionen vergleichbar. Bis zum Zeitpunkt 48 h p. i.
nahm die Photosyntheseaktivitdt in der inkompatiblen Interaktion im Gegensatz zur
kompatiblen Interaktion nur noch geringfligig weiter ab. Dies hatte zur Folge, dass zum
Zeitpunkt 48 h p. i. die Photosyntheseaktivitat in der kompatiblen Interaktion auf ein
ahnliches oder geringeres Niveau gesunken war wie in der kompatiblen Interaktion. Das
nichtphotochemische Quenching zeigte im Infektionsverlauf ein komplexes Regulations-
muster. Nach einer Erniedrigung zum Zeitpunkt 24 h p. i. stieg gN bis zum Zeitpunkt 48 h p.

i. wieder an.

Um die Daten aus den Chlorophylifluoreszenzmessungen nicht nur phanotypisch
auszuwerten, wurde eine quantitative Analyse der Daten durchgefiihrt. Gleichzeitig sollte
getestet werden, ob ein Zusammenhang zwischen der Konzentration an infiltrierten
Bakterien und der Auspragung der Symptome besteht. Dazu wurden Pflanzen mit drei
verschiedenen Konzentrationen an Bakterien infiltriert und die Parameter Fv/Fm, Y(Il) und
gN nach 3 h und 24 h gemessen. Die infiltrierten Bereiche (AOI) von jeweils neun
unabhangigen Pflanzen wurden markiert und die Mittelwerte dieser Flachen fir die einzelnen
Parameter durch das Programm ImagingWin berechnet. Die Auswertung mit Hilfe des
Newman-Keuls-Tests nach der Varianzanalyse ANOVA ergab fur die Bakterien-
konzentration 1 x 10° cfu/ml zu keinem Zeitpunkt signifikante Anderungen (p < 0.001) des
Parameters Fv/Fm im Vergleich zur Kontrollbehandlung. Im Gegensatz dazu konnten nach
Infiltration héherer Bakterienkonzentrationen (1 x 10° bzw. 1 x 10° cfu/ml) signifikante
Anderungen im Vergleich zur Kontrollbehandlung hervorgerufen werden (Abb. 5A und C). Zu
beiden Messzeitpunkten waren die Anderungen in Fv/Fm in der inkompatiblen Interaktion
signifikant. In der komaptiblen Interaktion unterschieden sich die Messdaten nur zum
Zeitpunkt 24 h p. i. signifikant von der Kontrolle.

Die effektive Quantenausbeute des PSII unterschied sich zum Zeitpunkt 3 h p. i. nur nach
Infektion mit 1 x 10® cfu/ml avrRPM1 signifikant von der Kontrolle. Zum Zeitpunkt 24 h p. i.
waren die Mittelwerte der AOIs in beiden Interaktionen fir die mittlere und héchste
Bakterienkonzentration jeweils signifikant niedriger als der Mittelwert der Kontrolle.

Aufgrund der komplexen Regulationsmuster flr gN (siehe Abb. 4) konnten innerhalb der
statistischen Auswertung durch die Bildung von Mittelwerten Uber die gesamten infiltrierten
Blattbereiche keine signifikanten Unterschiede zwischen den behandelten Kontrollen und

den infizierten Geweben bestimmt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5: Quantitative Analyse der zeitabhangigen Veradnderungen der Chlorophyllfluoreszenz-
parameter Fv/Fm und Y(ll) nach Infektion von A. thaliana mit P. syringae. Gezeigt sind die Mittelwerte
+ SD aus neun unabhéngigen Wiederholungen, infiziert mit DC3000 (vir) bzw. avrRPM1 (avr) in
verschiedenen Konzentrationen oder 10 mM MgCl,. Die Analysen erfolgten 3 h (A, C) und 24 h (B, D)
nach Infiltration. Die Sterne zeigen die signifikanten Anderungen (p < 0.001) im Vergleich zur Kontrolle
im Newman-Keuls-Test an (verdndert nach Bonfig et al., 2006).

Analog zur Interaktion mit P. syringae sollte auch fur die Interaktion zwischen A. thaliana und
A. brassicicola der zeitliche Verlauf einer Infektion beobachtet werden. Chlorophyll-
fluoreszenzmessungen vor dem Auftreten phanotypisch sichtbarer Symptome waren
aufgrund der Notwendigkeit der Inkubation fuir 24 h unter 100 % Luftfeuchtigkeit nicht
maoglich. Erfolgten Messungen zu einem friheren Zeitpunkt, so mussten zunéchst die noch
feuchten Tropfen der Sporensuspension auf den Blattern entfernt werden. Es konnten keine
Veranderungen in den infizierten Pflanzen gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Durch
das fruhzeitige Entfernen der Sporensuspension erfolgte bei weiterer Inkubation keine
Infektion mehr, die Beobachtung eines Zeitverlaufs war demnach nicht mehr mdglich.
Erfolgte die erste Messung nach 24 h, so waren auf den infizierten Blattern bereits schwache
Nekrosen erkennbar. Die Verdnderungen waren vergleichbar mit denen in Abb. 3B, jedoch
tendenziell etwas schwdacher. Ein Fortschreiten der Infektion wie in der Interaktion mit
DC3000 konnte ebenfalls nicht festgestellt werden. Auch eine Untersuchung der
Abhangigkeit zwischen der Dichte der Sporensuspension und der Auspragung der
Symptome war nicht méglich, da eine geringer konzentrierte Sporensuspension (5 x 10*
Sporen/ml)  keine Infektion ausloste. Es wurden daher keine  weiteren

Chlorophylifluoreszenzmessungen fur diese Interaktion durchgefihrt.
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Um einen moglichen Einfluss des Parameters Licht auf den Infektionsverlauf der Interaktion
zwischen A. thaliana und P. syringae zu ermitteln, erfolgten weitere Versuche.

Es wurde zunéchst getestet, ob die Beleuchtung der Pflanzen wahrend einer Infektion einen
Einfluss auf die verschiedenen Chlorophyllfluoreszenzparameter hat. Dazu wurden Blatter
mit 10" cfu/ml avrRPML1 infiziert und nach 3 h Inkubation in Dunkelheit bzw. im Licht
analysiert. Grundsatzlich konnten die gleichen Effekte gemessen werden, wobei die
Veranderungen nach Inkubation im Licht tendenziell starker waren als nach Inkubation in
Dunkelheit (Abb. 6).

Dunkelheit Licht

Fv/iFm

Abb. 6: Veranderungen der Chlorophylifluoreszenzparameter Fv/Fm, Y(Il) und gN 24 h nach Infiltration
des avirulenten Bakterienstammes avrRPM1 und anschlieBender Inkubation im Licht bzw. in
Dunkelheit. Blatter von A. thaliana wurden mit avrRPM1 infiziert und 3 h nach Inkubation im Licht bzw.
in Dunkelheit analysiert. Die roten Fahnchen zeigen die Mittelwerte aus den ausgewahlten Bereichen
fur die einzelnen Parameter an. Die Falschfarbenskala reicht von 0.00 (schwarz) bis 1.00 (violett).

Um eine Aussage Uber die photosynthetische Kapazitat und die momentane Lichtadaptation
der infizierten Blattgewebe treffen zu koénnen, wurden Lichtkurven der relativen
Elekronentransportrate aufgenommen. Dazu wurden Pflanzen mit DC3000 (Abb. 7A) bzw.
avrRPM1 (Abb. 7B) infiziert und nach 3 h analysiert. Auch hier konnten stérkere Effekte in
der inkompatiblen Interaktion festgestellt werden. Daneben zeigten die Lichtkurven auch die
Notwendigkeit einer gewissen Lichtstarke, um Unterschiede zwischen Kontrollen und
infizierten Bereichen sowie zwischen den infizierten Blattbereichen der kompatiblen und der
inkompatiblen Interaktion sichtbar zu machen. Bei Werten der photosynthetisch aktiven
Strahlung unterhalb von 50 umol Quanten/m’s, bei denen das Licht selbst limitierender
Faktor des Elektronenflusses ist, waren die Elektronentransportraten fur unbehandelte und

infizierte Blattbereiche nicht signifikant unterschiedlich.
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Abb. 7: Effekte der Infektionen mit einem virulenten oder avirulenten Bakterienstamm von P. syringae
auf die Lichtkurven der Elektronentransportrate ETR. Bléatter von A. thaliana wurden mit DC3000 (A)
bzw. avrRPM1 (B) infiziert und nach einer Inkubation von 3 h die Lichtkurven bei steigender
photosynthetisch aktiver Strahlung (PAR) aufgezeichnet. Die Angabe der ETR erfolgte in relativen
Einheiten (RE). Gezeigt sind die Mittelwerte aus jeweils acht unabhéngigen Messungen + SD fur
jeweils unbehandelte (m) oder infizierte (<) Blattbereiche (verandert nach Bonfig et al., 2006).

4.1.3 Koordinierte Regulation der Genexpression

Zur weiteren Charakterisierung der Pflanze-Pathogen-Interaktion zwischen A. thaliana und
P. syringae wurden Northern Blot Analysen durchgefihrt. Die Regulation von Genen der
Photosynthese, der pflanzlichen Abwehr und des Kohlenhydratmetabolismus wurde dabei
analysiert. Als charakteristische Gene fir die Licht- bzw. Dunkelreaktion wurde die
Regulation von Cab2 und RbcS untersucht (Abb. 8). Die konstitutiv starke Expression beider
Gene sank nach einer Infektion mit dem virulenten Bakterienstamm DC3000, jedoch
interessanterweise nicht nach einer Infektion mit aviRPML1.

Die Expression der getesteten Gene fir pflanzliches Abwehrverhalten, Pall und Prl, war in
beiden Interaktionen induziert. In Ubereinstimmung mit der Literatur (Dong et al., 1991) war

die maximale Induktion von Pall zum Zeitpunkt 3 h p. i. erreicht. Die Expression von Prl
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hingegen war nur in der inkompatiblen Interaktion 3 h p. i. induziert, was mit der friheren
Erkennung des avirulenten Bakterienstammes durch die Pflanze korreliert (Whalen et al.,
1991). In der kompatiblen Interaktion wurde eine Induktion erst 24 h p. i. detektiert. In
Ubereinstimmung mit der Literatur, die Prl als ,spates* Abwehrgen klassifiziert, blieben die
Spiegel der mRNA in beiden Interaktionen bis zum Zeitpunkt 48 h nach der Infektion erhéht
(Cao et al., 1994; Hammond-Kosack und Jones, 1996; Thomma et al., 2001).
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Abb. 8: Regulation der Genexpression in Blattern von A. thaliana nach Infektion mit einem virulenten
(DC3000) oder avirulenten (avrRPM1) Bakterienstamm von P. syringae. Der Versuch wurde viermal
wiederholt, ein reprasentativer Northern Blot ist gezeigt. Es wurden 10 pg RNA jeder Probe auf das
Gel geladen und die Beladung mittels Ethidiumbromid-Farbung kontrolliert (verandert nach Bonfig et
al., 2006).

Fur die Zellwandinvertase cwINV1 und den Hexosetransporter Stp4 konnte in der Literatur
eine Induktion durch pilzliche Pathogene gezeigt werden (Chou et al., 2000; Fotopoulos et
al., 2003). Auch in der untersuchten Interaktion zwischen A. thaliana und P. syringae war die
Invertase cwINV1 induziert, was mit der postulierten Funktion von Zellwandinvertasen als

PR-Proteine Ubereinstimmt (Roitsch et al., 2003). Keine Regulation konnte fir den
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Hexosetransporter Stp4 beobachtet werden. Da in silico Genexpressionsanalysen darauf
hindeuteten, dass eine Regulation der vakuolaren Invertasen nach einer Pathogeninfektion
stattfindet (Zimmermann et al.,, 2004), wurden die Gene R(fruct3 und Rfruct4, die fir
vakuolare Invertasen kodieren, mittels Northern Blot Analysen getestet. Abbildung 8 zeigt,
dass beide Gene nach der Infektion mit dem virulenten Bakterienstamm DC3000, jedoch
nicht nach einer Infektion mit avriRPM1 induziert werden. Die Induktion der R3fruct3 erfolgte
allgemein friher und transienter als die Induktion der R3fruct4.

Ein Vergleich zwischen der kompatiblen und der inkompatiblen Interaktion zeigt, dass sowohl
Photosynthesegene als auch vakuolare Invertasen nach Infektion mit dem virulenten, jedoch

nicht mit dem avirulenten Bakterienstamm reguliert werden.

In Northern Blot Analysen zur Untersuchung der Interaktion zwischen A. thaliana und A.
brassicicola (10° Sporen/ml) konnte fiir keines der getesteten Gene eine eindeutig regulierte
Genexpression dokumentiert werden (Daten nicht gezeigt). Es wurden jeweils mindestens
sechs unabhangige Versuche durchgefiihrt und die Regulation von RbcS, Prl sowie Stp4
untersucht. Die konstitutive Expression von RbcS wurde in einem von acht Versuchen durch
die Infektion mit A. brassicicola im Vergleich zu der Kontrolle nicht beeinflusst, in drei
Versuchen war die Expression durch die Kontrollbehandlung und die Infektion vergleichbar
reprimiert und in vier Versuchen war die Repression nach einer Infektion starker als nach der
Kontrollbehandlung mit H,O. Fir Prl konnten in zwei Versuchen keine Signale detektiert
werden, in weiteren zwei Versuchen war eine vergleichbare Induktion nach der
Kontrollbehandlung bzw. der Infektion erkennbar und in drei Versuchen war die Induktion
nach Infektion mit dem Pilz starker als in der Kontrolle. Fur Stp4 konnte in drei Versuchen
eine schwache konstitutive Genexpression dokumentiert werden, in einem Versuch
unregelmafig verteilte Signale sowohl in den Kontrollen als auch in den infizierten Pflanzen
und in zwei Versuchen eine Induktion nur in den infizierten Pflanzen. Da auch die
Genexpressionsanalysen  eindeutigen  Daten liefern  konnten, wurden  weitere
Untersuchungen zur Regulation des Kohlenhydratmetabolismus auf die Interaktion mit dem

Bakterium P. syringae beschréankt.

4.1.4 Regulation des Kohlenhydratmetabolismus

Invertaseaktivitatstests wurden durchgefiihrt, um eine Aussage Uber die Aktivitdt der Enzyme
in planta treffen zu konnen. In Ubereinstimmung mit den Northern Blot Analysen war die
Aktivitat der vakuolaren Invertasen in der kompatiblen Interaktion transient erhdht. Zum
Zeitpunkt 3 h p. i. erfolgte zunadchst ein Anstieg der Invertaseaktivitat auf 193 % im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle, im weiteren Zeitverlauf der Infektion sank die Aktivitat jedoch
wieder auf 137 % bzw. 124 % ab (Abb. 9B). In der inkompatiblen Interaktion war die Aktivitat
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der vakuolaren Invertasen um 41 % zum Zeitpunkt 3 h p. i. bzw. um 15 % und 26 % zu den
Zeitpunkten 24 h und 48 h p. i. im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erniedrigt.

Die Aktivitat der extrazellullaren Invertasen war in der kompatiblen Interaktion im
Infektionsverlauf stufenweise um 1 %, 26 % bzw. 54 % im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle erniedrigt (Abb. 9A). In der inkompatiblen Interaktion war die Aktivitdt der
extrazellularen Invertasen um 55 %, 48 % bzw. 60 % im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle erniedrigt (Messungen der Invertaseaktivitat wurden von A. Gabler durchgefihrt).
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Abb. 9: Extrahierbare Aktivitat extrazellularer (A) und vakuolarer (B) Invertasen nach Infektion mit P.
syringae. Blatter von A. thaliana wurden mit MgCI, infiltriert oder dem virulenten (DC3000) oder
avirulenten (avrRPM1) Bakterienstamm infiziert. Als Kontrolle wurde unbehandeltes Blattmaterial
verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte von mindestens drei unabhéangigen Experimenten + SD. Der
Versuch wurde dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt (verandert nach Bonfig et al., 2006).

Da Anderungen in der Invertaseaktivitat direkten Einfluss auf die Zuckergehalte einer Pflanze
haben kénnen (Berger et al., 2004; Jobic et al., 2007), wurden die Gehalte I6slicher Zucker in
Blattern infizierter Pflanzen in dreifacher Wiederholung gemessen. Weder 24 h noch 48 h

nach Infektion mit dem virulenten oder dem avirulenten Bakterienstamm konnten
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unterschiedliche Zuckergehalte fur Glucose, Fructose und Saccharose im Vergleich zu der
Kontrollbehandlung mit MgCl, bestimmt werden (Daten nicht gezeigt).

Zur genaueren Untersuchung der Regulation einzelner Invertaseisoenzyme wahrend einer
Pathogeninfektion standen Reporterlinien zur Verfligung, die die R-Glucuronidase unter
Kontrolle der endogenen Promotoren fir die sechs bekannten extrazellularen Invertasen
bzw. Fructoexohydrolasen und die zwei vakuoldren Invertasen exprimieren. Von jedem
Konstrukt konnten mindestens zwei unabhéngige Pflanzenlinien getestet werden. Die
Reporterlinien wurden von T. Rausch zur Verfligung gestellt (siehe Kapitel 6.1.4). Alle Linien
wurden mit den Bakterienstdmmen DC3000 und avrRPM1 oder dem Pilz A. brassicicola
bzw. mit MgCl, oder H,O behandelt und 24 h (P. syringae) bzw. 48 h p. i. (A. brassicicola)
die Nachweisreaktion auf die Bildung der R-Glucuronidase durch eine Farbreaktion gefihrt.
Die Unterschiede zwischen den unabhangigen Pflanzenlinien eines Konstruktes waren
ebenso grol3 wie die Unterschiede zwischen Pflanzenlinien mit verschiedenen Konstrukten
(Daten nicht gezeigt). Die R-Glucuronidase war in keiner der Pflanzenlinien durch eine

Pathogenbehandlung reproduzierbar induziert.

4.15 Regulation endogener Invertaseinhibitoren in A. thaliana nach
Stressbehandlung

Neben den oben genannten Reporterlinien standen weitere Linien, die die 3-Glucuronidase
unter Kontrolle der Promotoren der endogenen Invertaseinhibitoren AtC/VIF1 (Atlg47960),
AtC/VIF2 (At5g64620) und AtC/VIF3 (Atlgl7130) exprimieren, zur Verflgung. In allen
Pflanzenlinien konnte unabhangig von einer Behandlung eine starke Aktivitat der R3-
Glucuronidase nachgewiesen werden. Die starkste Aktivitat wurde reproduzierbar in den
beiden Linien mit dem Promotor von AtC/VIF2 verzeichnet (Abb. 10). Interessanterweise war
in einigen der Infektionsstellen die Aktivitat der R-Glucuronidase im Vergleich zum (brigen
Blatt erniedrigt.

Diese Beobachtung fiihrte zu der Fragestellung, ob die Aktivitdt von Invertasen wahrend
einer Pathogeninfektion mdglicherweise gesteuert wird durch die regulierte Aktivitat von

Invertaseinhibitoren.
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Abb. 10: Histologischer Nachweis der uidA-Expression in Blattern von A. thaliana. Die Reporterlinien
exprimieren die R-Glucuronidase unter Kontrolle der Promotoren der endogenen Invertaseinhibitoren
AtC/VIF1, AtC/VIF2 oder AtC/VIF3. Blatter wurden mit MgCl,, DC3000 oder avrRPML1 infiltriert und 24
h nach der Behandlung gefarbt. Gezeigt sind repréasentative Aufnahmen eines in zweifacher
Wiederholung mit jeweils mindestens funf unabhéngigen Blattern durchgefihrten Versuchs.

Eine neuere Untersuchung konnte zeigen, dass extrazellulare und vakuolare Invertasen in
der Tat durch proteinogene Invertaseinhibitoren reguliert werden (Huang et al., 2007). Da
bisher keine Berichte Gber Wirkungen von Pathogenen auf die Regulation von endogenen
Invertaseinhibitoren bekannt sind, sollte die Rolle von Invertaseinhibitoren in Pflanze-
Pathogen-Interaktionen untersucht werden.

In silico Genexpressionsanalysen weisen auf eine spezifische und entwicklungsabhangige
naturliche Regulation von Invertaseinhibitoren hin. Wé&hrend der Blattentwicklung und —
reifung sollte die Expression stark ansteigen. In Rosettenblattern sollte die Expression von
AtC/VIF2 am starksten sein, gefolgt von AtC/VIF1 und AtC/VIF3. In Northern Blot Analysen
konnte fir den Inhibitor AtC/VIF1 in Ubereinstimmung mit den in silico Daten eine schwache
Expression in Blattern detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Eine Expression des Inhibitors
AtC/VIF3 konnte nicht detektiert werden, da der Expressionslevel fur die Sensitivitat dieser
Methode zu gering war (Daten nicht gezeigt). Deutliche Signale waren hingegen in den
Northern Blot Analysen fir AtC/VIF2 detektierbar. Die in silico Genexpressionsanalysen
sagten weiterhin voraus, dass die Expression von AtC/VIF2 nach einer Infektion mit P.
syringae sinken sollte. Auch dies konnte in Northern Blot Analysen bestatigt werden (Abb.
11A). Auch nach mechanischer Verwundung sowie durch die abiotischen Stressfaktoren
Hitze und Kalte wurde die Expression stark reprimiert. Hitze- und Kaltestress wurde erzeugt,

indem Pflanzen vor der Probenernte jeweils entweder 24 h bei 37C oder 4T inkubiert
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wurden. Vergleichbare Ergebnisse wurden in drei unabhangigen Wiederholungen erhalten.
Der Anstieg der Invertaseaktivitdt nach einer Pathogeninfektion kénnte demnach auf eine

Repression der Invertaseinhibitoren zuriickzufiihren sein.

Um zu testen, ob eine Regulation der Invertaseinhibitoren nach einer Pathogeninfektion auch
auf der Proteinebene stattfindet, wurde ein von B. Schéafer etabliertes Testsystem weiter
optimiert. Die Eigenschaft, dass Invertaseinhibitoren ein Molekulargewicht zwischen 16 und
20 kD, Invertasen hingegen ein Molekulargewicht von etwa 70 kD besitzen, wurde fir den
Test ausgenutzt. Zur Trennung der beiden Proteine in einem Proteinrohextrakt wurden
Ultrafiltrationsmembranen (Centrikon® YM-30) eingesetzt. Die Trennung sollte bei einem
Molekulargewicht von 30 kD erfolgen. Nach der Zentrifugation sollte die obere Fraktion (Cy)
demnach Proteine mit einem Molekulargewicht von tber 30 kD, also auch die Invertasen
enthalten, wahrend im gesammelten Durchfluss (C) Proteine mit geringerem
Molekulargewicht vorliegen sollten, darunter auch die Invertaseinhibitoren. Messungen der
Invertaseaktivitat in der unteren Fraktion ergaben eine vernachlassigbare Aktivitat zwischen
0,8 und 3,9 yug Glucose / g FG * min, wohingegen in der oberen Fraktion zu den
verschiedenenen Messzeitpunkten Invertaseaktivitaten zwischen 115,6 und 214,4 ug
Glucose / g FG * min gemessen wurden (Abb. 11B). Nach Herstellung von Mischextrakten
aus der hoher- und der niedermolekularen Proteinfraktion konnten im Zeitverlauf (8 h, 24 h,
48 h) einer Infektion mit 10° cfu/ml DC3000 deutliche Veréanderungen im Vergleich zu der
Aktivitat der unbehandelten Kontrolle festgestellt werden. Die relative Invertaseaktivitat nach
dem Mischen von C;, und C, vor einer Infektion mit P. syringae war um 37,3 % und 8 h nach
der Infektion um 36 % geringer als die Aktivitdt der hohermolekularen Proteinfraktion Cy
alleine. Bei fortschreitender Infektion wurde die Fraktion C, durch die Zugabe der
Proteinfraktion C, lediglich noch um 20,1 % gehemmt bzw. nach 48 h sogar um 9,9 %
induziert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es nach einer Pathogeninfektion zur

Repression von Invertaseinhibitoren bzw einer Derepression von Invertasen kommt.
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Abb. 11: Regulation der extrazellularer Invertasen in A. thaliana durch proteinogene
Invertaseinhibitoren. (A) Regulation der Genexpression von AtC/VIF2 nach Infiltration von 10 mM
MgCl,, Infektion mit 10" cfu/ml oder 10° cfu/ml DC3000, Verwundung, Hitze- oder Kaltebehandlung.
Der Versuch wurde dreimal wiederholt, ein reprasentativer Northern Blot ist gezeigt. Es wurden 10 pg
RNA jeder Probe auf das Gel geladen und die Beladung mittels Ethidiumbromid-Férbung kontrolliert.
(B) Regulation der Invertaseaktivititen nach einer Infektion mit 10°® cfu/ml DC3000 (uber
Veranderungen des Gehaltes an proteinogenen Invertaseinhibitoren. Nach Auftrennung eines
Proteinrohextraktes durch Ultrafiltration (30 kD cutoff) wurden die Invertaseaktivitaten der héher- (Cy)
und der niedermolekularen (C)) Proteinfraktion sowie der Mischextrakte aus C,, und C; im
Infektionsverlauf bestimmt. Gezeigt sind die Daten eines aus drei unabhangigen Versuchen mit
ahnlichen Ergebnissen.
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4.2 Untersuchungen zur Funktion von Invertasen in P  flanze-

Pathogen-Interaktionen durch Repression dieser Enzy  me

Nattrliche Regulationsvorgénge von Invertasen erfolgen wahrend des gesamten Wachstums
und der Entwicklung von Pflanzen. Ein wichtiger Kontrollmechanismus wird bereitgestellt
Uber die posttranslationale Regulation mittels endogener Invertaseinhibitoren.

Um die Bedeutung der pflanzlichen Invertasen wahrend der komplexen Regulationsvorgénge
nach Pathogeninfektionen genauer analysieren zu kodnnen, sollte ihre Aktivitat in
verschiedenen funktionellen Ansatzen reprimiert werden. In einem Ansatz sollte die Aktivitat
von Invertasen durch chemische Inhibitoren gehemmt werden, in einem anderen Ansatz
sollte in transgenen Ansatzen die Invertaseaktivitdt in Pflanzen durch Expression

proteinogener Invertaseinhibitoren reprimiert werden.

4.2.1 Pharmakologischer Ansatz zur Inhibition von 1  nvertasen
4.2.1.1 Vergleich der chemischen Inhibitoren  B-Thio-fructofuranosid und Acarbose

Um eine Hemmung von Invertasen zu erzielen, wurden zwei Substanzen getestet, der in der
Diabetesbehandlung eingesetzte a-Glucosidaseinhibitor Acarbose und ein synthetisches (-
Thio-fructofuranosid des Mercaptoethanols, Fru-S-Me (zur Verfligung gestellt von H.
Nakano, Osaka Municipal Technical Research Institute, Osaka, Japan). Im direkten
Vergleich der Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass nach Zugabe der beiden Stoffe in
gleicher Konzentration zu einem pflanzlichen Invertaseextrakt die Acarbose in vitro den
starkeren Hemmeffekt hatte (Abb. 12A). Zugabe von 10 mM Fru-S-Me bewirkte eine
Hemmung der extrazellularen Invertasen um 12 %, Zugabe von 10 mM Acarbose eine
Hemmung um 42 %. Eine Konzentration von 100 mM Acarbose hemmte die
Invertaseaktivitat vollstandig (Daten nicht gezeigt, Messungen von A. Gabler durchgefihrt).

Da die Acarbose die starkere Wirkung auf Invertaseextrakte hatte, wurde sie als
Invertaseinhibitor fur die folgenden Untersuchungen zur Funktion von Invertasen in Pflanze-
Pathogen-Interaktionen ausgewahlt. Weitere in vitro Tests zeigten auflerdem, dass der

Hemmeffekt der Acarbose konzentrationsabhéngig war (Abb. 12B).
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Abb. 12: Inhibition pflanzlicher Invertasen durch den synthetischen Inhibitor Fru-S-Me und den a-
Glucosidaseinhibitor Acarbose. (A) Vergleich der Hemmeffekte von Fru-S-Me und Acarbose. (B)
Konzentrationsabhangigkeit des Hemmeffektes der Acarbose auf pflanzliche Invertasen in vitro.
Gezeigt sind die Mittelwerte + SD aus jeweils mindestens drei unabhangigen Versuchen.

4.2.1.2 Wirkungen der Acarbose auf P. syringae und A. thaliana

Um Acarbose als Invertaseinhibitor einsetzen zu kénnen, sollten zuvor mégliche Effekte der
Acarbose auf die Bakterien sowie die Pflanzen ausgeschlossen werden.

Die Zugabe von 10 mM Acarbose zu Wachstumskulturen von P. syringae hatte keinen
Einfluss auf das Wachstum der Bakterien (Daten nicht gezeigt).

Auch die Blatter von A. thaliana wiesen nach Infiltration einer wassrigen 10 mM
Acarboseldsung keine phanotypischen Veranderungen auf (Daten nicht gezeigt), so dass
Acarbose als Invertaseinhibitor fir Untersuchungen zur Bedeutung der Invertasen in Pflanze-
Pathogen-Interaktionen verwendet werden konnte.

Zunachst sollte getestet werden, ob sich die Infektion von A. thaliana mit P. syringae pv.
tomato DC3000 bei gleichzeitiger Zugabe von Acarbose anders als eine Infektion ohne
Zugabe von Acarbose manifestiert.
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Abb. 13A zeigt, dass Blatter von A. thaliana eine erhthte Sensitivitdit gegentber der
bakteriellen Infektion mit DC3000 (5 x 10° cfu/ml) aufweisen, wenn gleichzeitig Acarbose (10
mM) infiltriert wurde. Uber einen Zeitverlauf von 72 h beobachtet, konnte phanotypisch eine
schnellere und starkere Symptomentwicklung festgestellt werden.

Nach Infiltration des avirulenten Bakterienstammes avrRPM1 (5 x 10° cfu/ml) + Acarbose
konnten keine eindeutigen Tendenzen beobachtet werden. Neben Blattern mit erhdhter
Sensitivitdt gegenuber der Pathogeninfektion durch die zusatzliche Infiltration von Acarbose
gab es auch Pflanzen, die keine Unterschiede in der Sensitivitat gegenuiiber der Infektion
erkennen lieRen (Daten nicht gezeigt). Es wurden daher keine weiteren Untersuchungen mit

dem avirulenten Bakterienstamm durchgefihrt.
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Abb. 13: Wirkungen der Acarbose auf das Wachstum von P. syringae in Blattern von A. thaliana. (A)
Die Zugabe von 10 mM Acarbose zu der Bakteriensuspension fiihrte zu einer frilheren und verstarkten
Entwicklung von Nekrosen im Vergleich zu den infizierten Blattern ohne Acarbose. Gezeigt sind zwei
reprasentative Aufnahmen der Nekrosen 72 h nach Infektion mit 5 x 10° cfu/ml DC3000 + 10 mM
Acarbose aus funf unabhéngigen Versuchen. (B) Quantifizierung des Bakterienwachstums von
DC3000 * 10 mM Acarbose durch Reisolierung. Gezeigt ist die Anzahl der gewachsenen
Bakterienkolonien eines reprasentativen Versuchs in Dreifachbestimmung nach Reisolierung aus
infizierten Blattern von A. thaliana (Bakteriendichte 10° cfu/ml). Der Versuch wurde viermal mit

vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.
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Das verstarkte und fruhere Auftreten der Nekrosen in den Blattern, die zusatzlich mit
Acarbose infiltriert wurden, korrelierte mit einem erh6hten Bakterienwachstum. Dies konnte
durch Reisolierung der Bakterien aus den infizierten Blattern gezeigt werden. Direkt nach
einer |Infiltration wurde aus den Proben mit bzw. ohne Zusatz von Acarbose eine
vergleichbare Anzahl an Bakterien reisoliert, jedoch war das Bakterienwachstum in den
Proben mit Acarbose 24 h p. i. um Faktor 5,5 und 48 h p. i. sogar um Faktor 6,4 erh6ht. Der
Versuch wurde viermal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt, ein représentatives
Experiment ist in Abb. 13B dargestellt.

Die erhaltenen Daten deuten auf eine erhbhte Sensitivitdt von A. thaliana gegenulber einer

Infektion mit DC3000 hin, wenn die Invertaseaktivitat der Pflanzen gehemmt wird.

4.2.1.3 Veranderungen des Primarmetabolismus durch Acarbose

Die Auswirkungen der Invertaseinhibition durch Acarbose auf den Primar- bzw. den
Kohlenhydratmetabolismus in A. thaliana wahrend einer Infektion mit DC3000 wurde im
Folgenden auf verschiedenen Ebenen untersucht.

Veranderungen der Photosynthese wurden mit Hilfe der Chlorophyllfluoreszenz-Bildgebung
erfasst. Es wurden dazu Blatter mit 10° cfu/ml DC3000 + 10 mM Acarbose infiltriert und der
Infektionsverlauf Gber 72 h beobachtet. Veranderungen in den Photosyntheseparametern
maximale Quantenausbeute und effektive Quantenausbeute des Photosystems Il - Fv/Fm
bzw. Y(II) - waren zumeist 48 h p. i. messbar. Die Verdnderungen waren schneller messbar
und insgesamt starker in den Proben, die zusatzlich mit Acarbose infiltriert wurden. In Abb.
14A sind reprasentative Aufnahmen 72 h nach der Infektion abgebildet. Der Versuch wurde
dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.

Die Expression von Genen der Photosynthese (RbcS) und des Sink-Metabolismus (cwINV1,
Bfruct4) sollte untersucht werden, um eine Aussage Uber eine mdgliche Wirkung der
Acarbose auf transkriptioneller Ebene treffen zu kénnen. Die vakuolare Invertase Rfruct4 war
zwar konstitutiv exprimiert, jedoch nicht durch die Infektion mit 10° cfu/ml DC3000 + 10 mM
Acarbose reguliert (Daten nicht gezeigt). Nach Infiltration von 10° cfu/ml DC3000 wurde das
Gen RbcS unabhéngig von der Zugabe von 10 mM Acarbose im Infektionsverlauf reprimiert
(Abb. 14B). Ein gegenteiliger Effekt wurde fur das Transkript der cwINV1 gefunden und auch
hier konnte kein Acarbose-Effekt beobachtet werden. Der Versuch wurde dreimal

unabhangig voneinander mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt.
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Abb. 14: Wirkungen der Acarbose auf die Regulation des Kohlenhydratmetabolismus in A. thaliana
wahrend einer Pathogeninfektion. (A) Veranderungen der Chlorophyllifluoreszenzparameter Fv/Fm
und Y(I) 72 h nach Infiltration von 10° cfu/ml DC3000 + 10 mM Acarbose. Gezeigt sind reprasentative
Aufnahmen aus drei unabhangigen Versuchen. Die roten Fahnchen zeigen die Mittelwerte aus den
ausgewahlten Bereichen fur die einzelnen Parameter an. Die Falschfarbenskala reicht von 0.00
(schwarz) bis 1.00 (violett). (B) Regulation der Genexpression von RbcS bzw. cwINV1 nach Infektion
mit 10° cfu/ml DC3000 + 10 mM Acarbose bzw. Kontrollbehandlung mit 10 mM MgCl, + 10 mM
Acarbose. Der Versuch wurde dreimal wiederholt, ein reprasentativer Northern Blot ist gezeigt. Es
wurden 10 pug RNA jeder Probe auf das Gel geladen und die Beladung durch Hybridisierung mit einer
rRNA-Sonde kontrolliert. (C) Extrahierbare Aktivitdt der extrazelluldaren Invertasen nach Infektion mit
10 mM MgCl, + 10 mM Acarbose oder 10° cfu/ml DC3000 + 10 mM Acarbose. Gezeigt sind die
Mittelwerte aus fiinf unabhangigen Experimenten + SD.
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Da eine Wirkung der Acarbose auf die Invertaseaktivitat in vitro gemessen wurde (siehe
Kapitel 4.2.1.1), sollten auch moégliche Wirkungen der Acarbose auf die Aktivitat der
Invertasen in planta bestimmt werden. Nach Infiltration von 10 mM MgCl, + 10 mM Acarbose
oder 10° cfu/ml DC3000 + 10 mM Acarbose konnten keine signifikanten Effekte gemessen
werden, jedoch war die Invertaseaktivitt in den Proben, die mit Acarbose behandelt waren
im Vergleich zu Proben, die mit DC3000 alleine infiziert wurden, tendenziell erniedrigt (Abb.
14C). Diese Tendenz wurde in funf unabhangigen Experimenten beobachtet (Messungen
durchgefiihrt von N. Muhammad).

Die Konzentrationen der l8slichen Zucker Glucose, Fructose und Saccharose in Blattern, die
mit 10 mM MgCl, + 10 mM Acarbose oder 10° cfu/ml DC3000 + 10 mM Acarbose infiltriert
waren, waren in drei unabhdngigen Versuchen wahrend des Infektionsverlaufs nicht
signifikant verandert. Messungen erfolgten 8 h, 24 h und 48 h nach den Behandlungen

(Daten nicht gezeigt).

4.2.1.4 Charakterisierung der Abwehrreaktionen unte  r dem Einfluss der Acarbose

Da gezeigt werden konnte, dass Acarbose per se keine negative Wirkung auf das
Bakterienwachstum hat (siehe Kapitel 4.2.1.2), wurde vermutet, dass die erhdhte Sensitivitat
gegenuber einer Infektion mit DC3000 in den Pflanzen, die mit Acarbose behandelt waren,
auf einer negativen Wirkung der Acarbose auf die pflanzliche Abwehr beruhen kénnte. Da
der Salicylsaureweg der pflanzlichen Abwehr essentiell fir die Abwehr einer Infektion mit P.
syringae ist (Thomma et al., 2001), sollte die Wirkung von Acarbose auf die Expression von
Genen, die mit dem Salicylsaure-vermittelten Abwehrweg verknupft sind und auf die Spiegel
der Salicylsaure (SA) nach einer Infektion mit 10° cfu/ml DC3000 bestimmt werden.

Die ausgewahlten Gene der pflanzlichen Abwehr, Prl und Pr2, waren nach einer Infektion
mit DC3000 unabhéangig von einer zusatzlichen Behandlung mit Acarbose etwa gleich stark
induziert (Abb. 15A). Eine Induktion von Prl konnte 24 h und 48 h p. i., eine deutliche
Induktion von Pr2 nur zum Zeitpunkt 48 h p. i. beobachtet werden. Der Versuch wurde
dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.

Die Konzentration an Salicylsdure war 8 h nach einer Infektion mit DC3000 schwach und 24
h p. i. im Vergleich zur Kontrolle starker erhdht. Der Anstieg war jeweils in den Proben
starker, die zusatzlich mit Acarbose behandelt wurden (Abb. 15B). Der Effekt konnte jedoch
auch in den Kontrollen beobachtet werden, die mit MgCl, £ 10 mM Acarbose behandelt

wurden.
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Abb. 15: Effekte der Acarbose auf den Salicylsdure-vermittelten Weg der pflanzlichen Abwehr. (A)
Induktion der Genexpression von Prl und Pr2 erfolgte ausschlie3lich nach Infektion mit 10° cfu/ml
DC3000 + 10 mM Acarbose, die Kontrollbehandlung mit 10 mM MgCl, £ 10 mM Acarbose induzierte
keine Genexpression. Der Versuch wurde dreimal wiederholt, ein reprasentativer Northern Blot ist
gezeigt. Es wurden 10 pg RNA jeder Probe auf das Gel geladen und die Beladung mittels
Ethidiumbromid-Farbung kontrolliert. (B) Bestimmung der Salicylsdure (SA) nach Infektion mit 10°
cfu/ml DC3000 + 10 mM Acarbose bzw. Kontrollbehandlung mit 10 mM MgCl, £ 10 mM Acarbose.
Gezeigt sind die Mittelwerte aus funf unabhangigen Experimenten + SD.

Die Ergebnisse der Northern Blot Analysen und die Bestimmungen der SA-Gehalte deuteten
darauf hin, dass die durch Acarbose erhOhte Sensitivitat gegentber einer Infektion mit
DC3000 nicht auf einer Inhibition des Salicylsdure-vermittelten Abwehrweges beruht.

Fir die funktionelle Analyse, ob der Salicylsdureweg der Abwehr in die Acarbose-vermittelte
erhohte Sensitivitat involviert ist, wurden zwei Mutanten und eine transgene Pflanze von A.
thaliana eingesetzt, die in der Salicylsaure-abhangigen Abwehr verandert sind. Die Mutante
sid2 mit einer Mutation in lcsl kann weder SA akkumulieren noch Pr-Gene exprimieren.
Auch eine SAR kann infolge der Mutation nicht ausgebildet werden (Wildermuth et al., 2001).
Die transgene Pflanze nahG exprimiert die Salicylathydroxylase, welche SA zu Catechol

abbaut. Es akkumuliert in der Folge ebenfalls keine SA (Gaffney et al., 1993; Delaney et al.,
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1994). Die Mutante cpr6 exprimiert konstitutiv Prl und weist konstitutiv erhéhte

Salicylsaurespiegel auf (Clarke et al., 1998).
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Abb. 16: Wirkungen der Acarbose auf das Wachstum von P. syringae in Mutanten von A. thaliana. Die
Quantifizierung des Bakterienwachstums von DC3000 + 10 mM Acarbose erfolgte in sid2 (A) sowie
cpré (B) durch Reisolierung. Gezeigt ist die Anzahl der gewachsenen Bakterienkolonien eines
reprasentativen Versuchs in Dreifachbestimmung nach Reisolierung aus infizierten Blattern von A.
thaliana (Bakteriendichte 10° cfu/ml). Der Versuch wurde dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen
wiederholt.

Das Bakterienwachstum von DC3000 in der Mutante sid2 war, wie erwartet, im Vergleich
zum Wildtyp erhoht (Abb. 16A). Die zusatzliche Behandlung mit Acarbose bewirkte ein weiter
erhdhtes Bakterienwachstum um Faktor 8,4 zum Zeitpunkt 24 h p. i. und um Faktor 5,6 zum
Zeitpunkt 48 h p. i.. Der Versuch wurde dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.
Es wurde erwartet, dass die transgene Pflanzenlinie nahG ahnliche Ergebnisse liefert wie
sid2, da auch diese Pflanze keinen funktionellen Salicylsdureweg der pflanzlichen Abwehr
besitzt. Die Annahme konnte jedoch nicht bestatigt werden. Sowohl ein erhdhtes
Bakterienwachstum in Proben mit Acarbose als auch ein vergleichbares Bakterienwachstum

zwischen Proben mit und ohne Acarbose wurden festgestellt (Daten nicht gezeigt).
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Die Mutante cpr6 sollte aufgrund des konstitutiv aktivierten Salicylsdureweges pflanzlicher
Abwehr resistenter gegentber einer Infektion mit P. syringae sein. Dies konnte bestatigt
werden. Jedoch war auch in dieser Mutante das Bakterienwachstum nach Zugabe von
Acarbose zum Zeitpunkt 48 h p. i. um Faktor 3,9 im Vergleich zu Proben ohne Acarbose
erhoht (Abb. 16B).

Acarbose erhoht demnach die Sensitivitat gegentber einer Infektion mit DC3000 sowohl in
Pflanzen ohne intakten Salicylsdureweg als auch in Pflanzen mit konstitutiv aktiviertem

Salicylsaureweg der pflanzlichen Abwehr.

4.2.2 Transgene Ansétze zur Inhibition von Invertas  en

Parallel zur chemischen Inhibition von Invertasen wurde ein zweiter Ansatz zur Repression
der Invertaseaktivitdt in Pflanzen verfolgt. Es wurden transgene Pflanzen mit reprimierter
Invertaseaktivitat durch die Expression proteinogener Invertaseinhibitoren erzeugt.
Verschiedene Konstrukte aus jeweils einem Invertaseinhibitor unter der Kontrolle eines

induzierbaren Promotors wurden dazu verwendet.

4.2.2.1 Invertaseinhibitoren aus A. thaliana unter Kontrolle synthetischer
Pflanzenpromotoren

Die Auswahl der synthetischen pathogen- und wundinduzierbaren Promotoren erfolgte
aufgrund der Tatsache, dass diese allein durch eine Pathogeninfektion induzierbar sind und
daher keine chemischen Induktoren eingesetzt werden muissen. Erfolgt keine Pathogen-
infektion oder Verwundung, sollten die Promotoren nicht induziert sein.

Drei Promotoren, bestehend jeweils aus Tetrameren verschiedener cis-regulatorischer
Elemente, wurden fir die Klonierung der Konstrukte ausgewahlt, darunter der Promotor
4xJERE, der durch Jasmonate und verschiedene Elicitoren induzierbar ist (,jasmonate and
elicitor responsive element”, Menke et al., 1999), der Promotor 4xS, der durch verschiedene
pilzliche Elicitoren induzierbar ist (Kirsch et al., 2000) und der Promotor 4xS/4xW2, welcher
neben der Box S eine W-Box enthélt. W-Boxen sind Bindestellen fir WRKY-Transkriptions-
faktoren (Rushton et al., 1996) und werden als wichtige Gruppe cis-regulatorischer Elemente
fur pflanzliches Abwehrverhalten angesehen (Maleck et al., 2000). Als Invertaseinhibitoren
wurden zwei endogene Inhibitoren aus A. thaliana verwendet, AtC/VIF1 und AtC/VIF2. Die
Klonierungsstrategie, bestehend aus zwei Teilklonierungsschritten mit der anschlielenden
stabilen Transformation von A. thaliana Col-0 wurde in Bonfig (2004) beschrieben. Die
Transformation von A. thaliana mit den Konstrukten 4xJERE::AtC/VIF1, 4xS::AtC/VIF2 und
AXW2/4xS::AtC/VIF1 erfolgte mit Hilfe der Methode des ,Floral Dip“. Jedes der drei

Konstrukte wurde dreimal unabhangig transformiert. Die von den transformierten Pflanzen
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produzierten Samen wurden sterilisiert und auf geeignete Selektionsplatten ausgelegt.
Lediglich 20 der steril ausgelegten ca. 17000 Samen keimten aus und erreichten das 4-Blatt-
Stadium. Ein weiteres Wachstum Uber dieses Entwicklungsstadium hinaus konnte auch nach
dem Umsetzen auf neue Selektionsplatten bzw. in Erde nicht beobachtet werden. Es

konnten damit keine transgenen Pflanzen generiert werden.

4.2.2.2 Invertaseinhibitoren aus A. thaliana unter Kontrolle eines Estradiol-
induzierbaren Promotors

Transgene Pflanzen von A. thaliana, die die Invertaseinhibitoren AtC/VIF1 (pERS8::AtC/VIF1)
bzw. AtC/VIF2 (pERS8::AtC/VIF2) jeweils unter der Kontrolle eines Estradiol-induzierbaren
Promotors (pER8) exprimieren (Zuo et al., 2000), wurden von MC Gonzalez zur Verfigung
gestellt. Zusatzlich war die Pflanzenlinie pER8::CIN1 verfiugbar, welche die Invertase CIN1
aus Chenopodium rubrum exprimieren kann.

Zunachst wurde untersucht, ob nach Induktion des Promotors durch 50 pM R-Estradiol
ahnliche phanotypische Effekte zu beobachten sind wie nach einer Pathogeninfektion unter
Zugabe von Acarbose. Die Pflanzen wurden dafir mit P. syringae pv. tomato DC3000 und
mit A. brassicicola infiziert und der Infektionsverlauf phanotypisch dokumentiert. Es standen
fur das Konstrukt pER8::AtC/VIF2 acht unabhangige Linien zur Verfigung (301, 302, 303,
304, 305, 306, 307, 308), davon waren die Linien 302 und 303 homozygot und fur das
Konstrukt pERS8::AtC/VIF1 sechs unabhangige Linien (310, 312, 313, 315, 316, 317), von
denen die Linien 313 und 315 homozygot waren. Fur das Konstrukt pER8::CIN waren 8
unabhangige Linien verfugbar (318, 319, 320, 321, 322, 323, 324, 325). Alle Pflanzenlinien
wurden zunachst auf Selektionsmedium angezogen und nach ca. zwei Wochen in Erde
umgesetzt. Die Infektionen erfolgten ca. drei Wochen nach dem Umsetzen durch Infiltration
einer Suspension von DC3000 (10° cfu/ml) bzw. durch Applikation einer Sporensuspension
von A. brassicicola (5 x 10° Sporen/ml) in Tropfenform. Der Infektionsverlauf in Pflanzen, die
24 h vor der Infektion induziert wurden und der Infektionsverlauf in nicht induzierten Pflanzen
wurden tber 72 h beobachtet.

Weder nach Infektion mit DC3000 noch nach Infektion mit A. brassicicola konnten
Unterschiede in den phanotypischen Symptomen zwischen nicht induzierten und induzierten
Pflanzenlinien mit dem Konstrukt pERS8::AtC/VIF2 festgestellt werden. Dies galt fur alle acht
getesteten Linien 301 bis 308. Abb. 17A zeigt eine reprasentative Linie nach Infektion mit
DC3000. Der Versuch wurde fir jedes Pathogen zweimal unabhangig voneinander mit
jeweils mindestens drei unabhéangigen Pflanzen durchgefihrt.

In transgenen Pflanzen der Linien 310, 312, 315, 316 und 317 (pERS8::AtC/VIF1) wurden die
gleichen Beobachtungen fir beide Pathogene in mindestens zwei unabhangig voneinander

durchgefuihrten Versuchen dokumentiert. Lediglich die Linie 313 schien zunachst in zwei
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unabhangigen Versuchen nach einer Induktion mit R-Estradiol sensitiver auf eine
nachfolgende Infektion mit DC3000 zu reagieren. Zwei weitere unabhangige Versuche, in
denen induzierte und nicht induzierte Pflanzen mit DC3000 infiziert wurden (Daten nicht
gezeigt), konnten das zunéachst erhaltene Ergebnis nicht bestatigen.

Auch in den Linien, die die Invertase CIN1 unter Kontrolle des Promotors pER8 exprimieren,
konnte weder nach Infektion mit DC3000 noch nach Infektion mit A. brassicicola eine
Anderung der Sensitivitat zwischen induzierten und nicht induzierten Pflanzen dokumentiert
werden. Die Linien wurden fir jedes Pathogen mindestens zweimal unabhangig mit je

mindestens drei Wiederholungen getestet (Daten nicht gezeigt).

- R-Estradiol + 3-Estradiol

0 24 48 24 48 0 24 48h
303 310 319

Abb. 17: Effekte der Induktion des Estradiol-induzierbaren Promotorsystems in den transgenen Linien
PERS::AtC/VIF2, pERS8::AtC/VIF1 und pERS::CIN1. (A) Die Vorbehandlung von Blattern mit 50 pM R3-
Estradiol fUhrte in keiner der getesteten Linien zu signifikanten phanotypischen Veranderungen nach
anschlieBender Infektion mit 10° cfu/ml DC3000 im Vergleich zu nicht vorbehandelten Blattern.
Gezeigt ist eine reprasentative Linie (pER8::AtC/VIF2) 72 h nach der Infektion mit DC3000. (B)
Regulation der Genexpression von AtC/VIF2 (Linie 303), AtC/VIF1 (Linie 310) bzw. Cinl (Linie 319)
vor, sowie 24 h und 48 h nach Behandlung der Blatter mit 50 pM R-Estradiol. Gezeigt ist jeweils ein
reprasentativer Northern Blot fir jedes der drei Konstrukte. Pro Konstrukt wurden mindestens drei
unabhangige Linien in zwei- oder dreifacher Wiederholung getestet. Es wurden 10 pg RNA jeder
Probe auf das Gel geladen und die Beladung mittels Ethidiumbromid-Farbung kontrolliert.

Da zwischen induzierten und nicht induzierten Pflanzen keine Sensitivitdtsunterschiede

gegenuber einer Pathogeninfektion erkennbar waren, sollte mittels Northern Blot Analysen
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getestet werden, ob das Promotorsystem an sich induzierbar ist und es infolge einer
Behandlung von Blattern mit R-Estradiol zu einer Expression der Invertaseinhibitoren
AtC/VIF1 und AtC/VIF2 bzw. der Invertase CIN1 kommt. Jeweils mindestens drei
verschiedene transgene Linien wurden dazu von jedem Konstrukt ausgewahlt und die
Induzierbarkeit des Promotors uberprift. Fir das Konstrukt pERS8::AtC/VIF2 wurden die
Linien 302, 303 und 306 getestet, fur das Konstrukt pER8::AtC/VIF1 die transgenen Linien
310, 312 und 313 und fur das Konstrukt pER8::CIN1 die Linien 319, 320, 323 und 324. Bei
den transgenen Linien mit dem Konstrukt pER8::CIN1 war der Promotor konstitutiv aktiv, da
bereits in den unbehandelten Pflanzen starke Signale detektierbar waren, fir die Linien mit
den Konstrukten pERS8::AtC/VIF2 und pERS8::AtC/VIF1 kann dies nicht eindeutig bestatigt
werden, da die beiden Invertaseinhibitoren endogen in den Pflanzen vorkommen und somit
detektierte Signale nicht spezifisch zugeordnet werden kénnen. Es wurde jedoch keine
Induktion des Promotors beobachtet. Eine repréasentative Auswahl der durchgefiihrten

Northern Blot Analysen ist in Abb. 17B gezeigt.

4.2.2.3 Der Invertaseinhibitor NtCIF aus N. tabacum unter Kontrolle eines
Dexamethason-induzierbaren Promotors

Die transgenen Pflanzenlinien pERS::AtC/VIF1 und pERS8:AtC/VIF2 zeigten, dass nicht
zwischen endogenen Transkripten und synthetisierten Transkripten infolge der Induktion des
Promotorsystems unterschieden werden konnte.

In dem nun verfolgten funktionellen Ansatz wurde der gut charakterisierte Invertaseinhibitor
NtCIF aus N. tabacum (Greiner et al., 1998; Krausgrill et al., 1998; Horthorn et al., 2004a)
unter Kontrolle eines Dexamethason (DEX)-induzierbaren Promotorsystems in A. thaliana
Col-0 exprimiert. Die Induzierbarkeit des Promotors konnte fir A. thaliana beschrieben
werden (Craft et al., 2005; Moore et al., 2006). Reporterlinien, welche die R-Glucuronidase
unter Kontrolle dieses Promotors exprimieren, wurden von |I. Moore (Department of Plant
Sciences, University of Oxford, Oxford) zur Verfligung gestellt und auf Induzierbarkeit
getestet. Dazu wurden Pflanzen angezogen und nach sechs Wochen durch Bespriihen (20
KM DEX) oder durch Infiltration (2 pM bzw. 20 uM DEX) induziert. Nach der Induktion wurde
die uidA-Expression im Zeitverlauf dokumentiert, représentative Aufnahmen eines in
zweifacher Wiederholung mit jeweils mindestens funf unabh&angigen Pflanzen durch-

gefuhrten Versuchs sind in Abb. 18 gezeigt.
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Abb. 18: Histologischer Nachweis der uidA-Expression in Blattern von A. thaliana. Die Reporterlinien
exprimieren die R-Glucuronidase (GUS) unter Kontrolle eines Dexamethason-induzierbaren
Promotors. Die Blatter wurden durch Besprihen (20 uM) oder durch Infiltration (2 uM bzw. 20 uM)
induziert und die GUS-Aktivitdat im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle Gber einen Zeitraum
von 72 h dokumentiert. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen eines in zweifacher Wiederholung mit
jeweils mindestens finf unabhangigen Blattern durchgefihrten Versuchs.
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Das Konstrukt DEX::NtCIF wurde generiert (Klonierungsstrategie siehe Anhang, Abb. 30),
indem zunéchst der Invertaseinhibitor NtCIF mit Hilfe der Restriktionsenzyme BamHI und
Sall aus dem Plasmid pGemNTCI geschnitten wurde. Gleichzeitig wurde der binare Vektor
pV-TOP mit Hilfe der Restriktionsenzyme BamHI und Sall aufgeschnitten. Das Plasmid
pGemNTCI wurde von J. Hirsche zur Verfigung gestellt, der binare Vektor pV-TOP mit dem
Dexamethason-induzierbaren Promotor von |. Moore.

Nach Aufreinigung des Inhibitors NtCIF und des Vektors pV-TOP Uber ein Agarosegel und
anschlieRender Dephosphorylierung des Vektors durch die alkalische Phosphatase CIAP
wurde der Invertaseinhibitor in pV-TOP ligiert. Mit dem Ligationsansatz wurden kompetente
E. coli transformiert und anschlieRend auf geeignete Selektionsplatten (LBkan) ausplattiert. 24
h nach der Transformation wurden mehrere Bakterienkolonien von den Selektionsplatten
gepickt und in Flussigmedium Kkultiviert. Nach Isolation der Plasmid-DNA aus diesen
Kolonien wurde der Einbau der Gensequenz fur NtCIF in den Vektor durch einen Verdau mit
den Restriktionenzymen BamHI und Sall Gberpruft. Kolonien, die nach Auftrennung der
verdauten Plasmid-DNA in einem Agarosegel neben der Bande fur den Vektor bei ca. 10 kb
eine Bande der GroRe 533 bp aufwiesen, waren transformiert. Eine der transformierten

Kolonien wurde ausgewahlt, erneut in Flussigkultur angezogen und die erfolgreiche
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Transformation durch eine Sequenzierung bestatigt (Ergebnis der Sequenzierung siehe
Anhang, Abb. 31). Nach dieser Bestatigung wurde die Bakterienkultur in einem Volumen von
100 ml angezogen, eine Midi-Praparation durchgefihrt und die isolierte Plasmid-DNA in
kompetente Agrobakterien transformiert. Die ldentifizierung transformierter A. tumefaciens
erfolgte durch eine Farbung mit Benedicts-Reagenz und durch einen sogenannten ,Colony
Screen® (Abb. 19A). Eine als positiv identifizierte Agrobakterienkolonie (Kolonie 2, *) wurde
zur Transformation von A. thaliana in einem Volumen von 150 ml kultiviert. Die
Aktivatorlinien des Dexamethason-induzierbaren Promotorsystems (4C-S5 oder 4C-S7, zur
Verfiigung gestellt von |. Moore) wurden mit Hilfe des ,Floral Dip“ transformiert. Es erfolgten
zwei unabhangige Transformationen mit jeweils ca. 12 Pflanzen.

Nach der Bildung von Samen in den transformierten Pflanzen wurden diese gesammelt, ca.
zwei Wochen bei 4T gelagert und steril auf geeignete Selektionsagarplatten (MSy,)
ausgelegt. Zwei bis drei Wochen nach der Keimung starben die Keimlinge aus nicht

transformierten Samen ab, wahrend sich die Keimlinge aus transformierten Samen weiter

entwickelten.
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Abb. 19: Nachweis der DNA-Sequenz des Invertaseinhibitors NtCIF in A. tumefaciens bzw. A.
thaliana. (A) Alle sieben getesteten Kolonien von A. tumefaciens zeigen nach Amplifikation mittels
PCR entweder im Uberstand des bakteriellen Lysats, im Gesamtextrakt oder in beiden Fraktionen die
erwartete Bande fur NtCIF bei 533 bp. Kolonie 2 (*) wurde fur die Transformation von A. thaliana
verwendet. (B) Von den getesteten sechs A. thaliana Pflanzen nach der Selektion weisen die Pflanzen
TI-2-1, TI-2-3, TI-2-4, TI-2-5 und TI-2-6 die gewlnschte Bande des Invertaseinhibitors bei 533 bp auf,
in der Pflanze TI-4-1 konnte diese nicht amplifiziert werden. Als Positivkontrolle fir die PCR-Reaktion
(K) wurde Plasmid-DNA von pGemNTCI amplifiziert. Als GréRenstandard wurde jeweils EcoRI/Hindlll
verdaute A-DNA aufgetragen.

Aus der Pflanzentransformation | konnten zunéchst 7 Pflanzen detektiert werden, die sich
Uber das Keimlingsstadium hinaus entwickelten. Eine der Pflanzen produzierte keine Samen
(T1-2-2). Von den verbliebenen sechs Pflanzen konnte fur funf (TI-2-1, TI-2-3, TI-2-4, TI-2-5
und TI-2-6) in einer PCR an isolierter genomischer DNA die gewiinschte Bande des
Invertaseinhibitors NtCIF amplifiziert werden (Abb. 19B). Eine Pflanze wurde nicht als

transgen getestet (TI-4-1).
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Aus der Transformation |1l entwickelten sich zunéchst 19 Pflanzen Uber das
Keimlingsstadium hinaus. Vier Pflanzen konnten nicht bis zur Samenproduktion kultiviert
werden, sie starben vorher ab (TII-2, Tll-3, Tl-5 und TII-6). Von den 15 Pflanzen, die
vermehrt werden konnten, wurden in einer PCR 13 Pflanzen positiv auf die Gensequenz des
Invertaseinhibitors NtCIF getestet (TlI-4, TII-7, TII-8, TII-9, TlI-10, TH-11, TH-12, TH-13, TII-
14, TIl-15, TI-16, TH-18 und TII-19, Daten nicht gezeigt). In zwei Pflanzen konnte der
Invertaseinhibitor NtCIF nicht amplifiziert werden (TII-1 und TII-17).

Die positiv getesteten Pflanzen wurden jeweils bis zur Samenproduktion kultiviert, die

produzierten Samen der T2-Generation gesammelt und bei 4C aufbewahrt.

Fur Infektionsversuche nach der Induktion des Promotors wurden die transgenen
Pflanzenlinien der T2-Generation zunachst auf Selektionsmedium angezogen und nach ca.
zwei Wochen in Erde pikiert. Infektionen erfolgten drei bis vier Wochen nach dem Umsetzen
durch Infiltration einer Bakteriensuspension von DC3000 (10° cfu/ml) oder durch Applikation
einer Sporensuspension von A. brassicicola (5 x 10° Sporen/ml) auf die Blattoberflache. Der
Infektionsverlauf in Pflanzen, die 24 h vor der Infektion induziert wurden und der
Infektionsverlauf in nicht induzierten Pflanzen wurden Gber 72 h beobachtet. Zun&chst
konnte in vier der funf getesteten Pflanzenlinien aus Transformation | nach einer Infektion mit
DC3000 eine Sensitivitatserhdhung in den induzierten Pflanzen beobachtet werden.
Nekrosen entwickelten sich friher und starker als in nicht induzierten Pflanzen. In drei
Wiederholungen dieses Versuchs sowie in drei Versuchen, in denen induzierte und nicht
induzierte Pflanzen mit A. brassicicola infiziert wurden, konnten keine Sensitivitats-
unterschiede beobachtet werden. Auch nach Infektion der 13 Pflanzenlinien der
Transformation 1l mit DC3000 oder A. brassicicola konnten keine Unterschiede im
phanotypischen Krankheitsverlauf zwischen induzierten und nicht induzierten Pflanzen
dokumentiert werden. Es erfolgten ebenfalls fur beide Pathogene drei unabh&ngige
Wiederholungen mit jeweils mindestens drei unabhangigen Pflanzen (Daten nicht gezeigt).

Analog zu den Pflanzen mit dem Estradiol-induzierbaren Promotorsystem wurde auch in
diesen Pflanzenlinien mit Hilfe von Northern Blot Analysen getestet, ob das Promotorsystem
per se durch Dexamethason induzierbar ist und es demnach zu einer Expression des
Invertaseinhibitors NtCIF kommt. Es wurden alle finf Pflanzenlinien der Transfomation | in
dreimaliger Wiederholung und die Linien TII-7 und TII-11 doppelt jeweils vor und 24 h und 48
h nach der Induktion mit 50 uM Dexamethason getestet. Bei den Pflanzenlinien aus
Transformation | konnten keine Signale detektiert werden (Daten nicht gezeigt), die zwei
getesteten Linien aus Transformation Il waren induzierbar (Abb. 20A). Der Promotor der
Linie TII-7 war in beiden Versuchswiederholungen nach 24 h, der Promotor der Linie TII-11

jeweils 24 h und 48 h nach der Induktion mit Dexamethason aktiv.
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Da mit der Genkassette DEX::NtCIF gleichzeitig das uidA-Gen transfomiert wurde (siehe
Anhang, Abb. 30), konnte die Induzierbarkeit des Promotors auch Uber eine Farbung auf die
Aktivitat der 3-Glucuronidase utberpruft werden. Zu beiden Zeitpunkten nach der Induktion
(24 h und 48 h) konnte eine starke Aktivitat der 3-Glucuronidase gezeigt werden (Abb. 20B).
Die parallel zu diesen Linien getestete Aktivatorlinie 4C-S7 zeigte wie erwartet keine Aktivitat
der B-Glucuronidase (Daten nicht gezeigt). Auch fur die Pflanzenlinien der Transformation |
wurde der histologische Nachweis gefiihrt. Im Gegensatz zu den Northern Blot Analysen, bei
denen keine Signale detektiert werden konnten, waren die Ergebnisse der histologischen
Farbung mit denen der Abb. 20B vergleichbar (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 20: Effekte der Induktion des Dexamethason-induzierbaren Promotors in transgenen Linien TII-7
und TII-11 (DEX::NtCIF). (A) Regulation der Genexpression von NtCIF nach Infiltration der Blatter mit
50 uM Dexamethason. Gezeigt ist jeweils ein Northern Blot aus zwei Wiederholungen. Es wurden 10
pHg RNA jeder Probe auf das Gel geladen und die Beladung mittels Ethidiumbromid-Féarbung
kontrolliert. (B) Histologischer Nachweis der uidA-Expression in Blattern von A. thaliana vor (-DEX)
und nach (24 h, 48 h) dem Bespriihen der Blatter mit 50 uM Dexamethason. Gezeigt sind jeweils zwei
von drei unabhangigen Blattern fir jeden der getesteten Zeitpunkte.
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4.3 Bedeutung und Funktion von Invertasen wahrend d er

Keimlingsentwicklung

Zur Untersuchung der Bedeutung von Invertasen wahrend der Keimlingsentwicklung wurden
die funktionellen Ansatze aus Kapitel 4.2.2.1 weiter verfolgt. Vermeintlich transgene
Keimlinge von A. thaliana, die mit den Kostrukten 4xJERE::AtC/VIF1, 4xS::AtC/VIF2 und
AxW2/4xS::AtC/VIF1 transformiert worden waren, entwickelten sich nicht Uber das 4-Blatt-
Stadium hinaus. Eine Selektionsplatte mit mehreren Keimlingen des transformierten
Konstruktes 4xS::AtC/VIF2 ist in Abb. 21A gezeigt. Keimlinge, die mit den anderen beiden
Konstrukten transformiert worden waren, hatten ein &ahnliches phéanotypisches

Erscheinungsbild (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 21: (A) Arretierung des Wachstums von A. thaliana Keimlingen als Folge der Invertaseinhibitor-
expression AtC/VIF2 unter Kontrolle des synthetischen Promotors 4xS. T1-Samen transformierter
Pflanzen wurden sterilisiert und auf Selektionsmedium (MSy,,) ausgelegt. Zwei Wochen nach der
Keimung wurden die grinen Keimlinge verschiedener Platten auf einer Platte vereinigt und nach
weiteren 7 Tagen fotografiert. (B) Expression des synthetischen Promotors 4xS nach Infiltration mit
10® cfu/ml DC3000. Pflanzen, die die B-Glucuronidase (GUS) unter Kontrolle des Promotors 4xS
exprimieren, wurden ca. 6 Wochen nach der Aussaat infiziert und mittels Farbung auf die Aktivitat der
3-Glucuronidase getestet. Der Versuch wurde zweimal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt,
reprasentative Blatter sind gezeigt (verandert nach Bonfig et al., 2007).

Uber die Promotoren, die zur Generierung der Konstrukte verwendet wurden, war aus der
Literatur eine niedrige konstitutive Expression sowie eine starke Induzierbarkeit nach
Pathogeninfektionen bekannt (Rushton et al., 2002). Die vorhergesagten Expressionsmuster
wurden mit Hilfe von Reporterlinien tberprift, die die B-Glucuronidase unter Kontrolle dieser
synthetischen Promotoren exprimieren. In Ubereinstimmung mit den publizierten Daten
konnte nur eine geringe Aktivitat der R-Glucuronidase (GUS) in Rosettenblattern
unbehandelter Pflanzen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war eine stark induzierte
uidA-Expression nach einer Infektion mit 10° cfu/ml DC3000 sichtbar. Abb. 21B zeigt
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beispielhaft Blatter der Linie 4xS::GUS vor bzw. 24 h nach der Infektion mit DC3000. Fir die
Linien 4xJERE::GUS und 4xW2/4xS::GUS wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt.

Da eine Entwicklungsarretierung der Keimlinge im 4-Blatt-Stadium eintrat, wurde mit Hilfe
der Reporterlinien untersucht, ob die Promotoren in diesem Entwicklungsstadium aktiv sind.
Es konnte unter den in vitro Selektionsbedingungen (MSk,,) eine sehr starke Aktivitéat in den
Keimblattern aller Reporterlinien und den Wurzeln der Linie 4xW2/4xS::GUS detektiert
werden. Auch Wurzeln von Keimlingen mit den Konstrukten 4xJERE::GUS und 4xS::GUS
und primére und sekundéare Blatter aller Reporterlinien zeigten eine starke uidA-Expression
(Abb. 22).

4xJERE::GUS , 4xS::GUS 4xW2/4xS::GUS

MS

Flassigkultur

Bodenkultur

Abb. 22: Expression der synthetischen Promotoren 4xJERE, 4xS und 4xW2/4xS in Keimlingen nach
Anzucht unter verschiedenen Anzuchtbedingungen. Keimlinge, die die [-Glucuronidase unter
Kontrolle der drei Promotoren exprimieren, wurden auf Agarmedium mit bzw. ohne
Selektionsantibiotikum, in Flissigkultur oder auf Erdboden angezogen und nach 13 bis 15 Tagen
durch eine Farbung auf die Aktivitdt der R-Glucuronidase getestet. Der Versuch wurde zweimal mit
vergleichbaren Ergebnissen wiederholt, reprasentative Keimlinge wurden ausgewahlt und gezeigt
(verandert nach Bonfig et al., 2007).
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Um zu untersuchen, ob die Aktivitat der R-Glucuronidase auf den Wachstumsbedingungen
beruht, wurden diese variiert. Zunachst wurden Keimlinge steril auf MS-Platten ohne
Selektionsantibiotikum angezogen. Da das Ergebnis einer Farbung mit dem Ergebnis der
Farbung nach Anzucht der Keimlinge auf Selektionsplatten mit Antibiotikum vergleichbar
war, konnte ein Effekt des Antibiotikums auf die Aktivitat der Promotoren ausgeschlossen
werden. Da der Agar in den Selektionsplatten ein weiterer Faktor sein koénnte, der die
Promotoraktivitat beeinflusst, wurden Keimlinge nach Anzucht in Flissigmedium geféarbt. Es
wurde eine zum Teil noch intensivere Farbung bei diesen Keimlingen beobachtetet als bei
Keimlingen, die auf Festmedium angezogen wurden. Auch Pflanzchen, die auf sterilem
Zellstoff wuchsen, wiesen eine starke Farbung auf (Daten nicht gezeigt). Lediglich Keimlinge
aller drei Reporterlinien, die auf Erde angezogen wurden, zeigten eine deutlich schwachere
Farbung (Abb. 22).

Eine mdgliche Erklarung daflr, dass die Keimlinge ihr Wachstum einstellten und abstarben,
kénnte der negative Einfluss der Expression der Invertaseinhibitoren auf das Wachstum
wahrend der Keimlingsentwicklung sein. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden
transgene Tabakpflanzen eingesetzt (zur Verfigung gestellt von T. Fatima bzw. MC.
Gonzalez), die endogene Invertaseinhibitoren unter der Kontrolle eines Tetracyclin-
induzierbaren Promotors (Tet) exprimieren. Transgene Keimlinge der Pflanzenlinien
Tet::NtCIF (68-14, 68-19 und 68-21) und Tet:NtVIF (83-5-2 und 83-6-14), wurden im
Vergleich zum Wildtyp W38 analysiert. Um das Promotorsystem zu induzieren, wurde
zunachst Chlorotetracyclin in Konzentrationen von 10, 20 oder 50 mg/l direkt in die
Agarplatten gegeben. Da im Vergleich zu Kontroll-Agarplatten ohne Chlorotetracyclin bei den
Agarplatten mit steigender Chlorotetracyclinkonzentration eine vollstandige Inhibition der
Keimung erkennbar war, wurde die Applikation des Induktors verandert: Agarplatten wurden
ohne Chlorotetracyclin hergestellt. Das Wachstum von Wildtyp-Pflanzen und transgenen
Linien war darauf vergleichbar. Chlorotetracyclin wurde mit Hilfe einer sterilen Pasteurpipette
direkt auf die Keimblatter etwa 2 Wochen alter Keimlinge getropft. Fir einen direkten
Vergleich von induzierten und nicht induzierten Keimlingen wurde jeweils nur die Halfte der
Keimlinge einer Agarplatte behandelt, die zweite Halfte diente als Kontrolle. Verschiedene
Konzentrationen zwischen 10 und 200 mg/l Chlorotetracyclin wurden appliziert. Keine
phanotypische Veradnderung in behandelten Pflanzen des Wildtyps W38 und eine deutliche
Wachstumsretardierung in transgenen Keimlingen wurde nach zwei- bis dreifacher
Applikation von 100 mg/l Chlorotetracyclin erzielt. Alle getesteten transgenen Linien zeigten
die Wachstumsretardierung und zudem ein Absinken des Chlorophylligehaltes, wohingegen

die in gleicher Weise behandelten Wildtypen phanotypisch nur geringflgig verandert waren.
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Reprasentative Agarplatten mit induzierten und nicht induzierten Keimlingen von Wildtyp-
Pflanzen W38 und der transgenen Linie 68-14 (Tet::NtCIF) sind in Abb. 23A gezeigt.
Keimlinge der anderen getesteten Linien mit den transformierten Konstrukten Tet::NtCIF (68-
19 und 68-21) bzw. Tet::NtVIF (83-5-2 und 83-6-14) hatten ein ahnliches Erscheinungsbild
(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 23: Induktion von Invertaseinhibitoren unter Kontrolle eines Tetracyclin-induzierbaren
Promotorsystems (Tet) wahrend der Keimlingsentwicklung in transgenen Tabakpflanzen beeinflusst
Wachstum und Phéanotyp. (A) Phénotyp von Keimlingen des Wildtyps W38 und der transgenen Linie
68-14 (Tet::NtCIF) vor und nach der Behandlung mit Chlorotetracyclin. Samen wurden auf Agarplatten
ausgelegt und nach 13 — 15 Tagen die Keimlinge je einer Plattenhalfte mehrfach mit Chlorotetracyclin
betropft (+Tet). Unbehandelte Keimlinge derselben Platte dienten als Kontrolle (-Tet). (B)
Frischgewicht von Keimlingen 7 Tage nach Applikation von Chlorotetracyclin. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SD von je 12 Keimlingen pro Platte (von 1 bis 3 Platten pro Experiment) der transgenen
Tabakpflanzen mit den Tabakinvertaseinhibitoren NtCIF (68-14, 68-19, 68-21) und NtVIF (83-5-2, 83-
6-14). Das Frischgewicht identisch behandelter Kontrollkeimlinge (W38) wurde gleich 100 % gesetzt.
Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen (verandert nach Bonfig et al., 2007).
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Eine statistische Analyse sieben Tage nach der Behandlung mit Chlorotetracyclin zeigte,
dass die Induktion des Invertaseinhibitors zu einer Reduktion des Frischgewichtes zwischen
36 und 44 % im Vergleich zu den Kontrollkeimlingen fuihrte (Abb. 23B). In Linie 68-14 betrug
die Reduktion des Frischgewichtes 42 %, in Linie 68-19 36 %, in Linie 68-21 40 %, in Linie
83-5-2 44 % und in Linie 83-6-14 39 %. Da die behandelten Keimlinge der transgenen Linien
nur noch blassgriin pigmentiert waren, wurden die Chlorophyllgehalte behandelter und
unbehandelter Keimlinge bestimmt. Drei unabhéngige Analysen ergaben, dass die Gehalte
fur Chlorophyll a und Chlorophyll b nach der Behandlung mit Chlorotetracyclin in den funf
transgenen Linien tendenziell starker sanken als im Wildtyp W38, es gab jedoch zwischen
den einzelnen Versuchen insbesondere im Wildtyp eine grof3e Variationsbreite.

Die induzierbare Expression der Invertaseinhibitoren konnte unter den beschriebenen
experimentellen Bedingungen auch mit Hilfe von Northern Blot Analysen gezeigt werden. Ein
Zeitverlaufsexperiment zeigt, dass die Expression der Invertaseinhibitoren NtCIF und NtVIF
(Abb. 24A bzw. B) in den Linien 68-21 bzw. 83-6-14 spezifisch induziert wird. Keine Signale

wurden in induzierten Wildtyp-Pflanzen detektiert (Daten nicht gezeigt).

Abb. 24: Zeitverlauf des Effektes der Applikation von Chlorotetracyclin (+) auf die Expression des
Invertaseinhibitors NtCIF (68-21, A) bzw. NtVIF (83-6-14, B) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(-). Jeweils ein reprasentativer Northern Blot ist gezeigt. 10 pg RNA wurden pro Spur auf das Gel
geladen und die Beladung durch Hybridisierung mit einer rRNA-Sonde kontrolliert (verandert nach
Bonfig et al., 2007).

Im Folgenden sollte getestet werden, ob durch die spezifische Induktion der Invertase-
inhibitoren Veranderungen in den Konzentrationen der l6slichen Zucker Glucose, Fructose

und Saccharose ausgelost werden. Eine Behandlung von Keimlingen der transgenen Linien
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und der Wildtyp-Pflanzen mit Chlorotetracyclin fihrte nach 24 h und 72 h tendenziell zu einer
Erniedrigung der Konzentrationen der ldslichen Zucker, jedoch variierten die Ergebnisse
stark (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis kann mit einer spezifisch lokalisierten
Invertaseaktivitat erklart werden. In verschiedenen Studien konnte eine sehr spezifisch
lokalisierte Invertaseaktivitat in verschiedenen pflanzlichen Geweben mit Hilfe von in situ
Farbungen dokumentiert werden (Godt und Roitsch, 1997; Roitsch und Ehness, 2000;
Sergeeva et al., 2006). In situ Farbungen an den Keimlingen der transgenen Linien vor und
nach der Induktion des Promotors durch Chlorotetracyclin zeigten, dass nur in den Nodien
der Keimlinge sowie in der Wurzelspitze eine Farbung detektierbar war. Es konnte jedoch
keine Korrelation mit der induzierten Invertaseinhibitoraktivitat und der damit erwarteten
verringerten Invertaseaktivitat in induzierten im Vergleich zu nicht induzierten Keimlingen

hergestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Da die Ergebnisse aus den Versuchen mit den transgenen Tabaklinien die Hypothese
bestétigen, dass ein hormales Wachstum und eine normale pflanzliche Entwicklung ohne die
Aktivitat von Invertasen nicht mdglich sind, wurde untersucht, ob sich die Notwendigkeit der
Invertaseaktivitat wahrend der Keimlingsentwicklung in der Expression spezifischer
Invertaseisoenzyme widerspiegelt.

In silico Genexpressionsanalysen (Zimmermann et al., 2004) zeigten, dass die extrazellulare
Invertase cwINV1 und die beiden vakuolaren Invertasen R3fruct3 und Rfruct4d spezifisch
wahrend der Keimlingsentwicklung induziert sind (Abb. 25A, C, E), wohingegen die anderen
extrazellularen Invertasen bzw. die beiden Fructanexohydrolasen in diesem Entwicklungs-
stadium nur auf einem geringen Niveau oder gar nicht exprimiert werden (Daten nicht
gezeigt). Eine Uberprufung der in silico gewonnenen Daten mittels Northern Blot Analysen
konnte die Expression dieser drei Invertaseisoenzyme wahrend der frihen
Keimlingsentwicklung bestatigen (Abb. 25B, D, F). Eine Expression der beiden vakuolaren
Invertasen wurde friher und auf einem hdheren Niveau detektiert als die Expression der
extrazellularen Isoform. Die hdchsten mRNA-Spiegel konnten im 4- bis 6-Blattstadium
detektiert werden. Die spezifischen Expressionsmuster dieser drei Invertaseisoenzyme
unterstitzen die Hypothese, dass Invertasen eine bedeutende Rolle wahrend der Keimlings-

entwicklung besitzen.
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Abb. 25: Entwicklungsspezifische Expression extrazellularer (cwINV1) und vakuolérer Invertasen
(Bfruct3 und Rfructd) in A. thaliana. (A, C, E) In silico Genexpressionsanalysen der Invertasen
wahrend der Entwicklung. Gezeigt sind die Mittelwerte = SD von Affymetrix Genexpressionsanalysen.
Die Entwicklungsstadien wurden in Boyes et al. (2001) definiert: (1): 1.0 — 5.9 dpg (Keimblatter), (2):
6.0 — 13.9 dpg (Keimlinge), (3): 14.0 — 17.9 dpg (Blatter junger Pflanzen), (4): 18.0 — 20.9 dpg
(Rosettenblatter), (5): 21.0 — 24.9 dpg (Rosettenblatter), (6) 25.0 — 28.9 dpg. (Samenkapseln), (7):
29.0 — 35.9 dpg (Bliten), (8): 36.0 — 44.9 dpg (Bliten und junge Schoten), (9): 45.0 — 50.0 dpg
(Schoten). (B, D, F) Genexpression der extrazellularen Invertase cwINV1 und der vakuolaren
Invertasen Rfruct3 und RBfruct4 in verschiedenen Entwicklungsstadien. RNA wurde aus Keimlingen 7
dpg (Keimblatter), 14 dpg (4-Blatt-Stadium), 21 dpg (6-Blatt-Stadium) und aus Rosettenbléttern 49 dpg
isoliert. Ein reprasentativer Northern Blot ist gezeigt. 10 pg RNA wurden pro Spur auf das Gel geladen
und die Beladung durch Hybridisierung mit einer rRNA-Sonde kontrolliert (verandert nach Bonfig et al.,
2007).
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4.4 Generierung verschiedener ,Werkzeuge“ zur weite ren

Charakterisierung von Pflanze-Pathogen-Interaktione  n

4.4.1 Erstellung eines Macroarrays zur Untersuchung der Beteiligung verschiedener
Stoffwechselwege an einer Pathogeninfektion

Um ein noch genaueres Bild tber die Beteiligung verschiedener Gene bzw. Genfamilien
unterschiedlicher Stoffwechselwege an Pflanze-Pathogen-Interaktionen zu erhalten, wurden
insgesamt 50 Gensonden fir die Erstellung eines Macroarrays kloniert. Die ausgewéhlten
Gene sind insbesondere beteiligt an der Photosynthese, der Regulation des
Kohlenhydratmetabolismus und der pflanzlichen Abwehr. Daneben wurden weitere Gene
ausgewahlt, die fur sogenannte Haushaltsgene kodieren und konstitutiv in Pflanzen
exprimiert sind.

Die Klonierungen erfolgten, indem zunachst an isolierter genomischer DNA oder cDNA
Genfragmente mit Hilfe spezifischer Primer (siehe Kapitel 6.2.3.1) amplifiziert wurden. Nach
der Aufreinigung der PCR-Produkte tUber Agarosegele mit Hilfe des Kits NcleoSpin® Extract
wurden die Genfragmente in die Klonierungsvektoren pGEM-Teasy (Plasmid 1, Abb. 32
Anhang) oder pST-Bluel (Plasmid 2, Abb. 33 Anhang) ligiert. Mit dem Ligationsansatz
wurden kompetente E. coli transformiert und anschlieBend auf geeignete Selektionsplatten
ausplattiert. 24 h nach der Tansformation wurden mehrere Bakterienkolonien von den
Selektionsplatten gepickt und in Flussigmedium kultiviert. Nach Isolation der Plasmid-DNA
aus diesen Kolonien wurde der Einbau des Genfragments durch einen Verdau mit
geeigneten Restriktionsenzymen Uberprift. Kolonien, die in einem Agarosegel zur
Auftrennung der DNA-Fragmente nach dem Verdau neben der Bande fiir pGEM-Teasy bei
3015 bp bzw. 3851 bp fur pST-Bluel auch die gewilnschte Bande des klonierten
Genfragments in der entsprechenden Grol3e aufwiesen, waren erfolgreich transformiert.
Jeweils eine ausgewahlte Kolonie wurde erneut in Flissigkultur angezogen und die
Transformation mit Hilfe einer Sequenzierung bestatigt (ausgewahlte Sequenzierergebnisse
(Kennummern mit * markiert) fir Genfragmente jeder Klasse siehe Anhang, Abb. 34 bis 44).
Als Sequenzierprimer konnten die in beiden Vektoren vorhandenen Promotoren T7 bzw. SP6
verwendet werden.

Ubersichten tber die klonierten Genfragmente einschlie3lich der Funktionen der Gene, der
Kennnummern der Datenbank fur A. thaliana, des verwendeten Klonierungsvektors, der
verwendeten Art der DNA-Matrize, des entsprechenden Primer-Paares sowie der Grol3e des

klonierten Fragmentes sind in den Tabellen 1, 2, 4, 6 und 8 aufgelistet:
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Tab. 1: Klonierte Genfragmente konstitutiv exprimierter Gene fir den Macroarray
Kenn- PCR-
Gen Funktion nummer Vektor Matrize Primer Produkt
(bp)
Saml S-Adenosylmethionin- pGEM-T | genomische SAM1-for
transferase At1g02500 easy DNA SAM1-rev 593
Hmg1/2 _ « | PGEM-T HMG1/2-for
Transkriptionsfaktor At1g04880 casy cDNA HMGL/2-rev 598
H4 Histon, Organisation der pPGEM-T | genomische H4-for
DNA in Nukleosomen Atlg07660 easy DNA H4-rev 523
Efla . . pGEM-T | genomische Efla-for
Translationselongationsfaktor Atlg07940 casy DNA Efla-rev 566
Glycerinaldehyd-3-phosphat- .
Gapdh g Dehydrggena?se, P At1g12900 PGEM-T | genomische | GAPDH-for 500
Enzym der Glykolyse easy DNA GAPDH-rev
clhi pGEM-T | genomische CLH1-for
Chlorophyllase Atlg19670 casy DNA CLH1-rev 594
Actin strukturelle Komponente At3g18780/ pGEM-T cDNA AtACT 2/8 - F ~ 500
2/8 des Zytoskeletts At1g49240 easy AtACT 2/8 - R
Tufa . . « | PGEM-T | genomische TUFA-for
Translationselongationsfaktor | At4g20360 casy DNA TUFA-rev 546
Ubg4 . . pGEM-T UBQ4-for
Proteolyse, Signalmolekdil At5g20620 casy cDNA UBQ4-rev 582
Cbp20 Kappen-bindendes Protein pGEM-T CBP20-for
P der mRNA-Kappe At5g44200 easy CDNA CBP20-rev 385

Fur eine statistische Auswertung eines Macroarrays ist es notwendig, dass Daten aus

verschiedenen Versuchen normalisiert bzw. dass Signalunterschiede ausgeschlossen

werden koénnen, die aufgrund unterschiedlicher mRNA-Konzentrationen auftreten. Hierzu

bendtigt man als Referenzen konstitutiv in einer Pflanze exprimierte Gene.

Da jedoch bekannt ist, dass auch Haushaltsgene nattrlichen und insbesondere durch Stress

induzierten Schwankungen unterliegen, wurden insgesamt zehn konstitutiv exprimierte Gene

in den Macroarray aufgenommen. Diejenigen der ausgewahlten und klonierten Gene, die

keine Schwankungen

Normalisierung der Daten herangezogen werden.

in den Signalstarken aufweisen,

Tab. 2: Klonierte Genfragmente photoynthetischer Gene fir den Macroarray

Gen

psbP

Funktion

Protein des PSII, Regulation des
Sauerstoff bildenden Komplexes

Kenn-
nummer

Atlg06680

Vektor

pGEM-T
easy

Matrize

cDNA

kénnen

fur eine spéatere

Primer

psbP-for
psbP-rev

PCR-
Produkt

(bp)

670
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Chlorophyll A/B bindendes

Cab2 Protein des Atigago2o  POEMT cDNA (c:::tl))zz_-:g\r/ 571
Lichtsammelkomplexes Y
Pigment bindendes Protein
assoziiert mit PSlI, pGEM-T NPQ4-for
Npg4 nichtphotochemisches Atlga4asTs easy CDNA NPQ4-rev 542
Quenching
Chlorophyll A/B bindendes .
Lhb1b2 Protein des At2g34420 pii\"'T ge”gﬂfd‘e Il__:gllgzz::g\r/ 618
Lichtsammelkomplexes y
Rieske FeS-Zentrum des
petC Cytochrom b6f Kpmplexes, At4g03280 pGEM-T cDNA petC-for 559
photosynthetischer easy petC-rev
Elektronentransport
D1 Untereinheit der PSI bzw. PSII pGEM-T  genomische D1-for
(Psab) Reaktionszentren AtCg00340 easy DNA D1-rev 683
Grof3e Untereinheit der + PGEM-T RBCL-for
Rbcl. RuBisCo, CO,-Fixierung AtCg00490 easy CDNA RBCL-rev 576
Untereinheit des Cytochrom b6f .
petB  Komplexes, photosynthetischer = AtCg00720 * PGEM-T  genomische petB-for 606

Elektronentransport easy DNA petB-rev
Neben den Genfragmenten von Genen der Photosynthese (Tab. 2) steht ein Genfragment
der RbcS zur Verfugung (S. Berger, Tab. 3). Eine Regulation der RbcS nach einer
Pathogeninfektion konnte bereits in verschiedenen Northern Blot Analysen gezeigt werden
(siehe Kapitel 4.1.3, Abb. 8 bzw. 4.3.1.3, Abb. 14).

Tab. 3: Weitere Genfragmente photoynthetischer Gene

Kenn- PCR-
Gen Funktion Vektor Matrize Primer Produkt
nummer
(bp)
RbcS Kleine Untereinheit der At1g67090 pBSC ~ 1800

RuBisCo, CO,-Fixierung

Tab. 4: Klonierte Genfragmente von Genen des Kohlenhydratmetabolismus fur den Macroarray

. Kenn- . . PCR-
Gen Funktion nummer Vektor Matrize Primer Produkt
(bp)
N . : genomische Atlg12240-for
Rfruct4 vakuolare Invertase At1g12240 pST-Bluel DNA At1g12240-rev 579
N pGEM-  genomische GSSlI-for
Gss Starkesynthase At1g32900 Teasy DNA GSS|l-rev 410
nINV2 cytosolische / neutrale Invertase  At1g35580 PGEM- cDNA ninv2-for 576
Teasy ninv2-rev
i . : genomische Atlg55120-for
cwINV3 6-Fructanexohydrolase At1g55120 pST-Bluel DNA At1g55120-rev 723
Rfruct3 vakuolére Invertase At1g62660 PGEM-  genomische ~At1g62660-for 569

Teasy DNA At1g62660-rev
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Gpp Pyggﬁéggl;;]%?;gse, At2921590 pTGEM' CDNA GPP-for 637
Starkesynthese casy GPP-rev
cwINV4  Zellwand gebundene Invertase | At2g36190  pST-Bluel gengrpli:che ::223321138:25 708
nINV6 cytosolische / neutrale Invertase | At3g06500 F')I%Eg/ cDNA :||:\\,/§rfg\r, 576
cwINV5 = Zellwand gebundene Invertase | At3g13784 q%gx/ gengmiAsche ::3?3113?7732:2\2 668
CIVIF3 Invertaseinhibitor At3g17130 F’Tigx genomische :523117711338:2; 514
Stp4 Saccharosetransporter At3g19930 q%gg cDNA g_l-_rgjrfg\r/ 591
Sps2  Saccharosephosphat-synthase | At5g11110 q%ggl/ cDNA 2?,2 Egs g 518
cwINV6  6- und 1-Fructanexohydrolase =~ At5g11920 F')I%Eg/ gengmfche g\\,/\,vm\\//g:g\r, 599
Spsl  Saccharosephosphat-synthase | At5g20280 q%gx/ cDNA 2';2 I;(E\R/ i 505
Stp3 Hexosetransporter At5¢g61520 q%ggl/ gengrpli:che ggg:g{, 617

Neben den Genfragmenten von Genen des Kohlenhydratmetabolismus (Tab. 4) wurden von
MC Gonzalez (C/VIF1 und C/VIF2) und J. Hirsche (alle weiteren Genfragmente der Tab. 5)

kloniert. Eine Regulation des Invertaseinhibitors C/VIF2 nach der Applikation verschiedener

Stressfaktoren konnte in Northern Blot Analysen gezeigt werden (siehe Kapitel 4.2, Abb. 11).

Tab. 5: Weitere Genfragmente von Genen des Kohlenhydratmetabolismus

Gen Funktion

Stp2 Zuckertransporter

Kenn-
nummer

Atlg07340

Vektor

pGEM-
Teasy

Matrize

genomische
DNA

Primer

Atlg07340-for
At1g07340-rev

626

PCR-
Produkt

(bp)
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S pmcg2-4, genomische Atcwinh-1
CIVIF1 Invertaseinhibitor Atlg47960 DB-Ks(+) DNA Atowinh-2 543
pGEM-  genomische Atl1g71880-for
Sucl Saccharosesymporter At1g71880 Teasy DNA At1g71880-rev 605
pGEM-  genomische At3g19940-for
Stp10 Zuckertransporter At3g19940 Teasy DNA At3g19940-rev 746
pGEM-  genomische Ath2CW-EX3-F
cwINV2 = Zellwand gebundene Invertase | At3g52600 Teasy DNA Ath2CW-EX3-R 1270
Tonoplasten- pGEM-  genomische At4g35300-for
Tmt2 Monosaccharidtransporter At4g35300 Teasy DNA At4g35300-rev 647
i i pGEM-  genomische At5g06170-for
Suc7 Saccharose-Protonen-Symporter  At5g06170 Teasy DNA At5g06170-rev 648
pGEM-  genomische At5g26340-for
Stp13 Zuckertransporter At5g26340 Teasy DNA At5g26340-rev 560
L pmcg3-11, genomische Atvinh-1
CIVIF2 Invertaseinhibitor 2 At5g64620 pB-Ks(+) DNA Atvinh-2 503
Tab. 6: Klonierte Genfragmente pflanzlicher Abwehrgene fiir den Macroarray
PCR-
Gen Funktion Kenn-nummer Vektor Matrize Primer Produkt
(bp)
Transkriptionsfaktor, Ethylen pGEM-  genomische ERF14-for
Erfl4 abhangiger Signalweg Atlg04370 Teasy DNA ERF14-rev 398
Oxidoreductase, Regulator des pGEM-  genomische CAD1-for
Cadl programmierten Zelltods At1g29690 Teasy DNA CAD1-rev 613
4-Cumarat:Coenzym A .
4cil Ligase 1, Enzym des At1g51680 F’T%EQ"' ge”gmﬁ‘:he ‘Z%"L%;g’/r 555
Phenylpropanoidstoffwechsels Y
4-Cumarat:Coenzym A .
4CI3 Ligase 1, Enzym des At1g65060 * F’T%EQ"' ge”gmﬁ‘:he jgl'_-g_'rfg\r/ 598
Phenylpropanoidstoffwechsels Y
Regulator der Blattseneszenz . pGEM-  genomische YLS9-for
Yis9 und der Virusabwehr At2g35980 Teasy DNA YLS9-rev 648
pGEM-  genomische BAG6-for
Bag6 Regulator der Apoptose At2g46240 Teasy DNA BAG6-rev 616
Hevein-ahnliches Protein,
_HEI Induktion im Ethylen abhéngigen  At3g04720 PGEM- cDNA HEL-for 496
(=Pr4) . Teasy HEL-rev
Signalweg
. Baxinhibitor 1, Regulator pGEM- ATBI-1-for
Bi-1 der Apoptose Atog47120 Teasy CDNA ATBI-1-rev 968

AulRer den in der Tabelle aufgefihrten Genen (Tab.

6) stehen fur die Erstellung des

Macroarrays Genfragmente von 10 Thaumatin-Genen (alle W. Ali) sowie weiteren
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Abwehrgenen (alle S. Berger) zur Verfigung (Tab. 7). Eine Regulation von Prl, Pr2 und Pall

nach einer Pathogeninfektion konnte in Northern Blot Analysen der bereits gezeigt werden

(siehe Kapitel 4.1.3, Abb. 8 bzw. 4.3.1.4, Abb. 15).

Tab. 7: Weitere Genfragmente pflanzlicher Abwehrgene

. Kenn- . . PCR-
Gen Funktion nummer Vektor Matrize Primer Produkt
(bp)
Gstl Glutathion-S-Transferase At1g02930 @ pZIP-Lox1 540
Thaumatin At1919320 pTGegg'/ genomische ﬁfigiggﬁgig 568
Thaumatin At1g20030 F’Tigg' genomische AAttigggggg_'E 322
Thaumatin At1g70250 F’Tigg' genomische AAttig;gggg_'E 451
Thaumatin At1g75030 "T(Zgg' ge”gnl\]iASChe AAttig;gggg_'E 448
Thaumatin At1g75050 pf;ig'/ ge”g”,:liASChe AA&g;g%g%'_'; 507
Thaumatin At1g75800 pf;ig'/ ge”g”,:liASChe ﬁfig?ggggfg 425
Oprl  12-Oxophytodienoat-Reductase  Atlg76680 F')I%Eg/ gengmfche ::ttig;gggglz 549
Pri +path %bg:]‘zgzgﬁglate i At2g14610  pCR2.1 500
Thaumatin At2g17860 F’Tigg' genomische AAttgggggg_'E 403
Pall Phenylalaninammoniumlyase At2g37040 - gengrlgiAsche 4000
Pad3 Cytochrom P450 At3g26830 pf;ig/ genomische  (pada-forfrev) 500
Lox2 Lipoxygenase At3g45140 Zap 2200
Jrg21 Le”%‘i’ggggﬁﬁgidm' At3g55970 ge”gTIiASChe 1300
Pr2 “path %bg:]‘zgzgﬁglate i At3g57260  pCR2.1 500
Gst2 Glutathion-S-Transferase At4g02520 pZIP-Lox1 345
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Hpll Hydroperoxidlyase At4g15440 q%gg gengmfche (Hpl-for/rev) 684
. pGEM-  genomische At49g24180-F
Thaumatin At4924180 Teasy DNA At4g24180-R 503
. pGEM-  genomische At4g36010-F
Thaumatin At4g36010 Teasy DNA At4g36010-R 430
Eli3 NADP*-Oxidoreductase At4g37990 3800
. pGEM-  genomische At4g38660-F
Thaumatin At4g38660 Teasy DNA At4g38660-R 468
. pGEM-  genomische At4g38670-F
Thaumatin At4g38670 Teasy DNA At4g38670-R 522
. pGEM-  genomische At59g02140-F
Thaumatin At5g02140 Teasy DNA At5g02140-R 470
. pGEM-  genomische At5924620-F
Thaumatin At5g24620 Teasy DNA At5g24620-R 504
Aos Allenoxidsynthase At5g42650 pSpot
Tab. 8: Klonierte Genfragmente von Genen anderer Stoffwechselwege fiir den Macroarray
. Kenn- . . PCR-
Gen Funktion nummer Vektor Matrize Primer Produkt
(bp)
. . Lo . pGEM- At1g62770-for
Pmei Pektinmethylesteraseinhibitor =~ At1g62770 Teasy cDNA At1g62770-rev 490
pGEM- genomische  CesAl10-for
CesAl0 Cellulosesynthase At2g25540 Teasy DNA CesAL0-rev 531
. pGEM- genomische CesAl-for
CesAl Cellulosesynthase At4g32410 Teasy DNA CesAl-rev 559
pGEM- genomische CesA3-for
CesA3 Cellulosesynthase At5g05170 Teasy DNA CesA3-rev 559
pGEM- genomische CesAb5-for
CesA5 Cellulosesynthase At5g09870 Teasy DNA CesAB-rev 612

Eine Anwendung des Macorarrays konnte fir die Pflanzenlinien erfolgen, die den

Invertaseinhibitor NtCIF unter Kontrolle des Dexamethason-induzierbaren Promotorsystems

exprimieren. Da fir die Pflanzen keine phanotypischen Unterschiede in der Sensitivitat

gegeniuber Pathogeninfektionen gefunden werden konnten, stellt sich die Frage, welche

Stoffwechselwege bzw. Gene innerhalb einer Pflanze bei gleichzeitiger Hemmung der

Invertase und erfolgender Pathogeninfektion reguliert sind. Da fir die Pflanzenlinien
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DEX::NtCIF TlI-7 und TII-11 die Induzierbarkeit des Promotorsystems bereits gezeigt werden

konnte, kann die Anwendung des Macroarrays fur diese Linien erfolgen.

4.4.2 Generierung fluoreszierender Bakterien der Ar  t Pseudomonas syringae

Um eine Aussage Uber die Vermehrung von Bakterien in pflanzlichen Geweben nach einer
Infektion treffen zu kdnnen, gibt es verschiedene Mdglichkeiten. Eine haufig verwendete,
vielfach in der Literatur beschriebene und auch in dieser Arbeit angewandte Methode ist die
Reisolierung der Bakterien aus dem infizierten Gewebe (Whalen et al., 1991; Raacke et al.,
2006; Zheng et al.,, 2007; Kapitel 4.2.1.2, Abb. 13 bzw. 4.2.1.4, Abb. 16). Eine weitere
Mdglichkeit, Informationen Uber die Ausbreitung von Bakterien in Pflanzen zu gewinnen, ist
die Messung der Chlorophylifluoreszenz. Uber das Absinken der Photosynthese (Y(Il) oder
ETR) nach einer Pathogeninfektion kénnen indirekt Rickschlisse auf die Ausbreitung der
Bakterien gezogen werden (siehe Kapitel 4.1.2, Abb. 3 und 4). Da die zuerst genannte
Methode eine invasive und die zweitgenannte eine indirekte Nachweismdglichkeit darstellt,
sollten in einem neuartigen Ansatz Bakterien mit dem grin fluoreszierenden Protein (GFP)
transformiert werden. Ein nicht invasiver und direkter Nachweis der Bakterien in pflanzlichem
Gewebe durch Aufnahme der Fluoreszenz ware dadurch maglich.

Um die Pflanze-Pathogen-Interaktion zwischen A. thaliana und P. syringae pv. tomato weiter

zu charakterisieren, wurden die Bakterienstamme DC3000 und avrRPM1 transformiert.

4.4.2.1 Transformation von P. syringae mit dem Plasmid pUTgfp

Nach der Herstellung kompetenter Zellen der Bakterienstdamme DC3000 und avrRPM1
wurden diese durch Elektroporation mit dem Plasmid pUTgfp (zur Verfigung gestellt von J.
Jansson, Plasmid siehe Anhang, Abb. 45) transformiert. Transformierte Bakterienkolonien
sollten fir beide Stamme sowohl tber eine positive Kanamycin-Resistenz auf Agarplatten als
auch tber die GFP-Fluoreszenz selektioniert werden.

Drei Tage nach der Elektroporation konnte auf den Selektionsplatten das Wachstum jeweils
mehrerer Bakterienkolonien festgestellt werden. Es konnte jedoch auch nach mehrtagiger
Aufbewahrung bei 4C zur Erhéhung des Fluoreszenzsi gnals keinerlei GFP-Signal unter UV-
Licht detektiert werden.

Ein zweiter Transformationsansatz mit einem anderen GFP-Plasmid wurde daher verfolgt.

4.4.2.2 Transformation von P. syringae mit dem Plasmid pPNptGreen

Die kompetenten Bakterienzellen des Stammes DC3000 sowie des Stammes avrRPM1
wurden in dem zweiten Ansatz mit dem Plasmid pPNptGreen (zur Verfligung gestellt von G.

Beattie, Plasmid siehe Anhang, Abb. 46) elektroporiert und wiederum Uber eine
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Kanamycinresistenz  selektioniert. Auch hier konnten fir beide transformierten
Bakterienstamme jeweils mehrere Bakterienkolonien auf den Selektionsplatten detektiert
werden. Im Gegensatz zum ersten Transformationsansatz konnte jedoch nach dieser
Elektroporation eine griine Fluoreszenz unter UV-Licht festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Die erfolgreich transformierten Bakterien wurden als DC3000gfp und avrRPM1gfp

bezeichnet.

4.4.2.3 Vergleichende Infektion von A. thaliana mit fluoreszierenden und Wildtyp-
Bakterien

Durch parallel erfolgende Infektionen von A. thaliana mit DC3000 und DC3000gfp bzw.
avrRPM1 und avrRPM1gfp und anschlieRender Betrachtung unter UV-Licht konnte gezeigt
werden, dass die Fluoreszenz von den Bakterien selbst stammt, da diese nur in Blattern
nachweisbar war, die mit den transformierten Bakterien infiziert wurden. Die phé&notypisch
sichtbaren Krankheitssymptome unterschieden sich hingegen nach Infektion mit
fluoreszierenden bzw. Wildtyp-Bakterien nicht (Daten nicht gezeigt). Um die Proliferation der
Bakterien in planta nach einer Infektion verfolgen zu kdnnen, wurden Blatter von A. thaliana
mit einer Bakteriendichte von 10’ cfu/ml infiltriert und tber vier Tage am Fluoreszenz-

Binokular unter UV-Licht ausgewertet (alle Versuche durchgefiihrt von S. Hupp).

24 h 48 h 72 h 96 h

Abb. 26: Proliferation von DC3000gfp (A) und avrRPM1gfp (B) in A. thaliana. Blatter von A. thaliana
wurden jeweils mit den fluoreszierenden Bakterien infiziert und die Vermehrung innerhalb des
Blattgewebes Uber einen Zeitraum von 96 h am Fluoreszenz-Binokular beobachtet. Gezeigt sind die
Aufnahmen eines reprasentativen Versuchs aus sechs durchgefiihrten Versuchen (verandert nach
Hupp, 2006).

Wie erwartet, konnte nach Infiltration von DC3000gfp eine Vermehrung der Bakterien im

Blattgewebe in Form einer Zunahme des Fluoreszenzsignals aufgezeichnet werden (Abb.



Ergebnisse 75

26A), in der inkompatiblen Interaktion nach Infiltration von avrRPM1gfp konnte hingegen
Uber den gesamten Zeitverlauf nur ein sehr schwaches Fluoreszenzsignal detektiert werden
(Abb. 26B, Versuche durchgefuhrt von S. Hupp). Wurden Bakteriensuspensionen einer
geringeren Dichte (10° bzw. 10° cfu/ml) fur eine Infektion verwendet, konnte insbesondere in
der inkompatiblen Interaktion keinerlei Fluoreszenzsignal detektiert werden, da dieses
aufgrund der niedrigen Bakterienkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze lag (Daten

nicht gezeigt).

Abb. 27: Akkumulation von DC3000gfp nach einer Infektion von A. thaliana im Bereich der Blattadern.
Gezeigt sind drei représentative Aufnahmen zwischen 72 h und 144 h nach einer Infektion. Die
Beobachtung dieser spezifischen Lokalisation konnte jeweils zu verschiedenen Zeitpunkten in sechs
unabhangigen Versuchen gemacht werden (verandert nach Hupp, 2006).

Bei der Verfolgung der kompatiblen Interaktion im Zeitverlauf konnte zu verschiedenen
Zeitpunkten mehrfach beobachtet werden, dass eine Akkumulation der Bakterien

insbesondere im Bereich der Blattadern erfolgt (Abb. 27).

4.4.2.4 Quantifizierung des bakteriellen Wachstums

Zur Uberprufung der Annahme, dass die Zunahme der Fluoreszenz direkt mit der
Vermehrung der Bakterien im Blattgewebe korreliert, wurden Bléatter von A. thaliana mit 10°
cfu/ml DC3000 bzw. DC3000gfp infiziert und unmittelbar nach erfolgter Infektion und 24 h, 48
h und 72 h p. i. reisoliert. Nach Inkubation auf geeigneten Selektionsplatten wurden die
gewachsenen Bakterienkolonien ausgezahlt. In Abb. 28A ist das Wachstum der Bakterien im
Zeitverlauf (Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Versuchen) dokumentiert.

Eine schnelle und einfache Art der Quantifizierung des Wachstums der transformierten
Bakterien wurde durch Messung der Fluoreszenz am Fluorometer erméglicht (Abb. 28B). Die
Messung der Fluoreszenz verschiedener Bakteriendichten zeigte Uber einen weiten Bereich

einen linearen Anstieg (Versuche durchgefihrt von S. Hupp)..
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Abb. 28: Quantifizierung von P. syringae. (A) Die Quantifizierung des Bakterienwachstums von
DC3000 bzw. DC3000gfp erfolgte durch Reisolierung aus infizierten Blattern von A. thaliana. Gezeigt
ist die Anzahl der gewachsenen Bakterienkolonien eines reprasentativen Versuchs in
Dreifachbestimmung (Bakteriendichte 10° cfu/ml). Der Versuch wurde dreimal mit vergleichbaren
Ergebnissen wiederholt. (B) Fluoreszenz der Suspensionen von DC3000gfp und avrRPM1gfp mit
verschiedenen Bakteriendichten (106 bis 10° cfu/ml). Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen + SD (verandert nach Hupp, 2006).
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5 Diskussion

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen konnten belegen, dass eine durch eine
Vielzahl verschiedener Faktoren erfolgende, natirliche Regulation von Invertasen wéahrend
des Wachstums und der Entwicklung, ebenso aber auch nach der Exposition gegeniuber
verschiedenen Stressfaktoren erfolgt. Invertasen nehmen damit, wie von Roitsch et al.
(2003) beschrieben, eine Schlusselrolle im pflanzlichen Metabolismus ein. Aufgrund des
Einflusses auf die Produktion von Biomasse, Samen und Friichten ist die Regulation des
Kohlenhydratmetabolismus auch von wirtschaftlichem Interesse.

In der vorliegenden Studie wurde insbesondere die Regulation der Invertasen durch
endogene, proteinogene Invertaseinhibitoren nach einer Pathogeninfektion untersucht. Dazu
wurden zunéchst die Pflanze-Pathogen-Interaktionen zwischen A. thaliana und P. syringae

und zwischen A. thaliana und A. brassicicola charakterisiert.

5.1 Durch Pathogeninfektionen werden in Pflanzen gl  eichzeitig

verschiedene Stoffwechselwege koordiniert reguliert

5.1.1 Pathogeninfektionen verursachen lokal innerha b der Infektionsstellen einen
Abfall photosynthetischer Prozesse.

Da Pflanzen unter natirlichen Bedingungen stéandig einer Vielzahl von Mikroorganismen
ausgesetzt sind, werden Effekte auf den Kohlenhydratmetabolismus aufgrund von
Regulationsprozessen infolge einer Pathogeninfektion und der Manipulation des
Wirtsmetabolismus durch das Pathogen erwartet (Roitsch, 2004).

Abwehrreaktionen einer Pflanze auf verschiedene Pathogene unterscheiden sich in ihrer Art
und dem zeitlichen Eintreten. Kompatible und inkompatible Interaktionen zwischen einem
Pathogen und einer Pflanze unterscheiden sich ebenfalls, jedoch weniger in den
Abwehrmechanismen selbst als vielmehr in ihrer zeitlichen Aktivierung nach einer Infektion
sowie in der Fahigkeit des Pathogens zur Vermehrung innerhalb einer Pflanze (Staskawicz
et al., 1995; Hammond-Kosack und Jones, 1996; Baker et al., 1997; Penninckx et al., 1998;
Thomma et al.,, 1998; Tao et al., 2003). Ein Ziel der durchgeflhrten Arbeiten war es, die
Effekte eines virulenten und eines avirulenten Bakterienstammes von P. syringae auf die
Photosynthese zu bestimmen. Die Ergebnisse zeigen, dass Photosynthese ausschlief3lich
lokal in der infizierten Blatthélfte beeintrachtigt wird. Dieser Befund deckt sich weitgehend mit
Daten aus der Literatur (Balachandran et al., 1994b; Scholes und Rolfe, 1996; Chou et al.,
2000; Warabieda und Borkowska, 2004; Scharte et al., 2005). Wéhrend die
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photosynthetischen Parameter Fv/Fm und Y(ll) gewdhnlich nach einer Pathogeninfektion
sinken, kann fir das nichtphotochemische Quenching gN abhangig von der Interaktion ein
Anstieg oder ein Absinken beobachtet werden. In der untersuchten Interaktion zwischen A.
thaliana und P. syringae wurde im Randbereich von Infektionsstellen ein Absinken
beobachtet. Eine vergleichbare Regulation trat auch nach Infektionen mit dem
Tabakmosaikvirus (Balachandran et al., 1994a), dem Abutilonmosaikvirus (Lohaus et al.,
2000), dem Rubenmosaikvirus (Guo et al., 2005) oder P. coronata (Scholes und Rolfe, 1996)
auf. Im Gegensatz dazu konnte ein Anstieg von gN nach einer Infektion mit A. candida (Chou
et al., 2000) sowie nach einer Infektion mit B. cinerea (Berger et al., 2004) gemessen
werden. Der Anstieg im Parameter gN wird verursacht durch einen Sauerstoff-abhangigen
Elektronenfluss, wenn die CO,-Fixierung des Calvin-Zyklus limitiert oder inhibiert ist
(Schreiber, 2004). Das nichtphotochemische Quenching stellt einen Schutzmechanismus vor
einem UbermaR an Lichtenergie dar. Ein Absinken von gN weist oftmals auf eine Inhibition
des primaren Elektronentransportes hin. Dieser Prozess ist meist irreversibel und tritt in
Zusammenhang mit einem Sekundarschaden aufgrund von Photoinhibition infolge von
Lichtstress auf. Ein deutlicher Abfall der maximalen PSIlI-Quantenausbeute Fv/iFm (siehe
Kapitel 4.1.2, Abb. 3A und 4) weist auf irreversible Schaden am PSII hin. Da die Versuche
nicht unter Lichtstressbedingungen erfolgten, kénnen Limitationen des Elektronentransportes
selbst ausgeschlossen werden, vielmehr muss die Repression in Fv/Fm auf eine Inhibition in
der Nahe der PSII-Reaktionszentren oder auf einen Sekundarschaden durch Photoinhibition
zurickzufuhren sein. Da weiterhin das Absinken von Fv/Fm auch nach Inkubation in
Dunkelheit beobachtet werden konnte, muss gefolgert werden, dass eine Infektion mit P.
syringae die PSlI-Reaktionszentren direkt beeintrachtigt.

Die durchgefihrten statistischen Analysen (siehe Kapitel 4.1.2, Abb. 5) bestatigen
grundséatzlich die Ergebnisse der bildméafRigen Auswertung, jedoch bietet die Bildgebung
durch ihre raumliche Aufldsung im Gegensatz zu der intergrierenden Statistik einen héheren
Informationsgehalt. So konnten insbesondere die Verdnderungen im Parameter gN in der
statistischen Analyse nicht dargestellt werden, da sowohl Bereiche mit erh6htem als auch
Bereiche mit erniedrigtem nichtphotochemischem Quenching innerhalb einer Infektionsstelle
auftraten. Die Berechnung von Mittelwerten Uber die gesamte Infektionsstelle liel3 dann keine
Regulation erkennen. Dies zeigt klar den Nutzen der raumlichen Auflésung der
Chlorophyllifluoreszenz-Bildgebung, insbesondere bei der Detektion nur geringer

Veranderungen in einer friihen Phase einer Pflanze-Pathogen-Interaktion.
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5.1.2 Die Kinetik der Photosyntheseinhibition unter  scheidet sich zwischen
kompatibler und inkompatibler Interaktion

Eine inkompatible Interaktion ist gekennzeichnet durch eine schnelle Induktion von
Abwehrreaktionen und durch eine rdumliche Eingrenzung des Pathogens aufgrund der
fehlenden Vermehrung in der Pflanze (Dong et al., 1991; Hammond-Kosack und Jones,
1996; Dangl und Jones, 2001). Zusammen mit der friiheren Induktion der Abwehr konnten in
der untersuchten inkompatiblen Interaktion auch friher Veranderungen in der Photosynthese
gemessen werden (3 h p. i.) als in der kompatiblen Interaktion (24 h p. i.). Dies stimmt mit
der friheren Erkennung des avirulenten Stammes durch die Pflanze Uberein (Whalen et al.,
1991). Da eine inkompatible Interaktion mit dem Auftreten einer HR verbunden ist, ist es
wahrscheinlich, dass in Bereichen, in denen die Photosynthese bereits absinkt, der
programmierte Zelltod initiiert wurde.

Zum Zeitpunkt 48 h nach der Infektion kann eine starkere Repression von Fv/Fm und Y(II) in
infizierten Bereichen der kompatiblen Interaktion gemessen werden. Dieser Befund lasst sich
mit dem Wachstum und der fortschreitenden Ausbreitung der virulenten Bakterien innerhalb
eines infizierten Blattes erklaren.

Fur beide Interaktionen konnten Veranderungen in Chlorophylifluoreszenzparametern vor
dem Auftreten phanotypisch sichtbarer Symptome gemessen werden. In der Literatur wird
postuliert, dass ein Einsatz der Chlorophyllfluoreszenzmessungen fir die Friiherkennung von
Infektionskrankheiten mdglich ist (Balachandran und Osmond, 1994a; Nedbal et al., 2000;
Chaerle et al., 2007). Die innerhalb dieser Arbeit gewonnenen Daten scheinen dies prinzipiell
zu bestatigen mit der Einschréankung jedoch, dass Unterschiede zwischen der kompatiblen
und der inkompatiblen Interaktion lediglich im Zeitverlauf, jedoch nicht in der Qualitat
auftraten, was einen Feldeinsatz der Methode fir diese Interaktion erschweren wirde, da im
Freiland weder der exakte Infektionszeitpunkt noch die Konzentration an Pathogenen
bekannt sind. Zur Identifikation spezifischer Signaturen, die eine Unterscheidung von
kompatibler und inkompatibler Interaktion bzw. zwischen verschiedenen Pathogenen
ermdglichen wirden, sind weitere Analysen notwendig. Bereits gezeigt werden konnte, dass
durch die Entwicklung neuer Algorithmen auch schwache und friihe Symptome einer
Pathogeninfektion detektiert werden konnen (Berger et al., 2007).

Durch verschiedene Mikroorganismen kann in Pflanzen unterschiedliches Abwehrverhalten
ausgelost werden (Thomma et al., 2001). Die in der Interaktion zwischen A. thaliana und P.
syringae verwendeten Chlorophyllfuoreszenzparameter Fv/Fm, gN und Y(ll) waren geeignet,
um die Unterschiede zwischen der kompatiblen und der inkompatiblen Interaktion im
Zeitverlauf zu zeigen. Die gleichen Parameter waren jedoch waren weniger gut geeignet fur
die Untersuchung der Interaktion zwischen A. thaliana und A. brassicicola, da keine

Veranderungen von Parametern vor dem Auftreten phéanotypisch sichtbarer Symptome
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gemessen werden konnten, die Sensitivitat der ausgewahlten Parameter fur diese Interaktion
demnach zu gering war. Der am besten geeignete Chlorophyllfluoreszenzparameter ist
demnach immer vom untersuchten System abhangig (Baker, 2008). Es konnte gezeigt
werden, dass durch die Etablierung neuer Chlorophyllifluoreszenzparameter die Sensitivitat
zur Detektion verschiedener Stressfaktoren erhoht werden kann. So konnten fir
verschiedene Untersuchungsanséatze beispielsweise die Parameter 1-(Fi/Fp) (Barbagallo et
al., 2003), Fo/Fv (Mallick und Mohn, 2003) oder AES = AF/Fm’/aCO, (Guo et al., 2005) als
sensitive Indikatoren etabliert werden. Eine Analyse mit Hilfe neu generierter Parameter
kénnte auch Aufschlisse Uber regulatorische Vorgénge in der Interaktion zwischen A.

thaliana und A. brassicicola bringen.

5.1.3 Die Regulation der Source -Sink-Ubergiange und des Abwehrverhaltens
unterscheiden sich zwischen kompatibler und inkompa tibler Interaktion

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Chlorophyllifluoreszenzmessungen gab es zwischen
kompatibler und inkompatibler Interaktion bei der Regulation der Expression
photosynthetischer Gene auch qualitative Unterschiede. Nur nach Infektion mit dem
virulenten Bakterienstamm war die konstitutiv hohe Expression von RbcS und Cab2
reprimiert und gleichzeitig die Expression der vakuolaren Invertasen Rfruct3 und Rfruct4
induziert. Die Expression der Abwehrgene Pall und Prl und der Zellwand-gebundenen
Invertase cwlINV1 war hingegen in beiden Interaktionen induziert. Es wurde weiterhin
festgestellt, dass in der inkompatiblen Interaktion eine frihere und starkere Expression von
Abwehrgenen induziert wird als in der kompatiblen Interaktion. Dieser Unterschied konnte
bereits in anderen Studien beschrieben werden (Voéisey und Slusarenko, 1989; Acharya et
al.,, 2007). Die Regulation der Genexpression in der kompatiblen Interaktion ist in
Ubereinstimmung mit der bekannten Literatur fiir die Abwehr, die Photosynthese und den
Kohlenhydratmetabolismus koordiniert (Jang und Sheen, 1994; Herbers et al., 1996; Ehness
et al., 1997; Berger et al., 2004). Eine Infektion mit avriRPM1 dagegen fihrte nicht zu einer
erkennbaren Regulation der photosynthetischen Gene. Diese differentielle Regulation
spiegelt einen in einer Studie beschriebenen Effekt wider, dass eine Infektion mit dem
virulenten Bakterienstamm ebenso wie eine Gabe an metabolisierbaren Zuckern in einer
koordinierten Repression der photosynthetischen Gene bzw. Induktion der Abwehrgene
resultiert. Eine Infektion mit dem avirulenten Bakterienstamm oder eine Gabe nicht
metabolisierbarer Saccharoseisomere resultieren hingegen nicht in einer veranderten
photosynthetischen Genexpression (Sinha et al.,, 2002). Da keine Repression der
Photosynthesegene nach einer Infektion mit avrRPM1 eintritt, kann vermutet werden, dass

die Pflanze eine solche Repression vermeidet. Da in einer inkompatiblen Interaktion nicht-
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infizierte Gewebe auch spater nicht von dem Pathogen befallen werden, besteht demzufolge
keine Notwendigkeit zur Repression der Photosynthese. Offenbar werden also sowohl der
avirulente Bakterienstamm als auch die Saccharoseisomere von Pflanzen spezifisch erkannt.
In diesem Zusammenhang ist eine weitere wichtige Feststellung, dass durch die rdumliche
Auflésung der Photosynthese in der Chlorophylifluoreszenz-Bildgebung gezeigt werden
konnte, dass die Repression der Photosynthese lokal auf die Infektionsstelle begrenzt war.
Da zur Analyse der Genexpression jedoch die gesamten infizierten Blatter geerntet wurden,
war auch die detektierte Genexpression Uber das gesamte Blatt integriert. Zur L6sung dieses
Problems musste die Genexpression in raumlicher Auflosung bestimmt werden.

Die Ergebnisse der Northern Blot Analysen zeigen weiterhin, dass die Expression der Gene
RbcS und Cab2, die in der Literatur als Indikatoren der Photosynthese beschrieben sind
(Mouly und Roby, 1988; Berger et al., 2004), nicht mit der tatsachlichen photosynthetischen
Aktivitat korrelieren missen, da die Photosynthese in der vorliegenden Studie in beiden
Interaktionen, die photosynthetische Genexpression jedoch nur in der kompatiblen
Interaktion erniedrigt war.

Eine Diskrepanz konnte auch zwischen der Genexpression fir die Zellwand gebundene
Invertase cwINV1 und der Aktivitdt der extrazelluldren Invertasen verzeichnet werden. Eine
Erklarung hierfir kann sein, dass die Aktivitdt eines Invertaseisoenzyms ausgeglichen
werden kann durch Induktion bzw. Repression der anderen Isoenzyme, die fur
Zellwandinvertasen kodieren. Fir diese Deutung spricht, dass A. thaliana Knock-out-
Pflanzen fur die vier Zellwandinvertasen keinen abnormalen Wachstumsphanotyp aufweisen
(Sherson et al., 2003). Eine weitere mdgliche Erklarung fir die gefundene Diskrepanz ist,
dass die Invertaseaktivitat posttranslational durch Invertaseinhibitoren reguliert werden kann
(Greiner et al., 2000; siehe Kapitel 5.2.2).

Eine Induktion der Expression des Hexosetransporters Stp4 und eine Induktion der
extrazellularen Invertaseaktivitdit konnten nach Pathogeninfektionen bereits beschrieben
werden (Chou et al., 2000; Fotopoulos et al., 2003; Swarbrick et al., 2006), jedoch konnte in
der Interaktion zwischen A. thaliana und P. syringae keiner der beiden Effekte beobachtet
werden. Als mégliche Erklarung kann angefiihrt werden, dass der Hexosetransport nur dann
notwendig wird, wenn Saccharose extrazellular durch Invertasen gespalten wird (Roitsch und
Gonzalez, 2004), was wiederum bedeutet, dass die Induktion der Hexosetransporter keinen
allgemeinen Abwehrmechanismus darstellt, jedoch mit einem Anstieg der extrazellularen
Invertaseaktivitat zusammenhangt.

Es kann somit als Fazit festgehalten werden, dass durch die unterschiedlichen
Infektionsstrategien von Pathogenen verschiedene Wirkungen auf den Kohlenhydrat-

metabolismus, die Photosynthese und das pflanzliche Abwehrverhalten erzielt werden.
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5.1.4 Ausblick: Durch den Einsatz verschiedener ,We rkzeuge” konnen Pflanze-
Pathogen-Interaktionen einfacher und schneller unte rsucht werden

Der Einsatz verschiedener neuartiger bzw. optimierter Methoden kann in Zukunft helfen,
wahrend einer Pathogeninfektion ablaufende Regulationsmechanismen innerhalb des
Kohlenhydratmetabolismus und der pflanzlichen Abwehr besser zu verstehen.

Das Design und die Anwendung eines Macroarrays kann Aufschluss tber die Enzyme bzw.
Stoffwechselwege geben, die wahrend einer Pathogeninfektion reguliert sind. Der Vorteil der
Methode liegt im Vergleich zu der herkdmmlichen Methode der Northern Blot Analyse in der
maoglichen Betrachtung der Regulation mehrerer Hundert Gene zur gleichen Zeit.
Macroarrays wurden bereits in verschiedenen Studien zur Untersuchung des pflanzlichen
Metabolismus eingesetzt (Tranbarger et al., 2003; Nakano et al., 2006; Agindotan und Perry,
2007; Tamaoki et al., 2008). Ein Einsatz zur weiteren Charakterisierung der Interaktion
zwischen A. thaliana und P. syringae, kombiniert mit transgenen Pflanzen mit veranderter

Invertaseaktivitat, ware denkbar.

Der Einsatz fluoreszierender Bakterien bei der Untersuchung von Pflanze-Pathogen-
Interaktionen kann helfen, die genauen Ausbreitungswege wahrend einer Infektion
nachzuvollziehen. Ein ahnlicher Ansatz wurde auch in der unldngst verdffentlichen Arbeit von
Fan et al. (2008) verfolgt, die verschiedene biolumineszierende Pathovare von P. syringae
herstellten. Sowohl in der Studie von Fan et al. (2008) als auch in der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass ein einfacher Bioassay, entweder durch Messung der
Biolumineszenz oder durch Messung der Fluoreszenz am Fluorometer (siehe Kapitel
4.4.2.4), die zeit- und kostenintensive Methode der Reisolierung von Bakterien aus
infiziertem Blattmaterial ersetzen kann.

Nach Infektion von A. thaliana mit DC3000gfp konnte mehrfach eine bevorzugte Ansiedelung
der Bakterien im Bereich der Blattadern beobachtet werden. Die Ursache hierfiir kbnnte sein,
dass eine bessere und schnellere Versorgung der Bakterien mit N&hrstoffen in diesem
Bereich moglich ist. Mit dieser Deutung stimmen die Beobachtungen von Leveau und Lindow
(2001) dberein, die beschrieben, dass ein Wachstum von E. herbicola auf Blattern von
Bohnenpflanzen von der Verfiigbarkeit der Zucker Fructose und Saccharose abhangig war.
Die Mdglichkeit, das Verfahren der Chlorophylifluoreszenz-Bildgebung auch fur die
Aufnahme der GFP- oder phenolischen Fluoreszenz zu nutzen, kann zur weiteren
Charakterisierung von Pflanze-Pathogen-Interaktionen beitragen. Eine Akkumulation
autofluoreszierender, phenolischer Substanzen in Blattern von A. thaliana nach einer
Infektion mit P. syringae wurde beschrieben (Soylu, 2006). Durch die Chlorophylifluoreszenz-
Bildgebung wird eine einfache, schnelle und nichtinvasive Methode bereitgestellt, die Bildung

solcher phenolischen Substanzen zu verfolgen. Auch eine Aufnahme der GFP-Fluoreszenz
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ist mit der gleichen Kamera mdglich. Erste vergleichende Messungen nach Infektion von A.
thaliana mit nicht markierten (DC3000) oder fluoreszierenden (DC3000gfp) Bakterien
konnen innerhalb der Bereiche mit erniedrigter Photosynthese eindeutig die Existenz der
fluoreszierenden Bakterien zeigen (Abb. 29). Es kdnnen damit in Zukunft in raumlicher
Auflésung parallel Veranderungen in verschiedenen Chlorophylifluoreszenzparametern und

die Ausbreitung der Bakterien innerhalb einer Infektionsstelle im Zeitverlauf verfolgt werden.

GFP-Fluoreszenz GFP-Fluoreszenz

DC3000 DC3000gfp

Abb. 29: Vergleich von Chlorophylifluoreszenz (Darstellung der effizienten Quantenausbeute des PSII,
Y(I1)) und GFP-Fluoreszenz in Blattern von A. thaliana 24 h nach Infektion mit 10° cfu/ml DC3000 bzw.
DC3000gfp. Die roten Fahnchen zeigen die Mittelwerte aus den ausgewahlten Bereichen fir die
einzelnen Parameter an.

Auch die Weiterentwicklung der Gerate zur Aufnahme von Chlorophyllfluoreszenz-
parametern kann zur weiteren Charakterisierung von Pflanze-Pathogen-Interaktionen
beitragen. Durch die Entwicklung einer sogenannten Maxi-Version der Imaging-PAM ist es
maglich, Photosynthese in Blattern grof3erer Pflanzen oder in ganzen Pflanzen zu messen.
Eine Micro-Version der Imaging-PAM lasst mikroskopische Aufnahmen der Photosynthese
auf der zellularen Ebene zu. Fir kontinuierliche Aufnahmen von Chlorophylifluoreszenz-
parametern unter Freilandbedingungen wurde die robuste und wasserresistente Monitoring-
PAM entwickelt. Langzeitaufnahmen von Infektionsverlaufen unter natirlichen
Umweltbedingungen sind dadurch méglich (siehe www.walz.com).

Eine Kombination der Methode der Chlorophylifluoreszenz-Bildgebung mit Messungen der
Blatttemperaturen konnte bereits erfolgreich zur Unterscheidung von verschiedenen Pflanze-
Pathogen-Interaktionen eingesetzt werden (Chaerle et al., 2004, West et al., 2005). Auch fur
die frihzeitige Detektion von Pathogeninfektionen konnten Temperaturmessungen
erfolgreich eingesetzt werden (Chaerle et al., 2004; Lindenthal et al., 2005). Ein Einsatz
dieser Methode fir die in der vorliegenden Studie untersuchten Pflanze-Pathogen-

Interaktionen ware denkbar.
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5.2 Die Regulation des Kohlenhydratmetabolismus spi elt eine
zentrale Rolle in Pflanze-Pathogen-Interaktionen

5.2.1 Die Aktivitdt von Zellwandinvertasen ist notw  endig fur die pflanzliche Abwehr

In einem pharmakologischen Ansatz konnte gezeigt werden, dass sich durch Inhibition der
Aktivitat von Zellwandinvertasen die Sensitivitdt gegentber einer Infektion mit P. syringae
erhoht.

Acarbose ist ein Pseudotetrasaccharid, das aus einer ungesattigten Aminocyclitoleinheit,
einer Desoxyhexose und einer Maltose besteht und die Aktivitdt von Glucoamylasen, a-
Amylasen und anderen a-Glucosid-spezifischen Hydrolasen und Transferasen inhibieren
kann (Legler, 1990; Sinnott, 1990; Svensson und Sierks, 1992; Sigurskjold et al., 1994;
Frandsen und Svensson 1998). Auch die Aktivitat Zellwand gebundener Invertasen aus A.
thaliana wird durch Acarbose inhibiert. Eine Konzentration von 10 mM Acarbose verursachte
in vitro eine deutliche Repression der Invertaseaktivitat. In dieser Konzentration bewirkte
Acarbose keine Veranderungen des Wachstums von P. syringae in Flissigkultur und keine
sichtbaren Veranderungen in Blattern von A. thaliana.

Wurden Pflanzen jedoch gleichzeitig mit Acarbose und DC3000 behandelt, so konnte eine
Sensitivitatserh6hung der Pflanzen gegenuber der Pathogeninfektion beobachtet werden.
Phanotypisch waren starkere Nekrosen erkennbar, was mit einem um etwa Faktor 6
erhohten Bakterienwachstum in den infizierten und mit Acarbose behandelten Blattern
korrelierte (siehe Kapitel 4.2.1.2, Abb. 13). Mit Hilfe der Chlorophyllfluoreszenz-Bildgebung
konnte ein verstarktes Absinken der maximalen und der effizienten Quantenausbeute des
PSIl nach Infektion mit DC3000 und Acarbose im Vergleich zu einer Infektion mit DC3000
allein beobachtet werden (siehe Kapitel 4.2.1.3, Abb. 14). Beide Parameter stellen
Indikatoren der photosynthetischen Effizienz dar und sind in Pflanze-Pathogen-Interaktionen
haufig reprimiert (Chou et al., 2000; Lohaus et al., 2000; Berger et al., 2004; Swarbrick et al.,
2006; siehe Kapitel 4.1.2, Abb. 3 und 4).

Interessanterweise konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede der extrahierbaren
Aktivitat Zellwand gebundener Invertasen zwischen Blattern, die mit DC3000 oder DC3000
und Acarbose infiltriert worden waren, gemessen werden (siehe Kapitel 4.2.1.3, Abb. 14).
Dennoch war die Invertaseaktivitat in den Proteinextrakten mit Acarbose im Vergleich zu
Extrakten ohne Acarbose tendenziell geringer. Eine Ursache fir diese Beobachtung kénnte
darin bestehen, dass die Acarbose bei der Herstellung der Proteinextrakte aus den Blattern
zu stark verdiinnt wurde, um deutliche Effekte zu erzielen. Ein weiterer Grund kdnnte in der
Kontrolle der Regulation der Aktivitat Zellwand gebundener Invertasen durch endogene

Invertaseinhibitoren liegen.
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5.2.2 Die Repression der Invertaseinhibitor-Express ion ist Teil der pflanzlichen
Abwehr

Eine Regulation der Expression und/oder Aktivitdit von Invertasen wahrend Pflanze-
Pathogen-Interaktionen konnte in verschiedenen Studien beschrieben werden (Benhamou et
al., 1991; Chou et al., 2000; Fotopoulos et al., 2003; Berger et al., 2004, Swarbrick et al.,
2006; siehe Kapitel 4.1.4, Abb. 9). Der unerwartete Fund einer hohen extrahierbaren
Invertaseaktivitat auch in Source-Blattern, die keinem Stress ausgesetzt waren, wurde schon
in der Literatur diskutiert (Kingston-Smith et al., 1999). Da Invertasen charakteristische
Enzyme des Sink-Metabolismus sind, Blatter jedoch Source-Gewebe darstellen, ist eine
hohe extrahierbare Invertaseaktivitit in Blattern unerwartet. Dazu kommt, dass die
extrahierbare Aktivitat nicht der tatsachlichen Aktivitat in planta entsprechen muss, woraus
wiederum abgeleitet werden kann, dass endogene Regulationsmechanismen (z. B.
proteinogene Invertaseinhibitoren) die Aktivitdt der extrazellularen Invertasen beeinflussen
(Pressey, 1994; Krausgrill et al., 1998; Bate et al., 2004; Huang et al., 2007). Bis heute ist die
spezifische Funktion der Invertaseinhibitoren jedoch noch nicht vollstandig verstanden. In A.
thaliana sind drei Gene bekannt, die fur Invertaseinhibitoren kodieren. Fir den Genlokus des
Invertaseinhibitors AtC/VIF2 konnte in Northern Blot Analysen eine Regulation der
Expression gezeigt werden: Die konstitutiv hohe Expression in unbehandelten Battern, die
auch in Reporterlinien (AtC/VIF2::GUS) beobachtbar war (siehe Kapitel 4.1.5, Abb. 10),
wurde durch verschiedene biotische und abiotische Stressfaktoren vollstandig inhibiert (siehe
Kapitel 4.1.5, Abb. 11). Dieses Ergebnis bestatigte die in silico Genexpressionsanalysen
(Zimmermann et al., 2004). Wenn die Proteinspiegel der Invertaseinhibitoren nach einer
Pathogeninfektion ahnlich wie die Transkriptspiegel erniedrigt werden, kdnnte eine
Freisetzung der Invertase aus dem Invertase-Inhibitor-Komplex fir eine verminderte
Hemmung und auch den beobachteten voriibergehenden Anstieg der Invertaseaktivitat nach
einer Pathogeninfektion verantwortlich sein. Zur Uberprifung, ob die Aktivitat der
Invertaseinhibitoren in einer Pflanze nach einer Pathogeninfektion herabgesetzt war, wurden
Invertasen und Invertaseinhibitoren in Proteinextrakten mittels Ultrafiltration nach dem
GroRRenausschlussprinzip getrennt. Die hdéhermolekulare Fraktion enthielt die Invertasen.
Durch Mischen der héhermolekularen Fraktion mit der niedermolekularen Fraktion, die die
Invertaseinhibitoren enthielt, konnte ein Hemmeffekt auf die Invertaseaktivitat gezeigt
werden. In Mischextrakten mit der niedermolekularen Fraktion aus Pathogen-behandelten
Proben war die Repression geringer. Diese indirekte Bestimmung der
Invertaseinhibitoraktivitéat zeigte, dass die Aktivitat der Inhibitoren ebenso wie ihre Expression
nach einer Pathogeninfektion stark reprimiert wurde (siehe Kapitel 4.1.5, Abb. 10). Zunachst
scheint die konstitutive Bildung von Invertase- und Invertaseinhibitorproteinen fir die Pflanze

sehr energieaufwendig zu sein. Jedoch ermdglicht eben diese Strategie einer Pflanze eine
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schnelle Regulation auf posttranslationaler Ebene. Die verminderte Invertaseinhibitoraktivitat
kénnte auf eine Degradation der Proteine zuriickzufihren sein. Dies wirde sich mit
Beobachtungen aus der Literatur decken, in der der Ubiquitinierung und Proteindegradation
eine kritische Rolle in der pflanzlichen Abwehr zugeordnet wird (Devoto et al., 2003; Libault
et al., 2007; Thines et al., 2007).

Einfache Aktivitditsbestimmungen von Invertaseinhibitoren sind auch aus der Literatur
bekannt. Dabei wurden Proteinrohextrakte erhitzt, um die Invertasen zu zerstdren. Die
Invertaseinhibitoren blieben aufgrund ihrer Thermostabilitdt aktiv (Matsushita und Uritani,
1976; Hothorn et al., 2003). Nach Zugabe des hitzebehandelten Extraktes zu einem
Invertaseproteinextrakt konnte dann, analog zu den in dieser Studie durchgefihrten
Messungen, die Starke der Inhibition bestimmt werden.

Es kann abschlieRend folgende Hypothese aufgestellt werden: Setzt man voraus, dass durch
Invertaseinhibitoren die pflanzliche Invertaseaktivitat in vivo reprimiert wird und es zu einer
Repression bzw. Degradation dieser Proteine infolge einer Stressbehandlung kommt, so
fuhrt dies in der Folge zu einem relativen Anstieg der tatsachlichen Invertaseaktivitat. Wird
dieser relative Anstieg der Invertaseaktivitat wiederum in einem pharmakologischen Ansatz
mit Hilfe von Acarbose inhibiert, so wird die Sensitivitat der Pflanze gegeniber P. syringae
erhoht.

5.2.3 Die Sensitivitdat gegeniber einer Pathogeninfe  ktion bei Inhibition der Aktivitat
von Zellwandinvertasen ist unabhédngig vom SA-vermit telten Signalweg
pflanzlicher Abwehr

Die Infektion mit Pathogenen fiihrt allgemein zu einer Aktivierung verschiedener Signalwege
pflanzlicher Abwehr, wobei der SA-vermittelte Signalweg den entscheidenden fir die Abwehr
von P. syringae darstellt (Schenk et al., 2000; Thomma et al., 2001; Katagiri et al., 2002,
Glazebrook, 2005). Es wéare deshalb moglich, dass die beobachtete Sensitivitatserh6hung
gegenuber einer Pathogeninfektion bei gleichzeitiger Hemmung der Invertaseaktivitat auf
einer negativen Beeinflussung des SA-vermittelten Signalweges der pflanzlichen Abwehr
beruht. Um dies zu tUberpriufen, wurde die Akkumulation von SA nach Infiltration von DC3000
mit und ohne Acarbose gemessen. Acarbose allein induzierte die Akkumulation von SA in
Blattern von A. thaliana mit der Tendenz zu weiter erhéhten SA-Spiegeln bei zusatzlicher
Infektion mit DC3000. Dass eine Infektion mit DC3000 keinen signifikanten Anstieg der SA-
Spiegel verursachte, war in Abweichung zur bekannten Literatur (Summermatter et al., 1994;
Nawrath und Metraux, 1999). Dieser Befund kann jedoch dadurch erklart werden, dass in der
vorliegenden Arbeit eine sehr geringe Bakterienkonzentration fir die Infektion verwendet

wurde.
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Die Induktion von Markergenen fur die SA-vermittelte Abwehr, Prl und Pr2, unterschied sich
nicht zwischen Proben, die mit DC3000 allein oder mit DC3000 und Acarbose infiziert waren.
Es wurde jeweils eine ahnlich starke Induktion nach einer Infektion detektiert. Zusammen mit
dem Ergebnis, dass auch die Regulation der Gene cwINV1 und RbcS unabhéngig vom
Vorhandensein der Acarbose erfolgte, gibt es demnach bisher kein Anzeichen dafir, dass
ein Acarbose-Effekt auf transkriptioneller Ebene vorliegt. Zur Bestimmung von Genen oder
Genfamilien, die am Acarbose-Effekt beteiligt sind, wére auch hier der Einsatz des
Macroarrays denkbar.

Um eine genauere Vorstellung Uber die Beteiligung des SA-vermittelten Abwehrweges zu
erhalten, wurden zwei Mutanten der SA-vermittelten Abwehr eingesetzt, sid2 und cpr6. Die
Mutante sid2 akkumuliert aufgrund einer Mutation im Gen Icsl keine SA, exprimiert keine Pr-
Gene und bildet keine SAR aus (Nawrath und Metraux, 1999; Wildermuth et al., 2001). Die
Mutante cpr6 zeigt konstitutive Pr1-Genexpression und besitzt konstitutiv erhéhte SA-Spiegel
(Clarke et al., 1998). In beiden Mutanten war das Bakterienwachstum in Anwesenheit von
Acarbose erhoht (siehe Kapitel 4.2.1.4, Abb. 16). Wenn Acarbose Uber eine Modulation der
SA-vermittelten Abwehrreaktionen wirkt, wirde man erwarten, dass in Mutanten, die keine
Salicylsaure produzieren kénnen, kein Acarbose-Effekt auftritt. Da jedoch sowohl in der
Mutante cpr6 als auch insbesondere in der Mutante sid2 ein Acarbose-Effekt dokumentiert

werden konnte, muss dieser auf einem anderen Mechanismus beruhen.

5.2.4 Ausblick

Die Fahigkeit von Acarbose, als Invertaseinhibitor zu fungieren und damit den
Kohlenhydratmetabolismus und die pflanzliche Abwehr wahrend einer Pathogeninfektion zu
beeinflussen, konnte in vorliegender Studie gezeigt werden. Durch Messungen der
Salicylsaurespiegel, Northern Blot- und Mutantenanalysen konnte eine Beteiligung des SA-
vermittelten Signalweges der Abwehr ausgeschlossen werden. Da die pflanzliche Abwehr
ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen Abwehrwegen darstellt (Thomma et al., 2001,
Glazebrook, 2005), konnten weiterfiihrende Untersuchungen mit Mutanten anderer
Signaltransduktionswege erfolgen. Eine Beteiligung des Jasmonsaure (JA)- oder Ethylen
(ET)- vermittelten Signalweges der Abwehr wére beispielsweise denkbar, denn auch fir die
die Interaktion zwischen A. thaliana und P. syringae konnte bereits gezeigt werden, dass es
Proteine gibt, deren Akkumulation vom JA- und ET-Signalweg, jedoch nicht vom SA-
vermittelten Signalweg abhangt (La Camera et al., 2005). Auch eine Bestimmung von
Stickstoffmonoxid (NO) kénnte in diesem Zusammenhang erfolgen, da beschrieben wurde,
dass NO ein wichtiges Signalmolekil in Pflanze-Pathogen-Interaktionen darstellt und auch

die Virulenz von Pathogenen beeinflussen kann (Mur et al., 2006; Besson-Bard et al., 2008).
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Neben der Acarbose gibt es alternativ auch pflanzeneigene Stoffe mit Glycosidase-
Eigenschaften. Calystegine sind hydroxylierte Nortropanalkaloide, die Glycosidasen
spezifisch hemmen koénnen (Scholl et al., 2001). Fur Calystegine aus Calystegia sepium
konnte weiterhin die Fahigkeit zur Invertaseinhibition nachgewiesen werden (Hoke und
Drager, 2005). Auch wurde spekuliert, dass Calystegine eine Rolle in der Pflanzenabwehr
spielen konnten (Hoke und Drager, 2005).

In ersten Versuchen konnte gezeigt werden, dass Calystegine trotz groRerer Variabilitat in
den Ergebnissen Invertasen aus A. thaliana in vitro starker hemmen als die Acarbose. Die
Hemmwirkung von Miglitol auf Invertasen aus Tomate und Tabak in vitro war mit der
Hemmwirkung von Acarbose vergleichbar oder etwas stéarker (personliche Mitteilung von N.
Muhammad). Auch der Einsatz neuer Derivate des Glucosidaseinhibitors DMDP (2,5-
Didesoxy-2,5-Imino-D-Mannitol) kénnte erfolgen. Die inhibitorische Aktivitdt dieser
Substanzen, auch gegenuber Invertasen, ist bekannt (Wrodnigg et al., 2004). Eine starke
Hemmung von Invertasen aus Tabak und A. thaliana in vitro konnte fir DMDP sogar im
mikromolaren Bereich gezeigt werden (personliche Mitteilung von N. Muhammad). DMDP
stellt damit den bisher potentesten Inhibitor dar. Eine analoge Studie zu den Untersuchungen
mit Acarbose kdnnte neue Erkenntnisse in der Regulation des Kohlenhydratmetabolismus
wahrend Pathogeninfektionen liefern und damit helfen, grundlegende Mechanismen in

Pflanze-Pathogen-Interaktionen aufzuklaren.

5.3 Induzierbare Promotorsysteme ermdglichen eine k  ontrollierte

Genexpression

5.3.1 Induzierbare Promotorsysteme besitzen Vorteil e, jedoch auch Limitationen

In dieser Arbeit wurden verschiedene induzierbare Promotorsysteme eingesetzt, um eine
raumlich und zeitliche definierte Expression bestimmter Gene zu erzielen. Fur A. thaliana
wurden synthetische, pathogeninduzierbare Promotoren (siehe Kapitel 4.2.2.1), ein
Estradiol-induzierbares (siehe Kapitel 4.2.2.2) sowie ein Dexamethason-induzierbares
Promotorsystem (siehe Kapitel 4.2.2.3), in N. tabacum hingegen ein Tetracyclin-
induzierbares Promotorsystem verwendet (siehe Kapitel 4.2).

Die Wahl eines geeigneten Promotors tragt entscheidend zur erfolgreichen Generierung
transgener Pflanzen bei, insbesondere wenn toxische Wirkungen des Genprodukts oder
negative Effekte auf die pflanzliche Entwicklung bekannt sind. Es steht eine Vielzahl von
Promotoren zur Verfiigung, die sich in ihrer Induzierbarkeit durch verschiedene Induktoren
sowie in ihrem Expressionsverhalten unterscheiden (Gurr und Rushton, 2005; Oltmanns,

2005). Promotoren zeichnen sich typischerweise durch das Vorkommen verschiedener cis-
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regulatorischer Elemente aus, die zusammen das spezifische Expressionsprofil fir jedes
Gen determinieren. Verschiedene Boxen sowie Transkriptionsfaktoren konnen wiederum an
diese Elemente binden. So sind W-Boxen Bindestellen fir WRKY-Transkriptionsfaktoren
(Rushton et al., 1996; Ulker und Somssich, 2004) und GCC-&hnliche Elemente Bindestellen
fur AP2-Domaéanen (Eulgem, 2005).

Kriterien fur die Auswahl eines Promotors zur Expression eines Transgens sind
insbesondere die Gewebespezifitdt, die Induzierbarkeit und die Starke der vom Promotor
vermittelten Expression. Man kennt Promotoren, die konstitutiv aktiv, gewebe- oder
entwicklungsspezifisch, durch biotische oder abiotische Faktoren oder durch Chemikalien
induzierbar sind (Lessard et al., 2002).

Gewebespezifische oder induzierbare Promotoren werden in neueren Studien haufig
konstitutiv exprimierten Promotoren bei der Herstellung transgener Pflanzen vorgezogen
(Padidam, 2003; Fischer et al., 2004), da die konstitutive Expression eines Gens sich
beispielsweise nachteilig auf das pflanzliche Wachstum und die Entwicklung auswirken
(Kasuga et al., 1999; Heil und Baldwin, 2002; Potenza et al., 2004) oder die Anfalligkeit
gegenuber einer Pathogeninfektion erhéhen kann (Stuiver und Custers, 2001; Potenza et
al.,, 2004). Durch den Einsatz gewebespezifischer Promotoren kdnnen toxische Effekte
vermieden werden, die bei der Expression eines Transgens in bestimmten Geweben
auftreten konnten (Lessard et al., 2002).

Ein ideales induzierbares Promotorsystem sollte eine nur geringe Hintergrundexpression und
eine starke Induzierbarkeit aufweisen. Des Weiteren sollte es durch einen weiten
Konzentrationsbereich des entsprechenden Induktors induzierbar sein, schnell auf eine
Induktion ansprechen sowie durch Wegnahme des Induktors auch wieder abschaltbar sein.
Der Induktor selbst sollte eine nur geringe Toxizitdt und eine hohe Spezifitat aufweisen
(Gatz, 1997; Padidam, 2003). Bisher konnte kein induzierbares Promotorsystem beschrieben
werden, das alle genannten Eigenschaften uneingeschrénkt besitzt. Daher sollte der Einsatz
eines bestimmten Promotors genau abgewogen und anhand des zu exprimierenden Gens,
der Pflanzenart und der spezifischen Induktor-Applikation ausgewahlt werden.

Der modulare Aufbau von Promotoren diente in verschiedenen Versuchsanséatzen als
Grundlage zur Herstellung synthetischer Promotoren mit optimierten Eigenschaften
hinsichtlich der Pathogen- und Wundinduzierbarkeit (Rushton et al.,, 2002). Die
Expressionsprofile der verschiedenen Promotoren wurden in kompatiblen, inkompatiblen und
Nichtwirtsinteraktionen getestet. Es konnten groRe Unterschiede hinsichtlich der
Induzierbarkeit durch verschiedene Pathogene, der Schnelligkeit der Induktion und der
Hintergrundexpression gezeigt werden. Ein Teil der Promotoren konnte durch Verwundung
induziert werden (zur Ubersicht siehe Gurr und Rushton, 2005). In der vorliegenden Studie

wurden Konstrukte aus einem Invertaseinhibitor unter der Kontrolle von drei verschiedenen
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synthetischen Promotoren fir die Transformation von A. thaliana verwendet (siehe Kapitel
4.2.2.1). Aufgrund der Feststellung, dass putativ transgene Keimlinge sich nicht Gber das
Keimlingsstadium hinaus entwickelten, wurden Untersuchungen zu einer moglichen Aktivitat
der Promotoren im frihen Keimlingsstadium durchgefihrt. Mit Hilfe der zur Verfligung
stehenden Reporterlinien konnte gezeigt werden, dass das Reportergen uidA unter Kontrolle
dieser Promotoren in Keimlingen aus einer Gewebekultur sehr stark, in Keimlingen, die auf
Erde angezogen wurden, nur schwach exprimiert ist (siehe Kapitel 4.3). Dies deutet auf eine
Aktivierung der Promotoren durch eine Kombination aus Entwicklungsstadium und exogenen
Faktoren hin. Damit konnte auch gezeigt werden, dass die Regulation der Genexpression ein
komplexer Prozess ist, da auch die fur die synthetischen Promotoren verwendeten kurzen
regulatorischen Elemente keine eindeutig vorhersagbare Expression erlauben.

Ein Tetracyclin-induzierbares (in Form einer De-Repression) Promotorsystem konnte
erfolgreich fUr den Einsatz in Tabakpflanzen generiert werden (Weinmann et al., 1994). Auch
in der vorliegenden Studie konnten Tabakpflanzen, die die Invertaseinhibitoren NtCIF oder
NtVIF unter Kontrolle dieses Promotorsystems exprimieren, erfolgreich fir verschiedene
Untersuchungen eingesetzt werden (siehe Kapitel 4.3). Durch Applikation von
Chlorotetracyclin konnte das System induziert und die Invertaseinhibitoren exprimiert
werden. Im Gegensatz zu den synthetischen pathogeninduzierbaren Promotoren schien
dieses Promotorsystem im nicht induzierten Zustand keine oder eine nur sehr geringe
Expression zu zeigen, denn die in vitro angezogenenen Keimlinge wiesen keinen aberranten
Wachstumsphéanotyp im Vergleich zu Kontrollkeimlingen auf. Ein Nachteil des Tetracyclin-
induzierbaren Promotorsystems ist, dass dieses zwar erfolgreich in Tabak, Tomate und
Kartoffel eingesetzt werden kann, jedoch ein Einsatz in A. thaliana nicht mdglich ist. Damit
Tetracyclin bzw. Chlorotetracyclin als Induktor des Promotorsystems wirken kann, muss
dieses aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit mehrfach appliziert werden. AuRerdem muss es
fur eine Wirksamkeit als Repressor in relativ hoher Konzentration appliziert werden. Fir A.
thaliana stellt eine Behandlung mit Tetracyclin in ausreichender Konzentration ein Gift dar.
Dies &uRert sich in einer verdnderten photosynthetischen Leistungsféhigkeit der Pflanzen
(Gatz,1996; Gatz, 1997; Tang et al., 2004).

Auch die erfolgreiche Entwicklung und der vielversprechende, erfolgreiche Einsatz eines
durch Estradiol induzierbaren Promotorsystems (pER8) wurde in der Literatur beschrieben
(Zuo et al., 2000; Padidam, 2003). Es zeichnet sich demnach durch eine starke und schnelle
Induzierbarkeit durch einen breiten Konzentrationsbereich des Induktors und eine geringe
Hintergrundexpression aus. Im Gegensatz zum Tetracyclin-induzierbaren Promotorsystem
wurde es sowohl erfolgreich in Tabak als auch in A. thaliana eingesetzt (Zuo et al., 2000).
Die postulierten Eigenschaften der geringen Hintergrundexpression und der guten

Induzierbarkeit waren bei den getesteten Pflanzen in der vorliegenden Studie jedoch nicht
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erflllt. In Northern Blot Analysen konnte gezeigt werden, dass das Promotorsystem schon
vor der Applikation von R-Estradiol aktiv war (siehe Kapitel 4.2.2.2, Abb. 17). Es wurde
spekuliert, dass ein Einsatz des Promotorsystems in Pflanzen mit hohen Spiegeln an
Phytodstrogenen nicht méglich ist (Zuo et al., 2000). Zu den Phytodstrogenen zadhlen
insbesondere Isflavone und Lignane. Da das Vorkommen von Isoflavonen in A. thaliana
nachgewiesen werden konnte (Lapcik et al.,, 2006), wére es denkbar, dass bei den
getesteten Pflanzen eine Induktion des Promotorsystems durch die Anwesenheit von
endogen gebildeten Phytotstrogenen ausgeldst wurde. Da die Ergebnisse der Northern Blot
Analysen zusammen mit den Ergebnissen der Infektionsversuche dafiir sprechen, das keine
Regulationsmoglichkeit des Systems besteht und zudem der Zeitpunkt der Induktion und der
Induktor selbst nicht bekannt sind, war es fir die Untersuchung der Bedeutung der
Invertasen wahrend der Regulationsvorgéange nach einer Pathogeninfektion nicht geeignet.

Geeignet scheint dagegen der funktionelle Ansatz mit einem Dexamethason-induzierbaren
Promotorsystem zu sein. Sowohl in den getesteten Reporterlinien als auch in den
transgenen Pflanzen war keine Hintergrundexpression nachweisbar, jedoch war eine starke
Induzierbarkeit moglich (siehe Kapitel 4.2.2.3, Abb. 18 und 20). Allerdings konnte die
Induzierbarkeit in Northern Blot Analysen nicht fur alle getesteten Linien gezeigt werden.
Ebenso wie fur das Estradiol-induzierbare Promotorsystem wurde auch flir das
Dexamethason-induzierbare System eine erfolgreiche Anwendung in Tabak und A. thaliana
beschrieben (Samalova et al., 2005; Craft et al.,, 2005). Die Vorteile des Einsatzes des
Dexamethason-induzierbaren Promotorsystems liegen nach Moore et al. (2006) in
Mdoglichkeit der gesattigten Induktion unterhalb der Toxizitatsgrenze und der lokal mdglichen
Induktion. Endogene Induktoren sind nicht bekannt. Als Vorteil oder Nachteil kann der
effiziente Transport des Dexamethasons durch die Pflanze nach einer Induktion und die

relative Instabilitdt unter in vivo und in vitro Bedingungen betrachtet werden.

5.3.2 Ausblick: Eine Inhibition der Invertaseaktivi tat durch Expression eines
Invertaseinhibitors in transgenen Ansétze ist mogli ch

Die Aktivitdt Zellwand gebundener Invertasen kann in Pflanzen posttranslational durch
endogene Invertaseinhibitoren reguliert werden (Greiner et al., 2000). Der Einsatz eines
funktionellen transgenen Ansatzes zur Inhibition von Invertasen mit Hilfe von proteinogenen
Invertaseinhibitoren hat im Vergleich zu der Generierung von KO-Mutanten den
entscheidenden Vorteil, dass aufgrund der mdglichen Ausbildung eines Komplexes mit allen
Zellwand gebundenen und vakuolaren Invertasen die Gesamtinvertaseaktivitat einer Pflanze
gehemmt werden kann. Beim Einsatz von KO-Mutanten, bei denen jeweils nur eine der
Zellwand gebundenen Invertasen ausgeschaltet ist (Sherson et al., 2003), kénnen die

anderen, noch funktionellen Invertasen die Aufgabe der ausgeschalteten Invertase
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Ubernehmen. Die Folge ist, dass in diesen Pflanzen keine aberranten Wachstums-
phanotypen beobachtbar sind (Sherson et al., 2003). Durch den Einsatz von transgenen
Pflanzen, die Invertaseinhibitoren unter der Kontrolle induzierbarer Promotoren exprimieren,
kann dieses Problem umgangen werden.

Weitere Untersuchungen an diesen Pflanzen, die eine réaumlich und zeitlich definierte
Expression der Invertaseinhibitoren ermdglichen, kénnen in Zukunft einen Beitrag dazu
leisten, die zugrundeliegenden Regulationsmechanismen zwischen Kohlenhydrat-

stoffwechsel und Abwehrverhalten bei Pathogeninfektionen zu verstehen.

5.4 Die Regulation von Invertasen spielt eine zentr ale Rolle in der

pflanzlichen Entwicklung

5.4.1 Die Aktivitat von Invertasen ist essentiell f Or eine normale
Keimlingsentwicklung

A. thaliana, die mit Konstrukten aus einem synthetischen Promotor und einem
Invertaseinhibitor transformiert wurden, entwickelten sich nicht Uber das Keimlingsstadium
hinaus (siehe Kapitel 5.3.1). Die Expression der Invertaseinhibitoren aufgrund der
konstitutiven Aktivitdt der Promotoren hatte negative Effekte auf das Wachstum und die
Entwicklung der Keimlinge. Auch Sturm und Tang (1999) konnten beschreiben, dass eine
dauerhafte Erniedrigung bestimmter Invertaseisoenzyme pflanzliches Wachstum und
Entwicklung beeintrachtigt. Zucker werden als Nahrstoffe nicht nur fur das Wachstum, die
Atmung und zur Akkumulation von Speichersubstanzen benétigt, sie stellen auch Signale fir
die Regulation der Genexpression dar (Koch, 1996; Ehness et al., 1997; Rolland et al.,
2006). Eine strikte Regulation der pflanzlichen Invertaseaktivitat ist daher notwendig. Der
wichtigste Mechanismus fir eine gewebe- und entwicklungsabhéangige Expression sowie fur
eine Regulation der Invertasen auf exogene Faktoren hin ist die transkriptionelle Regulation.
Verschiedene Stimuli wie Zuckermolekile, Verwundung oder Pathogeninfektionen
induzieren die Expression von Invertasen (Sturm und Chrispeels, 1990; Godt und Roitsch,
1997; Sinha et al., 2002). Invertasen sind stabile Enzyme (Rausch und Greiner, 2004). Ihre
Aktivitdt kann posttranslational mittels Invertaseinhibitoren reguliert werden (siehe Kapitel
4.1.5). Expression der Invertaseinhibitoren AtC/VIF1 und AtC/VIF2 unter Kontrolle der
synthetischen Promotoren resultierte in der Arretierung der Entwicklung im 4-Blatt-Stadium
(siehe Kapitel 4.3). Der gleiche Effekt liess sich in Keimlingen von N. tabacum nach
ektopischer Induktion der Invertaseinhibitoren NtCIF und NtVIF unter Kontrolle eines

Tetracyclin-induzierbaren Promotorsystems beobachten.
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Die Inhibition von Invertasen hatte keinen spezifischen Effekt auf den Gehalt an l6slichen
Zuckern bzw. das Saccharose/Hexose-Verhaltnis. Dieser Befund ist dadurch erklarbar, dass
in Keimlingen und Sténgeln die Invertaseaktivitat sehr spezifisch lokalisiert ist. Durch in situ
Farbungen konnte dies fir verschiedene Pflanzenarten gezeigt werden (Godt und Roitsch,
1997; Roitsch und Ehness, 2000; Sergeeva et al., 2006). Da zur Bestimmung der Islichen
Zucker die gesamten Keimlinge geerntet wurden, waren aufgrund der nur lokal begrenzt
auftretenden Invertaseaktivitit keine Effekte detektierbar.

Die Inhibition des Wachstums der transgenen Keimlinge von A. thaliana und N. tabacum
nach Induktion der Invertaseinhibitorexpression weist auf die wichtige Funktion von
Invertasen wahrend der Keimlingsentwicklung hin. Diese Annahme konnte bestéatigt werden
durch die Beobachtungen, dass Zellwand gebundene und vakuolére Invertasen wahrend der
Keimlingsentwicklung stark exprimiert werden (siehe Kapitel 4.3, Abb. 25; Mitsuhashi et al.,
2004) und auch die Aktivitat der vakuolaren Invertasen ansteigt (Mitsuhashi et al., 2004).
Zudem konnte eine hohe in vivo Invertaseaktivitdt mittels in situ Farbungen in Keimlingen
und Wurzeln von A. thaliana nachgewiesen werden (Sergeeva et al., 2006). Die Ergebnisse,
dass beide vakuolaren Invertasen friher und starker exprimiert werden als die Zellwand
gebundene Invertase cwINV1 und zudem ein Anstieg der vakuolaren Invertaseaktivitat mit
der Keimung einhergeht, deutet auf eine maf3gebliche Beteiligung der vakuoléaren Invertasen
an der frihen Keimlingsentwicklung hin. Die Wirkung dieser Isoenzyme kodnnte darin
bestehen, dass sie an der Mobilisierung der Saccharose aus dem Speicherorgan Vakuole
beteiligt sind und zur Aufrechterhaltung des osmotischen Drucks wahrend der Zellstreckung
beitragen. Ihre spezifische Funktion wird weiter untermauert durch die Tatsache, dass keine
transgenen Keimlinge selektiert werden konnten, die AtC/VIF1 oder AtC/VIF2 unter Kontrolle
der synthetischen Promotoren exprimierten. Beide Inhibitoren hemmen vakuolare Invertasen,
der Inhibitor AtC/VIF2 zusétzlich auch die Zellwandinvertasen (Link et al., 2004).

Wurzeln stellen Sink-Gewebe dar und zeichnen sich daher durch eine hohe Invertaseaktivitat
aus (Roitsch et al., 1995; Godt und Roitsch 1997; Sergeeva et al., 2006). Eine bedeutende
Funktion kommt in Wurzeln der Aktivitat der vakuolaren Invertasen zu (Sergeeva et al.,
2006). Da die synthetischen Promotoren unter in vitro Bedingungen stark in Wurzeln
exprimiert waren, ist die Wirkung der Invertaseinhibitorexpression méglicherweise auf diesen

Effekt zurickzufihren.

5.4.2 Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt pflanzlicher Invertasen einschliel3lich ihrer
Regulation durch endogene Invertaseinhibitoren eine wichtige Komponente in der Abwehr

von Pathogeninfektionen darstellt. Daneben konnte dargelegt werden, dass eine strenge
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Regulation der Invertasen essentiell fir eine normale Keimlingsentwicklung und das
pflanzliche Wachstum ist.

Da in Zusammenhang mit der Regulation von Invertasen auch stets Source-Sink-Ubergéange
sowie die Kohlenhydratflisse selbst stehen, bleibt zu untersuchen, ob die beobachteten
Regulationsvorgange auf transkriptioneller und Aktivitatsebene auch tatsédchlich zu
Veradnderungen des metabolischen Status von Geweben und der Veranderung von
Kohlenstoffflissen fihren. Insbesondere geeignet sind dazu nichtinvasive Methoden,
beispielsweise die Markierung mit kurzlebigen *'C-Isotopen, die NMR-Spektroskopie oder
auch die Chlorophyllfluoreszenz-Bildgebung, da hier die ablaufenden Veranderungen tber
einen bestimmten Zeitraum beobachtet werden kdnnen (siehe Roitsch und Gonzalez, 2004).
Mit Hilfe der bereits erwahnten Monitoring-PAM (siehe Kapitel 5.1.4) ist es mdglich,
naturliche Veranderungen in der Photosynthese wahrend der gesamten pflanzlichen
Entwicklung auch unter Freilandbedingungen zu dokumentieren.

Die Anwendung aller genannten Methoden ist speziell im komplexen Prozess der
Keimlingsentwicklung interessant, da Keimlinge ein sich schnell @nderndes Mosaik aus
Source- und Sink-Geweben darstellen und damit Veranderungen auf morphologischer und
physiologischer Ebene zu erwarten sind. Es kann dadurch ein Beitrag zum Verstandnis der

Basis der Produktion, der Verteilung und des Flusses von Assimilaten geleistet werden.
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6 Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Chemikalien, Enzyme, Verbrauchsmaterial und L  aborgerate

Handelsubliche Chemikalien fir

Puffer,

AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

Weitere Chemikalien

[alpha-P32] dATP
3-Estradiol

Acarbose

Agarose

dNTP

Dexamethason
Ethidiumbromid

Ficoll 400

Potato Dextrose Agar
Potato Dextrose Broth
Proteose Peptone No.3
Serdolit MB-1 Harz
Silwet L-77

TriFast™

Antibiotika

Ampicillin
Hygromycin
Kanamycin
Rifampicin
Tetracyclin

Enzyme und entsprechende Puffer

CIA-Phosphatase
Glucoseoxidase
Klenow-Polymerase
Peroxidase
Restriktionsenzyme
Tag-Polymerase
T4-DNA-Ligase

Kits

NucleoBond PC100 AX
NucleoSpin Extractll

pPGEM-T Easy Vector System |
MBI-Hexalabel-DNA Labelling Kit
HexalLabel™ DNA Labeling Kit
RevertAid™ H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit

Hartmann Analytic, Baunschweig
Serva, Heidelberg

Bayer, Leverkusen

Invitrogen, Karlsruhe
Segenetic, Borken

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Serva, Heidelberg

Lehle Seeds, Round Rock, USA
peglLab, Erlangen

AppliChem, Darmstadt
Genaxxon Bioscience, Biberach
Roth, Karlsruhe

Duchefa, Haarlem

AppliChem, Darmstadt

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
AppliChem, Darmstadt

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

AppliChem, Darmstadt

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Segenetic, Borken

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diiren
Promega, Madison, USA

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Losungen etc. wurden von den Herstellern
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Plasmide

pGEM-T-easy (Promega, Mannheim)

Dieser linearisierte Klonierungsvektor wurde zur Klonierung von PCR-Produkten verwendet.
Er weist eine Grof3e von 3015 bp auf und tréagt an den 3’-Enden jeweils einen Thymidin-
Uberhang. Der Vektor enthalt die T7 und SP6 RNA Polymerase Promotoren, welche eine
MCS flankieren und das Gen fir die Ampicillin-Resistenz.

pSTBlue-1 (Novagen, Madison, USA)

Dieser Klonierungsvektor wurde zur Klonierung von PCR-Produkten verwendet. Er besitzt
eine GroRe von 3851 bp und enthélt die T7 und SP6 RNA Polymerase Promotoren, welche
eine MCS flankieren. Weiterhin tragt er die Gene fur die Ampicillin- sowie die Kanamycin-
Resistenz.

pUTgfp

Das Plasmid pUTgfp wurde von Janet Jansson (Department of Microbiology, Swedish
University of Agricultural Sciences, Sweden) zur Verfigung gestellt und zur Transformation
von P. syringae DC3000 und avrRPM1 verwendet. Es hat eine Gro3e von 8400 bp und tragt
die Gene fur die Kanamycin- und die Ampicillin-Resistenz.

pPNptGreen

Das Plasmid pPNptGreen wurde von Gwyn Beattie (Department of Plant Pathology, lowa
State University, lowa) zur Verfigung gestellt und zur Transformation von P. syringae
DC3000 und avrRPM1 verwendet. Es hat eine Gréf3e von 13199 bp und trégt das Gen fur
die Kanamycin-Resistenz.

pV-TOP

Die Klonierungsschritte zur Generierung des binaren Plasmids pV-TOP erfolgten wie in Craft
et al. (2005) beschrieben, basierend auf den Plasmiden pVKH18 und pOp®*-GUS (Baroux et
al., 2005). Das Plasmid tragt die Gene fir die Kanamycin-Resistenz fir eine Selektion in
Prokaryoten und fir die Hygromycin-Resistenz fur die Pflanzenselektion sowie das Gen fur
die 3-Glucuronidase (GUS). Nur die in der MCS vorhandenen Schnittstellen fur BamHI und
Sall kommen einfach vor, daher wurden diese fiir die Klonierung verwendet.

Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

SANOclav LaM201; Wolf, Geislingen
Tuttnauer Systec 2540 EIC und 5075 ELV
Amersham International plc

Autoklaven

Autoradiographiekassette

Chromatographiepapier
Elektroporator
ELISA-Platereader
Fluoreszenz-Binokular
Kamera
UV-Licht
Fluorometer
Geldokumentationssystem

Heiz- und Schittelblocke

Homogenisierstabchen
ImagingPAM
Inkubator (37C)

Whatman 3 MM, Madison, USA
Electroporator 2510, Eppendorf

Dynex Technologies MRX Tc Revelation
Leica MZ FL Ill, Bensheim

Spotinsight Color Diagnostica, USA

ebq 100, Leica, Bensheim

Fluoroskan Ascent, Labsystems

Mitsubishi Video Copy Processor P68E; LTF
M/WL 310 nm; Kamera: CCD XC-ST50

Eppendorf Thermomixer compact,
Eppendorf Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg
Mikropistille, Eppendorf, Hamburg

Model IMAG-K, Walz, Effeltrich
Heraeus B6120
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Inkubator (28<C) Mytron, Memmert Modell 500

In vitro vent Boxen Duchefa, RV Haarlem

Mikroskop Leitz HM-Lux, Leitz Messtechnik, Wetzlar

MicroSpin™ S-200 HR Columns Amersham-Buchler, Braunschweig

Nitrocellulosemembran Porablot NCL, Macherey-Nagel, Diiren

PCR-Gerate HYBAID PCR Express und PCR Sprint, Ulm

Pflanzenanzuchtschranke Binder KBW 240, KBW 400 und KBW 720,
Thieme Labortechnik, Bensheim

Phosphorimager BAS 2000, Fujix

Phosphorimagerfilm Fujifilm Imaging Plate, BAS-IP MS 2025

Photometer Gene Quant I, Pharmacia Biotech

UV/Vis Spectrometer Lambda 2, Perkin EImer
Ultrospec 100pro, Amersham Biosciences

Schuttler G2+G10 Gyrotory® Shaker; New Brunswick Scientific
Company; Swip Endmund Bihler, SM 25,
CH 4103 Bottmingen
Vortex-2 Genie, Scientific Industries

Trockenschrank Heraeus Typ T 5050

Wasserbadschuittler Gyrotory® Water Bath Shaker MODEL G76, New
Brunswick Scientific, Edison, N.J., USA
JulaboEM, Thermomix MM, Braun, Melsungen

Zahlkammer Jessen Hartenstein, Wirzburg
Weinkihlbox KSW 346, Typ BC 50G, Bomann
Zentrifugen Eppendorf Tischzentrifugen 5417R, 5415C und 5804R

Jouan MR 23i, Thermo Scientific, Waltham

Weitere  Verbrauchsmaterialien und Laborgerdte standen  entsprechend  der
Standardausstattung eines molekularbiologischen Labors zur Verfligung.

Steriles Material

Pipettenspitzen, Pasteurpipetten, Duranflaschen, Kolben, L&sungen etc. wurden durch
Autoklavieren bei 121 <€ und 2 bar fir 30 min steri lisiert.

Sterilisation nicht autoklavierbarer oder hitzeempfindlicher Lésungen erfolgte durch
Serilfiltration (Porengréfe 0,2 pum).

Computersoftware und Internetadressen

Microsoft® Word 2003, Excel 2003 und PowerPoint 2003
Adobe Photoshop 7.0

CorelDraw 11

AIDA software

Vector NTI Suite 6.0

Spot Advanced Version 3.5.5

ImagingWin

http://www.ncbi.nim.nih.gov
http://www.arabidopsis.org
www.genevestigator.ethz.ch
http://mwww.walz.com
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6.1.2 Nahrmedien

King's Medium B

LB-Medium
LB-Agarplatten

MS-Agarplatten

40 g Proteose Peptone 3, 20 g Glycerin (87 %),
nach dem Autoklavieren Zugabe von je 10 ml sterilem
10 % K,HPO, und 10 % MgSO,

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl (pH 7,0)
LB-Medium, Zugabe von 15 g Bacto-Agar

4,4 g MS 222, 20 g Saccharose, 11 g Bacto-Agar (pH 5,7)

PDA-Medium 12 g Potato Dextrose Broth

PDA-Platten 39 g Potato Dextrose Agar

Testplatten fur 10 g Lactose, 1 g Hefeextrakt, 20 g Bacto-Agar
Agrobakterien

YEB-Medium 5 g Beefextrakt, 5 g Pepton, 1 g Hefeextrakt, 5 g Saccharose,

YEB-Agarplatten

0,5 g MgSO, (pH 7,2)
YEB-Medium, Zugabe von 15 g Bacto-Agar

Alle Angaben beziehen sich auf 1 | Gesamtvolumen.

Antibiotika-StocklGsungen Endkonzentration
Ampicillin (100 mg/ml) 100 pg/ml
Hygromycin (30 mg/ml) 30 pg/ml
Kanamycin (100 mg/ml) 25 oder 100 pg/ml
Rifampicin (50 mg/ml) 50 pg/ml
Tetracyclin (5 mg/ml) 10 pg/ml

Die Medien wurden bei 121 C und 2 bar fir 25 min a utoklaviert. Antibiotika und andere nicht
autoklavierbare Komponenten wurden sterilfiltriert und nach dem Abkihlen der Medien in
den entsprechenden Konzentrationen zugefigt.

6.1.3 Bakterien- und Pilzstamme

Bakterien

Escherichia coli

E. coli DH5a (F, endAl, hsdR17(r.,m;), supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
080dlacZ[D]M15) wurden fur alle Klonierungsarbeiten verwendet. Die Kultivierung erfolgte
entweder auf LB-Agarplatten im Inkubator oder in LB-Medium im Schuttler bei jeweils 37 <C.

Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens LBA4404 (Strp', Rif' ) wurden fur die "Floral dip"-Transformation von A.
thaliana verwendet. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte entweder auf YEB-Agarplatten im
Inkubator oder in YEB-Medium im Wasserbadschittler bei jeweils 28 <C.

Pseudomonas syringae pv. tomato

P. syringae pv. tomato DC3000 und DC3000avrRPM1 stammten von Brian Staskawicz
(Department of Plant and Microbial Biology, Berkeley, USA).

Der virulente Bakterienstamm DC3000 tragt eine Resistenz gegentuber Rifampicin (50 mg/l),
der avirulente Bakterienstamm DC3000avrRPML1 tragt eine Resistenz gegeniber Rifampicin
(50 mg/l) sowie gegenuber Tetracyclin (10 mg/l).
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Pilze

Alternaria brassicicola
A. brassicicola MUCL 20297 wurde von Bart Thomma (Centre of Microbial and Plant
Genetics, Leuven, Belgien) zur Verfligung gestellt.

Hyaloperonospora parasitica

Die H. parasitica Kultivare NOCO und WELA wurden von Nikolaus Schlaich (Institut fur
Pflanzenphysiologie, RWTH Aachen) bezogen. Eine kompatible Interaktion liegt zwischen
NOCO und A. thaliana Col-0 vor sowie zwischen WELA und Wei-0. Eine Kultivierung beider

Isolate auf A. thaliana eds-1 ist ebenfalls méglich.

6.1.4 Pflanzen

Arabidopsis thaliana

Col-0 Wildtyp Columbia-0

Wei-0 Wildtyp Weiningen-0

eds-1 Mutante “enhanced disease susceptibility 1”
Erhéhte Suszeptibilitdt gegentber H. parasitica
(Parker et al., 1996)

cpré Mutante “constitutive expresser of Pr genes 6”
Konstitutive Pr1-Genexpression und konstitutiv erhéhte
Salicylsauremengen (Clarke et al., 1998)

nahG Transgene Pflanze nahG, Hintergrund Col-0
Expression der Salicylathydroxylase, welche SA zu Catechol abbaut
(Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994)

sid2 Mutante ,SA induction deficient 2*

Die Invertase- und Invertaseinhibitor-Reporterlinien wurden von Steffen Greiner bzw.
Thomas Rausch (Heidelberg Institute for Plant Sciences, Heidelberg) zur Verfiigung gestellit.

At3913790prom:
At3g13790prom:
At3g13790prom::
At3g52600prom:
At3g52600prom:
At3g52600prom:
Atlg55120prom:
Atlg55120prom:
At1g55120prom:
At2g36190prom::
At2g36190prom:
At2g36190prom::
At3g13784prom:
At3913784prom:
At3913784prom:
At5g11920prom:
At5g11920prom::
At5g11920prom:

At1g62660prom:
Atlg62660prom:

Mutation im Gen Icsl, keine Akkumulation von SA, keine Expression

von PR-Genen, keine Ausbildung einer SAR
(Wildermuth et al., 2001)

:GUS/GFP-6
:GUS/GFP-7

GUS/GFP-22

:GUS/GFP-1
:GUS/GFP-3
:GUS/GFP-6
:GUS/GFP-3
:GUS/GFP-7
:GUS/GFP-8

GUS/GFP-1

:GUS/GFP-3

GUS/GFP-21

:GUS/GFP-10
:GUS/GFP-18
:GUS/GFP-25
:GUS/GFP-1

GUS/GFP-3

:GUS/GFP-7

:GUS/GFP-1
:GUS/GFP-3

Promotor AtcwINV1

Promotor AtcwINV?2

Promotor AtcwINV3

Promotor AtcwINV4

Promotor AtcwINV5

Promotor AtcwINV6

Promotor AtRfruct3

Hintergrund Col-0

Hintergrund Col-0

Hintergrund Col-0

Hintergrund Col-0

Hintergrund Col-0

Hintergrund Col-0

Hintergrund Col-0
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At1g12240prom::GUS/GFP-3 Promotor At3fruct4 Hintergrund Col-0
At19g12240prom::GUS/GFP-7

At1g47960prom::GUS/GFP-3 Promotor AtC/VIF1 Hintergrund Col-0
At1g47960prom::GUS/GFP-7

At5964620prom::GUS-2 Promotor AtC/VIF2 Hintergrund W's
At5g64620prom::GUS-5

At3g17130prom::GUS/GFP-1 Promotor AtC/VIF3 Hintergrund Col-0

At3g17130prom::GUS/GFP-5

Die Reporterlinien mit den synthetischen Promotoren wurden von Imre Somssich (Max-
Planck-Institut fur Zichtungsforschung, Abteilung Biochemie, KdIn) zur Verfigung gestellt.
AxJERE::GUS Hintergrund Col-0

4xS::GUS Hintergrund Col-0

4xW2/4xS::GUS  Hintergrund Col-0

Die Reporterlinien des Dexamethason-induzierbaren Promotorsystems und die
Aktivatorlinien wurden von lan Moore (Department of Plant Sciences, Oxford, UK) zur
Verfligung gestellt.

pV-ipt 5-2 Kan', Hyg', homozygot fir 35S>LhGR-N  Hintergrund Col-0
pV-ipt 5-3 exprimieren pOp6::GUS/IPT

4C-S5 Kan', homozygot fuir 35S>LhGR-N Hintergrund Col-0
4C-S7

Nicotiana tabacum

Fur Versuche mit Tabakpflanzen wurden der Wildtyp W38 und verschiedene transgene
Linien verwendet, die einen Invertaseinhibitor unter Kontrolle eines Tetracyclin-induzierbaren
Promotorsystem exprimieren. Die Pflanzen wurden von Tahira Fatima bzw. MariCruz
Gonzalez zur Verfligung gestellt:

68-11, 68-14, 68-19, 68-21 (Tet::NtCIF)

83-2-1, 83-5-2, 83-6-14 (Tet::NtVIF)

6.2 Methoden

6.2.1 Arbeit mit Pathogenen
6.2.1.1 Anzucht von und Infektion mit Pseudomonas syringae pv. tomato

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 und avrRPM1, sowie die transformierten
Stamme DC3000gfp und avrRPM1gfp wurden auf Kings Medium B kultiviert. Dazu wurden
die Bakterien aus einer Dauerkultur auf einer KB-Agarplatte mit geeigneten Antibiotika
ausgestrichen, tber Nacht bei 28 inkubiert und an schliel3end bei 4T gelagert.

Fur die Durchfiihrung von Infektionsversuchen mit P.syringae wurden die Bakterien zun&chst
in einer Flussigkultur (3 ml) mit entsprechenden Antibiotika Uber Nacht in einem Wasserbad
bei 28C und 120 U/min inkubiert. Von dieser Kultur wurde 1 ml in eine Hauptkultur (50 ml)
Uberfuihrt. Nach 4 bis 5 h Wachstum bei 28T und 120 U/min wurden die Bakterien bei 3500

rom und 4T fur 10 min zentrifugiert, das Pellet in 10 mM MgCI, resuspendiert und die
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Suspension auf eine optische Dichte ODgy VOn 0,2 eingestellt, was einer Konzentration von
1 x 10® cfu/ml entsprach. Ausgehend von dieser Konzentration wurde mit Hilfe einer
Verdinnungsreihe die gewlnschte Konzentration an Bakterien fir einen Infektionsversuch

eingestellt.

Eine Infektion erfolgte ca. 1 h nach Bewdassern der Pflanzen, da zu diesem Zeitpunkt bei
getffneten Stomata ein leichtes Infiltrieren der Pflanzen moglich war. Die Infiltrationen von je
ca. 20 pl Bakteriensuspension oder entsprechender Kontrollen fir einen Versuch wurden mit
Hilfe einer 1 ml Insulinspritze ohne Spitze durch die Stomata in die Blattunterseite
durchgefuhrt.

Die Anzahl der infizierten Blatter pro Pflanze und die Zeitpunkte der Probennahme waren
vom jeweiligen Versuchsziel abhangig.

War eine Infiltration und der dadurch in einem Blatt erzeugte osmotische Stress
unerwinscht, so wurden Blatter stattdessen durch Bepinseln der Unterseite mit

Bakteriensuspension (hach Zugabe von 0,1% Tween 20) infiziert.

Fur Versuche, in denen der Effekt von Acarbose getestet werden sollte, wurde diese in der
Bakteriensuspension in der gewiinschten Konzentration gelost und mit den Bakterien

koinfiltriert.

6.2.1.2 Nachweis des Bakterienwachstums

Reisolation aus Pflanzenmaterial

Die Bestimmung des Bakterienwachstums von P. syringae in A. thaliana erfolgte
entsprechend dem Protokoll von Whalen et al. (1991). Jeweils 4 Blattscheiben in mindestens
dreifacher Wiederholung wurden mit einem Korkbohrer (Durchmesser 1,4 cm) direkt nach
einer Infektion, 24 h p. i. und 48 h p. i. aus den infizierten Bereichen der Blatter ausgestanzt
und in 1 ml 10 mM MgCl, homogenisiert. Jeweils 100 pl von zwei unterschiedlichen
Verdinnungsstufen wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert und die gewachsenen

Bakterienkolonien nach 48 h Inkubation bei 28 aus gezahlt.

Fluoreszenz-Binokular

Zur Sichtbarmachung der Fluoreszenz transformierter P. syringae in Blattern von A. thaliana
wurde ihr Wachstum nach der Infiltration unter dem Fluoreszenz-Binokular beobachtet. Dazu
wurde ein Fluoreszenz-Binokular vom Lehrstuhl fur Botanik | (Julius-von-Sachs-Institut fur
Biowissenschaften, Wuirzburg) zur Verfigung gestellt. Ein Infektionsverlauf konnte Uber

mehrere Tage mit Hilfe von UV-Licht und einem speziellen GFP-3 Filter am Binokular
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verfolgt werden. Bilder wurden mit der an Binokular montierten Kamera Spotinsight Color
und dem Programm SpotAdvanced (Einstellungen: Exposition 5000 ms, gain 2 oder 4, y

1,29) aufgenommen.

Fluorometer

Zur Quantifizierung des Bakterienwachstums am Fluorometer wurden jeweils 200 pl
Bakteriensuspension der Konzentrationen 1 x 10° bis 1 x 10 cfu/ml in Doppelbestimmung
vermessen (Anregung A = 485 nm, Emissionsmessung A = 538 nm). Als Kontrolle diente die

Messung der nicht transformierten Bakterien.

6.2.1.3 Herstellung elektrokompetenter  P. syringae

Zur Herstellung elektrokompetenter P. syringae wurden zunachst 500 ul einer frischen
Vorkultur in 500 ml LB-Flissigmedium Uberimpft. Sobald die Bakterienkultur unter starkem
Schutteln bis zu einer ODggo zwischen 0,5 und 0,7 gewachsen war, wurde sie fur 15 min bei
3500 rpm und 4T zentrifugiert. Die Zentrifugation wurde noch dreimal wiederholt und das
Bakterienpellet nach jeweils sorgfaltiger Abnahme des Uberstandes zunachst in 500 ml,
dann in 250 bzw. 125 ml und schlielich in 3 ml eiskaltem Glycerol (10 %) vorsichtig
resuspendiert. AnschlieRend wurde die Bakteriensuspension zu jeweils 200 ul aliquotiert, die

Reagiergefalie in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

6.2.1.4 Elektroporation

Zur Elektroporation wurden elektrokompetente Bakterien zunachst auf Eis aufgetaut. Zu 60
pl der Bakteriensuspension wurden 1 bis 2 pl der gewiinschten Plasmid-DNA (2 bis 5 ng/ul)
gegeben und der Ansatz Iuftblasenfrei in eine geeignete Kivette pipettiert. Die
Elektroporation erfolgte bei 2,5 kV im Elektroporator. Nach der Elektroporation wurde der
Ansatz in ein neues Reagiergefal3 gegeben, 1 ml Kings Medium B zugefiigt und fiir 90 min
bei 350 rpm und 28T inkubiert. Nach Zentrifugation fur 5 min bei 3500 rpm und 4C wurde 1
ml des Uberstandes abgenommen, das Bakterienpellet resuspendiert und auf LB-
Agarplatten mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert. Nach Inkubation fir 2 bis 3 Tage bei
28T konnten gewachsene Bakterienkolonien auf eine erfolgreiche Transformation durch

Feststellung einer GFP-Fluoreszenz unter UV-Licht getestet werden.
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6.2.1.5 Anzucht von und Infektion mit  Alternaria brassicicola

Die Kultivierung von A. brassicicola erfolgte durch Uberimpfen eines Stiickes Pilzmyzel auf
eine neue PDA-Platte. Nach dreiwdchigem Wachstum des Pilzes bei Raumtemperatur im

Dunkeln wurde die Platte bis zum Gebrauch bei 4T g elagert.

Zur Herstellung einer Sporensuspension fiur Infektionsversuche wurden sporulierende
Pilzhyphen mit ca. 5 ml PD Broth Medium von einer PDA-Platte abgekratzt, durch eine
Mullbinde filtriert und unter Zugabe einer entsprechenden Menge Wasser mit Hilfe einer
Zahlkammer am Mikroskop eine Sporendichte von 5 x 10° Sporen/ml eingestellt.

Die Infektion erfolgte, indem auf ein Blatt jeweils 2 Tropfen a 10 pl Sporensuspension
gegeben wurden. AnschlieBend wurden die Pflanzen zur besseren Infektion Gber Nacht in
angefeuchteten In vitro vent Boxen inkubiert. Die Anzahl der infizierten Blatter pro Pflanze

und die Zeitpunkte der Probennahme waren vom jeweiligen Versuchsziel abhangig.

6.2.1.6 Kultivierung von und Infektion mit ~ Hyaloperonospora parasitica

Da H. parasitica zur Gruppe der biotrophen Pathogene gehdort, erfolgte eine Kultivierung
ausschlielich auf pflanzlichem Material. Erfolgreiche Infektionen wurden an 2 bis 4 Wochen
alten Pflanzchen erzielt. Die Bedingungen in den Weinschranken, unter denen die beiden
Isolate NOCO und WELA kultiviert wurden, waren 9 h Licht und 15 h Dunkelheit sowie
konstant zwischen 16 und 18C. Am Ende eines Infektionszyklus (7 Tage nach einer
Infektion) wurden die Sporen jedes Isolates geerntet, indem zur Beginn der Lichtperiode die
gesamten Sprofiteile von infizierten Pflanzchen abgeschnitten und die Sporen in eiskaltem
Wasser von den Blattern gelést wurden. Nach Filtration durch eine Mullbinde wurde die
Sporensuspension mit Hilfe einer Airbrushpistole auf neue Pflanzchen gespriht, und diese
dann fur einen neuen Infektionszyklus wiederum 7 Tage unter einer Haube inkubiert, welche

mehrfach zur Aufrechterhaltung einer hohen Luftfeuchte mit Wasser eingespriht wurde.

6.2.2 Arbeit mit pflanzlichem Material
6.2.2.1 Kultivation von Pflanzen

Arabidopsis thaliana

Samen homozygoter Linien wurden auf Erde, Samen heterozygoter Linien nach Sterilisation
(siehe Kapitel 4.2.2.3) auf MS-Agarplatten mit entsprechendem Selektionsmarker ausgelegt.
Die Keimlinge wurden 2 Wochen nach Aussaat in einzelne Topfe (Durchmesser 7 cm)
pikiert. Das Wachstum der Pflanzen erfolgte in Pflanzenanzuchtschranken unter
Kurztagbedingungen (9 Stunden Licht, 15 Stunden Dunkelheit) bei einer Temperatur von
konstant 22<C.
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Infektionsversuche mit den Pathogenen P. syringae und A. brassicicola (siehe Kapitel
6.2.1.1 bzw. 6.2.1.5) erfolgten an 5 bis 7 Wochen alten Pflanzen.

Die Induktion der Blutenbildung fur Pflanzentransformationen oder zur Ernte von Samen
erfolgte unter Langtagbedingungen (16 Stunden Licht, 8 Stunden Dunkelheit). Zur
Samenernte wurden die Blutenstande nach der Reifung der ersten Schoten in Papiertiten
gesteckt. Nach der vollstandigen Abreifung der Blitenstdnde wurden die Samen mittels
eines Siebes von anderen Pflanzenteilen gereinigt, in Reaktionsgefal3e abgefullt und vor

einer erneuten Aussaat mindestens zwei Wochen bei 4 C dunkel gelagert.

Nicotiana tabacum

Samen wurden nach Sterilisation auf MS-Agarplatten ausgelegt. Die Anzucht der Pflanzchen
erfolgte in Pflanzenanzuchtschréanken unter Kurztagbedingungen (9 h Licht, 15 h Dunkelheit)
bei einer Temperatur von jeweils 22<T. 13 bis 15 Tage nach dem Auslegen der Samen
wurden die Keimlinge fur die Induktionsversuche verwendet. Diese erfolgten wie in Kapitel
6.2.2.4 beschrieben. Die weitere Inkubation bis zur Versuchsauswertung
(Frischgewichtsbestimmung, Messung loslicher Zucker (siehe Kapitel 4.2.7.2) erfolgte unter

den oben genannten Bedingungen.

6.2.2.2 Erzeugung transgener A. thaliana

A. thaliana wurden nach dem Protokoll des ,Floral Dip“ von Clough und Bent (1998)
transformiert. Hierzu wurden A. tumefaciens, welche das zu transformierende Plasmid
enthielten, tber Nacht in 200 ml YEB-Medium mit geeignetem Selektionsmarker bei 28C
angezogen. Nach Zentrifugation fur 15 min bei 7000 rpm und 4C wurde das Bakterienpellet
in einer 5 %igen Saccharoselésung resuspendiert und eine ODgg vVon 0,8 eingestellt. Nach
Zugabe von 0,05 % Silwet L-77 wurden die Blutenstande von A. thaliana nach dem
Entfernen bereits entwickelter Schoten fir 10 s in die Bakteriensuspension getaucht und
anschlieRend in Frischhaltefolie gewickelt, um ein Austrocknen zu verhindern. Nach 24 h
wurden die Folien entfernt und die Pflanzen bis zur Samenproduktion im Langtag
weiterkultiviert.

Nach der Ernte der Samen erfolgte die Selektion auf transformierte Pflanzen mit Hilfe einer

Antibiotika-Resistenz, die mit der gewlinschten Genkassette transformiert wurde.

6.2.2.3 Sterile Aussaat von Samen

Arabidopsis thaliana
Zur Sterilisierung wurden Samen nach einer Behandlung fiir 90 s mit 70 % EtOH fir 10 min
mit Bleichlosung versetzt und die Reagiergefalle wahrend der Behandlung mehrfach

geschuttelt. Nach der Oberflachensterilisation in der Bleichlésung wurden die Samen flinfmal
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mit sterilem H,O gewaschen und dann auf MS-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum
verteilt. Nach der Lagerung der Agarplatten Gber Nacht bei 4T erfolgte das Auskeimen und
die weitere Kultivierung unter Kurztagbedingungen. Putativ transgene Pflanzen (T1-
Generation) konnten nach zwei bis drei Wochen Wachstum selektiert und auf neue MS-
Agarplatten umgesetzt werden. Sieben Tage nach dem Umsetzen wurden die Pflanzchen in
Erde pikiert und bis zur Samenproduktion kultiviert. Transgene Pflanzen der T2- oder T3-

Generation wurden ca. zwei Wochen nach der Keimung in Erde pikiert.

Bleichlésung
6 % NaOCl, 0,01 % Tween 20

Nicotiana tabacum

Zur Sterilisation von Tabaksamen wurden diese nach einer Behandlung fir 90 s mit 70 %
EtOH fir 10 min mit Bleichlésung versetzt und die Reagiergefdl3e wahrend der Inkubation
mehrfach geschittelt. Nach dreimaligem Waschen der Samen in sterilem H,O wurden diese
auf MS-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum gleichm&Rig verteilt. Das Auskeimen

und Wachstum der Keimlinge erfolgte im Kurztag bei 22<C.

Bleichlésung
1,5 % NaOCl, 0,01 % Tween 20

6.2.2.4 Induktion der Promotorsysteme der transgene  n Pflanzenlinien

Transgene Pflanzenlinien, welche entweder den Estradiol-induzierbaren oder den
Dexamethason-induzierbaren Promotor enthielten, wurden 24 h vor einer Pathogeninfektion
mit einer Lésung aus 50 pM R-Estradiol bzw. 50 uM Dexamethason und 0,01 % Tween 20
induziert. Die Induktion erfolgte ca. 30 min nach Bewd&sserung der Pflanzen durch
Bespriihen der Blattunterseite ausgewahlter Blatter.

Die Induktion der transgenen Tabakpflanzen mit dem Tetracyclin-induzierbaren
Promotorsystem erfolgte durch Betropfen der Keimlinge mit Hilfe einer sterilen
Pasteurpipette. Tropfen einer 100 mg/l Chlorotetracyclin-Lésung wurden dazu direkt auf den
Keimblattern platziert. Um die gewtlnschten Effekte zu erzielen, wurde die Behandlung zwei-

bis dreimal innerhalb einer Woche durchgefihrt.

6.2.3 Molekularbiologische Methoden
6.2.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Eine Amplifikation von DNA-Fragmenten fir die Klonierung von Gensequenzen und zum
Nachweis transgener Pflanzen (siehe Kapitel 6.2.2.2) erfolgte mittels PCR. Als Matrize
dienten Plasmid-DNA (siehe Kapitel 6.2.4.9), genomische DNA aus Pflanzen (siehe Kapitel
6.2.5.1) oder cDNA (siehe Kapitel 6.2.5.7). Bendtigte Primer wurden mit der Software Vector
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NTI generiert,

eingesetzt.

Reaktionsansatz
Matrize 1-100ng

Primer-for (100 pmol/ul) 1ul
Primer-rev (100 pmol/ul) 1ul

dNTP-Mix (10 mM) 1ul
Taqg (0,5 U/ul) 1ul
10x PCR Puffer 2,5 ul
H,O ad 25 pl

als Polymerase wurde die Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus

Bei Verwendung von genomischer DNA als Matrize wurde die Konzentration an MgCl, von

1,5 mM (gewahrleistet durch den PCR Puffer) auf 2 mM erhght.

PCR-Programm

Anfangsdenaturierung 3 min 95 <C
Denaturierung 45 s 94 C
Annealing 45 s 40-60 C
Elongation 30s—-2min 72 C
Finale Extension 8 min 72 C

Verwendete Primer fur die Erstellung des Macroarrays

Name

SAM1-for
SAM1-rev

ERF14-for
ERF14-rev
HMG1/2-for
HMG1/2-rev
psbP-for
psbP-rev
H4-for
H4-rev
Efla-for
Efla-rev
Atlg12240-for
At1g12240-rev
GAPDH-for
GAPDH-rev
CLH1-for
CLH1-rev
CAD-1-for
CAD-1-rev

Primersequenz
(5->3)

GACTTT TCT ATT CAC ATC TG
GTTTCATCG TGT TGG GTG
GAT CAA GGA GGT CGT AG
TTATTG CCT CTT GCC CAT
CTT ATC AAACTC CGC AAC

CAG TCG GAT TAG GGT TTAG

TCA CAC ACA AGG AGA GAAGAG A
CAG ACA AGT AAT AGT AGG GTT TCC
GTG TAT CAAGTA AAG AGATG
CTC ATT AGATTT TCT TAG CAC
GAA ATC ATC AAG GAG GTG TC
GCA ATG TGA GAG GTG TGG
GCC TAC CCT GAA GAC CCC AAC
CAT CAG AAG CCT CAC TAT CAG ACT CAC

GAT CAT AAA GGG TAC AAT G
CACTTCCAG TTATTG GC

GGA GGG CAAGTG GAAGTG

CTCCGCTTTTTCACCCCAC

GTA ACT GTT GGG CGT AAG
GCA ACG AAT ACT TCA CAC

Kennnummer

At1g02500
At1g04370
At1g04480
At1g06680
At1g07660
At1g07940
At1g12240
At1g12900
At1g19670

At1g29690

Annealing-
Temperatur

42
43C
44
52C
40C
45
51C
40C
51C

42T
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Cab-2-for
Cab-2-rev
GSSll-for
GSSll-rev

ninv2-for
ninv2-rev
NPQ4-for
NPQ4-rev
4CL1-for
4CL1-rev
At1g55120-for
At1g55120-rev
At1g62660-for
At1g62660-rev
Atlg62770-for
At1g62770-rev

4CL3-for
4CL3-rev

SUS-1g73370-for
SUS-1g73370-rev

GPP-for
GPP-rev
CesA10-for
CesAl0-rev
LHB1B2-for
LHB1B2-rev
YLS-9-for
YLS-9-rev
At2g36190-for
At2g36190-rev
BAG-6-for
BAG-6-rev
HEL-for
HEL-rev
ninve-for
ninve-rev
At3g13784-for
At3g13784-rev
At3g17130-for
At3g17130-for
ACT2/8-F
ACT2/8-R

STP4-for
STPA4-rev-2

SUS-4g02280-for
SUS-4g02280-rev

petC-for

petC-rev
TUFA-for
TUFA-rev
CesAl-for
CesAl-rev

CBP20-for
CBP20-rev

GGA AAG GCT GTG AACCT
GGT CGG TAG CCA AAC

CTGACCATTCTTCTCCTCTGC
GAA GTA GAG CAG TGT GCC AGT CA

GCTTGATACGCCTCTTTC
CAT CCA TCA GCA CAA AGC AG

GCT CAAACCATG CTG CTT AC
CTT TGA GAC CGA GGG CAG

GGT GAT GGA GAAACAGAG C
GAT GACTTCTGATGC CTCG

GTC AAC TGG ATT TCACAACC
GAG ACG ATT CAT TAA CCC AAC

CTA TCC TGA AGA CCC AAG CG
GCT TCACTG TCA GAT TCA CCG

GTT TATTGT GTCTTC ATG CC
CACACTTCG CTT CTCTGC

CAT TGACAT CCCTAACCAC
CTCCATCTACTTGTTGTGC

CTT GCG GAT AGA GAG AAA CC
GAT GCG TTT GAG ACCACCC

GAT TCT TCT TACTCCTTT GCC
GTATGT TCT CAATGT TCC TGT TC

GCT TGT GTT TCATGC TGC
CAG TGG TGG AAA CAA AGG

GCT TTG TCC TCC CCT GCC
CCT TCACCT TCAACT CTG CG

GGC TGC TGAACAACCTCTC
GTG GAG GTAGTT GTAGTTC

CTACCATCT CTT CTACCAATATAAC
GAATCT TAAACC CTC CCAAC

GTC AAA TGA GAC CAC AGG
CTG TCT TGAT TCT GTACC

CAA CAATGC GGT CGT CAAG
GGT AGT CAA CAA TGA GAT GG

CTGTATCTG TGT CTC TGC G
CCC CTG GAT CAT TAG CCG

TCACGATTCTCC CTAATG GC
CCT TCT TGATGT TAT CTT TCT CCG

CAT CCA CCG TCA CAT CAT TAC
ACA GAAATC GCCACGTCAC

GGT GAT GGT GTG TCT
ACT GAG CAC AAT GTT AC

GGT GGT CTCATC TTC GGATACG
GAT GAG AGA GTT GGG AGT GTC G

GTT GCG TTAGCC GTT AGA CC
GTATCT CCCCATCCTTTCTC

CCCACT TGT CATCCTCCTC
CAC ACT GCG TTG ATA CCG

GTATCACAATCAACACTGC
CAC GCCCTG TAG CCACC

GGT TCATTC TACTCT TCATC
GACACCTCCTTT GCCATTG

GCA AGC AAA GCT ATC AGC
GCA AGC AAA GCT ATC AGC

At1g29920
At1g32900
At1g35580
At1g44575
At1g51680
At1g55120
At1g62660
At1g62770
At1g65060
At1g73370
At2g21590
At2g25540
At2g34420
At2g35980
At2g36190
At2g46240
At3g04720
At3g06500
At3g13784

At3g17130

At3g18780/
At1g49240

At3919930
At4g02280
At4g03280
At4g20360
At4g32410

At5g44200

48T

48T

45T

50C

53T

52T

51T

58T

53T

50C

49C

53T

52T

43T

47T

40C

45<C

46T

53T

51T

48T

60C

58T

51T

48T

54T

44C
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CesA3-for
CesA3-rev

CesA5-for
CesAb-rev
SPS2-for
SPS2-rev
cwINV6-for
cWINV6-rev
SPS1-for
SPS1-rev
UBQ4-for
UBQ4-rev
SUS-5g20830-for
SUS-59g20830-rev
SUS-5g37180-for
SUS-5g37180-rev
Bl-for
Bl-rev
STP3-for
STP3-rev
D1(PSAB)-for
D1(PSAB)-rev
RBCL-for
RBCL-rev

petB-for
petB-rev

GGTTTCTGT CTCTCT TTC
CAG TTG ATT CCA CAT TCC

GAT GGA TGA GGG AAG GCA G
CTT CAT GGC TCG GCG TTC

AAC ACC AAA GGA AGAATG TCT CG
TGC CCG TGA ATA GAA ACT GG

CAA CAA CAA ACA GCA AGT CAC
CATCTT CTT TGC TAT CAGTCT C

AAT CCC AAAATT CCACTT CTA
ACCTTGGTTTGG TGCTTT CA

CAATGT TAA GGC AAA GAT CC
GTTGACTCTTTITTGG ATG TTG

CTC AAG GAC AAG AAG AAG CCG
CTC CTC AAT CCT CTG AAG CC

CGG TTATTT AGT GGA CAA G
CGTTTATGC GTT GTA GCC

GTTTATTTGACCTTATG
CGATTACAACTT CCAAG

TCACTT TAG GAT CACTGT TCC TC
CTC CAACGG AAAAATCTCACTC

GAA CTT TGG AAT CGG ACAC
GAT GAA CCA AGAAAT CTCC

CAC CAC AAA CAG AGACTAAAGC
CGT AGACAT TCATAAACTGCT C

GAG ATT CAG GCG ATT GC
GGG ACC AGA AAT ACCTTG

At5g05170
At5g09870
At5g11110
At5g11920
At5g20280
At5g20620
At5g20830
At5g37180
At5g47120
At5g61520
AtCg00340
AtCg00490

AtCg00720

53T

45<C

53T

46T

50C

47T

54C

54T

39C

49C

45<C

53T

43T

In pST-Bluel wurden die Genfragmente von At1g12240, At2g36190 und At1g55120 kloniert.

Fir die Klonierungen aller weiteren Genfragmente wurde pGEM-Teasy verwendet.

Primer fur die Klonierung DEX::NtCIF

Name

Ntcwinh-F
Ntcwinh-F2

Sequenzierprimer

Name
SP6
T7

Primersequenz (5"-> 3)

CTC CTC GAG GTC GAC ATG AAG AAT TTGATT TTC
GCC TCT AGA ATG AAG AAT TTGATT TTC
Ntcwinh-R | GTT GGA TCC GAG CTC TCA CAATAAATT TCT GAC

Primersequenz (5"-> 3")

ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT AC

TAA TAC GAC TCA CTATAG GG

Annealing-
Temperatur

50C
50C
50C
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6.2.4 Methoden fur die Arbeit mit Bakterien
6.2.4.1 Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktions  enzymen

Die verwendeten Typ-2-Restriktionsendonukleasen hydrolysieren DNA innerhalb
spezifischer Erkennungssequenzen. Spalten diese die DNA symmetrisch, entstehen ,glatte”

Enden, werden DNA-Sequenzen asymmetrisch gespalten, entstehen Gberhdngende Enden.

Reaktionsansatz

DNA 0,5-15ug
Enzym (10 U/ul) 1-2ul

10x Reaktionspuffer 25— 3 pl
H,O ad 25 - 30 pl

Die Inkubationszeit der einzelnen Reaktionsansétze betrug zwei Stunden bis tber Nacht im

Temperaturoptimum der jeweils verwendeten Enzyme.

6.2.4.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um Religationen linearisierter Vektor-DNA ohne Einbau von DNA-Fragmenten in Ligations-
Reaktionen auszuschlieRen, wurden 5'-endstdndige Phosphatreste mit Hilfe der Calf-
Intestine-Alkaline-Phosphatase  (CIAP)  entfernt. Dazu wurden 15 ul eines
Restriktionsansatzes mit je 2 pl CIAP und zugehdérigem Puffer zundchst 30 min bei 37<C und
anschlie3end 15 min bei 65T inkubiert. Nach erneut er Zugabe von 1 ul CIAP und Inkubation
fur 15 min bei 37C wurden die behandelten DNA-Frag mente Uber Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt (siehe Kapitel 6.2.4.3) und die gewiinschten Fragmente aus
dem Gel eluiert (siehe Kapitel 6.2.4.4).

6.2.4.3 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente aus Restriktionen oder PCR-Reaktionen wurden mittels Agarose-
gelelektrophorese im elektrischen Feld bei 90 bis 120 V aufgetrennt.

Je nach FragmentgroRe der DNA wurden Agarosegele mit 0,8 — 1,5 % (w/v) Agarose in 1x
TBE hergestellt, indem 0,8 bis 1,5 g Agarose durch Erhitzen in 100 ml TBE-Puffer gelést und
nach dem Abkuhlen mit 7,5 pl Ethidiumbromid (5 mg/ml) versetzt wurden. Nach dem GielR3en
und Erkalten des Agarosegels in einem Geltrager konnte es in einer Laufkammer mit 1x TBE
mit den gewinschten Proben beladen werden, die zuvor mit 1/10 Volumen 10x DNA-
Ladepuffer versetzt wurden. Neben den Proben wurde stets ein DNA-Gréf3enstandard
aufgetragen, anhand dessen sowohl GréRe als auch Menge der aufgetrennten DNA-
Fragmente abgeschatzt werden konnte. Hierzu diente mit Hindlll und EcoRI verdaute A-DNA.

Die Banden wurden unter dem UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert.
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DNA-Ladepuffer
60% Glycerin, 20 mM EDTA, 0,3% Xylencyanol, 0,3% Bromphenolblau

TBE (5x)
0,445 M Tris, 0,445 M H;B0;, 0,1 M EDTA (pH 8,3)

6.2.4.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosege len

Zur Klonierung von DNA-Sequenzen bzw. zur Herstellung von DNA-Sonden fir Northern
Blot Analysen wurden bendtigte DNA-Fragmente entsprechender Gréf3e mit einem Skalpell
unter UV-Licht aus den Agarosegelen ausgeschnitten und entsprechend der Anleitung mit
Hilfe des Kits NucleoSpin® Extract Il (Macherey-Nagel) in einem Endvolumen von 15 — 25 pl

eluiert.

6.2.4.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe der T4-DNA-Ligase konnten freie 3'-OH-Enden mit 5’-Phosphatenden restringierter
DNA-Fragmente kovalent verbunden werden.

Fur eine Ligation wurden 25 ng Vektor-DNA mit dem gewiinschten DNA-Fragment, welches
im molaren Verhaltnis von 3:1 zur Vektor-DNA zugegeben wurde, 1 U T4-DNA-Ligase und 1
pl T4-DNA-Ligase Puffer in einem Gesamtvolumen von 10 ul gemischt und tber Nacht bei
16T inkubiert.

Mit diesem Ligationsansatz wurden im Anschluss kompetente E. coli transformiert.

6.2.4.6 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Kompetente Zellen wurden bendtigt, um Klonierungs- und Expressionsplasmide in Bakterien

transformieren und dauerhaft exprimieren zu kénnen.

E. coli

Fur Klonierungen wurden chemisch kompetente E. coli vom Typ DH5a verwendet. Die
Bakterien wurden dazu in 3 ml LB-Flissigmedium angeimpft und Uber Nacht bei 37C im
Schttler kultiviert. 500 ul dieser Kultur wurden in 50 ml LB-Flissigmedium tberimpft und
das weitere Wachstum kontrolliert. Nach Erreichen einer ODgyo von 0,5 bis 0,6 wurde die
Kultur 10 min bei 2500 rpm und 4<C zentrifugiert. D as Pellet wurde in 15 ml kaltem 100 mM
Calciumchlorid resuspendiert und 40 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation fur 5
min bei 2500 rpm und 4T wurde das Pellet in 5 ml kaltem 100 mM Calciumchlorid
resuspendiert und fur 2 bis 3 Stunden auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml Glycerin

wurde der Ansatz in Aliquots zu je 200 pl schockgefroren und bei —80C gelagert.
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A. tumefaciens

Kompetente A. tumefaciens wurden fir die Transformation mit binaren Plasmiden und die
anschliel3ende Pflanzentransformation bendtigt. Zur Herstellung kompetenter A. tumefaciens
vom Typ LBA4404 wurden diese in 3 ml YEB-Flissigmedium angeimpft und tber Nacht bei
28T im Schiittler inkubiert. 1 ml dieser Kultur wurde in 100 ml YEB-Flissigmedium
Uberimpft und weitere 4 h bei 28 inkubiert. Nach Zentrifugation fir 20 min bei 5000 rpm
und 4C wurde das Pellet in 5 ml kaltem TE resuspendiert, 10 min unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert und das Pellet in 7 ml YEB-Flussigmedium resuspendiert. Nach
Zugabe von 1,4 ml Glycerin wurden Aliquots zu je 200 pl schockgefroren und bei —80C

aufbewabhrt.

6.2.4.7 Transformation von Bakterien mittels Hitzes chock

E. coli

Fiur die Transformation kompetenter E. coli wurden diese nach dem Auftauen auf Eis mit 1
ng/ul Kontrollplasmid oder 10 pl eines Ligationsansatzes versetzt und anschliel3end zunéchst
20 min auf Eis, dann 90 s bei 42T und wieder 90 s auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 800
pl LB-Flissigmedium wurde der Ansatz 1 h bei 400 rpm und 37T inkubiert. Nach
Zentrifugation fiir 2 min bei 6000 rpm wurden 850 pl des Uberstandes verworfen, das Pellet
resuspendiert, 30 pl bzw. 120 pl der Suspension auf LB-Agarplatten mit geeigneten
Antibiotika ausplattiert und bei 37T tber Nacht in kubiert.

A. tumefaciens

Kompetente A. tumefaciens wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 bis 2 pg Plasmid-DNA vermischt
und im Wechsel je 5 min auf Eis, in flissigem Stickstoff und bei 37 inkubiert. Nach Zugabe
von 1 ml YEB-Flussigmedium wurde der Ansatz fir 3 bis 4 h bei 300 rpm und 28T
geschiittelt. Nach Zentrifugation fiir 2 min bei 6000 rpm wurden 900 pl des Uberstandes
verworfen, das Pellet resuspendiert, die Suspension auf LB-Agarplatten mit geeigneten
Antibiotika ausplattiert und 2 bis 3 d bei 28<C ink ubiert.

Der Nachweis einer erfolgreichen Transformation von E. coli erfolgte Uber eine Plasmid-
Minipraparation (siehe Kapitel 6.2.4.9) mit anschlieRender Restriktion (siehe Kapitel 6.2.4.1),
der Nachweis einer erfolgreichen Transformation von A. tumefaciens Uber einen ,Colony
Screen” (siehe Kapitel 6.2.4.8).

6.2.4.8 lIdentifizierung transformierter ~ A. tumefaciens mittels ,Colony screen

Einzelkolonien einer Transformation wurden in 3 ml YEB-Flissigmedium Uber Nacht im

Schittler bei 28 T angezogen. Je 500 pl der Bakteriensuspensionen wurden in
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ReaktionsgefaRen 5 min bei 7500 rpm und 4<C zentrif ugiert. Die Uberstande wurden
verworfen und die Bakterien-Pellets mit 500 pl H,O gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
unter gleichen Bedingungen wurden die Bakterien in 500 pl H,O resuspendiert und 10 min
bei 95 € aufgeschlossen. Nach Inkubation fir 5 min auf Eis wurden die lysierten Bakterien
15 min bei 10000 rpm und 4 T zentrifugiert und die Uberstiande in neue ReaktionsgefaRe
Uberfuhrt. In eine PCR konnten entweder der bakterielle Gesamtextrakt nach der Lyse oder

die Uberstande nach der Zentrifugation eingesetzt werden.

Reaktionsansatz

Bakterienlysat 7,5—-15yl
Primer-for (100 pmol/ul) 1l
Primer-rev (100 pmol/ul) 1ul

dNTP-Mix (10 mM) 1ul
Taq (0,5 U/pl) 1pl
10x Puffer 2,5 ul
H,O ad 25 ul

Der Nachweis, dass es sich bei den Kolonien der Transformation um Agrobakterien handelt,
konnte mit einer spezifischen Farbreaktion gefiihrt werden. Dazu wurden die in der PCR
positiv getesteten Kolonien auf eine Testplatte fir Agrobakterien ausgestrichen und 2 bis 3
Tage bei 28 T inkubiert. Nach Uberschichtung der P latte mit Benedicts-Reagenz und
Inkubation fiir 30 bis 60 min bei RT konnte bei den Agrobakterienkolonien die Bildung einer
orange-roten Farbung beobachtet werden. Agrobakterien kdnnen aus der Lactose in den
Testplatten Ketolactose herstellen, welche mit den Kupferionen des Benedicts-Reagenz
reagiert und die charakteristische orange-rote Farbung des CuO entstehen lasst. Handelt es

sich nicht um Agrobakterien, tritt kein Farbumschlag auf.

Benedicts-Reagenz
173 g Na-Citrat und 100 g Na,CO3 in 700 ml H,O lésen,
17,2 g CuSO, in 200 ml H,O lésen, Vereinigen der Losungen, ad 1 |

6.2.4.9 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Plasmid-Minipraparation

Zur Isolation von Plasmid-DNA wurde die Methode der alkalischen Lyse angewandt. Hierbei
wurden zunachst 1,5 ml einer Ubernachtkultur von E. coli 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert
und das Pellet in 100 pl Lésung 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 150 pl Lésung 2 wurde
vorsichtig gemischt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end 150 pl Lésung 3
zugegeben. Nach einer Inkubation fir 5 min auf Eis mit anschlieRender Zentrifugation fir 10
min bei 13000 rpm und 4 T wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt
und eine Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Nach erneuter Zentrifugation fir 10 min

bei 13000 rpm und Raumtemperatur wurde die wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefal
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Uberfihrt und die darin enthaltene DNA mit 600 pul Isopropanol in einem weiteren
Zentrifugationsschritt (15 min, 13000 rpm, 4 C) pe lletiert. Nach dem Waschen des Pellets
mit 70 % EtOH wurde dieses getrocknet und in 20 pl H,O und 0,5 pl RNase A (2 mg/ml)

gelost.

Losung 1
50mM Glukose, 50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0)

Ldsung 2
0,2 N NaOH, 1 % SDS

Ldsung 3
5 M KAc (pH 4,8)

Plasmid-Midipraparation
Zur Gewinnung grof3erer Mengen qualitativ hochreiner Plasmid-DNA aus E. coli wurde der
Kit NucleoBond PC100 AX (Macherey-Nagel) entsprechend dem Herstellerprotokoll

verwendet.

6.2.4.10 Konservierung von Bakterien

Vorubergehende Aufbewahrung von Bakterien auf Agarplatten erfolgte bei 4T, zur
langerfristigen Konservierung der Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt. Dafir wurden
150 pl einer Bakterienkultur mit 650ul sterilem Glycerin versetzt, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —80<C gelagert.

6.2.4.11 Quantifizierung von DNA und RNA

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren erfolgte durch photometrische
Messungen bei 260 nm. Die Absorption von 1 entsprach einer Konzentration von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml einzelstrangiger RNA.

Die Quantifizierung isolierter Plasmid-DNA, genomischer DNA oder Gesamt-RNA wurde in

einer 1:100 Verdinnung an einem entsprechenden Spektrophotometer durchgefihrt.

6.2.4.12 Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) am
Lehrstuhl fur Botanik | (Julius-von-Sachs-Institut flr Biowissenschaften, Wirzburg) mit einem
Li-COR DNA-Sequencer 4200 (LI-COR Biosciences, Bad Homburg) durchgefuhrt.
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6.2.5 Molekularbiologische Methoden an Pflanzenmate rial
6.2.5.1 Isolation genomischer DNA aus Pflanzenmater ial

Zur Isolierung von DNA wurden 100 mg Pflanzenmaterial im gefrorenen Zustand gemorsert,
400 ul Edwards-Puffer zugegeben, geschiittelt und die Probe 30 bis 60 min bei 65T
inkubiert. Nach Extraktion der Probe mit 400 ul Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)
erfolgte eine Zentrifugation fir 15 min bei 12000 rpm. Die wassrige Phase wurde in ein
neues ReaktionsgefalR tberfuhrt, mit 400 pl Chloroform erneut extrahiert, unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert und die obere Phase wiederum in ein neues Reaktionsgefal
Uberfihrt. Durch Zugabe von 800 pl 2-Propanol und 150 pl 5 M NaCl wurde die DNA
ausgefallt, das nach Zentrifugation (10 min, 13000 rpm, 4C) entstandene Pellet mit 500 pl
70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in 50 pl H,O und 0,5 pl RNase A (10 mg/ml)

resuspendiert.

Edwards-Puffer
200 mM Tris (pH 8,0), 25 mM EDTA (pH 8,0), 250 mM NacCl, 0,5 % SDS, 1 % -Mercaptoethanol

6.2.5.2 Préparation von Gesamt-RNA aus Pflanzenmate rial

Zur Isolierung von RNA wurden 100 mg Pflanzenmaterial im gefrorenen Zustand
homogenisiert, mit 1 ml TriFast® versetzt, geschittelt und kurz auf Eis gelagert. Nach
Inkubation der Proben fir 5 min bei Raumtemperatur wurden 200 pl Chloroform zugegeben,
die Proben 15 s geschittelt und anschlieRend fir 10 min bei 12000 rpm und 16T
zentrifugiert. Die Ausfallung der RNA durch 15minitige Inkubation bei Raumtemperatur
erfolgte nach dem Uberfiihren der wassrigen Phase in ein neues ReaktionsgefaR, welches
600 ul 2-Propanol enthielt. Nach Zentrifugation fir 15 min bei 13000 rpm und 4<C wurden
Polysaccharide aus dem RNA-Pellet entfernt, indem dieses fur 10 min bei 12000 rpm in 700
pl LiCl geschiittelt wurde. Nach erneuter Pelletierung fir 10 min bei 13000 rpm und
Raumtemperatur wurde die RNA in 500 pl 85 %igem Ethanol gewaschen, 10 min bei 13000
rpm und 4<C zentrifugiert, getrocknet und in 20 pl H,Opepc aufgenommen. Das Losen der

RNA erfolgte durch Inkubationen von 30 min auf Eis und 15 min bei 65<C.

HZODEPC
0,1 % DEPC, Uber Nacht Raumtemperatur, autoklavieren

6.2.5.3 RNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte in denaturierenden Agarosegelen. Fur
ein 1,2 %iges Gel wurden 1,2 g Agarose in 62,2 ml H,O durch Erhitzen gel6st und nach
Zugabe von 20 ml 5x RNA-Laufpuffer und 17,8 ml Formaldehyd (37 %) in einen Geltrager
gegossen. Anschliel3end wurden jeweils ca. 10 pg RNA mit 10 pul RNA-Ladepuffer versetzt,
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10 min auf 65 T erhitzt und nach dem Abkuhlen auf Eis auf das Gel geladen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1x RNA-Laufpuffer fir 1,5 bis 2 h bei 80 V. Zur

Kontrolle der Beladung des Gels wurde dieses unter UV-Licht fotografiert.

RNA-Ladepuffer
76 pl 5x RNA-Laufpuffer, 126 pl Formaldehyd, 378 ul Formamid,
76 pl 10x DNA-Ladepuffer, 5 pl Ethidiumbromid (5mg/ml)

RNA-Laufpuffer (5x)
200 mM MOPS, 50 mM NaAc, 5 mM EDTA, 0,1 % DEPC (pH 7,0)

6.2.5.4 RNA-Transfer (Northern Blot)

Der Transfer der RNA auf Nitrocellulosemembran erfolgte tGber Nacht mittels Kapillarblot. Ein
in 20x SSC getrankter Schwamm wurde zunéchst mit einer Lage Whatman-Papier, dann
dem RNA-Gel, der Membran, weiteren vier Lagen Whatman-Papier und schlie3lich
mehreren Lagen Zellstoff belegt und mit einem Gewicht von 1kg beschwert. Nach Abbau der
Anordnung wurde der Transfer der RNA auf die Membran unter UV-Licht kontrolliert und die

RNA durch zweisttindiges Backen bei 80T auf der Mem bran fixiert.

SSC (20x)
3 M NaCl, 300 mM Na-Citrat (pH 7,0)

6.2.5.5 Markierung von DNA-Fragmenten mit 3P

Die radioaktive Markierung der DNA-Sonden erfolgte nach Anleitung des Hexalabel™ DNA
Labelling Kit (MBI-Fermentas). Es wurden 80 — 150 ng der gewunschten Sonden-DNA fur
eine Reaktion eingesetzt.

Zur Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide wurde der Ansatz 2 min bei 720 x g und RT
tber MicroSpin™ S-200 HR Saulen (Amersham) zentrifugiert. Unmittelbar vor der
Hybridisierung wurden die Sonden 10 min bei 95T de naturiert und danach sofort fur

mindestens 3 min auf Eis abgekiihlt.

6.2.5.6 Hybridisierung und Auswertung

Ausgewahlte Membranen wurden bei 42€C fir mindestens 60 min in 50 ml
Prahybridisierungslosung im Wasserbadschdittler (300 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurde
die denaturierte, radioaktiv markierte Sonde zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte tber
Nacht im Wasserbadschuttler bei 42<.

Das Entfernen Uberschissiger, unspezifisch gebundener Sonden-DNA von den Membranen
erfolgte durch zweimaliges Waschen fir jeweils 10 min in Waschlésung I, gefolgt von
zweimaligem Waschen der Membranen fir jeweils 10 min in Waschlosung I, jeweils bei

42<C im Wasserbadschiittler. Nach Einwickeln der Mem branen in Frischhaltefolie wurde ein
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Screen des Phosphorimagersystems aufgelegt. Die Dauer der Exposition richtete sich dabei
nach der Starke der Sonde. Die Signalauswertung erfolgte nach 3 h bis 5 d durch den BAS-

Reader des Phosphorimagersystems.

Denhardts (50x)
1 % Polyvinylpyrrolidon K 30, 1 % BSA, 1 % Ficoll 400

Hybridisierungslésung
50 % Formamid, 5x SSC, 5x Denhardts, 0,1 % SDS, 5 mM EDTA, 100 pg/ml DNA aus Lachssperma

Waschlésung |
2x SSC, 0,1 % SDS

Waschlosung II
0,2x SSC, 0,1 % SDS

6.2.5.7 Herstellung von cDNA aus isolierter RNA

Um kodierende DNA-Sequenzen zu vervielféaltigen, wurde zunachst Gesamt-RNA aus
Pflanzen (siehe Kapitel 6.2.5.2) isoliert. Diese wurde dann nach Angaben des Herstellers mit
dem "RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit" (Fermentas) in cDNA

umgeschrieben.

6.2.5.8 Bestimmung des Chlorophyllgehaltes in N. tabacum

Zur Bestimmung des Chlorophyllgehaltes mit Hilfe der sogenannten Aceton-Methode nach
Porra et al. (1989) wurden jeweils 250 mg Keimlinge von N. tabacum in einer Probe vereint,
mit 1 ml 80 % Aceton versetzt und mit einem Pistill zerkleinert. Der Ansatz wurde im
Anschluss tber Nacht im Dunkeln inkubiert und dabei mehrfach durchmischt. Nach dem
Abzentrifugieren der Probe wurde der Uberstand fir die Bestimmung von Chlorophyll a
sowie Chlorophyll b bei 645 nm (A**®) bzw. 663 nm (A®®) photometrisch vermessen. Die
Berechnung der Chlorophylligehalte a und b erfolgte nach den Formelin:

Chlorophyll a [mg/ml] = A®®° x 0,0127 - A**® x 0,00269

Chlorophyll b [mg/ml] = A** x 0,0229 - A°®® x 0,00468

6.2.6 Proteinbiochemische Methoden
6.2.6.1 Invertaseaktivitats-Test

In planta

Zur Bestimmung der Invertaseaktivitdt in Blattmaterial von Arabidopsis wurden 0,5 g
Pflanzenmaterial in gefrorenem Zustand homogenisiert, 1 ml Homogenisationspuffer
zugegeben und 20 min bei 1000 rpm und 4C geschiitte It. Nach Zentrifugation fir 15 min bei
10000 rpm und 4T wurde der Uberstand abgenommen und getrennt aufbewahrt. Dieser

diente der Herstellung der l6slichen Enzymfraktion (R-Extrakt). Das Pellet wurde dreimal mit
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destilliertem H,O gewaschen und in 1 ml Hochsalzpuffer resuspendiert (Z-Extrakt). Beide
Enzymfraktionen wurden daraufhin fir zwei bis zehn Stunden gegen 12,5 mM
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) bei 4C dialysiert.

Die Aktivitdt der vakuolaren sowie Zellwand gebundenen Invertasen wurde mit Hilfe des
Glucoseoxidase-Tests (GOD-Test) bei einem pH von 4,5 gemessen. In Abwandlung der
Methode von Sung et al. (1989) erfolgte dieser durch 30 min leichtes Schitteln (350 rpm) der
Proben bei 26<C und einer Saccharose-Konzentration von 1 mM. Die Bestimmung der in der
Spaltungsreaktion freigesetzten Menge an Glucose erfolgte nach Zugabe eines funffachen
Uberschusses an GOD-Reagenz (Gesamtvolumen 250 pl) in Mikrotiterplatten im ELISA-
Platereader bei 595 nm gegen einen Kontrollwert. Die absolute Glucosekonzentration wurde

mit Hilfe einer Glucosereferenzgerade von 0 — 10 pg Glucose ermittelt.

Hochsalzpuffer
200 mM Hepes, 3 mM MgCl,, 15 mM EDTA, 2% Glycerol, 0,1 mM PMSF,
1 mM Benzamidin, 1 M NaCl

Homogenisationspuffer
200 mM Hepes, 3 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 2% Glycerol, 0,1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin

GOD-Reagenz
0,1 M KPO,-Puffer (pH 7,0), 0,8 U/ml Meerrettich Peroxidase,
10 U/ml Glucoseoxidase aus Aspergillus niger, 0,8 mg/ml ABTS

In vitro

Die Bestimmung der Inhibition der Invertaseaktivitat durch die Invertaseinhibitoren Fru-S-Me
und Acarbose wurde mit Hilfe eines in vitro Tests durchgefiihrt. Dazu wurden in
verschiedenen Konzentrationen sowohl die B-Thiofructanoside (10 und 20 mM) als auch
Acarbose (0, 5, 10, 15, 20 bzw. 100 mM) zu einem Reaktionspuffer, bestehend aus 0,5 M
KPO, (pH 4,5) und 1 mM Saccharose, zugegeben. Nach Zusatz von 30 pl eines Z-Extraktes
erfolgte eine Inkubation fir 30 min bei 26C. Die Bestimmung der Menge freigesetzter

Glucose wurde wie fur den Invertaseaktivitatstest in planta (siehe oben) durchgefihrt.

6.2.6.2 Bestimmung der Aktivitat endogener Invertas  einhibitoren

Um die Regulation der Invertaseaktivitdt durch proteinogene endogene Inhibitoren in A.
thaliana zu bestimmen, wurden zunachst Z-Extrakte wie fiur den Invertaseaktivitatstest
beschrieben (siehe Kapitel 6.2.6.1) hergestellt.

Nach der Dialyse (ber Nacht wurden Invertasen und Invertaseinhibitoren mittels
GroRRenausschluss durch Ultrafiltration getrennt, indem die Proteinextrakte in einem
Centrikon® YM-30 (Millipore, Billerica, USA) 40 bis 45 min (abhangig von der jeweiligen
Probe) bei 5000 rpm und 4T zentrifugiert wurden. D ie AusschlussgroRe lag bei 30 kD, so

dass die Invertasen in der hohermolekularen Fraktion, die Invertaseinhibitoren in der
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niedermolekularen Fraktion vorlagen. Die Invertaseaktivitdt der hohermolekularen Fraktion
(Ch), der niedermolekularen Fraktion (C)) sowie einer Mischung aus beiden Fraktionen (C;, +
C,, 1lOfacher Uberschuss der niedermolekularen Fraktion) wurden wie oben beschrieben
(siehe Kapitel 6.2.6.1) bestimmit.

6.2.7 Analytische Methoden
6.2.7.1 Bestimmung der Salicylsauregehalte

Salicylsauremessungen wurden von Jirgen Zeier (Lehrstuhl fir Botanik 11, Julius-von-Sachs-
Institut fir Biowissenschaften, Wirzburg) durchgefuhrt und erfolgten nach dem Protokoll von
Zeier et al. (2004).

Dazu wurden 250 mg gefrorenes Blattmaterial in gefrorenem Zustand homogenisiert, 1 ml 90
% Methanol zugegeben und fir 10 min bei 40T extrah iert. Nach Zentrifugation fur 5 min bei
12000 rpm wurde das Pellet erneut fir 10 min bei 40C in 100 % Methanol extrahiert. Die
Uberstande beider Extraktionen wurden vereinigt und unter einem schwachen N,-Strom bei
40C getrocknet. Der Ruckstand wurde in 1,5 ml 0,1 M HCI resuspendiert. Als interner
Standard wurden 100 ng p-Hydroxybenzoesaure (HB) zugegeben. Nach Zentrifugation fir
10 min bei 12000 rpm wurde der wassrige Uberstand dreimal mit 2 ml
Cyclopentan/Ethylacetat (1:1) extrahiert. Die Extrakte wurden vereinigt und unter N,-Strom
bei 40C getrocknet. Der Ruckstand wurde in 200 pl Chloroform geldst und durch Zugabe
von 20 ul Pyridin und BSTFA (N,N-Bis-trimethylsilyltrifluoroacetamid, Macherey-Nagel,
Duren) fur die Gaschromatographie derivatisiert.

Die Auftrennung der Proben erfolgte im Gaschromatographen (GC 8000 Top series, CE
Instruments, Mailand, Italien), ausgestattet mit einer Kieselglas-Kapillarsaule mit einem
inneren Durchmesser von 0,32 mm und einer Schichtdicke von 0,1 mm (DB-1, Fisons,
Folsom, USA). Verbunden mit einem MD1000 Massenspektrometer-Detektor (CE
Instruments) erfolgte die quantitative Bestimmung von Salicylsdure nach Elektronenstol3-
lonisation (70 eV) unter Bertcksichtigung des Verhéltnisses von Masse zu Ladung (m/z

267), des internen Standards und des experimentell bestimmten Korrekturfaktors.

6.2.7.2 Bestimmung der Gehalte I6slicher Zucker

Fur die Bestimmungen von Glucose, Fructose und Saccharose in Pflanzenmaterial wurden
zunéachst 100 mg Material in gefrorenem Zustand homogenisiert und 900 ul H,O zugegeben.
Nach Zentrifugation fir 10 min bei 14000 rpm und 4°C wurde der Uberstand abgenommen
und 10 min bei 100C gekocht. Nach erneuter Zentrif ugation unter gleichen Bedingungen

wurde ein geeignetes Aliquot (700 pul) einer 1:10-Verdinnung mit 70 mg Serdolit MB-1 Harz
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(Serva) versetzt, welches Aminosauren bindet, die die Messung der Zucker stéren kénnen,
sofern sie gleiche Retentionszeiten besitzen.

Die Messungen wurden von Eva Wirth (Lehrstuhl fir Botanik 1, Julius-von-Sachs-Institut fur
Biowissenschaften, Wirzburg) durchgefihrt. Proben wurden in Dreifachbestimmung utber
isokratische lonenchromatographie am Dionex 4500i Chromatographie-System (ldstein) mit
gepulster amperometrischer Detektion (PAD) gemessen.

Als Standard wurde eine Mischung aus 0,05 mM Mannitol, Arabinose, Glucose, Fructose
und Saccharose nach Vorbehandlung analog zu den Proben mit Serdolit MB-1 Harz

eingesetzt und nach jeder flnften Probe in den Autosampler des Systems eingefligt.

6.2.8 Histologische Methoden
6.2.8.1 Nachweis der B-Glucuronidaseaktivitat mittels X-Gluc

In Reporterlinien, die das fir die B-Glucuronidase kodierende Gen uidA transformiert wurden,
konnte eine Farbreaktion zur Analyse der Aktivitdt und Spezifitat der verwendeten
Promotoren genutzt werden. Die Starke der entstehenden Farbung, welche auf der Spaltung
und anschlieBenden Oxidation des zugegebenen Substrates X-Gluc durch die B-
Glucuronidase beruht, lasst dabei Rickschlisse auf die Promotoraktivitdt in einzelnen
Geweben zu. Bei dem Reaktionsprodukt handelt es sich um unlésliches Indigo.

Zunachst wurden zur Aktivierung der Promotoren die gewlnschten Pflanzengewebe mit
entsprechenden Stimuli behandelt. AnschlieRend wurde das gewlinschte Pflanzengewebe
Uber Nacht bei 37€C im Dunkeln in Farbelésung inkub iert. Um vorhandenes Chlorophyll zu
entfernen und die Proben zu konservieren, wurde die Farbelésung durch 70 %iges EtOH
ersetzt und dieses mehrfach bis zur vollstandigen Entfarbung gewechselt. Zur

Dokumentation der Farbung wurden die Blatter fotografiert.

Natriumphosphatpuffer (NaP))
50 mM Na,HPO,, 50 mM NaH,PO, (pH 7,0)

Farbelésung
5 mg X-Gluc lésen in 50 ul DMF, Zugabe von 10 ml 50 mM NaP; (pH 7,0)

6.2.8.2 Invertase in situ Farbung

Die Farbung erfolgte in Anlehnung an das von Doehlert und Felker (1987) beschriebene
Protokoll. Basierend auf einer Reihe von gekoppelten Redox-Reaktionen wird dabei ein
unlésliches blaues Formazan-Prazipitat freigesetzt.

Keimlinge von N. tabacum wurden zunachst in Multiwell-Platten 15 min bei RT im Dunkeln in
je 1 ml der Farbel6sung inkubiert. Die Farbelésung enthielt 0,4 M Natriumphosphatpuffer (pH
6,0), 25 U GOD (Glucoseoxidase), 0,024 % NBT, 0,014 % PMS und 1 % Saccharose. Als

Negativkontrollen wurden Proben ohne Zugabe von Saccharose inkubiert. AnschlielRend
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wurde die Farbelésung abgenommen, die Keimlinge dreimal mit H,O gewaschen, 4 %ige
Formaldehyd-Loésung (in Natriumphosphatpuffer) zur Konservierung hinzugegeben und die
erzielte Farbung unter dem Binokular ausgewertet. Die Aufbewahrung der Keimlinge erfolgte
bei 4C.

Natriumphosphatpuffer (NaP))
0,4 M Na,HPO,, 0,4 M NaH,PO, (pH 6,0)

6.2.9 Chlorophyllfluoreszenzmessungen

Zur Untersuchung der réaumlich-zeitlichen Veréanderungen photosynthetischer Parameter
kann die nicht-invasive Methode der bildgebenden Chlorophyllfluoreszenz-Messung
eingesetzt werden (Schreiber, 2004).

Chlorophyllifluoreszenz wurde mit Hilfe einer Imaging-PAM (Walz) mit folgenden technischen
Spezifikationen gemessen: Messlicht, aktinisches Licht und Sattigungspulse wurden von 12
Luxeon 3W Royal Blue LEDs (Peakwellenlange 450nm; Emissionsfilter mit Kurzpasskante
bei 470nm) erzeugt. Das Licht flr Absorbtivititsmessungen wurde von 4 Rot-LEDs
(Peakwellenlange 650nm) und 4 NIR-LEDs (Peakwellenlange 780nm) generiert. Die
Lichtintensitaten am gemessenen Objekt betrugen fur das Messlicht (Intensitatsstellung 3,
Messfrequenz 1) maximal 0,4 umol Quanten/m?s, fiir das aktinische Licht (Intensitétsstellung
20) maximal 1570 pmol Quanten/m?s und fiir die Sattigungspulse (Stellung 10) maximal
3000 pmol Quanten/m?s. Die CCD-Kamera vom Typ schwarz-weiss C-Mount wurde im 10-
Bit-Modus bei 30 Frames/s betrieben. Der zugehodrige CCD-Chip der Grosse 1/3* hatte 640 x
480 Pixel Auflésung. Das Objektiv Cosmicar/Pentax F1.2, f=12 mm war im festen
Arbeitsabstand von 39 mm zum gemessenen Objekt angebracht. Die abgebildete Flache
eines gemessenen Objekts betrug maximal 17 x 22 mm. Der Detektor-Filter-Schieber zur
wahlweisen Messung von Chlorophyll- oder phenolischer bzw. GFP-Fluoreszenz bestand fir
die Messungen der Chlorophyllfluoreszenz aus einem Langpassfilter mit einer Kante bei 645
nm.

Messungen erfolgten in der Software ImagingWin.exe (Walz) nach einem voreingestellten
Messprotokoll.

Die Aufnahme der aktuellen Fluoreszenz (Ft) erfolgte dabei fortlaufend. In Abwesenheit von
aktinischem Licht wurde zun&chst die minimale Fluoreszenz (Ft=Fo), nach Applikation eines
sattigenden Lichtpulses die maximale Fluoreszenz der Messobjektes in dunkeladaptiertem
Zustand bestimmt. Aus diesen beiden Parametern wurde automatisch die maximale PSII-
Quantenausbeute (Fv/Fm) durch das Programm ImagingWin berechnet. Fir verschiedene
Pflanzenarten wurde gezeigt, dass Fv/Fm im nicht-gestressten Zustand bei etwa 0,83 liegt

(Bjorkman und Demmig, 1987). Liegt der Wert darunter, so ist dies ein Indikator fur
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Photoinhibition bzw. Schadigung des PSII durch eine vorausgegangene Stresseinwirkung
(Krause und Weis, 1991).

In Anwesenheit aktinischen Lichtes wurden dann die aktuelle Fluoreszenz (Ft=F) und die
maximale Fluoreszenz im lichtadaptierten Zustand (Fm”) bestimmt, aus denen die effektive
Quantenausbeute (Y(Il) = [Fm’-Ft)/Fm’= AF/Fm') abgeleitet wurde, welche ein MalR fur die
Effizienz der PSII-Reaktionszentren darstellt (Maxwell und Johnson, 2000). Weiterhin konnte
eine Kalkulation der linearen Elektronentransportrate ETR und somit eine Einschatzung der
gesamten photosynthetischen Kapazitat einer Pflanze in vivo durchgefihrt werden: ETR =
Yield x PPFD (umol Quanten/m?s) x 0,5 x Absorptivitat (Genty et al., 1989).

Erfolgt eine Energieabgabe nach starker Bestrahlung einer Pflanze nicht in Form
photochemischer Prozesse, sondern z.B. durch Wéarmeabgabe, so kann dies durch den
Parameter gN = (Fm-Fm’)/(Fm-Fo") (,nichtphotochemisches Quenching") dargestellt werden
(Krause und Weis, 1991).

Die Aufnahmen der Fluoreszenzparameter wurden mit Hilfe eines Falschfarbensystems
angezeigt, welches auf einer Skala von 0,000 (schwarz) bis 1,000 (violett) reichte. Nach
Aufnahme einer Kinetik wurden bestimmte Bereiche des Messobjektes, sogenannte ,areas
of interest” (AOI) definiert, Gber die in einer angezeigten Markierung die Mittelwerte fir den

ausgewahlten Parameter berechnet und als Zahlenwert dargestellt wurden.
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7 Anhang

Herstellung des Konstruktes DEX::NtCIF zur Transformation von A. thaliana

Ned (38)
| Nofl (44)
|| EedR1 (53)
|/ Sal (72)
'f o EcdRV (227)
7/\ Pstl (287)
2 \PstI (326)
2 NtCIF
Sad (583)
Bant1 (585)
EcdR1 (604) pV—TO P
Nofl (611)
Pstl (622)

W

pGemNTCI

3548 bp

TATA TATA

B S
" fostom pad_mes (@RKV77777 28 Gus e

pV-TOP-N{CIF

Abb. 30: Klonierungsstrategie fur das Konstrukt DEX::NtCIF zur Transformation von A. thaliana. NtCIF
wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme BamHI und Sall aus dem Plasmid pGemNTCI ausgeschnitten.
Der bindre Vektor pV-TOP wurde Uber beiden in der MCS (,multiple cloning site) hervorgehobenen
Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme B = BamHI und S = Sall gedffnet und der Invertaseinhibitor
NtCIF eingefugt, so dass das binare Plasmid pV-TOP-NtCIF fur die Pflanzentransformation entstand.

Sequenz des Invertaseinhibitors NtCIF aus N. tabacum in pV-TOP

Query 27 CTAACGATGITTCTGACTATATTACTACAAACAAACGCCAATAATCTAGTAGAAACTACA 86

RN AR AR AR AR RN
Sbjct 68  CTAACGATGTTTCTGACTATATTACTACAAACAAACGCCAATAATCTAGTAGAAACTACA 127

Query 87 TGCAAAAACACACCAAATTACCAACTTTGTCTGAAAACTCTGCTTTCGGACAAACGAAGT 146

R AR R R AR R R R AR AN
Sbjct 128 TGCAAAAACACACCAAATTACCAACT TTGTCTGAAAACTCTGCTTTCGGACAAACGAAGT 187

Query 147 GCAACAGCGGATATCACAACGI TGGCACTAATTATGGTCGATGCAATAAAAGCTAAACCT 206

|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I
Sbj ct 188 GCAACAGGGGATATCACAACGT TGGCACTAAT TATGGT CGATGCAATAAAAGCT, 247
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Query 207 AATCAGGCTGCAGTGACAATTTCGAAACT CCGGCATTCGAATCCCCCTGCAGCTTGGAAA 266

AR R R A R A A AR A Ay
Sbj ct 248 AATCAGGCTGCAGTGACAATTTCGAAACTCCGGCAT TCGAATCCCCCTGCAGCTTGGAAA 307

Query 267 GGTCCTTTGAAAAACTGTGCCTTTTCATATAAGGTAATTTTAACAGCAAGTITTGCCTGAA 326

R A AR R AN A ARy
Sbj ct 308 GGTCCTTTGAAAAACTGTGCCTTTTCATATAAGGTAATTTTAACAGCAAGTTTGCCTGAA 367

Query 327 GCAATTGAAGCATTGACAAAAGGAGATCCAAAATTTGCTGAAGATGGAATGGTAGGTTCA 386

COVEEEEEEE e e e e e e e e e el
Sbj ct 368 GCAATTGAAGCAT TGACAAAAGGAGATCCAAAATTTGCTGAAGATGGAATGGTAGGTTCA 427

Query 387 TCTGGAGATGCACAAGAATGTGAGGAGTATTTCAAGGGTAGTAAATCACCATTTTCTGCA 446

R A R AN Ry
Sbj ct 428 TCTGGAGATGCACAAGAATGTGAGGAGTATTTCAAGGGTAGTAAATCACCATTTTCTGCA 487

Query 447 TTAAATATAGCAGI TCATGAACTTTCTGATGT TGCGAGAGCTATTGTCAGAAATTTATTG 506

AR N AN AN RN
Sbjct 488 TTAAATATAGCAGTTCATGAACTTTCTGATGTTGGGAGAGCTATTGTCAGAAATTTATTG 547

Query 507 TGA 509

[11
Shjct 548 TGA 550

Abb. 31: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 893 bits (483), Identities =
483/483 (100%), Gaps = 0/483 (0%) Strand=Plus/Plus), Sequenzierprimer Ntchinh-F.

Grundschema der Plasmide fur den Macroarray

Apal

Ncol
EcoRI

Gensequenz

)/)75 pel

\

Ndel

EcoRI

Nod

Plasmid 1 Macroarray -
S

Sall

Sacl

Abb. 32: Klonierungsvektor pGEM-Teasy mit beliebiger Gensequenz. Fir die Erstellung eines
Macroarrays wurden Genfragmente aus den Klassen Photosynthese, Kohlenhydratmetabolismus und
Abwehr sowie verschiedene Haushaltsgene amplifiziert und in die MCS ligiert.
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Kan

Abb. 33: Klonierungsvektor pST-Bluel mit beliebiger Gensequenz.

Gensequenz
EcoRI

_ Sall

HindII1

Xhol

Amp

Fur die Erstellung eines

Macroarrays wurden Genfragmente von Genen des Kohlenhydratmetabolismus amplifiziert und in die
MCS ligiert.

Sequenz des klonierten Genfragments aus Hmg1/2 (At1g04880) in pGEM-Teasy

Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:

59

737

119

797

179

857

239

917

299

977

caacagagt cat ggt gt cct ccagaacact ct gaacatttctgc 118

t caaact ccg
FECEEEEEEETE e e e e e e e et Cer e e e e e e
t caaact ccg

ttc
[1
ttc caacagagt cat ggt gt cct cccgaacact ct gaacatttctgc 796

caat cct cagggggt t gcaggaggagt aacaaaacgccgt aggagaagaaagaaat caga 178
|

caat cct cagggggt t gcaggaggagt aacaaaacgccgt aggagaagaaagaaat caga 856

gat caaaagacgt gat cct gat cat ccaaaacccaacagaagtggttataacttcttttt 238

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| [T

aaagacgt gat cct gat cat ccaaaacccaacagaagt ggttataacttcttttt

oO—O0

|
gat 916

cgcagagcagcacgcgagact t aaaccgct t cat cct ggt aaggat agggat at cagcag 298

cgcagagcagcacgcgagact t aaaccgct t cat cct ggt aaggat agggat at cagcag 976

gaagacgaaaaattg 344

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
gat gat t ggt gagct at ggaacaagct gaat gaagacgaaaaattg 1022

Abb. 34: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 559 bits (282), Identities =
285/286 (99%), Gaps = 0/286 (0%), Strand=Plus/Plus), Sequenzierprimer T7.

Sequenz des klonierten Genfragments aus [fruct4 (At1g12240) in pST-Bluel

Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:

57

715

117

775

tt gcct accct gaagaccccaacgacccact t ¢t gt t gaaat gggt caagt t cccgg
CEETEEEETEEer e e et e e et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e ry
ttgcct accct gaagaccccaacgacccact t ct gt t gaaat gggt caagt t cccgg
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Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:

Abb. 35: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score =

177

835

237

895

297

955

357

1015

417

1075

477

1135 gaacat

537

1195

597

1255

aaaat ggcggat cacgat t ggt t ccaagct caacaaaact g
|||||||||||||

cat ggaagacat cagaagg
RRERRERRRARRERRERR
cat ggaagacat cagaaggaaaat ggcggat cacgat t ggt t ccaagct caacaaaact g

gaat ct cact cgt gt acgacacaat cgacttt aaaacat acgagaaactt gacacatt gt

gaat ct cact cgt gt acgacacaat cgact t t aaaacat acgagaaact t gacacat t gt

t gcaccgagt t cccaacact ggaat gt gggagt gt gt t gact t t t acccggt gt ct aaga
CEDETTEEETEr e et et e e et et e e e e e e e e et e e ey
cce t gt gggagt gt gt t gact t t t acccggt gt ct aaga

ggt caat ggaccggat at gaagcat at cgt gaagg
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ERERRRARRERRRARRY
t gacacat cggt caat ggaccggat gt gaagcat at cgt gaagg

gttcgat catt at gct gt aggcacgt at t t cgat t caaacg
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
ct t cgat cat t at gct gt aggcacgt at t t cgat t caaacg

act gccagt at aagat at g
ETEEEEEE PRy
actgccagtttaagatatg

« —aQ
— — —+
—_——
Q—aQ
«Q —aQ
Q—Q
QT QO
—_——
« —Q

gaccagaacaagggt cgaagagt ct
|

gaccagaacaagggt cgaagagt ct

O—O0
L Q
LD QD
D QD
Q—aQ
— — —
O— O
Q —Q
— — —+
——
——
——
D QD
O—O0

t gt ggagtt ggat t ggt gagt ct gat agt gaggcttctgatg 638

FEEETEEEETEEr e e et e e et e e e e e ey
t gt ggagt t ggat t ggt gagt ct gat agt gaggcttctgatg 1296

580/582 (99%), Gaps = 0/582 (0%), Strand=Plus/Plus), Sequenzierprimer T7.

Sequenz des klonierten Genfragments aus cwINV3 (At1g55120) in pST-Bluel

Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:

48

1016 gaga

108

956

168

896

228

836

288

776

348

716

408

656

gagacgatt catt aacccaaccccacaaga

gcaat gt ct caat caaact cactttaagcacat gcttaat cccattctcaccaaccgacg

gcaat gt ct caat caaact cactttaagcacat gcttaatcccattct caccaaccgacg

acgtttctacaccgt ccgat ccggtt at cgaaaccgggaaaaaat caggacat t cccaca

ttctacaccgt ccgat ccggt t at cgaaaccgggaaaaaat caggacat t cccaca

236

894

296

954

356

1014

416

1074

476

1134

536

1194

596

1254

107

957

167

897

227

837

287

77

347

717

407

657

467

597

1138 bits (574), Identities =
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Query: 468 (gccattctccgtcacgtccaagccacgeggt ggt cggat cacgaa 512

CEETEETEEEEEer e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 596 gccattctccgtcacgtccaagccacgeggt ggt cggat cacgaa 552

Abb. 36: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 922 bits (465), ldentities =
465/465 (100%), Gaps = 0/465 (0%), Strand=Plus/Minus), Sequenzierprimer T7.

Sequenz des klonierten Genfragments aus Pmei (At1g62770) in pGEM-Teasy

Query: 58 gtttattgtgtcttcatgccaaaccacccaat atccatcact atgcgtgcacacactctc 117
, CEEETEEEEEereer e e e e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e ey
Shjct: 150 gtttattgtgtcttcatgccaaaccacccaat atccatcactat gcgtgcacacactctc 209
Query: 118 tgcttacgccaccaagat ccgccacaacaat gaccaagat ct cgcccagactgcectctcat 177
, FEEEEEEEEe e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Shjct: 210 tgcttacgccaccaagat ccgccacaacaat gaccaagat ctcgcccagactgetctcat 269

Query: 178 catcagcttggctcgagccaaatccgttactatcttcgtcgccaaact aaccaaagagac 237
I

[l NARRE
Shjct: 270 catcagcttggctcgagccaaatccgttactatcttcgtcgccaaact aaccaaagagac 329

Query: 238 accaaaatttaaacgtagggaat at ct agcaat caaagatt gcat cgaagt gct aggcaa 297

Shj ct: 330 accaaaatttaaacgtagggaat at ct agcaat caaagatt gcat cgaagt gct aggcaa 389

Query: 298 tagcgtggaccggttagct caat cggttaaggaacttgct cgagcet ggtcatgetgtgge 357

I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|
Shjct: 390 t ggaccggtt agct caat cggt t aaggaact t gct cgagct ggt cat gct gt ggc 449

Query: 358 tagtgagaactt cat gt ggaaaat gagt aacgtt caaacat gggt cagt gccgctttgac 417

FECTEEE TEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Shj ct: 450 tagtgaggactt cat gt ggaaaat gagt aacgtt caaacat gggt cagt gccgctttgac 509

Query: 418 ggacgagacaacgt gt ct agat ggatt ct cagaacgagccat gggaggcaaagt caaaag 477

CECTEEEEETEEr et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Shj ct: 510 ggacgagacaacgt gt ct agat ggatt ct cagaacgagccat gggaggcaaagt caaaag 569

Query: 478 actgatt 537
I|I|I|I

— ——

cggt at aaggt ggt t cacgt ggct caagt cact agcaat gctcttgetttgg
_ |I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I
Shjct: 570 actgattcggtataaggt ggttcacgtggct caagt cactagcaatgctcttgetttggt 629

Query: 538 taatcagtttgcagagaagcgaagt gt gaa 567

RN RR AR RN RN
Shjct: 630 taatcagtttgcagagaagcgaagt gt gaa 659

Abb. 37: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 1003 bits (506), Identities =
509/510 (99%), Gaps = 0/510 (0%), Strand=Plus/Plus), Sequenzierprimer T7.

Sequenz des klonierten Genfragments aus 4CI3 (At1g65060) in pGEM-Teasy
Query: 15 74

Sbjct: 170

—_——+

t
I
t

—— —
oO—O0
——
Q —aQ
— — —

tt gacat ccct aaccacct ccct ct ccacact t act get t cgaaaaact ct
EEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
tt gacat ccct aaccacct ccct ct ccacact t act get t cgaaaaact ct

oO—O0

a
I
a 229

Query: 75 ccgacaag cgggaaaagct acgc-tacc---aaacac 130
I

I
Shjct: 230 ccgacaag cgggaaaagct acacct acggcgaaacac 289

Query: 131 acctaatctgtcggagagtcgcttccgggttat acaagttaggt at cagaaaaggt gacg 190
IIIIIIIIIIIII IIII
Shj ct: 290 acctaatctgtcggagagtcgcttccgggttatacaagttaggt at cagaaaaggt gacg 349
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Query: 191 tcatcatgatccttctccaaaactcagccgagttcgttttctccttcatgggtgecttcca 250
, FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e ey
Shjct: 350 tcatcatgatccttctccaaaactcagccgagttcgttttctccttcatgggtgcettcca 409
Query: 251 tgatcggagccgtctcaaccaccgcaaaccctttctacacttctcaagagcetttataaac 310
, FEEEEEEEErereer e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Shj ct: 410 tgatcggagccgtctcaaccaccgcaaaccctttctacacttctcaagagctttataaac 469
Query: 311 agcttaaatcttccggagccaaact cataat cactcactct caat acgt cgataaactta 370
CEEEEEEEEeere e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct: 470 agcttaaatcttcc aat a 529
Query: 371 a gagaaaacct cacgct gaccact accgat gaaccaacaccggagaattgtc 430
, IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FEEETTEEEEEEEEr et e e e e e e e
Shj ct: 530 aaaacct cggagaaaacct cacgct gat cact accgat gaaccaacaccggagaattgtc 589
Query: 431 taccattctcgacact catcaccgacgacgaaacaaacccatttcaagaaaccgtcgata 490
, FEEEEEEEEeereer e e e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e ey
Shjct: 590 taccattctcgacact cat caccgacgacgaaacaaaccca caagaaaccgtcgata 649
Query: 491 tcggc-gtgacgat gcggce-gegttaccattctcatcggga 529
, FEEEE TEEeere et teeer e e e e e e
Shj ct: 650 tcggcggt gacgat gcggecggegttaccattctcatcggga 690
Abb. 38: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 934 bits (471), ldentities =

512/521 (98%), Gaps = 6/521 (0%), Strand=Plus/Plus), Sequenzierprimer T7.

Sequenz des klonierten Genfragments aus YsI9 (At2g35980) in pGEM-Teasy

Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:

59 ggt actt aaaggaagcctt agat cat cgcaatca 118
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

697 aggt act t aaaggaagcct t agat cat cgcaat ca 638

119 tccccaagct t aaacct aaccct aagecctg 178
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

637 t caagt ccccaagctt aaacct aaccct aagcctg 578

179 aacttgatctctatattgtatacaccggatatcctctccgcgtttaaagtcctagactgt 238
CECTEEEEETEEr e e e e et e e e e e et e e et e e e e e e ey

577 aacttgatctctatattgtatacaccggatatcctctccgegtttaaagtcctagactgt 518

239 ccggcgtt aaa caaggttttggccttggaacgttggt gt gagaacggttgtgttt 298
CECTEEEEETEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

517 cc caaggttttggccttggaacgttggt gt gagaacggttgtgttt 458

299 ttgtgtccttgat agaaaggagtt aacgt gat ggt act aaaccgctttccctcgtagtag 358
FECTEEEEETEE et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

457 ttgtgtccttgat agaaaggagttaacgt gat ggt act aaaccgctttccctcgtagtag 398

359 gcat gagcttcgatcct at cgt agt agagt ccgatcctcttgtttgggttacggacagga 418
CECTEEEEETEEr e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e ey

397 gcat gagcttcgatcct at cgt agt agagt ccgatcctcttgtttgggttacggacagga 338

419 acagt gagggct aggttat accttaaaat gtt gt ccggggaagt gt ggt caaagcgggta 478
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

337 cttaaaat gtt gt ccggggaagt gt ggt caaagcgggta 278

479 gat ggcacgaggt cggacgat gagccagaagat g 538
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

277 agggacgcat cggt cacgt gaaact t gat ggcacgaggt cggacgat gagccagaagatg 218

539 agagcggct acgccgaggat gacaat aagggat at gatt acttt gacgaat aagct gagg 598
CEEEEEEEEEEree e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

217 agagcggct acgccgaggat gacaat aagggat at gatt act t t gacgaat aagct gagg 158
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Query: 599 aggcagcagccacagccacgaccgt gcccacgt cggt agt agccttt gggagct ggt ggt 658

CETEEETEETEEr et e ettt r et et e e et e e et e e e
Shj ct: 157 aggcagcagccacagccacgaccgt gcccacgt cggt agt agect t t gggagcet ggt ggt 98

Query: 659 gggact gat ggaccgt agaaggcgccatt gagaggttgttcagcagcca 707
FEEETEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbhj ct: 97 gggact gat ggaccgt agaaggcgccatt gagaggttgttcagcag

Q —Q

Abb. 39: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 1287 bits (649), Identities =
649/649 (100%), Gaps = 0/649 (0%), Strand=Plus/Minus), Sequenzierprimer T7.

Sequenz des klonierten Genfragments aus Sus3 (At4g02280) in pGEM-Teasy

Query: 60 gtatctccccatcctttctcaaaacccattccttgcaacgcgtattcgaattccgagaac 119
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct: 973 gtatctccccatcc ct caaaacccattccttgcaacgcgtattcgaattccgagaac 914
Query: 120 ggagtttcttgtgaaagcttagagatatgatcttctgctttactaagctggatttgaagec 179
_ CECTEEEEEEEEr e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e er ey
Shjct: 913 ggagtttcttgtgaaagcttagagatatgatcttctgcetttactaagcetggatttgaagec 854
Query: 180 ctagatatgctttgaatccgatcattcaacatcaacggatgacctttgtacttatgaact 239
_ CECTEEEEEEEE e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Shjct: 853 ctagatatgctttgaatccgatcattcaacat caacggatgacctttgtacttatgaact 794

Query: 240 ctaaggaaat caagcagaggct ccaagcaatctttgttacggaacat aacagaggacaag 299
_ CECTEEEEETEEr et e et e et e e e e e et e e e e e e e e e trerny
Shjct: 793 ctaaggaaat caagcagaggct ccaagcaatctttgttacggaacat aacagaagacaag 734

Query: 300 t gaact ccat t accaat cgaagacgaacgagaaggacgt ggcacg 359

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct: 733 t cgaagacgaacgagaaggacgt ggcacg 674

Query: 360 tctgcgttaaagagct cgaaat caagct caagacaaaaagggt cact attaggtccatca 419

Frrrrrereer ceerrrre e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Shjct: 673 tttgcgttaaagggct cgaaat caagct caagacaaaaagggt cactattaggtccatca 614

Query: 420 tgact gt t aat 479

gaaacgaagat act cag t gtt caacact
CETEEEEEET et teeer e et
gaaacgaagat act cagagact gt t aat t gt t caacact

——
—_——+
D QD
—_——+
O— O

t
I
t

—_——+
oO—O0
—_——+

acgagttct gctcg
NARRRRRN LI
Shjct: 613 acgagttct gctcg 554
Query: 480 aagacattaacacgaacat attcccaaacaccaggtcttggtctaacggctaacgcaaca 539

, CEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Shj ct: 553 aagacattaacacgaacat attcccaaacaccaggt cttggt ct aacggct aacgcaaca 494
Query: 540 a 540

I
Shjct: 493 a 493

Abb. 40: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 922 bits (465), ldentities =
477/481 (99%), Gaps = 0/481 (0%), Strand=Plus/Minus), Sequenzierprimer T7.

Sequenz des klonierten Genfragments aus Tufa (At4g20360) in pGEM-Teasy

Query: 47 gtatcacaatcaacactgctactgttgagtacgagact gagaat cgt cactacgctcacg 106
, CEEETEEEErere e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

Shj ct: 464 gtatcacaatcaacactgctact gttgagtacgagact gagaat cgt cactacgctcacg 523

Query: 107 tt

Shjct: 524 tt
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Query: 167 acggagct cgccgat ggt cct at gcct cagact aaagagcata 226

cgccgat ggt cct at gcct cagact aaagagcat a 643

——
oO—O0
Q—aQ
— —
—_—
Q —Q
——
——
—_—
oO—O0
oO—O0
Q —Q
Q—aQ

Shj ct: 584 acggagct

Query: 227 tccttttggctaagcaggttggtgttcctgatatggttgtgtttcttaacaatgaggatc 286
FEEEEEEEEeereer et e e e e e et e e e e e e et e e e e e e e e et Feerrn

Shjct: 644 tccttttggctaagcaggttggtgttcctgatatggttgtgtttcttaacaaagaggatc 703

cctgaggttcgt gagcctctctcgt 346

Query: 287 aagtagatgatg t agagct cgtt gag
[ CEEEEEEEEEEerr e teeeerr e e e Frrrrr
Shj ct: 704 aagtagat gat gcagagttgctagagctcgttgagcttgaggttcgtgagcttctctcgt 763

Query: 347 cttatgaatt

Shjct: 764 cttatgaatt 792

Abb. 41: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 605 bits (305), ldentities =
324/329 (98%), Gaps = 1/329 (0%), Strand=Plus/Plus), Sequenzierprimer T7.

Sequenz des klonierten Genfragments aus CesAl (At4g32410) in pGEM-Teasy

Query: 56 ttggttcattctactcttcatctcaattgctgtgactgggatcctggagct gagat ggag 115
CEECEEEEEEEEEreeeeerereeeeereeeeeeeeee e ceereerre e e e e e e e
Shjct: 2956 ttggttcattctactcttcatctcaattgctgtgactggaatcctggagcetgagatggag 3015
Query: 116 cggtgtgagcattgaggattggt ggaggaacgagcagttct gggt cattggtggcacatc 175
CECETEEEEEEE et e et e e e e e e e e e ey e e e e e e e e ey
Shjct: 3016 cggt gt gagcatt gaggatt ggt ggaggaacgagcagtt ct gggt catt ggt ggcacatc 3075
Query: 176 cgcccatctttttgctgtcttccaaggtctacttaaggttcttgctggtatcgacaccaa 235
CECETEEEEE e et e e et e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e et
Shjct: 3076 cgcccatctttttgcetgtcttccaaggtctacttaaggttcttgcetggtatcgacaccaa 3135

Query: 236 cttcaccgttacatctaaagccacagacgaagatggggattttgcagaactctacatctt 295
Shjct: 3136 cttcaccgttacat ct aaagccacagacgaagat ggggattttgcagaactctacatctt 3195
Query: 296 caaatggacagctcttctcattccaccaaccaccgtcctacttgtgaacctcataggcat 355

Shjct: 3196 caaatggacagctcttctcattccaccaaccaccgtcctacttgtgaacctcataggcat 3255

Query: 356 tgtggctggtgtctcttatgctgtaaacagtggctaccagtcgtggggtccgettttcgg 415
_ CEEEEEEEEEEEer et er e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 3256 tgtggctggtgtctcttatgetgtaaacagt ggetaccagt cgtggggtccgettttcgg 3315
Query: 416 aagctcttcttcgccttatgggttattgeccatctctaccctttcttgaaaggtctgtt 475
_ CECEEEEEEEErer et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 3316 gaagctcttcttcgccttatgggttattgeccatctctaccctttcttgaaaggtctgtt 3375
Query: 476 gggaagacaaaaccgaacaccaaccatcgtcattgtctggtctgttcttctcgcctccat 535
, CEEEEEEEEEErereeereeereeeeeeereeeeereeeeeereeeree e e e e e e e
Shj ct: 3376 gggaagacaaaaccgaacaccaaccatcgtcattgtctggtctgttcttctcgectccat 3435
Query: 536 ctcgttgctttgggtca-gatcaatccctttgtggacgccaat cccaat gccaacaa 594
, IIIIIIIIIIIIIIIIIIII EEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e
Shjct: 3436 cttctcgttgetttgggtcaggatcaatccctttgtggacgccaat cccaat gccaacaa 3495

Query: 595 cttcaatggcaaag 608

ARRRRRRRRRRY
Shj ct: 3496 cttcaatggcaaag 3509

Abb. 42: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 1074 bits (542), Identities =
552/554 (99%), Gaps = 1/554 (0%), Strand=Plus/Plus), Sequenzierprimer T7.
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Sequenz des klonierten Genfragments aus RbcL (AtCg00490) in pGEM-Teasy

Query: 57 tcaccacaaacagagact aaagcaagtgttgggttcaaagctggtgttaaagagtataaa 116

Shjct: 4 t caccacaaacagagact aaagcaagt gt t gggt t caaagct ggt gt t aaagagt at aaa 63
Query: 117 ttgacttactatact cct gaat at gaaaccaaggat act gat at ctt ggcagcattccga 176
_ FECTEEEEETEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Shjct: 64 ttgacttactatactcctgaat atgaaaccaaggat act gatatcttggcagcattccga 123
Query: 177 gtaactcctcaacct ggagttccacct gaagaagcaggggct gcggt agct gct gaatct 236
_ CECTEEEEETEEr et e et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e ey
Shjct: 124 gtaactcctcaacct ggagttccacct gaagaagcaggggct gcggt agct gct gaatct 183
Query: 237 gt acat ggacaact gt gt ggaccgat gggct t accagcctt gat cgtt acaaa 296
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct: 184 t ggacaact gt gt ggaccgat gggctt accagcctt gat cgtt acaaa 243
Query: 297 ggacgat gct accacat cgagcccgttccaggagaagaaactcaatttattgcgtatgta 356
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shj ct: 244 ggacgat gct accacat cgagcccgttccaggagaagaaactcaatttattgegtatgta 303
Query: 357 gcttatcccttagacctttttgaagaaggttcggttactaacatgtttacctcgattgtg 416
, EEEEEEEEEEree e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 304 gcttatcccttagacctttttgaagaaggttcggttactaacatgtttacctcgattgtg 363
Query: 417 ggtaatgtatttgggttcaaagccctggetgcetctacgtctagaggat ct gcgaatccct 476
, IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct: 364 ggtaatgtatttgggttcaaagccctggcetgcetctacgtctagaggatctgcgaatccct 423

Query: 477 cctgcttatactaaaacttt-caaggaccacct cat ggt at ccaagt t gaaagagat aaa 535

Shjct: 424 ¢ t at act aaaacttt ccaaggaccacct cat ggt at ccaagt t gaaagagat aaa 483

Query: 536 gcaagt at ggacgt cccct at t aggat gt act att aaaccaaaatt ggggttatcc 595

ttga
CECE CEEEEereeeeeeeerere e e e e e e e e e e e e e
ttga

Shj ct: 484 acaagt at ggacgt cccct at t aggat gt act at t aaaccaaaat t ggggt t at cc 543

Query: 596 gcg-aaaact at ggt agagcagtttat gaatgtctacg 632

AR RN RN RA AR RN RRARRRRRRERRARY
Shj ct: 544 gcgaaaaact at ggt agagcagt tt at gaat gt ct acg 581

Abb. 43: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 1106 bits (558), Identities =
575/578 (99%), Gaps = 2/578 (0%), Strand=Plus/Plus), Sequenzierprimer T7.

Sequenz des klonierten Genfragments aus petB (AtCg00720) in pPGEM-Teasy

Query: 1 cgt at cat t aggaaat gcat t aacat aaagacggccgt aagaagaggt aat acaaaagt g 60
, AR RN

Shjct: 620 cgtatcattaggaaat gcattaacat aaagacggccgt aagaagaggt aat acaaaagtg 561

Query: 61 tgtaaactataaaaacgagtcaaagtggattgtccaacactagcacttccgcgtaataat 120
, FEEEEEEEEEErer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Shj ct: 560 tgtaaact at aaaaacgagt caaagt ggatt gt ccaacact agcacttccgcgt aataat 501

Query: 121 t atcctattac gtacacctgttacaattttgacc 180
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shjct: 500 t gegtce gttacaattttgacc 441

Query: 181 gcccaat aaccaatttgat cccaaggt aaagaat aacct gttacaccaaaagat gcggtc 240
_ FECEEEETEEEEe e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Shj ct: 440 gcccaat aaccaattt gat cccaaggt aaagaat aacct gtt acaccaaaagat gcggtc 381

Query: 241 aatacacccagaaccacaccagtaacccaagttaattcgcgaggttttttaaaaccaccg 300
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shj ct: 380 aatacacccagaaccacaccagt tcgcgaggttttttaaaaccaccg 321



Anhang 131

ggat cat cat t aggacccat cat actt gccgacca 360
CEEEEEEEEEEer T e e e et
at cat catt agga- ccat cat actt gccgacca 262

Query: 301 gt
I

N II
Shjct: 320 gtg ag

Query: 361 tcgatgaact gat cgga-taaccaaccaaagttagcttcagtca-tattta-tgaacaga 417

, IIIIIIIIIIIIIIIII EEEEEEEEerreer e e e e e e e te trrrrrr
Shjct: 261 tcgatgaactgatcggattaaccaaccaaagttagcttcagtcattatatattgaacaga 202

Query: 418 agcaaaagcttca-ttacggttggacggt 445

FEEETEEErrree ¢t e e Ty
Sbj ct: 201 agcaaaagcttcagtaacggttggacggt 173

Abb. 44: Sequenzvergleich mit Hilfe des Blast-Algorithmus (Score = 795 bits (401), ldentities =
442/449 (98%), Gaps = 5/449 (1%), Strand=Plus/Minus), Sequenzierprimer T7.

Plasmide zur Transformation von P. syringae

Abb. 45: Schema des Plasmids
pUTgfp. Es enthalt die
Gensequenzen fir die Resistenzen
gegenuber Kanamycin (npt) und
Ampicillin ~ (bla) und hat eine
Gesamtgrolle  von 8400  bp.
Innerhalb der MCS kommen die mit *
markierten Restriktionsschnittstellen
mehrfach vor. Die gfp-Kassette
wurde Uber die Notl-Schnittstellen
eingefigt und man erhielt das
sdTRpe  Dond ‘ Plasmid pUTgfp (Tombolini et al.,
| ' 1997).

Abb. 46: Schema des Plasmids
pPNptGreen. Es enthdlt die
Gensequenz fur die Resistenz
gegenuber Kanamycin (nptll) und
Olal pPNptGreen hat eine Gesamtgrofie von 13199
13199 hp bp. Die Klonierung des Plasmids
erfolgte wie in Axtell und Beattie
(2002) beschrieben.
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