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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Grundlegende Erlauterungen
Sdugetiere besitzen ein lymphatisches System welches fir Abwehrreaktionen

gegen Pathogene verantwortlich ist. Als Reaktion auf Befall mit Pathogenen
(Viren, Bakterien oder Pilze) werden von den betroffenen Zellen Zytokine
ausgeschittet, welche die Signalibermittlung koordinieren und die
Immunantwort den Bedirfnissen des Organismus anpassen (Hick und Hick,
2000). Pflanzen verfligen nicht Gber ein derartiges System der Immunabwehr,
deshalb reagiert im pflanzlichen Organismus jede einzelne Zelle auf ein
Pathogen. Pflanzen sind, wie alle Organismen, standig sich verdndernden
Umwelteinfllissen ausgesetzt, auf die sie reagieren miuissen. Hierfir sind sie, wie
auch tierische Organismen, mit Sensoren ausgestattet, mit denen die fur sie
relevanten Umweltparameter erfasst werden kdnnen. Nachgeschaltete
Signalverarbeitungssysteme, durch die Informationen ausgewertet und
gewertet werden, vermitteln diese an Effektorstrukturen, welche wiederum
Antwortprogramme aktivieren, die es einer Pflanze ermdglichen, selbst unter
Extrembedingungen zu lberleben (Ryals et a/, 1996; Pennell und Lamb, 1997;
Cosgrove et al, 2000). Der Befall einer Pflanze mit pathogenen
Mikroorganismen stellt beispielsweise eine derartige Extremsituation dar. Der
Eingriff in den pflanzlichen Stoffwechsel, der einen Verlust von Nahrstoffen und
Metaboliten zur Folge hat, fihrt zur Schwachung des gesamten Organismus.
Durch die Produktion von Toxinen seitens phytopathogener Bakterien, Pilze
oder Viren kann eine Verzdgerung des Wachstums und der Entwicklung,
schlimmstenfalls der Tod der befallenen Pflanze eintreten. Im Gartenbau sind
Nutzpflanzen einem hohen Infektionsdruck ausgesetzt; da hierdurch eine
Adaptation von Schadorganismen beglinstigt wird und die Monokulturen
gegenliber den Wildtypen meist eine geringere Widerstandsfahigkeit gegen
Krankheiten besitzen. Die Pflanzen in Monokultur verfligen dennoch Uber eine
Grundresistenz, die sich  auf induzierbare sowie  praformierte

Abwehrmechanismen stitzt (Kombrink und Somssich, 1995; Prell, 1996) was
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sie gegen einen Befall durch die meisten mdglichen Phytopathogene resistent
macht. Diese Schutzmechanismen kénnen mechanischer oder chemischer Art
sein und sowohl konstitutiv als auch induziert auftreten. Die pflanzliche
Zellwand, die Kutikula auf Blattern und Sprossen oder Suberinlamellen in der
Endodermis bilden eine Barriere, durch die das Eindringen von Mikroorganismen
in die Pflanze (Ride, 1983) erheblich erschwert wird. Antimikrobielle Produkte
des Sekundarstoffwechsels, die in der Vakuole gespeichert werden und erst
durch den Befall mit Pathogenen freigesetzt werden, unterdriicken mikrobielles
Wachstum (Mansfield, 1983; Maher et al, 1994; Osbourn, 1996). Fir die
zukiinftige Etablierung neuer Methoden zur Pathogenbekampfung und
Entwicklung dauerhaft resistenter Nutzpflanzen ist daher ein vollstandiges

Versténdnis der Abwehrreaktionen der Pflanze von groBem Interesse.

1.2 Pflanze-Pathogen Interaktion
Pythium aphanidermatum, das zu den so genannten falschen Mehltauen

(Peronosporales) gehort, ist unter wirtschaftlichen Gesichtspunkten sehr
bedeutsam; der Befall verursacht vor allem bei Gewachshauskulturen immense
Ernteverluste. Dieser Oomycet ist weltweit verbreitet, kommt im Boden vor und
stellt im kommerziellen Pflanzenbau in Gewdachshdusern ein Problem dar.
Pythium aphanidermatum verursacht die so genannte Umfallkrankheit bei
Keimlingen der Erbse und in vielen Kiirbisgewachsen (Herrero et al., 2003). Fir
diesen wohl potentesten Erreger von Pflanzenkrankheiten aus der Ordnung
Pythiales sind 367 Wirte beschrieben (Farr et al, 2003). Im Vergleich dazu
kommt Pythium monospermum mit zehn Wirten und Pythium middletonii mit
zweiundzwanzig beschriebenen Wirten eine wirtschaftlich untergeordnetere
Rolle zu. Obwohl es zwischen Pflanze und einer Vielzahl von Pathogenen taglich
zum Kontakt kommt, ist eine erfolgreiche Infektion eher die Ausnahme als die
Regel. Durch Aktivierung einer Hypersensitiven Reaktion (HR) ist es der Pflanze
meist moglich, selbst nach Penetration durch das Pathogen die Ausbreitung zu
verhindern. Unter dem Begriff der Hypersensitiven Reaktion werden alle

lokalen, auf die Infektionsstelle begrenzten Abwehrreaktionen der Pflanze
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zusammengefasst, dies hat zur Festlegung allgemein anerkannter Merkmale
gefuhrt (Greenberg, 1997; Hutcheson, 1998). Im Gegenzug ist hierbei die
Systemische Erworbene Resistenz (SAR: systemic acquired resistance) zu
nennen (Ryals et al, 1996), welche unabhangig von der Infektionsstelle

ebenfalls definierte, allgemein anerkannte Merkmale zeigt.

1.3 Elicitoren
Als Elicitoren bezeichnet man heute Substanzen, die in der Pflanze spezifische

Abwehrreaktion auslésen (Keen und Brliigger, 1977; Ebel und Scheel, 1997;
McDowell und Dangl, 2000; Shirasu und Schulze-Lefert, 2000). Friher wurde
dieser Begriff auf solche Verbindungen beschrankt, die in der Lage waren, die
Akkumulation von Phytoalexinen anzuregen (Keen et al, 1975). Elicitoren
kdnnen verschiedenen Stoffklassen angehéren, darunter sind Peptide,
Glykoproteine, Lipide und Oligosaccharide (Ebel und Cosio, 1994). Sie kdnnen
entweder einen Teil des Pathogens sein, in diesem Fall spricht man von
exogenen Elicitoren, oder entstehen beim hydrolytischen Abbau der pflanzlichen
Zellwand durch Mikroben und werden in diesem Fall als endogene Elicitoren
bezeichnet. Beiden Typen von Elicitoren ist gemeinsam, dass sie neben einer
generellen, auch eine sehr spezifische Antwort in der Pflanze auslésen (Boller,
1995; de Witt, 1995; Ebel und Scheel, 1997). Fir die Auslésung von
Resistenzreaktionen ist bereits eine niedrige Konzentration (1-10 nM) dieser
Signalmolekile (Elicitoren) ausreichend. Neben einem aus Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola isolierten Proteinelicitor (Harpin), durch welchen
Zelltod induziert wird (Wei et al, 1992; He et al., 1993) und Flagellin (Felix et
al, 1999), welches die Hauptkomponente der bakteriellen GeiBel ausmacht,
wurden Uberwiegend Elicitoren aus Pilzen und Oomyceten identifiziert (Elicitine,
PaNIE, NPP1, PEP13). Endogene Elicitoren (Ryan und Farmer, 1991; Cervone et
al, 1997, Churngchow und Rattarasarn, 2000) entstehen, wenn ein Pathogen
mit Hilfe hydrolytischer Enzyme die Zellwand der Pflanze aufzulésen beginnt,
um in die Zelle einzudringen. Hierbei werden Oligosaccharide als

Abbauprodukte der Zellwand freigesetzt. Die Pflanze ist in der Lage, diese
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Fragmente ihrer eigenen Zellwand zu erkennen und beginnt unter anderem
Chitinasen freizusetzen. Diese greifen an der Zellwand der Pilze an (Kombrink
und Somssich, 1997) und setzen dadurch B-Glucane frei, welche wiederum als
Elicitoren fungieren. Fir einen GroBteil der beschriebenen exogenen Elicitoren
gibt es keine zugeordnete Funktion, ihre Wirkungsweise flir die
Pathogenabwehr und ihre Bedeutung fiir den kodierenden Organismus ist mit
Ausnahme des Flagellins nicht bekannt. Es gibt Hinweise darauf, dass die
Elicitoren von Genen kodiert werden, die flir Produkte kodieren die an der
Quervernetzung von Zellwandbestandteilen der Oomyceten beteiligt sind
(Romanski, 2001; Brunner et al., 2002).

Die hier beschriebenen Elicitoren bilden strukturell eine groBe heterogene
Gruppe. Sie lassen sich in zwei Unterklassen unterteilen: die generellen
Elicitoren, welche annahernd von allen Pflanzen erkannt werden und eine
Pathogenabwehr induzieren und die rassenspezifischen Elicitoren, die lediglich
durch spezielle Kultivare der Pflanze erkannt werden und deren Abwehr
aktivieren. Die durch beide Elicitortypen ausgeldste pflanzliche ,Immunantwort®
ist in ihrer Auspragung nicht zu unterscheiden. Der einzige Unterschied besteht
darin, dass die generellen Elicitoren mehr oder weniger von jeder Pflanze
erkannt und das Pathogen nach der Erkennung bekampft wird. Wo hingegen
der rassenspezifische Elicitor nur von einem speziellen Kultivar erkannt und
bekampft wird. Ein sehr gut untersuchtes Beispiel rassenspezifischer Resistenz
stellt das avr9/cf9 System aus dem Pathogen Cladosporium fulvum (avr9) und
Tomate (cf9) dar. Das Pathogen kodiert hierbei fiir ein Avirulenzgenprodukt
(Elicitor) und die Pflanze fur ein Resistenzgenprodukt in Form eines Rezeptors
(Keen, 1992; Joosten et al., 1994). Diese Gen-flir-Gen Interaktion geht auf eine
These von Flor (1947) zurlick und ist als Modell auf andere Systeme, wie Tabak
(Romeis et al. 2000) Ubertragbar. Transgene Tabakpflanzen kodieren flir das R-
Gen, und kdnnen damit ein Pathogen erkennen, welches im Regelfall vom
Wildtyp nicht erkannt wird (Rivas et al., 2002).

10
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1.4 Praformierte Abwehr
Zu den praformierten Abwehrmechanismen der Pflanze zahlt die Einlagerung

von Ligninen in die Zellwand, die Wachsschichten der Kutikula (Ride, 1983) als
mechanische Barrieren und die konstitutive Synthese von toxischen
Verbindungen wie Saponinen, Phenolen, Peptiden und Glukosinolaten (Osbourn,
1996; Filippone et al, 1999) die in der Vakuole akkumuliert werden.
Glukosinolate werden nach Verwundung des Pflanzengewebes z.B. durch Fral3
oder eindringende Hyphen, von pflanzlichen Myrosinasen katalysiert und in eine
biologisch aktive Form umgesetzt. Saponine entfalten ihre antibiotische Wirkung
uber die Wechselwirkung mit Membransterolen, die eine Permeabilisierung der
Pilzmembranen bewirkt (Osbourn, 1996) und diese dadurch zerstort. Diese
Substanzen sind allerdings auch fiir die Pflanze selbst toxisch, jedoch umgeht
der pflanzliche Organismus das Problem der Autointoxikation dadurch, dass die
glykosidierten Substanzen mit den spaltenden Enzymen nicht kolokalisiert

werden: das Substrat wird in der Vakuole, das Enzym im Cytoplasma gelagert.

1.5 Induzierte Abwehr und Hypersensitive Reaktion (HR)
Der induzierten Abwehr geht die Erkennung des Pathogens voraus. Prinzipiell

besteht die Moglichkeit, dass die Pflanze Oberflachenstrukturen des Pathogens
oder l6sliche Signalmolekiile erkennt in Form exogener oder endogener
Elicitoren (Nlrnberger, 1999). Diese Elicitoren setzten in der Pflanze nach
Kontakt mit einem mutmaBlichen Rezeptor (Takemoto et al., 2000; Lee et al.,
2001) eine lokale, spezifische Antwort in Gang. Diese erste Reaktion wird als
Hypersensitive Reaktion bezeichnet (HR). Sie umfasst den lokalen
programmierten Zelltod, die Auflagerung von Callose, die Produktion von ROS
(reactive oxygen species), die Freisetzung von Salicylsdaure und Ethylen, die
Alkalisierung des Kulturmediums, die Akkumulation von Phytoalexinen und die
transkriptionelle Aktivierung verschiedener Abwehrgene (Hammond-Kosack und
Jones, 1996; Hammond-Kosack und Jones, 1997). Der programmierte Zelltod
(PCD: programmed cell death) ist ein Wohldefinierter Prozess, der auch anhand

verschiedener Merkmale belegbar ist (Greenberg et al 1994; Dangl et al,
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1996; Greenberg, 1997; Heath, 1998). Zum einen ist die Fragmentierung des
Chromatins (DNA laddering) (Koch et a/, 1998; Veit et al., 2001), zum anderen
ist eine Expression von HIN (harpin induced) Genen (Gopalan, et al, 1996), die
Uber Northern Blot Analyse nachgewiesen werden kénnen (Pontier et a/, 1999;
Lee et al, 2001) zu beobachten. Der PCD tritt in der Pflanze lediglich an der
Infektionsstelle ein, in der Zellkultur durchlauft jede Zelle, die mit dem Elicitor in
Kontakt kommt einen PCD. Im pflanzlichen Gewebe kann der PCD lokal
begrenzt werden. Zu den schnellsten detektierbaren Reaktionen der HR zahlt
der Einstrom von Ca®* (Bach et a/. 1993) in die Zelle, welcher vermutlich durch
einen elicitorresponsiven Calciumkanal erfolgt (Zimmermann et al, 1997) und
der damit einhergehende Einstrom von Protonen (H*) in die Zelle. Zum
Potentialausgleich folgt daraufhin ein Chloridionen und Kaliumionen Ausstrom
(Jabs, 1994; Jabs et al, 1997). Diese massive Verlagerung von Ionen und
Ladungstragern (ber die Plasmamembran hat zur Folge, dass sich der
cytoplasmatische pH-Wert erniedrigt und den Apoplasten in Richtung alkalischer
pH-Wert verschoben wird (Felix et a/, 1993; Mathieu et a/, 1994; Roos et al.,
1998; Viehweger et al, 2002). Die Rolle, die Ca®* fiir die intrazelluldre
Signaltransduktion Uber Calcium-Calmodulin-Komplexe oder calciumabhangige
Proteinkinasen einnimmt, sind bekannt (White, 2000; Blume et al, 2000;
Romeis et al., 2000). Die Auswirkungen der Anderung des pH-Wert sind immer
noch unklar. Es ist davon auszugehen, dass durch diese Anderungen
entsprechende pH-Optima fir bestimmte Enzyme erreicht werden, welche die
Synthese von Abwehrstoffen ermdglicht (Mathieu et al, 1996; Lapous et al.,
1998; Roos et al, 1998). Vorstellbar ist, dass die Callosesynthase als Teil des
Cellulosesynthase-Komplexes durch die Verschiebung des pH-Wertes einen
solchen Optimalbereich flur die Synthese von Callose erhdlt. Die Hypersensitive
Reaktion zeichnet sich zudem durch die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
aus, einer Reaktion die ebenfalls lokal begrenzt erfolgt (Dat et a/, 2000). Durch
die Superoxiddismutase entsteht nach Umwandlung des Superoxidradikals das
reaktive Wasserstoffperoxid (vgl. Tabelle 1.1). Damit es zu einer Anreicherung
des H,0, kommen kann, bedarf es einer gleichzeitigen Hemmung der Katalase.

Durch die ROS wird einerseits das Pathogen geschadigt, andererseits werden
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durch sie Phenole mit Zellwandbestandteilen vernetzt, was eine Verstarkung der
Zellwand zur Folge hat (Hahlbrock und Scheel, 1989). Ein Weiterwachsen des
Pathogens wird dadurch erschwert. Entscheidend fir eine erfolgreiche Abwehr
ist die Geschwindigkeit mit der MaBnahmen in Gang gesetzt werden
(Hutcheson, 1998). Von der Infektionsstelle gehen Salicylsaure, Jasmonsdaure
und Ethylen aus. Diese Molekiile kénnen eine antibiotische Wirkung haben.
Salicylsaure hat daneben noch einen Signalcharakter (Vijayan et al, 1998;
Brader et al., 2001; O "Donell et a/., 2001; O "Donell et al., 2003). Jasmonsdure
wird beim Abbau von Biomembranen freigesetzt und steht in engem
Zusammenhang mit IP3 (Inositoltrisphosphat) und DAG (Diacylglycerol),
Bestandteilen intrazellularer Signalketten. Die sich anschlieBenden Schritte der
HR sind die Aktivierung und Expression von PR-Genen und damit die Produktion

von Phytoalexinen und Abwehrproteinen.

1.6 Induzierte Abwehr und Systemisch Erworbene Resistenz
(SAR)

Im Rahmen der induzierten Abwehr werden alle Zellen des Organismus Uber
den Pathogenbefall informiert. Diese Information ermdglicht es Geweben, die
weit von der Infektionsstelle entfernt sind, schneller und starker auf einen
spateren Pathogenbefall zu reagieren. Die Abwehrreaktionen, die zu diesem
Zeitpunkt in einem systemisch resistenten Gewebe erfolgen, laufen heftiger,
schneller und spezieller ab als in nicht systemisch resistenten Kontrollen (Ryals
et al., 1996). Die Ausbreitung des Pathogens kann hier effizienter unterbunden
werden. Diese Resistenz kann bis zu vier Wochen anhalten. Die daran
beteiligten Signalmolekiile werden in der Literatur weiter diskutiert. Salicylsdure
und Jasmonsdure, sowie deren gasférmigen Derivate, das Methyljasmonat und
die Methylsalicylsaure stellen daflir geeignete Kandidaten dar (O'Donnell, et al.,
2003). Hinweise auf Wasserstoffperoxid und Ethylen als Botenstoffe sind
ebenfalls gegeben (Desikan et al, 1998; Huckelhoven und Kogel, 2003).
Besonders gasférmige Signalstoffe kdénnen entfernt gelegene Pflanzenteile
resistent machen. Es konnte experimentell gezeigt werden, dass im Phloemsaft

der elicitierten Pflanze SA nachweisbar ist (Shulaev et al, 1995; Molders et al,
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1996; Kiefer und Slusarenko, 2003). Weiter ist bekannt, dass verschiedene
Gene, die an der Abwehr beteiligt sind, in ihrer Expression durch SA beeinflusst
werden (Alvarez, 2000; Conrath et al., 2002, Seeger, 2003). Die Ausschittung
von Ethylen, einem klassischen Stresshormon, ist ein unter unginstigen
Umweltbedingungen oft beobachteter Prozess. Auch gibt es Hinweise auf eine
wichtige Rolle des Ethylens bei einem Pathogenbefall. Romeis (pers. Mitteilung)
zeigte, dass Ethylen als Inhibitor einer pflanzlichen calciumabhangigen
Proteinkinase wirksam ist, und damit eine Unterscheidung von Verwundung und

Infektion moglich macht.

1.7 Intra- und interzelluldre Signalweiterleitung
Die intrazelluldre Signalweiterleitung erfolgt Uber eine rezeptorvermittelte

Signalkaskade (Bischoff et a/, 1999; Nurnberger und Scheel, 2001). So ist die
Aktivierung von Ionenflissen (ber die Plasmamembran, die durch
elicitorresponsive  Kandle vermittelt werden, die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, die Aktivierung von Serin-Threonin-Kinasen, Phosphatasen
(Felix et al, 1994) und GTP-bindenden Proteinen in diese Kaskaden involviert
(Dixon et al, 1994; Kombrink und Somssich, 1995; Ebel und Scheel, 1997;
Ligterink et al, 1997; Scheel, 1998; Rajasekhar et al, 1999; Kawasaki et al.,
1999). In tierischen Zellen verlauft diese Signaltransduktion nach Bindung
entsprechender Liganden (ber G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Pflanzliche
Zellen scheinen mit dhnlichen Rezeptormolekiilen ein extrazellulares Signal zu
erkennen und in ein intrazelluldares Signal umzuwandeln (Scheel, 1998). G-
Protein gekoppelte Rezeptorkinasen sind in Pflanzen duBerst selten (Braun und
Walker, 1996) und es gibt wenig Tyrosinkinasen in Pflanzen Serin-Threonin-
Kinasen dagegen in beiden (Rivas et al, 2002). Als erste Reaktion der
Pflanzenzellen nach Elicitierung wird ein Einstrom von Protonen und Ca**
gemessen, der mit einem Chlorid- und Kalium-Efflux einhergeht (Nirnberger et
al, 1994; Tavernier et al, 1995; Jabs et al, 1997; Pugin et al, 1997;
Zimmermann et al., 1997; Blume et al,, 2000). Dabei ist extrazelluldres Ca**

essentiell fur die Induktion der pflanzlichen Pathogenabwehr. Sowohl das
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Entfernen von Ca** aus dem Kulturmedium (z.B. mit EGTA), als auch das
Blockieren des Calciumeinstroms durch Inhibitoren (z.B. mit LaCls) hemmen
verschiedene pflanzliche Abwehrreaktionen (Tavernier et al., 1995; Pugin et al.,
1997; Xu und Heath, 1998; Mithofer et al., 1999; Blume et a/, 2000; Grant et
al, 2000). Die Beteiligung intrazellularer Calciumquellen ist bislang wenig
untersucht. Eindeutige Inhibitor- und Effektorstudien haben gezeigt, dass G-
Proteine (Sano und Ohashi, 1995) und Proteinkinasen bei der Auslosung der
Ionenflisse Uber die Membran eine Rolle spielen (Conrath et al, 1991;
Legendre et al, 1992; Felix et al, 1994; Mathieu et al, 1996; Gelli et al,
1997). Auch die Beteiligung von MAP-Kinase-Kaskaden (Mitogenaktivierte
Proteinkinasen) konnte in Pflanzen nachgewiesen werden (Hirt, 1997; Zhang
und Klessig, 1998; Romeis et al, 1999; Cardinale et a/, 2000; Yang et al,
2001; Frye et al, 2001). Romeis et al. (2000) und Rivas (2002) zeigten, dass in
Pflanzen calciumabhdngige Proteinkinasen an der Weiterleitung und
moglicherweise auch an der Unterscheidung des Schadlingsbefalls beteiligt sind.
Entsprechende ,Loss and Gain of function® -Mutanten konnten die Ergebnisse
aus pharmakologischen Untersuchungen bestatigen.

Die reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) haben neben einer direkten
Abwehrwirkung gegen das Pathogen auch eine wichtige Signalfunktion fiir die
Pflanze (Lamb und Dixon, 1997; Bolwell, 1999; Scheel, 2001).
Hemmstoffversuche mit DPI haben gezeigt, dass die Akkumulation von H,0,
und andere Aspekte der Abwehrantwort ausbleiben, daflir konnte durch eine
exogene Applikation von H;O, in manchen Modellsystemen sogar eine
Abwehrantwort ausgelost werden (Levine et al, 1994; Kovtun et al, 2000;
Yang et al,, 2001).

Die interzellulare Signalweiterleitung erfolgt sicher nicht Uber die Weitergabe
von intrazellulsrem Ca** oder Anderungen des pH-Wertes der Zelle, sondern
Uber Signalverbindungen wie Salicylsaure, Jasmonsaure und Ethylen (Anderson
et al, 1997; Dong, 1998; Reymond und Farmer, 1998; Thomma et a/, 1998;
Klessig et al, 2000; McDowell und Dangl, 2000), die nach Pathogenkontakt
ebenfalls synthetisiert werden. Diese Molekiile kdnnen Uber den Gasraum,

durch Diffusion oder aktiv durch die Leitgewebe transportiert werden. Gewebe,
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die in groBer Distanz zur Infektionsstelle liegen, kénnen so ,vorgewarnt" und
entsprechende MaBnahmen, wie die Aktivierung von SAR-Genen eingeleitet
werden. Besonders Salicylsaure ist seit langem als Ausldser der Expression von
PR- und SAR-Genen bekannt (Bol et a/, 1990; Hock und Elstner, 1995) und
konnte nach Infektion im Phloemsaft nachgewiesen werden (Malamy et al,
1990; Metraux et al., 1990; Ward et al., 1991; Rasmussen et al., 1991).

1.8 Das Modellsystem aus Arabidopsis thaliana und dem
Elicitor PaNie aus Pythium aphanidermatum

Durch Vorarbeiten von Koch (1998), Veit (2001) und Woérle (2000) konnte ein
Elicitorprotein aus Pythium aphanidermatum kloniert, exprimiert und gereinigt
werden. Dieses reine Elicitorprotein diente der Untersuchung einer Pflanze-
Pathogen-Interaktion im reduzierten System Zellkultur und Elicitor. Ausgeldst
durch den Elicitor zeigten sich in der Interaktion von Pflanze und Pathogen
typische Merkmale einer Nichtwirtsresistenz in Arabidopsis thaliana. Diese
Abwehrreaktionen umfassten den Programmierten Zelltod, die Synthese von
Callose, die Freisetzung von Ethylen und Salicylsdure, die Produktion von
Phytoalexinen, den AusstoB von H,0, und die Veranderungen der Ionenstréme
Uber die Plasmamembran, sowie die transkriptionelle Aktivierung von
Abwehrgenen. Zellkulturen von Arabidopsis kénnen im Unterschied zur intakten
Pflanze oder Pflanzenorganen wie Blatter als ein experimentell leicht
handhabbares Modellsystem eingesetzt werden. Die Zellkultur ermoglichte
biochemische und molekularbiologische Untersuchungen an biologisch
identischem Material, das in groBer Menge jederzeit zur Verfligung steht.

Dieser Elicitor, der konserviert in verschiedenen Pythiaceen vorkommt, lieB sich
im Kulturfiltrat nachweisen und hat flir den Pilz eine wichtige Bedeutung. Fir
seine elicitierende Funktion bedarf es der gesamten Lange des Elicitors (Veit et
al, 2001) und auch zweier Cysteine an den Positionen 38 und 64 im Protein
(Fellbrich et al., 2000).

Als erste Reaktionen der Zellkultur nach Elicitierung kann die Verschiebung von
Ionen Uber die Plasmamembran beobachtet werden. Protonen werden vom

AuBenmedium in das Cytoplasma der Zellen geschleust, dabei werden auch
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Ca** Ionen transportiert (Jabs et a/, 1997, Blume et al., 2000). Entscheidend
fir nachfolgende Reaktionen ist die cytoplasmatische Calciumkonzentration.
Zum Ladungs- und Potentialausgleich erfolgt zudem ein Ausstrom von
Kaliumionen und Chlorid (Scheel et a/, 1991; Nirnberger et al., 1994). Dies ist
bereits eine Minute nach Elicitierung der Zellkultur zu beobachten und durch
eine Verdnderung im pH-Wert nachweisbar. Die Anderung des pH-Wertes im
Kulturmedium verlauft sigmoidal, die Differenz kann bis zu zwei pH-Einheiten
betragen (Seeger 2003) und bleibt bis zu 48 h stabil. Mit Pep13, einem anderen
Proteinelicitor, konnte mittels Patch Clamp Technik in einer Zellkultur von
Petersilie ein Calciumstrom nachgewiesen werden (Zimmerman et al, 1997),
was Hinweise auf eine Elicitorresponsivitat des Kanals gibt. Hemmstoffversuche
deuten darauf hin, dass diese Ionenfliisse fiir nachfolgende Abwehrreaktionen
von besonderer Bedeutung sind. Eine weitere zu beobachtende Reaktion ist die
Produktion von reaktiven Sauerstoff Spezies, die ebenfalls sehr schnell ablauft.
Untersuchungen haben gezeigt, dass der ,Oxidative Burst" von entscheidender
Bedeutung flr viele =zeitlich nachgeschaltete Prozesse ist. Durch eine
Aktivierung der membranstéandigen NADPH-Oxidase (Doke et al, 1985; Baker
und Orlandi, 1995; Lamb und Dixon, 1997; Jabs et a/, 1997) wird das Superoxid
Radikal freigesetzt, welches durch die Superoxiddismutase unter Verbrauch von
Protonen (H") zu stabilem H,0, abgebaut wird. Die Reaktionen, die an der
Entstehung von ROS beteiligt sind, sind in Tabelle 1.1 zusammen gefasst. Die
ROS koénnen einerseits in biologische Molekile oxidieren und schadigen auf
diese Weise das eindringende Pathogen und andererseits kdnnen sie die
Zellwand verfestigen, indem Proteine, phenolische Verbindungen und
Kohlenhydrate kovalent verkniipft werden (Bradley et al., 1992; Brisson et al.,
1994).

Tabelle 1.1: Entstehung und mogliche Reaktionen reaktiver Sauerstoffspezies in
Pflanzen (nach Baker und Orlandi, 1995). Indizes der Fenton-Reaktion geben den
ersten und zweiten Teilschritt der Reaktion an.

(1) NAD(P)H-Oxidase NAD(P)H + 2 0, < NAD(P)* + 2 0, + H*

(2) Superoxiddismutase 20, + 2H < H0, + O,
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(3) Haber-Weiss-Reaktion | H,0; + ‘O, < 'OH + OH + O,

(4) Fenton-Reaktion; H,0, + Fe?*(Cu*) < Fe**(Cu®*) + ‘OH + OH"
(4) Fenton-Reaktion, ‘0, + Fe**(Cu**) < 0, + Fe** (Cu*)
(5) Katalase H,0, + H,0; & 2 H,O + Oy

(6) Ascorbat-Peroxidase H,O, + Ascorbat < 2 H,O + Dehydroascorbat

Die Zellkultur von Arabidopsis produziert nach Elicitierung das Phytoalexin
Camalexin (Glazebrook et al, 1997). Bach et al (1993) konnten flr die rohe
Form dieses Elicitors zeigen, dass ein Calciumeinstrom an der Induktion der
Phytoalexinbiosynthese (4-Hydroxybenzoesaure) in der Karotte beteiligt ist und
durch EGTA-Behandlung unterbunden werden kann. Ethylen als Stresshormon
der Pflanze kommt nicht nur bei der Fruchtreife in klimakterischen Friichten
eine wichtige Rolle zu, sondern auch in der Signalweiterleitung im Zellverband
nach Pathogenkontakt. Neuere Untersuchungen von Romeis (pers. Mitteilung)
deuten eine Rolle des Ethylens als Inhibitor pflanzlicher calciumabhangiger
Proteinkinasen (CDPK) an, wobei das Ethylen als Signal dient, welches es der
Pflanze ermdglicht, zwischen einer Aktivierung der CDPK nach Verwundung und
Pathogenbefall zu unterscheiden. Untersuchungen hierzu wurden an ,Gain- und
Loss- of Function® Mutanten des Tabaks durchgeflihrt. Das dort verwendete
Modell basiert auf der spezifischen Erkennung eines Avirulenz- durch ein
Resistenzgenprodukt aus Cladosporium fulvum (avr9) und Tomate (cf9) (Keen,
1992; Joosten et al, 1994). Die Einbindung von Salicylsaure und Jasmonsaure
(JA) als Signalmolekiile der systemisch erworbenen Resistenz wurde mehrfach
bearbeitet (Delaney, 1997; Seeger, 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die
transkriptionelle Aktivierung verschiedener Abwehrgene durch exogene SA-
Applikation ausgeldst wird. Desgleichen wurde an transgenen Pflanzen und
durch Pfropfungsexperimente von transgenen Pflanzen die flir ein bakterielles
Enzym, die Salicylat-Hydroxylase, kodieren (das Salicylsdaure zu Catechol
abbaut) bestatigt (Vernooji et al, 1994; Friedrich et al, 1995), dass ohne das
Vorkommen von Salicylsaure die systemische Resistenz ausbleibt. Obwohl SA im

Phloemsaft nach Infektion nachgewiesen werden konnte, bleibt dieser Punkt
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umstritten (Malamy et al, 1990; Metraux et al, 1990; Ward et al, 1991;

Rasmussen et al., 1991).

1.9 Zielsetzungen dieser Arbeit
In vorangegangenen Arbeiten von Koch (1998) und Veit (2002) entstanden die

Grundlagen zu diesem Elicitor-Pflanze-Modell. Zu Beginn wurde der Elicitor als
Rohelicitor eingesetzt (Koch, 1998) und darauf aufbauend die Abwehrreaktion
der Karotte (Daucus carota) untersucht. In nachfolgenden Arbeiten konnte der
Elicitor vollstandig sequenziert, kloniert und heterolog exprimiert werden (Veit
et al, 2001). Dieses heterologe Produkt lieB sich affinitatschromatographisch
reinigen und stand nun in Reinform zur Verfligung. Alle Reaktionen der
Zellkulturen und Pflanzen lieBen sich auf die Wirkung und Erkennung eines
einzelnen, reinen Elicitors zurickfihren. In der vorliegenden Arbeit wurde nun
Arabidopsis thaliana als genetisch besser charakterisierter Organismus der
Karotte vorgezogen. Spatere genetische Analysen zur Elicitorreaktion der
Pflanze kdnnen so erheblich vereinfacht werden. Das Ziel dieser Arbeit war es,
die komplexen Abwehrreaktion die durch den Elicitor PaNie ausgeldst werden
miteinander zu verknipfen. Dabei sollte besonderes Augenmerk auf Signalwege
und Signalweiterleitungen zwischen den einzelnen Reaktionen gerichtet werden.
Umfangreiche pharmakologische Studien mit Hemmstoffen, die die einzelnen
Teilaspekte der Abwehrreaktion unterdriicken oder entstehende Produkte
abbauen, sollten die Bedeutung einzelner Komponenten fir zeitlich
nachgelagerte Reaktionen aufklaren helfen. AuBerdem sollte die zeitliche
Auflésung der Abwehrreaktionen in der Pflanze verbessert werden und die an
der Zellkultur gemachten Beobachtung /n planta bestdtigt werden.
Erweiterungen im Modellsystem zur Pathogenabwehr die in der Zellkultur nicht
gezeigt werden konnten wurden an der Ganzpflanze durchgefiihrt. Um die
Wirkung von PaNIE als einem generellen Elicitor zu testen sollte eine
monokotyle Zellkultur auf Elicitierung getestet und Daten die in der

monokotylen Ganzpflanze gemacht wurden bestatigt werden.
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Mit diesem wirksamen Elicitor, sollte in dieser Arbeit ein Initialscreen nach
Elicitorrezeptormutanten durchgefiihrt werden. Die Bedingungen fiir eine
spatere genetische Analyse und zur Isolierung einer solchen Mutante sollten
etabliert und maogliche Elicitor Erkennungs-, Signalweiterleitungsmutanten aus

einer T-DNA Insertionslinie isoliert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Elicitor
Flr diese Arbeit wurde ein heterolog exprimierter Elicitor (PaNie= Pythium

aphanidermatum necrosis inducing elicitor) aus Pythium aphanidermatum
verwendet (Veit et al. 2001). Dieser Elicitor wird bei -20°C gelagert und wurde
wenn nicht gesondert darauf hingewiesen wird in einer Konzentration von

500 nM in Zellkulturen und 10 pM in Pflanzen verwendet. Dieses Protein tragt
einen sechsfachen Histidinrest, der es ermdglicht dieses Protein iber Ni-NTA-
Agarose von den anderen Proteinen des exprimierenden Organismus Uber

Affinitatschromatographie zu trennen (Woérle, 2000).

2.2 Pflanzliche Zellkulturen
Es wurden Zellkulturen von Arabidopsis thaliana (Okotyp Landsberg erecta)

verwendet, die in einem modifizierten Murashige und Skoog Nahrmedium (MS,)
kultiviert wurden und als monokotyle Pflanze Panicum maximum in BM-Medium.
Alle Zellkulturen wurden am siebten Tag der Wachstumsperiode in frisches
Medium Uberfiihrt und stets dunkel bei 27°C auf einem Rundschiittler bei 100
rpm (Pilot Shake, Braun, Melsungen) gehalten. Versuche wurden, wenn nicht

anders angegeben immer am 5. Tag der Wachstumsphase durchgefiihrt.

2.3 Pflanzen
Arabidopsis thaliana (Okotyp Columbia 0)) wurde im Gew&chshaus bei 60%

relativer Luftfeuchte und einem Licht/ Dunkelrhythmus von 16h/ 8h angezogen.
Die Temperatur betrug 22°C in der Lichtphase und 18°C in der Dunkelheit. Die
Pflanzen wurden bis zu einem Alter von 4 Wochen im Gewachshaus gezogen

und hatten dann die nétige GroBe fir die Elicitorapplikation.
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2.4 Bestimmung des gepackten Zellvolumens
Um den Wachstumsverlauf einer Suspensionszellkultur zu bestimmen, bedient

man sich der Bestimmung des gepackten Zellvolumens (nach Seitz und Richter,
1970). Dazu wurden wahrend einer Kulturpassage tdglich aus drei getrennt
geflihrten Kolben 1 ml der homogenen Suspension steril entnommen und in
modifizierte Hamatokritréhrchen gegeben. Diese wurden dann fiir eine Minute
bei 3400 x g in einer Tischzentrifuge (Phywe, Typ P3/6, Goéttingen) sedimentiert
und das gepackte Zellvolumen abgelesen. Das Zellvolumen wurde bis zum

Erreichen der Lag-Phase bestimmt.

2.5 Elicitorinduzierter Zelltod

2.5.1 Vitalitatsnachweis mittels Tetrazolium-Test
Eine quantitative Auswertung fir die Vitalitdt bietet die Umsetzung vom

farblosen MTT zum rétlichen Formazan durch die Mitochondrien (Schwacke,
1995). Dabei wird den behandelten Zellen 80 pl MTT-Lésung (1 mg*mi™)
zugemischt. Innerhalb von zwei Hn ist die Reaktion abgelaufen und kann
photometrisch vermessen werden (Veit et al. 2001, Veit 2002). Die Farbreaktion
beruht auf der Reduktion des zellwandgangigen MTT durch die Mitochondrien
lebender Zellen zum roten, wasserunléslichen Formazan. Bei Verwendung von
Hemmstoffen, wurden diese wie in Tabelle 2.5.1 beschrieben eingesetzt. Fir
alle verwendeten Hemmstoffe war eine Vorinkubation von 15 min vor
Elicitierung ausreichend, um eine vollstandige Durchmischung von Hemmstoff

und Zellkultur zu erreichen.

Tabelle 2.5.1: Verwendete Hemmstoffe und deren Endkonzentrationen fir die
Vitalitatstests.

pH-Puffer Tris/MES 50 mM, pH 5.45
NADP(H) Inhibitor DPI 50 nM
Calciumkanalblocker LaCls 500 uM
Chelatbildner EGTA 5mM
Translationshemmstoff Cycloheximid | 5 pg*ml™
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G-Protein Aktivator GTP-y-S 2-20uM

G-Protein Inhibitor GDP-3-S 2-20uM

2.5.2 Nekrosen in Blattern von A. thaliana
Um den Einfluss von Elicitoren auf den Zelltod in Blattern von A.thaliana zu

untersuchen, ist es mdglich die Nekrosen, die nach 24 Hn entstanden sind zu
dokumentieren (Veit et al., 2001). Um eine zeitlich bessere Aufldsung zu
erreichen kann Propidiumiodid verwendet werden. Dazu wurden in einer
Coinfiltration dem Elicitor Propidiumiodid (1 mg*ml™?) zugesetzt. Dieser
interkalierende Farbstoff, der sich in die DNA einlagert, kann die Zellmembran
nicht passieren. Stirbt die Zelle und verliert ihre Membranintegritat kann
Propidiumiodid eindringen und die DNA anfarben. Diese rétlich-gelbe Farbung
kann dann im UV-Licht sichtbar gemacht werden (Mikroskop: Zeiss, Axioplan,

Oberkochen, Germany; Filmmaterial: Kodak, Elite Chrom 400).

2.6 Camalexin Isolierung aus Zellsuspension von A.thaliana
Zur Induktion des Pythoalexins Camalexin in A.thaliana wurden 20 ml der

Suspensionskultur in sterile 50 ml Erlenmeyerkolben lberflihrt und mit Elicitor
behandelt. Nach 48 h Inkubation wurden die Zellen mit Kulturmedium in 50 ml
ReaktionsgefaBe Uberfiihrt und die Zellen fir 15 s im Ultraschall (70 W)
aufgeschlossen. Durch Zentrifugation (4000 x g, 5 min) wurden die
Zellbruchstiicke beseitigt, der Uberstand in einem neuen ReaktionsgefiB mit 3
ml Chloroform gemischt und dann ausgeschittelt. Eine beschleunigte
Phasentrennung wurde durch Zentrifugation bei 4000 x g (5 min) erreicht. Die
gesamte organische Unterphase wurde bei 80°C in einem Heizblock abgeblasen
und bis zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wurde nochmals in 100 pl
ddH,0 aufgenommen, gut gemischt und mit 1 ml Chloroform versetzt. Durch
zentrifugieren (21000 x g, 5 min) wurden wassrige Oberphase und organische
Unterphase getrennt. Aus der Unterphase wurden 950 pl in ein 1.5 ml
ReaktionsgefaB Uberfiihrt, bei 65°C abgeblasen und der Riickstand in 50 pl

Chloroform aufgenommen. Die Probe wurde lichtgeschitzt bei -20°C gelagert.
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Der pH-Puffer fir die permanente Erhéhung des pH wurde in 50 mM

Endkonzentration mit einem pH 6.7 verwendet.

2.6.1 Nachweis des Camalexin liber Diinnschichtchromatographie
Das Extrakt wurde vollstdndig mit einer Kapillare auf einer Diinnschichtplatte

aufgetragen (Merck Silica gel 60, F 254). Um die Auftragflache gering zu halten
wurde wahrend des Auftragens die Verdunstung durch einen Druckluftstrom
verstarkt. Als Laufmittel wurde Chloroform/ Methanol (9:1, v/v) verwendet. Die
Auswertung und Betrachtung fanden auf einem UV-Tisch bei 312 nm
Wellenldnge statt. Dokumentiert wurde die Fluoreszenz mit einer Digitalkamera
(Canon Powershot G1; 3.5 mio Pixel) und anschlieBend durch eine

Tonwertkorrektur in Adobe Photoshop kontrastierter dargestellt.

2.6.2 Nachweis einer Alkalisierung des Kulturmediums durch
Elicitierung mit PaNie

Zum Nachweis einer Alkalisierung des AuBenmediums einer Zellkultur von A.
thaliana Zellkultur wurden jeweils 20 ml der Zellsuspension in 25 ml
Erlenmeyerkolben {iberfiihrt. Um den ersten Stress durch das Uberfiihren vom
Kulturkolben in die kleinen Kolben zu eliminieren, wurde die Suspension eine
Stunde auf einem Rundschittler (Bachhofer, Modell TMR) bei 150 rpm
belassen. Danach wurde der pH-Wert des AuBenmediums bestimmt und als
Basiswert festgelegt. Uber einen Zeitraum von 30 min erfolgte die pH-Wert
Bestimmung im Minutentakt, danach wurden die Intervalle auf finf, zehn und
30 min erhoht. Die pH-Elektrode war wahrend des Experiments die ganze Zeit
im Nahrmedium der Zellkultur vorhanden und wurde mitbewegt. Nach zwei
Stunden wurde die Messung beendet, da zu diesem Zeitpunkt die Reaktion als
beendet betrachtet werden konnte. Anderungen im pH-Wert konnten nach
diesem Zeitpunkt keine mehr festgestellt werden. Dieser pH-Wert zeigte sich
auch dber einen Zeitraum von 24 h konstant. Bei Verwendung von

Hemmstoffen, wurden diese wie in Tabelle 2.5.1 beschrieben eingesetzt.
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Salicylsaure wurde 2.5 h vor Elicitorapplikation in 10 pM Endkonzentration

zugefligt.

2.7 Bestimmung des Salicylsauregehaltes im Medium

2.7.1 Extraktion von Salicylsaure aus dem Kulturmedium

Zur Extraktion der Salicylsaure wurden 10 ml des Mediums mit 5 ml Ethylacetat
und 50 pl Vanillinsdure (3 mM) als internem Standard versetzt, 2 min intensiv
gemischt und dann zur Phasentrennung 5 min bei 2000 x g zentrifugiert. Die
organische Oberphase wurde abgehoben und in ein 1.5 ml Reaktionsgefal3e
Uberflihrt. Flr eine Minute dann bei 21000 x g zentrifugiert und in ein neues
Reaktionsgefal3 Uberfuihrt. Nach Abblasen des Ethylacetats in einem Heizblock
bei 60°C wurde der Rickstand in 30 pl Methanol/Wasser (1:3 v/v)
aufgenommen, durchmischt, zentrifugiert, in HPLC-GefaBe Uberflihrt und zur

Analyse verwendet.

2.7.2 Nachweis der Salicylsaure uber HPLC
Die Identifizierung und Quantifizierung der Salicylsdure wurde mittels

Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) durchgefiihrt. Hierzu stand eine
HPLC-Anlage mit 2 Pumpen (P422 0.2-2 ml*min?, Kontron, Miinchen),
automatischem Probengeber (Gina, Gynkotek, Miinchen) und einem UV-
Durchflussphotometer (Applied Biosystems, Weiterstadt) zur Verfligung. Zur
Auftrennung der Proben wurde als stationdre Phase eine 5 pm Hypersil-ODS
RP-18 Saule (250x4.6 mm; Grom; Ammerbuch, Deutschland) verwendet; als
Vorsdulen fanden Kartuschen (10x4.6 mm) mit gleicher stationdrer Phase wie
die Trennsaulen Verwendung. Eine Gradientenmischung (siehe Tabelle 2.8.2)
aus MeOH/Eisessig (95:5, v/v) und H,O/Eisessig (95:5, v/v) diente als

Laufmittel bei einer Flussrate von einem ml-min..
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Tabelle 2.8.2: Gradientenmischung bei der Identifizierung und Quantifizierung
von Salicylsaure liber HPLC

Zeitverlauf Anteil MeOH/Eisessig (95:5, v/v)
0-50 min 10 - 50 %
50 - 52 min 50-99 %
52 - 57 min ¥ %
57 - 60 min 99 - 10 %

Salicylsdure wurde bei 244 nm detektiert. Uber die relative Retentionszeit (rrt)
im Bezug zum internen Standard Vanillinsdure und den Vergleich zur
synthetischen Salicylsdure wurde die isolierte Salicylsaure identifiziert. Zur
Quantifizierung wurde der relative response factor (rrf) von kauflicher
Salicylsdure zum internen Standard bestimmt. Zur Quantifizierung der
Salicylsdurekonzentration wurde die in jedem Lauf cochromatographierte Menge

Vanillinsdure nach folgender Formel in Bezug gesetzt.

pg Vanillinséure - Area Salicylséure

rf = Salicylsdure
Area Vanillinsdure HE y

Area Vanillinsa ure
f =

Area Salicylsdu re

Die Gesamtmenge an extrahierter Salicylsdure wurde auf die eingesetzte Menge
an Suspensionskultur bezogen. In diesem Experiment kam der ACC-Synthase

Hemmstoff AVG in 100 uM Konzentration zum Einsatz.

2.8 Nukleinsaurepraparation

2.8.1 Isolierung von gesamt RNA aus Arabidopsis thaliana

Zur Isolierung der gesamt RNA wurden 0.1-0.4 g Zellen (Frischgewicht) in
flissigem Stickstoff fein gemahlen und anschlieBend in ein steriles 2 ml
ReaktionsgefaB Uberflihrt, die Phenol-Chloroform Extraktion wurde wie von Veit
(2002) und Seeger (2003) beschrieben durchgefiihrt.
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2.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA
Die Isolierung von Plasmiden erfolgte nach einer Modifizierten Methode von

Maniatis et al (1989). Dazu wurden Einzelkolonien der transformierten
Bakterien Uber Nacht in 3 ml LB-Medium mit Ampicillin (1 mg/ml) in sterilen
Reagenzglasern angezogen, sedimentiert und mit Phenol-Chloroform die
Nukleinsduren extrahiert. Das Sediment wurde zweimal mit 70% Ethanol
gewaschen und nach Abdampfen des Ethanols in 30 pl ddH20 aufgenommen.
Zur Entfernung von RNA wurden 1 pl RNase-A zugegeben und die Proben 30
min bei RT inkubiert.

2.8.3 Quantifizierung der Nukleinsauren

2.8.3.1 Quantifizierung im Gel
Die Bestimmung des Nukleinsduregehalts erfolgte Uber den Vergleich der

Fluoreszenzintensitdt mit Ethidiumbromid in einem nicht denaturierenden
Agarosegel. Anregung bei A = 302 nm mit definierten Mengenstandards von 5—
50 ng*ul* DNA, erméglichte die Bestimmung des Nukleinsduregehalts in der

Probe.

2.8.3.2 Photometrische Quantifizierung der gesamt RNA
Die Bestimmung des Nukleinsduregehalts der isolierten RNA wurde mittels

Spektrometrie durchgeflihrt. Je 3 pl der Probe wurde mit 700 pl ddH,O in
Quarzkivetten bei den Wellenlangen 1;=260nm und %3=320nm gegen Wasser
vermessen. Aso-Aszxo gibt Aufschluss Uber den Nukleinsauregehalt, eine OD
Az60-Asz20 von 1 entspricht einer RNA-Konzentration von 40 ug*ml'l. Die exakte
RNA-Konzentration kann so mittels der Formel:

(A260-A320)*40%(703/3) = RNA-Gehalt in pg*mi™

berechnet werden.

2.8.4 Elektrophoretische Auftrennung der Nukleinsauren

2.8.4.1 DNA-Auftrennung iiber nicht denaturierende-Agarosegele
Plasmide, PCR-Fragmente und genomische DNA wurden (ber nicht-

denaturierende Agarosegele in 1 x TBE Puffer mit 0.00001 Volumen
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Ethidiumbromid L&sung aufgetrennt. Nach der Polymerisation der Agarose
wurden die im Verhdltnis 1:4 mit DNA-Loadingbuffer versetzten Proben
aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1 x TBE. Die Stromstarke betrug 50 mA fiir
0.5-2 h. Die Ethidiumbromidfluoreszenz wurde mit Hilfe eines

Geldokumentationssystems festgehalten.

2.8.4.2 RNA-Auftrennung iiber denaturierende Agarosegele

Zur Auftrennung von RNA wurden 1.8 g Agarose mit 15 ml 10 x MOPS und 108
ml dH20 aufgekocht, bis die Agarose vollsténdig aufgelést war. Nach abkihlen
auf 60°C wurden 27 ml Formaldehyd (37%) zugegeben und das Gel nach
durchmischen in eine Easy Cast™
Hg RNA mit DEPC-ddH,0 auf 20 pl aufgeftllt und zu 32.5 pl RNA-Loadingbuffer

gegeben. AnschlieBend wurde die RNA 5-10 min bei 65°C denaturiert und auf

-Gelkammer gegossen. Pro Probe wurden 20

Eis gestellt. Nach Auftragen auf das Gel begann die Elektrophorese flir zwei Min
mit 120 V, danach wurde die Spannung flir die restlichen 4-5 h auf 70 V

reduziert. Als Laufmittel wurde 1 x MOPS verwendet.

2.8.4.3 FElution der Nukleinsiure aus Agarosegelen
Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick

Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers. Da die
eluierten Fragmente ausschlieBlich zur Ligation weiter verwendet werden
sollten, wurden die DNA-Fragmente mit 30 pl ddH,O eluiert. AnschlieBend
wurden die eluierten Fragmente zur Konzentrierung mit 2.5 Volumen Ethanol
und 0.1 Volumen 3 M NaAc gefallt (30 min bei 20°C, 30 min Zentrifugation bei
4°C, 21000 x g) und dann in 8 ul ddH,0 aufgenommen.

2.9 Northern-Blot Analysen

2.9.1 Blotten der aufgetrennten RNA

Die elektrophoretisch aufgetrennte RNA wurde mittels Kapillarblot Gber Nacht
auf eine geladene Nylonmembran (Hybond N+, Amersham) Ubertragen. Die an
die Membran gebundenen Nukleinsauren wurden fiir 2 h bei 80°C fixiert. Die
Zugabe der radioaktiv markierten Sonden erfolgte nach einer Prahybridisierung

fur mindestens 3.5 h bei 60°C im Hybridisierungspuffer.
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2.9.2 Radioaktive Markierung der Sonden
Die Markierung der DNA-Fragmente mit [a32P]-dCTP erfolgte mit dem DNA

Labelling Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen). Nach Anlagerung der als Primer
dienenden unspezifischen Hexanucleotide wird der komplementdre Strang unter
Einbau von [a32P]-dCTP durch das Klenow-Fragment, einer Polymerase mit 3'-
5" Exonucleaseaktivitat synthetisiert. Die Menge der eingesetzten Aktivitat
betrug pro Ansatz 40 uCi [a32P]-dCTP. Die Abtrennung der nicht eingebauten
Nucleotide und aller Fragmente mit einer Lange von weniger als 17 bp erfolgte
mit NucTrap Probe Purification Columns (Stratagene, Heidelberg) nach Angaben
des Herstellers. Nach einer abschlieBenden Denaturierung flir 5 min bei 96°C

wurden die so markierten Fragmente zu den Membranen gegeben.

2.9.3 Hybridisierung
Da nur homologe Sonden eingesetzt wurden, erfolgte die Hybridisierung immer

mit identischen Bedingungen. Nach Abschitten eines GroBteils der
Hybridisierungslésung wurden die adioaktiv markierten Fragmente zu den
Membranen gegeben und Uber Nacht bei 60°C in einem Hybridisierungsofen
inkubiert. Zum L&sen der unspezifischen Bindungen wurden die Membranen
nach Entfernen der Hybridisierungslésung mit verschiedenen
Salzkonzentrationen bei unterschiedlichen Temperaturen gewaschen. Die
Stringenz nimmt mit steigender Temperatur und fallender Salzkonzentrationen

ab, unspezifische Bindungen wurden bei 65°C und 0.5 x SSC gelost.

2.9.4 Detektion
Nach EinschweiBen in Kunststofffolie wurden die Signale zuerst mit einem

Phospho-Imager (STORM 860, Molecular Dynamics, Amersham Biosience,
Sunnyvale, CA, USA) detektiert. Zur endgiiltigen Visualisierung der Ergebisse
mittels Autoradiographie wurden die Membranen in Expositionskassetten mit
Verstarkerfolie Uberfihrt und in einer Dunkelkammer ein Rontgenfilm zwischen
Membran und Verstarkerfolie gelegt. Die Belichtung erfolgte bei -70°C fr

unterschiedlich lange Zeitraume.
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2.10 Genspezifische DNA Amplifikation

2.10.1 Primer
Die verwendeten Primer wurden anhand der bekannten Sequenzen der Gene

aus der Genbank (NCBI) erstellt. Die Primer wurden bei ARK (Sigma) und
Lifetechnologies (Invitrogen) bestellt und dort synthetisiert. Nach Erhalt wurden

alle Primer mit einer Endkonzentration von 50 nM in ddH20 gel6st.

Tabelle: 2.11.1: Verwendete Primer fir die Amplifikation des PaNie Gens (Wdrle,
2000) und der Northern Sonden.

PAL rev GTAGCCATTTGGATGAAGTG

PAL for GTTGGGACCAGTAGCTTTGG

TCH rev Grauer M. (2002)

TCH for Grauer M. (2002)

PR1 rev Grauer M. (2002)

PR1 for Grauer M. (2002)

Eli 3 rev Grauer M. (2002)

Eli 3 for Grauer M. (2002)

PaNie rev GAGACCATGGCCGTGATCAACCATG
PaNie for CTCTGGATCCCTGGAAAAACGCCTTCACGAG
ACS2 rev GAGTGTGGTGACATTATCCC

ACS2 for AACCCATCAAATCCACTCGG

2.10.2 PCR Reaktion
Es wurden je nach Versuch verschiedene DNA Polymerasen eingesetzt. Sollte

das PCR-Fragment fir Ligation, Transformation und spatere Sequenzierung
weiterverwendet werden wurde die langsamere aber genauer arbeitende Pwo-
DNA-Polymerase (proof reading enzyme mit 3' -> 5' Exonucleaseaktivitat)
eingesetzt (Peglab). Ein Standardansatz mit einem Volumen von 50 pl enthielt
je 50 pmol jedes Primers, 0.2 mM dNTPs, ca. 100 ng DNA als Vorlage, 5 pl 10x
PCR-Reaktionspuffer, 1 Unit Polymerase und ddH20. Die Reaktionen wurden in
einem GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Norwalk, Conneticut, USA)
durchgeflhrt.
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2.11 Klonierung der PCR-Fragmente

2111 Ligation

Zu je 8 pl PCR-Fragment wurden 2 ul T4 DNA-Ligase Puffer (MBI, Litauen), 4 pl
PEG 4000 (MBI), 1 pl BSA (MBI), 4 Units (2 pl) T4 DNA-Ligase (MBI, Litauen)
und 1 pl (circa 50 ng) Vektor gegeben und der Ansatz mit ddH20 auf 20 pl
aufgefllt. Zur Ligation wurden die Proben fiir 1 h bei 22°C inkubiert.

211.2 Transformation
Zur Transformation wurden die kompetenten Bakterien im Eisbad aufgetaut.

Nach Zugabe des Ligationsansatzes folgte eine 30-minitige Inkubation auf Eis.
Daraufhin wurden die Ansatze 30 s bei 42°C inkubiert, 5 min auf Eis gestellt
und nach Zugabe von 800 pl LB-Medium zur Ausbildung der Resistenz eine
Stunde bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Von jedem Ansatz wurden
je 150 pl auf LB-Agarplatten mit Ampicillin (50 pg*mi™) ausplattiert und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle der Ligation wurden dann aus einigen
der Uber Nacht angezogenen Einzelkolonien die Plasmide isoliert und mittels

PCR und Restriktionsmuster verfiziert.

2.12 Sequenzierung

2121 Sequenzreaktion

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde in Anlehnung an die
Kettenabbruch-Methode nach Sanger et a/. (1977) durchgefiihrt. Mit Markierung
von fluoreszenzmarkierten ddNTP’s (ABI PRISM™ Big DyeTermination Cycle-
Sequencing Ready Reaktion Kit (Perkin EImer)) und anschlieBender Auftrennung
und Identifizierung durch Kapillarelektrophorese (ABI PRISM 310, Genetic
Analyser, Perkin Elmer) wurde die Sequenz ermittelt und spater mit dem

Programm Lasergene DNASTAR (5.0) ausgewertet.
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Die Ansatze fiir das Cycle-Sequencing enthielten:
Plasmid: 1 ug
Primer: je 5 pmol
BD-Kit: 3l
ddH20 Auffillen auf 10 pl Endvolumen

Die PCR wurde in einem GeneAmp PCR System 2400 PCR-Block (Perkin Elmer)
nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Denaturierung: 94°C 30s

Denaturiernug: 94°C 10s —_—
Anlagerung: 50°C 5s 1 30 Zyklen
Elongation: 60°C 4min _—

Letzte Elongation: 60°C 7min

Nach dem Cycle-Sequencing wurden die Proben mit HPLC-H,O auf 100 pl
aufgefillt, mit 257 pl Ethanol und 10 pl 3M NaAc (pH 5.2) gefallt, zweimal mit
80% Ethanol gewaschen, das Sediment getrocknet und in 20 pl TSR Kit
aufgenommen. Nach einer Denaturierung flir 2 min bei 96°C wurden die
Ansatze in spezielle ReaktionsgefaBe Uberfuihrt und bis zur Sequenzierung bei

4°C gelagert.

2.12.2 Industrielle Sequenzierung
Die zu sequenzierenden Proben wurden mit Pwo-Polymerase amplifiziert und

Uber Gelelektrophorese aufgetrennt, quantifiziert und aus dem Gel eluiert
(Qiagen). Die Elute wurden in ddH20 aufgenommen und auf die von GATC-
Biotech (GATC Biotech, Konstanz, Germany) vorgeschrieben Konzentrationen
verdinnt. Die Sequenzprimer wurden ebenfalls in den von GATC beschriebenen
Konzentrationen zur Sequenz vorbereitet. Die Sequenzierung erfolgte auf einem
ABI Sequenzierer Modell 3730 (Angaben von GATC) in ungenannten
Bedingungen von einer Lange bis zu 700 Basen. Die Sequenzlaufe wurden als

ABI Traces (*.abi, und Fasta formatierte Sequenzdateien) und Fasta
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Sequenzdateien geliefert. So konnte die Qualitat der Sequenz und die

Genauigkeit der Korrektur Uberprift werden.

2.13 lonenchromatographie

2131 Anionenanalyse

Zur Analyse der Anionenverteilung durch Elicitierung wurde das Kulturmedium
der Zellen analysiert. Flinfzig Milliliter der Zellkultur von A.thaliana wurden mit
500 nM PaNie elicitiert und zu verschiedenen Zeitpunkten 2 ml entnommen.
Diese Probe wurde durch einen Filter (0.2 um) von allen Schwebeteilen befreit
und in spezielle Ionenchromatographie GefaBe, verdinnt (1:10) mit Millipore
Wasser Uberfiihrt. Die Anionenchromatographie erfolgte auf einem Dionex
DX120 Ionenchromatograph (Dionex, Kalifornien, USA), mit einem Probengeber
(Dionex AS40 Automated Sampler) Uber eine Anionensdule (IonPac, AS9HC
Dionex). Die Analyse erfolgte bei einem konstanten Laufmittelfluss von 1
ml*min-1 als Leitfahigkeitsbestimmung in Kombination mit Retentionszeit-
bestimmung. Die verwendeten Standards wurden in Konzentrationen von 10
MM, 100 uM, 1 mM, 5 mM und 10 mM als Gemisch von sechs Anionen zum
eichen und quantifizieren verwendet. Die jeweiligen Retentionszeiten der
Standards dienten der Identifizierung und die Intergrale unter den Flachen der
Standards der Quantifizierung der Proben. Verwendete Standards fir die
Anionen waren Fluorid, Chlorid, Nitrit, Nitrat, Phosphat und Sulfat. Die

Analysesoftware war Peak Net Client (Version 6.4) von Dionex.

2.13.2 Kationenanalyse
Zur Analyse der Kationenverteilung durch Elicitierung wurde ebenfalls das

Kulturmedium der Zellen analysiert (vgl. oben). Die Kationenchromatographie
erfolgte Uber eine Kationensdule (IonPac, CS12A Dionex). Die Analyse erfolgte
bei einem  konstanten  Laufmittelfluss  von 1 mP*min-1  als
Leitfahigkeitsbestimmung in Kombination mit Retentionszeitbestimmung. Die
verwendeten Standards wurden in Konzentrationen von 50 uM, 200 uM, 1 mM

und 2 mM als Gemisch von flinf Kationen zum eichen und quantifizieren
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verwendet. Verwendete Standards flir die Kationen waren Natrium, Ammonium,

Kalium, Magnesium und Calcium.

2.14 Gaschromatographischer Nachweis der
Ethylenakkumulation

2141 Gaschromatographischer Nachweis der Ethylen-
akkumulation im Gasraum einer Zellkultur von A. thaliana

Zellen einer Zellkultur von A.thaliana wurden am filinften Tag nach dem
Uberimpfen elicitiert. Dazu wurde die Zellkultur zuerst in kleine
Erlenmeyerkolben von 25 ml Volumen (45 ml Gesamtgasvolumen total) zu je 10
ml aliquotiert. Sofort nach Elicitorgabe wurde der Gasraum mit gasdichten
Silikonstopfen verschlossen und die Proben wieder auf einem Rundschiittler
befestigt (Bachhofer, Modell TMR, 150 rpm). Nach der Inkubationszeit bei 26°C
im Dunkeln ist fir jede der drei parallelen Messungen 1 ml aus dem Gasraum
mit einer gasdichten Spritze entnommen und der Ethylengehalt

gaschromatographisch ermittelt worden.

2.14.2 Messbedingungen
Die Ethylenmessung wurde an einem Gaschromatographen (HP 5890, Hewlett

Packard) mit angeschlossenem Integrator (HP 3396 Series II Integrator)
durchgeflhrt. Zur Auftrennung fand eine fused sifica Kapillare (plot Al,O3/KCl,
Chrompack, Frankfurt a.M.) mit Al,Os/KCI als stationdre Phase Verwendung. Die
Kapillare hatte einen Innendurchmesser von 0.53 mm und eine Lange von 50
m. Die Bedingungen der GC-Laufe sind im Folgenden aufgeflihrt.
Ofentemperatur:  isotherm 50°C

Tragergas: 15 ml Ny*min™

Injektor: 200°C, Split 160 mI*min™, Separator 5 ml*min™

Detektor:  FID 200°C; H, 10 mlI*min™, synthetische Luft 400 ml*min™
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2143 Identifizierung und Quantifizierung von Ethylen
Die Identifizierung des Ethylens erfolgte anhand eines mit reinem Ethylen

hergestellten Standards durch Vergleich der jeweiligen Retentionszeit der
erhaltenen Peaks am Integrator. Zur Herstellung des Standards wurde ein mit
N, gespllter Glasballon mit reinem Ethylen (99.99%) begast und gasdicht
verschlossen. Aus diesem Vorrat wurde Uber zwei Verdiinnungsschritte (1 : 150
und 1: 1240 = 1 : 186000) der Eichstandard hergestellt. Die Endkonzentration
des eingesetzten Standards betrug 5.38 ppm. Die Flache des bei den Proben
auftretenden Ethylenpeaks wurde auf die Ethylenpeakflache des Standards

bezogen.

2.15 Reaktive Sauerstoff Spezies (ROS: reactive oxygen
species)

Reaktive Sauerstoff Spezies wurden mittels der DAB-Methode in Blattern
nachgewiesen. Die Methode beruht auf der Polymerisation von DAB (3,3-
Diaminobenzidin) zu einem braunen Polymer bei Anwesenheit eines geeigneten
Elektronen-Donators, in diesem Fall H,O,. Dafiir wurde in die Blattunterseite der
Rosettenbldtter von A.thaliana mit einer Tuberkulinspritze ohne Kanile 5 pl
einer 10 pM PaNie Lésung und 1 mg*ml™ DAB infiltriert (Veit et al., 2001). Eine
Chlorophyllextraktion wurde durch Uberschichten der Blitter im 15 ml
ReaktionsgefaB mit 92% Ethanol bei 100°C erreicht, dazu wurde der Ethanol
mehrmals gewechselt. Die entfarbten Blatter wurden zur Rehydrierung in 0.2 M
KPi-Puffer gelagert und konnten bereits nach 15 min dokumentiert werden.
Lagerung der Proben erfolgte in 70% Ethanol, bei 4°C im Dunkeln.
Dokumentation erfolgte auf einem Photoscanner (Epson Perfection 1650) bei
600 dpi im Durchlicht.

2.16 Kalloseablagerungen
Zur Abschottung von Wunden und der Eintrittsstelle von Pathogenen wird von

der Pflanze Kallose verwendet. Diese Molekiile lassen sich im Gewebe von

Arabidopsis Blattern mit Anilinblau nachweisen (Gomez-Gdémez et al, 1999);
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diese Technik geht auf Currier und Strugger (1956) zurtick. Die verwendete und
abgewandelte Methode ist in Veit et a/ (2001) beschrieben.

2.17 Durchmusterung einer T-DNA Insertions Linie

2171 Selektive Anzucht in BM-PaNie Medium

Die sterilisierten Samen (vgl. 2.7.2) wurden aus den ReaktionsgefaBen mit einer
Pipette entnommen und in 10 ml BM-Medium mit 10 uM PaNie gegeben. Die
Anzucht erfolgte in Petrischalen mit einem Durchmesser von 45 mm unter
konstanten Bedingungen in einem Wachstumsschrank bei 16/8 h Licht/Dunkel
Rhythmus und 21/18°C Temperatur. Die Keimlinge wurden fiir 6 Wochen so im

Medium belassen und die Uberlebenden Individuen in Kulturerde tberfiihrt.

2.17.2 Auswahl der selektiv angezogenen Pflanzen
Die selektiv angezogenen Pflanzen aus der Selektion mit dem Elicitor PaNie

wurden nach folgenden Kriterien ausgewahlt. Die Pflanzen mussten griin, das
heiBt, photosynthetisch aktiv und auch in Kulturerde lberlebensfahig sein. Des
Weiteren wurden alle positiv Ausgewahlten dieser Auslese einer zweiten,
wiederholten Auswahl im BM-Medium mit PaNie unterzogen. Individuen, die
dieses zweite Auswahlverfahren ebenfalls positiv liberstanden haben, wurden

zur weiteren genetischen Analyse herangezogen.

217.3 Jack T-DNA Insertionslinie
Um eine Mutante in der Erkennung, Weiterleitung oder Abwehr von

Pathogenen, insbesondere des PaNie Elicitor zu finden wurde eine T-DNA
Insertions Linie von Thomas P. Jack (Jack T-DNA Lines) verwendet (Campisi et
al, 1999). Diese Mutation beruht auf einer durch Agrobacterium tumefaciens
herbeigefiihrten Ubertragung von DNA vom Vektor in die Wirtszelle, wodurch
Gene in ihrer Funktion zerstdrt werden kénnen. Zur Erstellung der T-DNA Linien
wurde der Vektor pD991 mit einer ,enhancer trap" verwendet. Diese T-DNA

kodiert flir eine Kanamycin Resistenz zur selektiven Anzucht, einer bakteriellen
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uidA (B-glucuronidase:GUS) die von einem -60 minimal Cauliflower Mosaic Virus
(CaMV) Promotor und der untranslatierten 3 "Region des Nopalin Synthase Gens
(3'NOS) flankiert ist. Die Insertionslinie hat eine PopulationsgroBe von 50.000
Individuen. Zusammengefasst werden sie in 50 Superpools zu je 100 Subpools
mit je 10 Linien (50*100*10=50.000). Die A.thaliana Samen mit dem Columbia-
6 Okotyp wurden von der Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC, Plant

Science Division, University of Nottingham, UK) bezogen.

2174 Sterilisation der Jack T-DNA Linien
Zur sterilen Anzucht der Pflanzen wurde diese vor dem Ausbringen in

Nahrmedium keimfrei gemacht. Dafiir wurden etwa 200-250 Samen in
destilliertem Wasser flir 30 min vorgequollen. Das Wasser wurde verworfen und
zu den gequollenen Samen eine 10 prozentige Natriumhypochlorid Ldsung
gegeben. Nach 15 min wurde das Natriumhypochlorid verworfen und die Samen
mit sterilem destilliertem Wasser mehrfach gespiilt. AbschlieBend wurden die
Samen mit 70% Ethanol flir 10 min behandelt. Das Ethanol wurde verworfen,
die Samen zwei Mal mit sterilem destillierten Wasser gewaschen und in BM-
Medium mit 0.5% Agarose aufgenommen und ausplattiert. In den
Inkubationszeiten wurden die ReaktionsgefaBe (15 ml) auf einem

Uberkopfschiittler zur griindlichen Durchmischung befestigt.

2.17.5 Isolation von genomischer DNA aus den T-DNA Linien
Einhundert Milligramm Blattmaterial wurden mit einem Homogenisator im

ReaktionsgefaB (1.5 ml) unter Verwendung von 200 pl Extraktionspuffer
aufgeschlossen, gemischt und mit 200 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) versetzt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand erneut mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol ~ (25:24:1)  versetzt, gemischt und
sedimentiert. Nach Zugabe von 200 pl Isopropanol zum Uberstand wurden die
Nukleinsauren sedimentiert (21000 g, 15 min, 4°C); in 50 pl Wasser

aufgenommen und ein RNase-A Verdau durchgefiihrt (RT, 30 min).
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2.17.6 Tail-PCR auf der genomischen DNA der T-DNA Linien
Das Prinzip der Tail-PCR geht auf Liu et al. (1995) zurlick. Dabei werden

unspezifische Primer (random primer) und spezifische Ankerprimer verwendet.
Die unspezifischen Primer sind sehr kurze DNA Fragmente, die zufallig in der
DNA binden. Die so genannten Ankerprimer dagegen stammen aus der
bekannten DNA Sequenz der T-DNA. Die verwendeten Ankerprimer liegen dabei
aber unterschiedlich weit vom Ende der T-DNA entfernt. So lasst sich
sicherstellen, dass die stattgefundene PCR-Reaktion keine Zufdllige, sondern
eine spezifische war. Die Besonderheit der Tail-PCR liegt darin, dass man
sozusagen auf der genomischen DNA Sequenzieren kann, ohne die Sequenz
vorher schon zu kennen. Die Reaktionsbedingungen fiir die Tail-PCR, wie
Temperatur, Dauer der einzelnen Reaktionen (Denaturation, Annealing und
Elongation) wurden exakt nach der vorliegenden Arbeit von Liu et al.

durchgefihrt.

217.7 Abgleich der Sequenzdaten mit einer Gendatenbank
Da die Mutagenese auf der Insertion eines T-DNA Elements in die Wirts-DNA

beruht, lasst sich Uber die Tail-PCR die Stelle in der die T-DNA inseriert ist
genau bestimmen. Die angrenzenden Bereiche kdnnen Uber Sequenzvergleiche
mit Sequenzdatenbanken genauestens lokalisiert werden. Daflir wurden die,
aus der Tail-PCR gewonnenen PCR Produkte einer Sequenzreaktion unterzogen
um an die angrenzenden Nukleotidsequenzen der T-DNA zu gelangen. Die an
die T-DNA angrenzenden Bereiche der genomischen DNA werden isoliert
betrachtet und an eine der 6ffentlich zuganglichen Gendatenbanken geschickt
(NCBI). Dort werden die Sequenzen mit dem gesamten Genom von A.thaliana
abgeglichen und lokalisiert (Altschul et al. 1997). Diese Informationen aus der
Datenbank helfen herauszufinden, ob die Mutation darauf zurlickzufiihren ist,
dass ein Bereich, der flir ein Gen kodiert, direkt oder indirekt betroffen ist. Da
bei den Sequenzvergleichen nicht nur Informationen Gber den Ort (Chromosom,
Basenabfolgen) der Insertion geliefert werden, sondern auch dariber woftr

diese Sequenzen eventuell kodieren.
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2.18 Alternative PaNie Sequenzen aus verschiedenen
Pythiaceen

Um Klarheit Uber die Bedeutung des Elicitorproteins fiir die Pythium Arten zu
bekommen, wurden Sequenzen aus drei weiteren Pythiaceaen sequenziert.
Dazu wurde die genomische DNA (ein Geschenk von A. Riethmuiller, Spezielle
Botanik, Abteilung Prof. Dr. Oberwinkler, Universitat Tlbingen) spezifisch mit
den Primern fir das PaNie Gen amplifiziert. Verwendet wurden die Primer flir
das ,reife" Protein und die flir das Protein mit ,Leader" Sequenz. Die
Bedingungen fiir die PCR waren unverandert zur Sequenzanalyse von Pythium
aphanidermatum, lediglich flir die Leadersequenz wurde die Annealing
Temperatur drastisch gesenkt (50°C). Bei den untersuchten Pythiaceaen
handelt es sich um die Arten Pythium monospermum (Pringsh.), Pythium
middletonii (Sparrow) und Pythium aff. vanterpoolii (V. Kouyeas und H.
Kouyeas).
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2.19 Abkiirzungen

A
bp
BSA
cDNA
DAB
ddH20
DEPC
dH20
DMSO
DNA
EDTA
FG

HR
MES
min
MOPS
MTT
mRNA
RNase
rpm
rRNA
RT

SDS

TRIS

v/v

Absorption

Basenpaare

bovine serum albumine
komplementdre DNA
3,3’-Diaminobenzidin
bidestilliertes Wasser
Diethylpyrocarbonat
destilliertes Wasser
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Ethylendinitrilio-Tetraacetat
Frischgewicht

Gramm

Stunde

hypersensitive Reaktion
Morpholinoethansulfonsaure
Minute
Morpholinpropansulfonsaure
3-(4,5-Dimethylthiazol)-2yl2,5-diphenyltetrazolium-bromid
messenger RNA
Ribonuclease

rotations per minute
ribosomale RNA
Raumtemperatur

Sekunde
Natriumdodecylsulfat

Zeit
Tris-(hydroxy-methyl)-amino-methan
unit

volume per volume

40



Material & Methoden

w/v weight per volume

2.20 Puffer, L6sungen und Medien
DNA-Extraktionspuffer: 100 mM Tris/HCI, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM

B-Mercaptoethanol, pH 8.0

DNA-Ladepuffer: TE-Puffer (3.5x), 30% (v/v) Glycerin, 0.02% (w/v)
Bromphenolblau

Hybridisierungslésung: 0.33 M NaPi-Puffer pH 7.0, 1 mM EDTA, 7% (w/v) SDS,
1% (w/v) BSA

LB-Medium: 170 mM NaCl, 1% (w/v) Bacto Trypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt,
pH 7.0

MSa: 4.3 g MS-Salze, 30 g Saccharose, 0.5 mg NAA, 0.05 mg Kinetin, pH 5.7
(KOH) ad 1000 ml ddH,0O

MOPS-Puffer (10x): 400 mM MOPS, 100 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA, pH 7.0
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2.21 Chemikalien und Verbrauchsmittel.
Amersham, Braunschweig: Hybond N+ Nylonmembran, [a32P] - dCTP

Amresco, Solon, USA
Appligene, Heidelberg
ARK, Darmstadt
Fluka, Neu-Ulm
Greiner, Nurtingen
Kodak Company,

MBI Fermentas, Litauen

Perkin Elmer, USA

PegLab, Erlangen
Pharmacia, Freiburg
QIAGEN, Hilden
Roth, Karlsruhe
Sartorius, Gottingen
Sigma, Minchen

Stratagene, Heidelberg

Ethidiumbromid (10 mg e mi-1)
Tag-DNA Polymerase
Sequenz-Primer

Formaldehyd, DEPC
Petrischalen, Pipettenspitzen, ReaktionsgefaBe
Rontgenfilme X-Omat-XAR-5 (13x18 cm)

DNA Labelling Kit, Restriktionsendonucleasen: DNA
Ligation Kit

ABI PRISM™ Big Dye Terminator Cyle Sequencing
Ready Reaction Kit

Pwo-DNA Polymerase

RNase A

Qiaquick Gel Extraction Kit

Aqua Roti Phenol, SDS

Sterilfilter (Type: SM 17597)

Tris/HCI, MOPS, EDTA,

NucTrap® Probe Purification Columns

Tris-Base, BSA, MES

Alle Gbrigen Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt in p.a.-

Qualitat bezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Abwehrreaktionen der pflanzlichen Zellkultur
An einer Zellkultur von A.thaliana wurden verschiedene Abwehrreaktionen auf

den Kontakt mit einem gereinigten Proteinelicitor aus Pythium aphanidermatum
untersucht. Diese Untersuchungen umfassten den quantitativen Nachweis von
Zelltod, die Alkalisierung des Kulturmediums als Reaktionen der HR, den
zeitlichen Verlauf der Phytoalexinakkumulation, Salicylsaureproduktion und
Ethylenfreisetzung, sowie und die Regulation der transkriptionalen Aktivitat als
Bestandteile der SAR. Ein Nachweis zur Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies wurde ebenfalls gemacht. Zur Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Teilaspekten der Pathogenabwehr

wurden diese Versuche unter Verwendung von Hemmestoffen durchgeftihrt.

3.1.1 Wachstumsverlauf einer A.thaliana Zellkultur nach
Subkultivierung

Um die Wirkung des Proteinelicitors PaNie auf die Arabidopsis thaliana
Suspensionskultur  untersuchen zu  kénnen, musste zuerst das
Wachstumsverhalten der Kultur charakterisiert werden um den glinstigsten
Zeitpunkt flir spatere Elicitierungen zu ermitteln. Fir den Zeitpunkt der
Behandlungen mit Elicitoren erwies sich bei anderen Zellkulturen, z.B. von
Daucus carota die exponentielle Wachstumsphase als glinstig. Der
Wachstumsverlauf wurde mit Hilfe des gepackten Zellvolumens (vgl. Abb. 3.1.1)
verfolgt und zeigt das charakteristische Bild flir eine schnell wachsende
Zellkultur. Die Phase des exponentiellen Wachstums lag auch hier zwischen
dem 4. und 6. Tag. In der anschlieBenden Sattigungsphase nimmt nur noch das
Zellvolumen durch Wasseraufnahme zu, Zellteilung findet dann nicht mehr
statt.
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Abbildung 3.1.1: Wachstumsverlauf einer Zellkultur von A.thaliana. Zur
Ermittlung des gepackten Zellvolumens wurde taglich aus drei Kolben je 1ml
Zellsuspension entnommen und in modifizierten Hamatokritréhrchen nach
Zentrifugation das gepackte Zellvolumen bestimmt (Seitz und Richter, 1970).

3.1.2 Vitalitatstest mit der MTT-Methode
Die Vitalitat der Zellkultur wurde mit Hilfe der Umsetzung von farblosen MTT zu

farbigen Formazan quantitativ erfasst. Wie Abbildung 3.1.2 zeigt ist die
Abnahme der Vitalitdt ein schneller Effekt. Bereits 16 h nach Elicitierung
verbleiben in der Probe lediglich zwanzig Prozent der Zellen vital, die anderen

begehen einen programmierten Zelltod.
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Abbildung 3.1.2: Vitalitats-
verlust in einer A.thaliana
Zellkultur. 16 h nach
Elicitierung (500 nM)
verbleiben 20% der Zellen
nach Elicitor Behandlung vital
(schraffiert). Die Kontrolle
verliert nicht an Vitalitat
(massiv mit Punkten).

100

50

Restvitalitiat [%] gegeniiber der Kontrolle

BSA PaNIE

3.1.3 Vitalitatsverlust unter konstantem pH-Wert
Um die Bedeutung der Alkalisierung des Mediums zu untersuchen, wurde der

pH-Wert des Mediums, in dem sich die Zellen befinden mit einem Puffer (
50 mM Tris-MES, pH 5.45) stabilisiert. Die durch den Elicitor hervorgerufene
Alkalisierung unterbleibt (vgl. Abb. 3.2.3) in diesem System nahezu vollstandig.
Die jeweils zusdtzliche Behandlung mit Puffer flhrte im Vergleich mit
Kontrollen, die nur mit dem Elicitor bzw. BSA, zu einem leicht erhohten
Vitalitdtsverlust. Da Kontrolle (BSA+MES) und Probe (PaNie+MES) in ihrer
Vitalitdt gleichermaBen absanken ist dieser Effekt durch den Puffer und nicht
mit veranderten pH Bedingungen zu erkldren. Die Referenzen ohne Puffer
zeigten die Ublichen Werte von 20% Restvitalitat nach Behandlung mit dem

Elicitor.
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Abbildung 3.1.3: Vitalitatsverlust einer Zellkultur von A.thaliana nach
Elicitierung in gepuffertem Medium bei konstantem pH-Wert. Die mit dem
Elicitor (schraffiert) behandelte Zellkultur von A.thaliana zeigte in gepuffertem Medium
(pH 5.45, 50 mM Tris-MES) einen deutlichen Vitalitatsverlust (Zeit nach Elicitierung 16
h) gegentiber der Kontrolle (massiv mit Punkten).

3.1.4 Vitalitatsverlust nach Elicitierung unter Hemmstoffeinfluss
Um die Bedeutung der einzelnen Signalwege und ihre Vernetzung fir

Abwehrreaktionen naher zu untersuchen, wurde mit Inhibitoren (DPI, ein
Inhibitor der NADPH Oxidase), die Freisetzung von H,0, verhindert. AuBerdem
wurde der Calciumeinstrom durch Hemmung von Calciumkandlen mit
Lanthanchlorid unterbunden, welches den Einstrom in die Zelle unterbindet. Mit
EGTA wurde vornehmlich Ca** des Mediums gebunden, um die Bedeutung
extrazelluldren Ca®* zu untersuchen. SchlieBlich wurde mit Verwendung von
Cycloheximid die  Bedeutung translationsabhangiger  Prozesse  flr

elicitorinduzierte Abwehrreaktionen geprift.
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Abbildung 3.1.4: Vitalitatsverlust bei Elicitierung unter Hemmstoffeinfluss.
Die mit Elicitor (grau) behandelten Zellkulturen von A.thaliana zeigten teils deutlich
starkeren Vitalitatsverlust als die Kontrollen (schraffiert). Zeit nach Elicitierung 16 h.

In Kombination mit BSA flihrte die Zugabe der untersuchten Hemmstoffe nicht
zu einem verstdarkten Absterben der Zellkultur. Die einzige Probe, die hierbei
einen Unterschied zur Kontrolle zeigte, war die mit EGTA behandelte. Hier sank
die Vitalitat auf 80%. Die Kombination des Elicitors jeweils mit DPI und EGTA
verstarkten den durch den Elicitor induzierten Vitalitdtsverlust (auf 15 bzw.
3%). In beiden Fallen sank die Vitalitdt unter die sonst gemessenen 20%
Restvitalitdt. Bei den mit EGTA behandelten Proben sogar auf 3%, das
entsprechen 17% zusatzlichem Vitalitatsverlust.

In den mit LaCl; und Cycloheximid behandelten Proben wurde der Zelltod in
starkem MaBe verhindert. Mehr als sechzig Prozent der Zellen waren nach der
Elicitorbehandlung noch vital. Das ist ein Dreifaches der Vitalitat verglichen mit
den Kontrollen. Die Erhéhung der cytoplasmatischen Calciumkonzentration und
die Neusynthese von Proteinen sind ein Vorraussetzung fir Zelltod, die
Unterdriickung einer dieser Vorgange hindert die Zellen in den programmierten
Zelltod einzutreten.
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3.1.5 Einfluss von G-Protein Aktivatoren und Inaktivatoren auf den
Zelltod

Die Hemmstoffe GTP-y-S und GDP-3-S wurden verwendet, um den Einfluss von
G-Proteinen auf den Zelltod zu untersuchen. Die Aktivierung der G-Proteine
erfolgt Uber die Einlagerung von GTP in den heterotrimeren Proteinkomplex,
welches durch die Spaltung zu GDP in die inaktive Form Uberflihrt wird. Bei den
verwendeten Molekilen GTP-y-S und GDP-B-S handelt es sich um modifizierte
Molekiile, welche nicht zu GDP hydrolysierbar sind, und damit die Bindestelle
blockieren. Im vorliegenden Fall wurde untersucht, ob sich der Zelltod durch
GTP-y-S simulieren lasst und somit die Beteiligung von G-Proteinen an der
Signaltransduktion im Falle des elicitorvermittelten Zelltods wahrscheinlich
gemacht werden kann. Als Negativkontrolle diente die Gabe von GDP-(-S,
durch die der G-Protein vermittelte Zelltod unterbunden werden sollte
(schraffiert). Aus Abbildung 3.1.5 geht hervor, dass die Situation, die durch den
Elicitor ausgeldst wird, hierdurch nicht simuliert werden kann (schraffiert). GTP-
y-S und das GDP Analogon GDP-B-S (grau) lésten bei keiner der behandelten
Proben Zelltod aus; allerdings konnte auch mit keinem der Hemmstoffe ein

Elicitor induzierter Zelltod verhindert werden.
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Abbildung 3.1.5: Einfluss von G-Protein Aktivatoren und Inaktivatoren auf
den Zelltod. MTT-Test zum Vitalitatsverlust von Zellkulturen in Kombination von G-
Protein Aktivatoren (GTP-y-S) (grau) und Inaktivatoren (GDP-B-S) (grau) in
Kombination mit dem Elicitor (schraffiert).

3.1.6 Elicitor-induzierter Vitalitatsverlust in Zellkultur von Panicum
maximum

Wie in einer friheren Arbeit gezeigt wurde, l6st der Elicitor nur bei
Dikotyledonen Nekrosen aus (Veit et al. 2001). Eine Elicitorkonzentration von
100 nM fihrte bei A.thaliana bereits zu einem starken Vitalitatsverlust, l6ste in
der Zellkultur von P.maximum keine Reaktion aus. Selbst bei flinfzigfacher
Konzentration (5 pM) zeigte sich keine Reduktion der Vitalitdt. Der Effekt des
Elicitors auf die Vitalitat der Zellkultur konnte bei A.thaliana bei Konzentrationen
hoéher als 500 nM nicht Gbertroffen werden. Héhere Konzentrationen als 5 M
wurden in der Hirse nicht untersucht, da bei diesen Konzentrationen bereits mit

unspezifischen Verdiinnungseffekten zu rechnen gewesen ware.
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Abbildung 3.1.6: Vitalitatsverlust bei Elicitierung einer Zellkultur von
Panicum maximum. Die mit dem Elicitor behandelte Zellkultur der Hirse zeigte im
gleichen Kulturmedium wie A.thaliana keinerlei Vitalitatsverlust (schraffiert). Selbst bei
zehnfacher Elicitorkonzentration konnte keine Abnahme der Vitalitat, wie sie bei
Dikotylen beobachtet werden kann, gemessen werden. Die Kontrolle (schwarz) zeigt
ebenfalls keine Veranderung. Zeit nach Elicitierung 16 h.

3.2 Alkalisierung des Kulturmediums bei Elicitorkontakt

3.2.1 Alkalisierung des Kulturmediums durch Elicitierung mit PaNie
Die Ansduerung des Cytoplasmas und die Alkalisierung des Apoplasten nach
Pathogenkontakt oder Elicitorbehandlung sind gut untersuchte Phanomene. Im
vorliegenden Fall wurde die Alkalisierung des Kulturmediums in einer Zellkultur
von A.thaliana untersucht. Die Alkalisierung erfolgte sehr schnell unter
Austausch von Protonen (H*) aus dem AuBenmedium gegen Kationen
(Uberwiegend K) aus der Zelle. Die Bedeutung der Alkalisierung (bzw.
Ansdauerung des Cytoplasmas) als Teilreaktionen der Pathogenabwehr sollte
hierbei untersucht werden. Die Zellkulturen wurden zur Messung aus dem
Kulturraum flir das Experiment auf einen Rundschittler im Labor Uberflihrt.
Nach einer Ruhephase von einer Stunde wurde der pH-Wert zur Dokumentation
der Stabilitat finfzehn Minuten vor dem Versuch aufgezeichnet. Wie aus

Abbildung 3.2.1 hervorgeht ist die Alkalisierung des Mediums eine sehr schnelle
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Reaktion auf den Elicitor, die bereits zwei 2 min nach Elicitorkontakt einsetzte,
und der Vorgang innerhalb von 15 min bereits zu 95% gesattigt war. Diese
Reaktion erreichte einen Endwert von pH 6.6 und verblieb flir circa 48 h auf
hohem Niveau. Da der pH-Wert der Zellkulturen groBen Schwankungen
unterlag (zwischen 4.8 und 5.3), wurde zur besseren Vergleichbarkeit der Daten
im Weiteren der A pH-Wert angegeben. In den Kontrollproben (BSA) konnte

keine Alkalisierung festgestellt werden.
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Abbildung 3.2.1: Alkalisierung des Kulturmediums durch Elicitierung. Die durch die
Elicitorbehandlung (500 nM) induzierte Alkalisierung des Mediums wurde mit Hilfe
eines pH-Meters dokumentiert. Die Pfeilspitze gibt den Zeitpunkt der Elicitorzugabe an.
Der pH-Wert vor der Behandlung blieb konstant. Er sank nach Zugabe von BSA (0)
leicht ab und stieg nach Elicitorapplikation (e) messbar an.

3.2.2 Alkalisierung des Kulturmediums nach Vorbehandlung mit
Salicylsaure

Da Salicylsdure bei der erfolgreichen Abwehr von Pathogenen eine
entscheidende Rolle spielt, wurde in diesem Versuch die Zellkultur mit
kauflicher Salicylsaure vorbehandelt. Nach Zugabe von 10 pM SA und einer
Inkubationszeit von 2.5 h wurde erneut (vgl. 3.2.1) die Alkalisierung gemessen.
Es wurde deutlich, dass die Alkalisierungsreaktion nicht schneller, daflir jedoch
starker (vgl. 3.2.2) ausfiel. Es kam zu einer Alkalisierung mit einem A pH von

1.59 Einheiten nach nur 120 min. Dies entspricht 0.402 pH Einheiten mehr
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gegenliber einer Elicitierung ohne SA Vorbehandlung. Die mit SA vorbehandelte
Kontrolle zeigte im zeitlichen Verlauf keine Anderung des pH-Wertes. Ein reiner

Salicylsaure Effekt ist somit auszuschlieBen.

(min)

Abbildung 3.2.2: Vorbehandlung der  Zellkultur  mit  Salicylsdure  vor
Elicitorapplikation. Die Zellkultur wurde 2.5 h vor der Elicitierung mit SA (10 pM)
behandelt. Bis zur 7. Minute waren beide Verlaufe identisch, im weitern Verlauf jedoch
alkalisierte die nicht vorbehandelte Kultur (o) schwacher als die mit Salicylsdure
vorbehandelte (o), die Kontrolle mit BSA (V) blieb auf stabilem Niveau. Die Pfeilspitze
gibt den Zeitpunkt der Elicitorzugabe an.

3.2.3 Inhibition der Alkalisierung durch gepuffertes Kulturmedium
Nach Unterbinden der Alkalisierung durch puffern des Kulturmediums (vgl.

3.3.4) konnte die Zellkultur nach Kontakt mit Elicitor kein Camalexin
produzieren. Aus Abbildung 3.2.3 wird ersichtlich, in welcher Weise der Puffer
die kultivierten Zellen inhibierte den pH des AuBenmediums zu alkalisieren.
Nach Zugabe des Puffers lieB sich zu Beginn ein leichter Abfall des pH-Wertes
erkennen, der von den elicitierten Zellen schnell wieder ausgeglichen werden
konnte. AnschlieBend kam es hier zu einem leichten Anstieg des pH-Wertes. Die
Kontrolle mit BSA anstelle des Elicitors wies ebenfalls leichte Schwankungen im
pH-Wert auf, welche sich jedoch im Rahmen Ublicher Abweichungen bewegten.
Der Anstieg des pH-Wertes nach Elicitierung in diesem gepufferten System

machte hier lediglich 0.2 Einheiten aus, was verglichen mit einer
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Alkalisierungsleistung von Uber 1.1 pH-Einheiten im ungepufferten Modell (vgl.
3.2.1) gering war. Dieser minimale Anstieg reichte, wie schon aus Abbildung
3.3.4 zu erkennen ist, nicht aus um die Phytoalexin-synthetisierenden

Signalwege zu aktivieren.

A pH

-20 0 20 40 60 80 100 120
Zeit t(min)

Abbildung 3.2.3: Inhibition der Alkalisierung durch ein Tris/MES
Puffersystem. Die durch die Elicitorbehandlung (e) (500 nM) induzierte Alkalisierung
des Mediums wurde mit Hilfe eines Puffers gehemmt; Kontrolle mit BSA (o). Die
Pfeilspitze gibt den Zeitpunkt der Elicitorzugabe an.

3.2.4 Einfluss von Hemmstoffen auf die Alkalisierung des
AuBenmediums

Die erfolgreiche Pathogenabwehr setzt sich aus einem Biindel unterschiedlicher
Abwehrmechanismen und deren zeitlichen Verlaufe zusammen; die Interaktion
der Reaktionsketten untereinander ist noch nicht vollstdndig geklart.
Hemmstoffe wie Cycloheximid oder AVG, welche die Translation beeinflussen
oder die Aktivitdt von Enzymen (ACC-Synthase) hemmen, wurden im Rahmen
dieser Arbeit auf ihre Bedeutung fiir die Alkalisierung untersucht. Aus Abb.
3.2.1 geht hervor, dass die Alkalisierung eine zu schnelle Reaktion ist, als dass
sie durch zeitlich nachgeschaltete Prozesse beeinflusst sein kénnte. Die Verlaufe

zwischen der lediglich mit Elicitor behandelten Probe und den Proben, die 15
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min vor Elicitor Zugabe mit LaCls, DPI und AVG vorbehandelt wurden,
unterschieden sich nicht. Unterschiede traten dagegen bei den Proben auf, die
mit EGTA oder Cycloheximid vorbehandelt worden waren. Die mit EGTA
behandelte Probe zeigte einen drastischen Abfall der Protonenkonzentration um
0.6 pH Einheiten, die aber mit Beginn der Elicitierung wieder anstieg. Der
Verlauf war hier weniger steil als in der Kontrolle mit PaNie hielt jedoch langer
an (vgl. Abb. 3.2.4a). Die mit Cycloheximid behandelten Proben zeigten anfangs
einen mit den Ubrigen Proben ahnlichen Verlauf der Alkalisierung, die jedoch
deutlich steiler verlief. Als Folge davon wiesen die mit Cycloheximid
behandelten Proben den hdchsten positiven A pH von 1.81 auf. Diese Differenz
wird nur von der EGTA Probe erreicht wenn man den A pH vom Zeitpunkt nach
der Applikation des Chelatbildners bestimmt, dann liegt er bei 1.6. Abbildung
3.2.4b zeigt die Alkalisierung der mit BSA versehenen Kontrollen. Auch in
diesem Ansatz wurde der Hemmstoff jeweils 15 min vor BSA zugegeben. Es lieB
sich kein abweichender Verlauf bei den Proben erkennen, die mit BSA, DPI,
AVG, bzw. EGTA behandelt worden waren. Die Proben mit Cycloheximid und
LaCls dagegen zeigten einen hdheren A pH als die librigen. Diese Steigerung
war jedoch nur transient und unterlag groBen Schwankungen. Die Abweichung
vom Nullwert war nach 120 min geringer als in den ersten Minuten nach

Hemmstoffapplikation.
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Abbildung 3.2.4a: Alkalisierungsreaktionen nach Hemmstoffapplikation und
Elicitierung. Die vorbehandelten Zellkulturen von A.thaliana wiesen nach Zugabe von
DPI (Vv), LaCls (o) und AVG (o) keine Verédnderung im Verlauf der
Alkalisierungsreaktionen gegentiber PaNie (o) auf. Die mit Cycloheximid (m) bzw. EGTA
(V) behandelten Proben zeigten einen veranderten Verlauf. Die Pfeilspitze gibt den
Zeitpunkt der Elicitorzugabe an.
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Abbildung 3.2.4b: Alkalisierungsreaktionen nach Hemmstoffapplikation in
der Kontrolle. Die vorbehandelten Zellkulturen von A.thaliana zeigten bei Behandlung
mit DPI (V), EGTA (V) bzw. AVG (o) keine Abweichung gegeniiber BSA (o). Die mit
Cycloheximid (m), bzw. LaCl; (o) behandelten Proben zeigten einen veranderten
Verlauf. Die Pfeilspitze gibt den Zeitpunkt der BSA Zugabe an.
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3.2.5 Alkalisierungsreaktionen einer Zellkultur von P.maximum
Die Zellkultur von P.maximum, die auf keine der getesteten Konzentrationen

des Elicitors PaNie mit Zelltod reagierte, wurde auf eine eventuelle Alkalisierung
hin untersucht. Es zeigte sich, dass diese Zellkultur nicht auf den Elicitor
reagiert. Es konnte kein bei Zellkulturen von A.thaliana gemessener schneller
und steiler Anstieg des pH-Wertes beobachtet werden. Zu Beginn war der pH-
Wert im AuBenmedium der Zellkultur (vgl. Abb. 3.2.5) sehr stabil, reagierte auf
Elicitierung (e) langsam mit einer schwachen Alkalisierung (A pH 0.3). Nach 60
min wurde hierbei ein Maximum erreicht, von wo aus der pH-Wert auf den
Ausgangswert  zurlickfiel diesen sogar deutlich unterschritt. Nach
Elicitorbehandlung wurde hier somit keine ausreichende Alkalisierung des

AuBenmediums erreicht, welche zu Zelltod und Phytoalexinbiosynthese fiihren

konnte.
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Abbildung 3.2.5: Alkalisierungsreaktionen der Hirse nach Elicitierung. Die
Zellkultur der Hirse, die in keiner gemessenen Konzentration des Elicitors PaNie mit
Zelltod reagierte, wies keine eindeutige Alkalisierungsreaktion auf. Mit PaNie (o) kam
es zu einem kurzen Anstieg des pH-Wertes, die BSA Kontrolle (0) blieb unveréndert.
Die Pfeilspitze gibt den Zeitpunkt der Elicitor Zugabe an.
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3.2.6 Alkalisierungsreaktion nach G-Protein Aktivierung oder
Inaktivierung

Zur Untersuchung der Beteiligung von G-Proteinen an der Alkalisierung einer
elicitierten A.thaliana Zellkultur wurden die Analoga GTP-y-S und GDP-B-S sowie
der Hemmstoff Mastoparan (unverdffentlichte Ergebnisse) verwendet. GTP-y-S
bindet an der a-Untereinheit der heterotrimeren G-Proteine, kann aber nicht
hydrolysiert werden und aktiviert daher konstitutiv diese Untereinheit. GDP-(3-S
dagegen wird, wenn eingelagert in die a-Untereinheit, nicht mehr freigesetzt.
Daher bleibt die a-Untereinheit im inaktiven Zustand. Abbildung 3.2.6a zeigt
nun eine Dosis-Wirkungskurve nach Behandlung mit GTP-y-S. Bei
Konzentrationen von weniger als 20 pM GTP-y-S gab es keine messbare
Abweichung vom Ublichen Verlauf. Die Behandlung mit 20 uM GTP-y-S fiihrte
zu Beginn des Versuches zu einem Anstieg des pH-Wertes, welcher sich
anschlieBend stabilisierte und nach Zugabe des Elicitors zeitlich verzdgert

anstieg.
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Abbildung 3.2.6a: Alkalisierung einer A.thaliana - Zellkultur unter Einsatz
von GTP-y-S und PaNie. Die Proben mit 5 und 10 uM GTP-y-S ('V¥,V) zeigten keine
Abweichung vom normalen Verlauf (e) (vgl. Abb. 3.2.1) und erreichten vergleichbare
ApH Werte nach gleicher Zeit. Die mit 20 uM GTP-y-S behandelten Proben (0)
alkalisierten von Beginn des Experiments bis zum Zeitpunkt der Elicitorapplikation leicht
(A pH 0.22) das Medium. Die Pfeilspitze gibt den Zeitpunkt der Elicitor Zugabe an.
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Die Zellen, die mit dem Hemmstoff GDP-B-S behandelt wurden, wiesen in ihrer
Alkalisierungsreaktion bei einer Konzentration von 5 uM GDP-3-S verglichen mit
der Kontrolle keinen Unterschied auf. Ab einer Konzentration von 10 uM GDP-[3-
S konnte sofort nach Zugabe des Hemmstoffes eine Zunahme des pH-Wertes
gemessen werden. Dieses Phanomen konnte nicht durch Applikation eines
Elicitors verstarket oder beschleunigt werden. Hier zeigt sich leicht verzdgert ein
sigmoidaler Verlauf (zwischen 5 und 10 min) (vgl. Abb. 3.2.6b), wie sie fur den

Elicitor beobachtet werden konnte.
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Abbildung 3.2.6b: Verldufe der Alkalisierung des Mediums einer A.thaliana —
Zellkultur unter Einsatz von GDP-$-S und PaNie. Die mit 10 uyM (V) und 20 M
(o) GDP-B-S behandelten Proben zeigten eine Abweichung vom normalen
Alkalisierungsverlauf (e) (vgl. Abb. 3.2.1). Die mit 5 yM GDP-B-S behandelten Proben
(V) alkalisierten vergleichbar dem Verlauf der Kontrolle das Medium. Die Pfeilspitze
gibt den Zeitpunkt der Elicitorzugabe an.

3.3 Induktion der Camalexinakkumulation durch Elicitierung
3.3.1 Camalexinakkumulation in Zellkulturen von A.thaliana

Das Indolderivat Camalexin ist das wichtigste Phytoalexin der Brassicaceen und
somit auch von A.thaliana. Seine Produktion wird Uber abiotische (Malcherowitz,
2001) und biotische Stressfaktoren ausgeldst (Glazebrook et al., 1997). Als

antimikrobieller Wirkstoff reduziert es das Wachstum der Schadorganismen.
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Dieses Phytoalexin ist als hellblau strahlende Bande bei einer
Anregungswellenldange von 312 nm auf der Dinnschichtplatte zu erkennen.
Camalexin wird wie aus Abbildung 3.3.1 zu erkennen ist, bereits 24 h nach
Kontakt mit dem Elicitor produziert, erreicht nach 48 h einen héheren Wert und
zeigt nach 72 h ein Maximum. Da die Zellkultur als Reaktion auf Behandlung mit
dem Elicitor phenolische Verbindungen produziert, die das elicitorinduzierte
Camalexinsignal Uberlagern kdnnten, wurde nach der ersten Chromatographie

die Camalexinbande erneut isoliert und einer Rechromatographie unterzogen.

PaNie BSA

CMX 24 48 72 24 48 72

Abbildung 3.3.1: Kinetik der Camalexinakkumulation. Die
Camalexinakkumulation beginnt nach 24 h und steigert sich bis zum Zeitpunkt nach 72
h. CMX der Camalexinstandard, 24, 48, 72 links zeigen die mit PaNie behandelten
Extrakte aus Arabidopsis (in h nach Elicitierung), rechts die Kontrollen mit BSA.

3.3.2 Camalexininduktion durch pH-Wert Erhohung
Da die Alkalisierung des Kulturmediums auf Elicitorkontakt ein haufig

beobachtetes Phanomen ist (vgl. 1.4), stellte sich fir diesen Versuchsansatz die
Frage welche Rolle eine pH-Wert Anderung im AuBenmedium auf die
Produktion des Phytoalexins Camalexin hat. Hierfiir wurde der pH-Wert des
Kulturmediums mit einem Puffer auf einen Wert eingestellt, der auch bei
Elicitierung erreicht wird (pH 6.7; vgl. Abbildung 3.2.1). In diesem Medium

wurden die Zellen fiir 48 h belassen und anschlieBend die produzierte Menge

59



Ergebnisse

Camalexin bestimmt. Wie aus Abb. 3.3.2 zu ersehen ist, reichte die kinstliche
Erhdhung des pH-Wertes im Kulturmedium nicht aus, um die
Camalexinsynthese zu induzieren. Dabei spielte es keine Rolle ob der pH-Wert
mit Kalilauge, mit Tris/MES beziehungsweise MES/KOH auf den Wert von 6.7
eingestellt wurde. Lediglich der pH-Wert in dem mit reiner Kalilauge
eingestellten Medium wurde von der Zellkultur innerhalb von 24 h wieder auf

den Ausgangswert korrigiert, da hier kein Puffersystem vorlag.

>

Abbildung 3.3.2: Diinnschichtchromatographie zur Camalexininduktion
durch alkalisiertes, gepuffertes Medium. Von links nach rechts: Kontrolle mit
KOH, 24 h in Tris/MES bzw. MES/KOH, 48 h in Tris/MES bzw. MES/KOH. (pH 6.7).
Pfeilspitze kennzeichnet den Camalexinstandard (CMX).

3.3.3 Camalexinproduktion nach Zugabe von Hemmstoffen der
Signaltransduktionskette

Der Befall mit einem Pathogen oder der Kontakt mit einem Elicitor fihrt in
A.thaliana zur Auslésung einer Abwehrreaktion. Dabei kommt es zur
transkriptionalen Aktivierung verschiedener Abwehrgene, der Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies, Alkalisierung des Kulturmediums, Ethylen-
freisetzung und Phytoalexinsynthese. Einige dieser Reaktionen treten sehr

schnell auf, andere bendétigen langere Zeit um wirksam zu werden. Eine dieser
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spaten Reaktionen ist wie bereits beschrieben (vgl. 3.3.1) die Camalexin-
akkumulation in elicitorbehandelten Zellen. Um die Beziehungen der einzelnen

Abwehrreaktionen untereinander zu klaren, wurden unterschiedliche Inhibitoren

eingesetzt, welche ,upstream™ gelegene Prozesse verhindern sollten.

Abbildung 3.3.3: Diinnschichtchromatographie zur Camalexininhibition
mittels Hemmstoffe. 1 BSA, 2 PaNie (500 nM), 3-6 Elicitor- behandelte Proben: 3
DPI, 4 LaCLs, 5 EGTA, 6 Cycloheximid, (7-10) Kontrollen mit BSA und Hemmstoffen wie
3-6. Jeweils 48 h nach Behandlung. Leere Pfeilspitze kennzeichnet den
Camalexinstandard (CMX), gefiillte Pfeilspitzen kennzeichnen de novo synthetisiertes
Camalexin in den Proben.

Aus Abbildung 3.3.3 wird ersichtlich, dass lediglich bei Behandlung mit Elicitor
allein oder der Kombination von Elicitor und DPI die Camalexinbiosynthese
aktiviert werden konnte. Ca®* war fiir die Induktion der Camalexinbiosynthese
jeweils notwendig, denn bei einer Reduktion von cytoplasmatischem, freiem
Ca®*, ob durch Inhibition durch LaCls oder durch Bindung mittels EGTA konnte
keine  Akkumulation von Camalexin  nachgewiesen  werden. Der
Translationshemmstoff Cycloheximid unterbindet ebenfalls die Synthese des
Phytoalexins was darauf hindeutet, dass die Enzyme der Camalexinbiosynthese
de novo produziert werden. Die mit BSA behandelten Proben zeigten keine
verstarkte Produktion phenolischer Verbindungen oder Camalexin. Auffallend
ist, dass die mit Cycloheximid behandelten Proben sich hierbei nicht von den

mit BSA behandelten Kontrollen unterschieden.
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3.3.4 Inhibition der Camalexinakkumulation durch Pufferung der
Mediums

Um weitere Aspekte der pH-Wert Anderung zu untersuchen, wurde die
Alkalisierung des Mediums nach Elicitierung mit einem starken Puffersystem
unterbunden. Zu der Zellsuspension wurde am 5. Tag der Kulturpassage das
Medium so gepuffert, dass eine Alkalisierung nicht auftrat. Wie aus Abbildung
3.2.3 hervorgeht, blieb der pH-Wert der elicitierten Zellkultur auf diese Weise
fur bis zu 48 h auf dem Ausgangsniveau stabil (vgl. 3.2.3). Es wurde hier
deutlich, dass ohne die Alkalisierung des AuBenmediums und damit ohne die

Ansduerung des Cytoplasmas keine nachweisbaren Mengen Camalexin

produziert wurden.

2 5 6 7 8 9

Abbildung 3.3.4: Diinnschichtchromatographie @ zum  Nachweis der
Inhibition der Camalexinbiosynthese in gepuffertem Kulturmedium. 1 reines
Camalexin, 2-5 Elicitor (500 nM) behandelte Proben mit je 5, 10, 20 und 50 mM Puffer
pH 5.45. 6 reiner Elicitor, 7-10 Kontrollen mit gleichen Konzentrationen Puffer jedoch
BSA statt Elicitor, 11 BSA pur. Jeweils 48 h nach Behandlung. Leere Pfeilspitze
kennzeichnet Camalexinstandard (CMX), gefillte Pfeilspitzen de novo synthetisiertes
Camalexin in den Proben.

Um die Camalexinproduktion zu unterbinden musste die Alkalisierung des
Kulturmediums vollsténdig unterdriickt werden. In den mit geringen
Konzentrationen (5-20 mM) des Puffers versetzten Proben, einem
Konzentrationsbereich, in dem die Pufferkapazitat nicht ausreichend war um die

Alkalisierung vollstdandig zu verhindern, war die Camalexinakkumulation
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umgekehrt proportional zur eingesetzten Puffermenge. Mit steigender

Pufferkapazitat sank die produzierte Menge Camalexin.

3.4 Salicylsaure

3.4.1 Salicylsaure in Zellkulturen von Arabidopsis thaliana
Salicylsaure ist eine der Verbindungen, die in der Abwehr von Pathogenen
involviert und auch im Rahmen der systemischen Antwort von Bedeutung ist.
Sie wurde durch die Zellkultur von Arabidopsis thaliana nach Elicitorkontakt
produziert. Der Verlauf der SA-Akkumulation war transient und begann bereits
3 h nach Elicitorzugabe (vgl. Abb. 3.4.1). Nach 9 h war die maximale SA-
Konzentration erreicht, welche anschlieBend absank und flir 48 h auf einem
Niveau verblieb, welches deutlich héher als in der Kontrolle war. Die mit BSA
behandelte Kontrolle zeigte keine signifikante Erhéhung der SA-Konzentration.
Die Uber HPLC nachgewiesenen Mengen an SA lagen alle in physiologischen

Konzentrationen und waren nicht hoher als in der Pflanze.
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Abbildung 3.4.1: Salicylsaurekonzentration in Zellkulturen von A.thaliana.
Salicylsaureakkumulation in Elicitor (e) und BSA (0) behandelten Zellkulturen.
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3.4.2 Salicylsaureakkumulation unter Hemmstoffeinfluss
Die in vorangegangenen Versuchen (vgl. 3.1.4, 3.1.5) verwendeten Hemm-

stoffe wurden auch auf ihre Auswirkung auf die Akkumulation der Salicylsaure
hin untersucht. Als Positivkontrolle diente die Behandlung ausschlieBlich mit
PaNie, in der Negativkontrolle wurde eine equimolare BSA Konzentration
eingesetzt. Als zusatzliche Kontrolle fir die Wirkung der Hemmstoffe wurden
nicht nur elicitorbehandelte Proben, sondern auch die mit BSA behandelten
Proben in Kombination mit den Hemmestoffen versetzt. Die Salicylsdure wurde
13 h nach Zugabe des Elicitors extrahiert. Abbildung 3.4.1 zeigt, dass der
Elicitor alleine in der Lage ist, die Salicylsaureakkumulation anzuregen. In den
Kontrollen mit BSA konnten keine signifikant erhéhten Konzentrationen an
akkumulierter SA gemessen werden. Aus den mit EGTA behandelten Proben
konnte keine Akkumulation von Salicylsdure gemessen werden, dies ist Hinweis
fur die Bedeutung des Calciums fiir die Salicylsdureakkumulation. Cycloheximid
verhindert die Neusynthese von SA. Bei Verwendung aller tbrigen Hemmstoffe
wurde die SA-Akkumulation nicht unterbunden, die SA-Konzentrationen nach
Behandlung der Zellkultur mit LaCl;, AVG und MES lagen sogar deutlich Gber

denen der Kontrolle.
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Abbildung 3.4.2: Salicylsdaureakkumulation in elicitorbehandelten
Zellkulturen nach Hemmstoffbehandlung. Mit BSA (schraffiert) und PaNie (grau)
behandelte Proben zeigen unterschiedliche SA-Konzentrationen. Die Extraktion von SA
erfolgte jeweils 13 h nach Elicitierung.

Die Behandlung mit Puffer, welcher den pH-Wert stabil auf dem
Ausgangsniveau hielt (vgl. 3.2.3), fihrte ebenfalls zu einer leichten Zunahme
der SA-Konzentration gegenliber der Kontrolle. In den Proben mit BSA+MES,
den einzigen Kontrollen, in denen SA in messbaren Konzentrationen
nachweisbar war, kann die SA-Akkumulation als Stress auf die Puffersubstanzen
zurlickgefiihrt werden. Alle anderen Kontrollen zeigten keine Akkumulation von

Salicylsdure nach Elicitorbehandlung.

3.5 Northern Blot Analyse
Die Bedeutung der gezielten und gesteuerten Transkription nach Kontakt mit

einem Elicitor ist bekannt (Zhu et a/, 1996). Im vorliegenden Fall wurde die
Zellkultur auf Transkripte von bekannten und flr die Pathogenabwehr
bedeutsamen Genen hin untersucht. Uber eine Zeitreihe von 72 h ergaben sich
deutliche Unterschiede zwischen Kontrollen und Proben. In den Kontrollen

(BSA) konnte fiir PAL (Phenylalanin Ammonium-Lyase), PR1 (Pathogenesis
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Related Protein 1) und TCH (TouCH, Calmodulin-related Proteine und
Xyloglucan endotransglycosylase) lediglich ein schwacher Anstieg bis hin zu
einem geringen Maximum gezeigt werden, wohingegen die entsprechenden
Werte in den elicitierten Proben deutlich hdher lagen. Die Menge der
Transkripte von ACS2 (ACC-Synthase 2) erreichte 36 h nach Elicitierung ein
Maximum. Davor war keine nennenswerte Transkriptmenge zu erkennen; die
Transkriptionsrate fiel zum Ende der Kinetik steil ab. 48 h nach Elicitorzugabe
waren noch vermehrt RNA Kopien registrierbar, nach 72 h konnten keine
Transkripte mehr nachgewiesen werden. ELI3 (Elicitor Induced 3) wies ein mit
dem von ACS2 vergleichbares Muster auf, die Transkriptionsraten waren hier
jedoch kontinuierlich erhéht und erreichten ebenfalls ein Maximum nach 36 und
48 h. Die Transkriptionsrate der PAL, einem Schliisselenzym zum Ubergang vom
Primar- in den Sekundarstoffwechsel und bekanntermaBen ein Stressenzym,
stieg bereits nach 3 h an und erreichte nach 24 h ein Maximum. Das PR1
Transkript konnte zum Zeitpunkt Null bereits nachgewiesen werden. Durch
Elicitierung konnte dieses Signal erhalten bleiben. Im Gegensatz dazu war es in
den Kontrollen erst nach 6 h wieder detektierbar. TCH wies nach 3 h ein kleines
Maximum auf, wonach ein sich anschlieBendes Absinken der Transkriptmenge
auf Werte der Kontrolle erkennbar war. 36 und 48 h nach Elicitorbehandlung
konnte erneut ein starkes Signal gefunden werden. Die Kontrolle zu TCH zeigte
ein leichtes Maximum der Trankriptionsrate nach 24 h (ahnlich mit dem nach 3
h in der Probe). Als Ladekontrolle diente mit Ethidiumbromid gefarbte
ribosomale RNA (28S und 18S) im Gel. Das Gelbild wurde mittels Farbumkehr
digital ins Negativ umgekehrt. Die Abbildung zeigt eine Kinetik von 0 bis 72 h.
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Abbildung 3.5: Northern-blot-Analyse, von in die Pathogenabwehr
involvierte Gene bei A.thaliana. mRNAs wurden (ber radioaktive Markierung
nachgewiesen. Links BSA Kontrollen, rechts Proben mit Elicitor, Zahlen geben
Zeitpunkte nach Elicitorbehandlung in h an.

3.6 Ilonenchromatographie zum Nachweis von
lonenverschiebungen

3.6.1 Anionenanalyse

Die Medienzusammensetzung wurde auf den Gehalt der Anionen Chlorid, Sulfat,
Nitrit, Nitrat und Fluorid nach Elicitierung hin untersucht. Die
Ionenchromatographie, die auf einem  Dionex-Ionen-Chromatograph
durchgefihrt wurde, deckte deutliche Unterschiede zwischen den beiden
Anionen Chlorid (CI") und Sulfat (504%) auf. Die Menge an freiem Chlorid im
Kulturmedium sank in den ersten 3 h nach Zugabe des Elicitors (schraffierte
Balken) drastisch ab und stieg anschlieBend im Verlauf weniger Stunden
kontinuierlich an. Der Chloridgehalt verblieb dauerhaft und signifikant unter den
Chloridwerten der BSA Kontrollen (massive Balken mit Punkten) die ca. 5%
hoher waren als die Werte der elicitierten Zellen. Wie aus Abb. 3.6.1 (links)
ersichtlich wird, war die Aufnahme von Chlorid evtl. im Symport mit Protonen
eine sehr schnelle Reaktion. Der Gehalt an Sulfat (SO4*) dagegen fiel in den
elicitierten Proben kontinuierlich ab, jedoch nicht so schnell wie dies bei Chlorid

zu beobachten war. Erst nach 24 h zeigte sich hier ein signifikanter Unterschied
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von 15% zwischen Kontrollen und Proben. Werte fiir die Anionen Nitrit, Nitrat

und Fluorid waren nicht verandert.
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Abbildung 3.6.1: Anionenanalyse in elicitorbehandelten Zellkulturen. Links:
Anderungen des Chloridgehalts im Mediums (iber die Zeit. Es zeigte sich eine Abnahme
und sich anschlieBende langsame Zunahme der Chloridkonzentration im Medium nach
Elicitierung (schraffiert). In den Kontrollen wurde ein leichter Anstieg des
Chloridgehalts gemessen (massiv mit Punkten). Rechts: Anderungen des Sulfatgehalts
im Mediums (ber die Zeit. In den Proben sank der Sulfatgehalt kontinuierlich
(schraffiert), zeigte jedoch erst nach 24 h einen signifikanten Unterschied zu den
Kontrollen (massiv mit Punkten).

3.6.2 Kationenanalyse
Die Medienzusammensetzung wurde auf die Kationen: Kalium, Natrium,

Magnesium, Ammonium und Ca** nach Elicitierung hin untersucht. Fir Ca**
konnte ein deutlicher Unterschied zur Kontrolle Gber einen Verlauf von 24 h
gemessen werden (vgl. Abbildung 3.6.2). Calcium war zu Beginn des
Experiments in den Proben und Kontrollen in gleicher Konzentration im
Kulturmedium vorhanden. Durch die Elicitierung sank die Calciumkonzentration
innerhalb der ersten 3 h um fast ein Drittel (27.6%) ab. Auf diesem niedrigen
Niveau verblieb der Calciumgehalt fir die verbleibenden 21 h des Experiments.
Die Kontrollen erwiesen sich in ihren Calciumkonzentrationen zundchst stabil.
Nach 9 h =zeigte sich auch hier ein Abfall, auf ein konstantes

Konzentrationsniveau.
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Abbildung 3.6.2: Kationenanalyse einer Zellkultur von A.thaliana nach
Elicitierung. Der Ca%*gehalt des Mediums sank nach Elicitierung um 27.6% innerhalb
von 3 h ab (schraffiert) und blieb dauerhaft unter den Kontrollwerten (massiv mit
Punkten).

3.7 Ethylen

3.7.1 Ethylen in Zellkulturen von A.thaliana
In den Zellkulturen von A.thaliana wurde nach Kontakt mit dem Elicitor Ethylen

produziert. Dadurch, dass die Zellkulturen flir die Messungen unter
Luftabschluss gehalten wurden, waren sie rasch einem Sauerstoffmangel
ausgesetzt. Es konnte nachgewiesen werden, dass sich der Ethylengehalt in
Kontrollen und Proben innerhalb der ersten 60 min auf ahnlichem Niveau
bewegte, die elicitierten Proben daraufhin jedoch ansteigend mehr Ethylen in
den Gasraum des ReaktionsgefaBes abgaben. Nach 4 h sind 50% mehr Ethylen

von den elicitierten Zellen (45 ppm) als den Kontrollen abgegeben worden (30

ppm).
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Abbildung 3.7.1: Ethylenakkumulation in Zellkulturen von A.thaliana unter
Elicitoreinwirkung. Die mit Elicitor behandelten Proben (e) zeigten nach 90 Min eine
starkere Freisetzung von Ethylen als in der Kontrolle (o).

3.7.2 Ethylen in Zellkulturen von A.thaliana unter konstantem pH
Zellkulturen von A.thaliana wurden unter konstanten pH-Bedingungen elicitiert

und deren Ethylenproduktion untersucht. Eine Stunde nach Elicitierung war
hierbei dieselbe Menge freigesetzten Ethylens messbar wie in den Kontrollen.
Drei Stunden nach Beginn des Experiments waren, verglichen mit den
elicitierten Proben, in den Kontrollen dreifach erhdéhte Konzentrationen an
Ethylen nachweisbar. In der reinen BSA-Kontrolle (nicht abgebildet) wurde kein
Ethylen produziert. Die erhdhte Ethylenproduktion der BSA+MES Kontrolle Iasst
sich auf den Stress durch den Puffer zurtickfihren. In den elicitierten Proben
(PaNie und PaNie+MES) hatte zu diesem spaten Zeitpunkt der Zelltod bei 80%

der Zellen bereits eingesetzt.
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Abbildung 3.7.2: Ethylenfreisetzung unter konstantem pH. Durch Stabilisierung
des pH-Wertes auf 5.45 wurde unter Elicitoreinfluss die Ethylenproduktion nicht erhéht
(diagonal und senkrecht schraffiert), Kontrolle (massiv mit Punkten).

3.7.3 Ethylen in Zellkulturen von A.thaliana unter Hemmstoffeinfluss
Zellkulturen von A.thaliana wurden 3 h nach Hemmstoffapplikation auf

Ethylenproduktion hin untersucht. Alle erhaltenen Werte wurden auf ihren
jeweiligen Ausgangswert bezogen. Es handelt sich somit um relative
Steigerungen zur jeweiligen Kontrolle mit PaNie (schraffiert) oder BSA (massiv
mit Punkten). Wurden die elicitierten Proben zusatzlich mit EGTA oder LaCls
behandelt waren deutliche Unterschiede zur Kontrolle ersichtlich. In den mit
PaNie (EGTA) behandelten Proben wurde deutlich weniger Ethylen produziert
(47.94%) als in den Referenzen. Bei Behandlung mit LaCls dagegen wurde
dieser Wert beinahe um das doppelte Ubertroffen (194.06%). Die Proben, die
hitzedenaturiertes PaNie-Protein enthielten, bzw. PaNie+DPI zeigten keine
Veranderung gegeniber den elicitierten Kontrollen. Die mit BSA und einem
Hemmstoff behandelten Zellen wiesen hdhere Ethylenkonzentrationen auf als
die Kontrollen. Hier handelt es sich um einen Effekt, der auf den Stress durch

den jeweiligen Hemmstoff zurtickzufiihren war.
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Abbildung 3.7.3: Ethylenakkumulation nach Hemmstoffbehandlung. Werte als
relative Veranderung gegeniiber der gleich behandelten Kontrolle, nach drei Stunden.
PaNie behandelte Proben (schraffiert), Kontrollen (massiv mit Punkten).

3.8 Abwehrreaktionen in Pflanzen von Arabidopsis thaliana

3.8.1 Reaktive Sauerstoff Spezies
Als eine der schnellsten Reaktion auf den Kontakt mit einem Elicitor ist in der

Literatur neben einem Calciumeinstrom die Produktion von reaktiven Sauerstoff
Spezies beschrieben (Baker und Orlandi, 1995; Lamb und Dixon, 1997). Die
DAB-Methode gibt einen proportionalen Bezug zur Menge des entstandenen
Polymers und damit zum freigesetzten H,0O, wieder. In dieser Arbeit wurde eine
Koinfiltration von PaNie und DAB durchgefiihrt. Der Vorteil dieser Methode ist,
dass eine sehr genaue zeitliche Aufldsung mdglich wird und jedes entstehende
H,O, in die Messung einbezogen werden kann, da die DAB Monomere bei
Versuchsbeginn bereits vorhanden sind. Wie aus Abbildung 3.8.1 hervorgeht,
setzte eine mit DAB messbare H,0, -Freisetzung nach etwa 30 min (Pfeilspitze)
ein. Die Menge des freigesetzten H,0, stieg kontinuierlich bis 60 min nach
Elicitierung an und erreichte nach 150 min die gesamte infiltrierte Flache. Dabei
nahm die Intensitat der DAB-Farbung von innen nach auBen zu. Eine weitere
Ausbreitung der DAB Farbung konnte nicht beobachtet werden. Die
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Koinfiltration von BSA+DAB als Kontrollen wiesen keine Farbungen auf, die auf
eine Einwirkung des Proteins schlieBen lassen kdénnten. Lediglich leichte DAB-

Farbungen an den Aufsetzstellen der Spritze waren erkennbar.

PaNie BSA

Abbildung 3.8.1: Elicitorinduzierte H,0,-Produktion. Nachweis von H,0, mit
Hilfe der DAB-Methode. 10 uM PaNie mit 1 mg*ml™ DAB (links) und eine &quivalente
Konzentration an BSA 1 mg*ml’ DAB (rechts) wurden in Blétter von A.thaliana
infiltriert. Zeiten nach Beginn des Experiments sind links auBen in Min angegeben.
Pfeilspitze kennzeichnet eine beginnende DAB Farbung nach 30 min.

3.9 Callose
Um durch Verletzungen entstandene Schaden zu begrenzen, kénnen Pflanzen

Calloseauflagerungen auf Zellwande ausbilden. Zudem kommt der Callose bei

der Abwehr von Pathogenen eine wichtige Aufgabe zu. Die Pflanze ist damit in

73



Ergebnisse

der Lage, das Pathogen auszugrenzen und die Zellwand undurchdringlich fir

die Schadorganismen zu machen.

Abbildung 3.9: Elicitorinduzierte Callose-
ablagerung. Callosenachweis mit Anilinblau nach
Elicitorinfiltration (10 pM) in Rosettenblattern von
A.thaliana. A Kontrolle (BSA) nach 4 h, mit PaNie
behandelten Proben B 30, C 60, D 120 und E 240 min
nach Infiltration.

Wie aus Abbildung 3.9 ersichtlich wird, gelang es der Pflanze innerhalb von 4 h,
die Infiltrationsstelle des Elicitors mit Callose gegen das angrenzende Gewebe
abzuschotten (vgl. Abb. 3.9E). Andererseits I6ste BSA im Blatt (auch durch die
Infiltration mit der Spritze) keine Calloseauflagerung aus (vgl. 3.9A), weder an
der Aufsatzstelle der Spritze noch an den Grenzen des infiltrierten Bereichs.
Unter Einwirkung des Elicitors jedoch sind nach 60 min (C) die ersten
Calloseablagerungen durch Anilinblau nachweisbar. Die Callose zeigte sich hier
diffus Gber weite Strecken des infiltrierten Gewebes verteilt. Erst nach einer

weiteren Stunde war die Callose anders verteilt und auf die Randbereiche der
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Infiltrationsstelle konzentriert (D). Dieses Band aus Callose war nicht dicht und
lickenlos geschlossen. Nach 4 h (E) war der gesamte infiltrierte Bereich
abgegrenzt und ,infiziertes® von gesundem Gewebe durch eine Callose-
auflagerung abgetrennt. Eine leicht griinliche Verfarbung innerhalb des Callose-

rings in Abbildung 3.9E ist auf phenolische Verbindungen zurlickzufiihren.

3.10 Zelltod im Mesophyllgewebe von A.thaliana
Zellen die in der Integritdt ihrer Zellmembran angegriffen sind, lassen den

Farbstoff Propidiumiodid in das Cytoplasma eindringen. Die mit Propidiumiodid
angefarbte DNA ist in toten Zellen durch UV-Licht visualisierbar, erkennbar an
der rot-gelben Farbung. Die Kontrolle, die Uber den gesamten Verlauf des
Experiments keine Anfarbung der DNA zeigte, zeigt dass BSA die Integritat der
Zellmembran nicht angriff. Der Elicitor induzierte innerhalb weniger Minuten die
Abwehrreaktionen wodurch die Integritdt der Plasmamembran verloren ging.
Wie aus Abbildung 3.10 ersichtlich ist, waren die infiltrierten Gewebe nach 60
min schwer geschadigt, es kam zum Einsetzen des programmierten Zelltods,
wobei noch nicht der gesamte infiltrierte Bereich den Farbstoff aufgenommen
hat. Einige Bereiche reagierten offenbar schneller als andere. 90 min nach
Elicitierung war der GroBteil der infiltrierten Flache rétlich gefarbt. Der
nekrotische Bereich breitete sich aus und erreichte nach 120 min die gesamte
Flache. Im Zentrum der infiltrierten Flache war die Farbung durch
Propidiumiodid am intensivsten, was die auf eine Ungleichverteilung des
Farbstoffs hinweist.
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Abbildung 3.10: Nachweis von elicitor-
induziertem Zelltod im Mesophyllgewebe
von A.thaliana iiber Propidiumiodid.

Bereits 60 min nach Elicitierung trat der Zelltod
ein (Pfeilspitze). Links PaNie behandelte Proben,
rechts Kontrolle mit BSA. Zahlen geben Zeitpunkte
in min nach Infiltration an.
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3.11 Ethylen in Blattern von A.thaliana
Der Elicitor wurde in einer Konzentration von 10 uM in Rosettenblatter von circa

sechs Wochen alten Pflanzen von A.thaliana infiltriert. Die Blatter wurden
abgeschnitten und in gasdichte Reaktionsgefae mit einem Volumen von 4.5 ml
uberfihrt. Es wurden jeweils drei Messungen aus drei unabhdngigen
Parallelansatzen durchgefiihrt. Die Werte in Abbildung 3.11 zeigen einen
schnellen und steilen Anstieg des akkumulierten Ethylens im Gasraum des
GefaBes. Sechs h nach Infiltration des Elicitors, bzw. von BSA erreichte der
Ethylengehalt in den Proben ein Maximum. AnschlieBend sanken die
Ethylenwerte und ndherten sich nach 24 h einem a&hnlichen Level. Die
elicitierten Proben wiesen jedoch stets (iber den Kontrollen erhdhte

Ethylenwerte auf.

Ethylen (ppm/ g TG)
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Abbildung 3.11: Ethylengehalt in Blattern von A.thaliana. Ganze Blatter wurden
mit Elicitor (e) und BSA (o) behandelt und in gasdichte GefdBe Uberflihrt. Zu jedem
Zeitpunkt wurde aus der jeweiligen Probe dreimal 1 ml Luft aus dem Gasraum in den
GC injiziert.

3.12 Identifikation von Elicitor Erkennungsmutanten in einer A.
thaliana T-DNA Insertions Mutanten Linie

3.12.1 Selektive Anzucht in BM-PaNie Medium
Die sterilisierten Samen wurden wie in 2.7.4 beschrieben in BM-Medium

angezogen. Abbildung 3.12.1 zeigt die Auswirkungen eines Anstiegs der PaNie-
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Kenzentration. Es handelte sich hierbei um einen Vorversuch flir ein Screening
an Col-0 Samen. I:s wird deutlich, dass die Pflanzen irn BM-Medium ohni2 den
Zusatz von Elicitor normal keimten, sich entwickelten und die Wurzeln deutlich
mit Wurzelhaaren versehen waren (1). Nach der Zugabe von 1 pM PaN e (b)
zeigten sich bereits deutlich erkennbare Abvieichungen von der
Normalentwicklung|. Die Blatter wiesen eine sichtbare Anthocyanfarbung aa den
Randern auf, was auf Stress, ausgelost durch PaNie, hindeutet. Die Wurzeln
bildeten nur wenige Wurzelhaare aus. Stieg die Konzentration von PaNie auf ein
kritisches MaB von 5 pM an (c), unterblieb eine Entwicklung der Wurzel fast
vollstandig. Folgeblatter entwickelten sich, blieben jedoch kleiner als in den mit
geringeren Konzentrationen des Elicitors behandelten Pflanzen. Zudem war eine
Tendenz zur Bildung von Chlorosen im Blatt wie in (d) zu erkennen. Bei einer
Konzentration von 10 pM PaNie unterblieb die Entwicklung des Embryo
vollstdndig. Der Wurzelansatz und die Primarblatter waren erkennbar, eine
weitere Entwicklung des Keimlings fand jedoch nicht statt. Bei dieser
Konzentration wurde die selektive Anzucht der T-DNA mutagenisierten Pflanzen

vollzogen und nach den genannten Auswabhlkriterien

verfahren.
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Abbildung 3.12.1: Selektive Anzucht von elicitorbehandelten Arabidopsis
thaliana Pflanzen. (a) gekeimte Pflanzen 4 Wochen nach Ausbringen in BM-Medium
ohne Elicitor PaNie, (b) nach Behandlung der Samen mit 1 uM PaNie, (c) nach
Behandlung der Samen mit 5 uM PaNie, (d) nach Behandlung der Samen mit 10 uM
PaNie.

Aus dieser Selektion gingen 82 Pflanzen hervor, die auch in Erde

Uberlebensfahig blieben. Diese 82 Pflanzen wurden zur Blite gebracht und
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diese Samen wiederholt einer Auswahl unterzogen, wobei die unterschiedlichen
Mutanten nicht gemischt wurden, sondern einzeln behandelt wurden. Hieraus
gingen 8 Pflanzen hervor, die diesen zweiten Auswahlprozess Uberstanden.
Jene 8 Pflanzen wurden verwendet, um darauf mittels Tail-PCR die Mutation zu

lokalisieren.

3.12.2 Lokalisation der T-DNA Insertionen im Genom von
A.thaliana

Die aus der Sequenzierung gewonnenen Nukleotidabfolgen wurden Uber die
NCBI Blast-Search Funktion analysiert. Dabei wurde die Nukleotidsequenz der
Datenbank mit der Uber das Internet Eingereichten verglichen. Identische oder
sehr ahnliche Bereiche wurden dabei hervorgehoben. In der unten
angegebenen Tabelle 3.12 ist jede analysierte Mutante mit Chromosom, Locus,
Sektion und der Information, welche Klone die entsprechende Sequenz dieses
Chromosoms beinhalten angegeben. Aus den Informationen der Datenbank lieB
sich ermitteln ob die Insertion direkt in einem Gen auftrat. Im hier vorliegenden
Fall jedoch fand keine Insertion in einem bekannten Gen oder in einem

bekannten Promotor flir ein Gen der Pathogenabwehr statt.

Tabelle 3.12: Lokalisation der T-DNA Insertionen in das Genom von A. thaliana in den
Jack T-DNA Linien.

Mutante | Chromosom | Locus Sektion | Klone

1 2 AC007019 124 | F7D8, T16B14

2 2 AC006201 105 | T13L16, T27K22, F8D23
3 4 ATCHRIV34 34 ATCHRIV33, ATCHRIV35
4 5 AB006708 ND MYJ24

5 ND AF218466 ND ND

6 ND

7 3 ATH298137 ND genomic

8 5 AB009048 ND K15E6
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3.12.3 Charakterisierungen des Phanotyps der Mutanten
Die positiv getesteten Pflanzen zeigten verschiedene phanotypische

Auffalligkeiten. Die Pflanzen zeichneten sich besonders durch Zwergwuchs und
verzbgerte Blltenbildung aus. Es entwickelten sich weniger Rosettenblatter,
deren GroBe deutlich vermindert war. Die Ursache flr diesen veranderten
Habitus lassen sich nur Uber einen mdglichen Entwicklungsschaden durch die T-

DNA Insertion erklaren. Abb. 3.12.3 vermittelt hiervon einen Eindruck. Es

wurden jedoch keine weiteren Untersuchungen hierzu vorgenommen.

Abbildung 3.12.3: Phanotypen aus der T-DNA Selektion. Acht Wochen alte
A.thaliana Pflanzen, gezogen in Kulturerde bis zur Blite. Es ist deutlich der Kleinwuchs
zu erkennen; die Pflanzen stammten aus Samen der T-DNA Pools (31011, 31013 und
19960 von links nach rechts) und geben ein reprasentatives Bild wieder.

3.13 PCR-Screen nach Sequenzen aus verschiedenen
Pythiaceen Arten

Anhand der bekannten Sequenz des Elicitorgens PaNie wurde auf anderen
Pythium-Arten ein ,PCR-Screen durchgefiihrt. Bei den untersuchten Arten
handelte es sich um Pythium aff. vanterpoolii, Pythium monospermum und
Pythium middletonij, deren genomische DNA freundlicherweise von A.
Riethmiiller zur Verfligung gestellt wurde. Die Sequenzen aller drei Arten
unterschieden sich im betrachteten Bereich (PaNie-Gen) nicht voneinander. Es
herrschte eine 100%ige Ubereinstimmung innerhalb der untersuchten
Organismen. Zur Sequenz des Elicitorgens PaNie ergab die Sequenzierung einen
Basenaustausch; eine Transition von A nach C an Position 251 fiihrte zum
Austausch einer Aminosaure. Es kam zum Tausch von Alanin zu Aspartat, einer

sauren Aminosaure mit anderen biochemischen Eigenschaften (unpolare
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Seitenkette (Alanin), negative geladene Seitenkette (Aspartat)). Die Accession

Nummern der Sequenzen sind in Tabelle 3.13 aufgeflihrt.

Tabelle 3.13: GenBank Accession Nummern der alternativen Pythiaceaen

Biologische Art Akronym Accession Nummer
Pythium monospermum | PmoNIE AY389161
Pythium middletonii PmiINIE AY389162
Pythium aff. vanterpoolii | PafNIE AY389163

Diese Arten besitzen durchweg keine eukaryotische Exkretionssequenz wie sie

von Veit et al. (2001) fUr Pythium aphanidermatum beschrieben wurde. Mit den

Primern flr die bekannte Exkretionssequenz aus Pythium aphanidermatum lieB

sich keine Sequenz fir eine mogliche eukaryotische Exkretionssequenz in diesen

Spezies ermitteln.
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4 Diskussion

4.1 PaNie aus Pythium aphanidermatum und Arabidopsis
thaliana eine Nicht-Wirtsbeziehung

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei der Interaktion zwischen Pythium
aphanidermatum und Arabidopsis thaliana um eine Nicht-Wirtsbeziehung. In
der vorliegenden Arbeit wurde ein Fall von Basisresistenz der Pflanze gegen
einen Oomyceten untersucht (Prell, 1996; Heath, 2000). Das Augenmerk
richtete sich nur auf die induzierbaren Reaktionen der Basisresistenz, die auf
eine Perzeption durch einen mdglichen Rezeptor zurlckzufiihren sind. Die
Arbeiten von Nirnberger et al (1994), Boller (1995) Ebel und Scheel (1997),
Mithofer et al. (2000) und Lee et al., (2001) legen die Bindung des Elicitors an
einen Rezeptor nahe. Der genetische und direkte biochemische Nachweis flir
die Anbindung eines moglichen Rezeptors an eine Signalkette ist jedoch noch
nicht eindeutig erbracht worden. Keller et a/. (1999), sowie auch Rushton et al.
(2002) zeigten mit Hilfe genetischer Modifikationen an Tabakpflanzen, welch
wirtschaftliches Potential die Erforschung der Elicitor-Rezeptor Interaktion
besitzt. Sie erzeugten bzw. verwendeten pathogenspezifische Promotoren in
Kombination mit bekannten Elicitorgenen, um Tabakpflanzen gegen eine Reihe
von Pathogenen resistent zu machen. Diesen Pflanzen war es nicht mdglich,
das Pathogen zu erkennen, und sie so zu einer erfolgreichen Abwehr nicht in
der Lage waren. Dies gelang erst mittels Ubertragung eines

pathogenspezifischen Promotors.

4.2 Das gereinigte Elicitorprotein PaNie
In vorhergehenden Arbeiten (Wagner, 1996; Koch, 1998) an diesem

Modellsystem konnte der Elicitor lediglich in einer partiell gereinigten Form fur
physiologische Versuche verwendet werden. Spater wurde der Elicitor heterolog
exprimiert (Veit et a/, 2001) und Uber Affinitatschromatographie gereinigt. So

konnten alle Reaktionen der Zellkultur und der Ganzpflanze auf dieses eine
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Protein zurlickgefuihrt werden und gezeigt werden, dass ein einziger Elicitor

ausreicht, die multiplen Antworten im Modellsystem auszul6sen.

4.3 Hypersensitive Reaktionen im Modellsystem

4.3.1 Programmierter Zelltod in Zellkulturen und in planta

Der Proteinelicitor PaNie ist in der Lage, in verschiedenen dikotylen Pflanzen
eine Basisresistenz hervorzurufen (Veit et al, 2001). Ein Aspekt der
Basisresistenz ist der programmierte Zelltod, der ebenfalls fiir das tierische
System beschrieben wurde (Steller, 1995). Zelltod im pflanzlichen System ist ein
kontrolliert ablaufender Prozess, der in planta auf die infiltrierten Gewebe
begrenzt bleibt (Seeger, 2003), in der Zellkultur sterben 80% aller Zellen (vgl.
3.1.2). Ein Wert, der durch den Einsatz héherer Konzentrationen (>500 nM)
nicht gesteigert werden kann (Veit, 2002; Seeger, 2003). Diese Tatsache lasst
auf einen sattigbaren Erkennungsprozess und nicht auf eine Toxinwirkung von

PaNie schlieBen.

4.3.2 Programmierter Zelltod und die Bedeutung des pH in der HR
Dass die hypersensitive Reaktion mehr umfasst als den Zelltod wurde bereits

(vgl. 1.4) erwahnt. Die Bedeutung der durch den Elicitor ausgeltsten
Alkalisierung des Apoplasten und der damit einhergehenden Ansduerung des
Cytoplasmas wurden hier erstmals in Bezug auf den Zelltod untersucht. Es
zeigte sich, dass die Stabilisierung des pH-Wertes im Kulturmedium keinen
positiven Einfluss auf die Vitalitét der Zellen hatte. Es starben sogar mehr Zellen
als in der Kontrolle. Dass dieser Effekt auf den Puffer zurlickzufiihren ist, wird
aus der mit dem Puffer behandelten Kontrolle ersichtlich. Hier lag die
Gesamtzahl der Zellen, die Zelltod begingen ebenfalls deutlich unter der in der
nicht mit Puffer behandelten Kontrolle (vgl. Abb. 3.1.3). Fir den
programmierten Zelltod hat die Ansduerung des Cytoplasmas und die
Alkalisierung des Apoplasten keine Bedeutung, sie scheint vielmehr ein

sekundarer Effekt des schnellen Einstroms von Ca’* und dem Ausstrom von
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Kalium und Chlorid zu sein (Bach, 1993; Jabs, 1994; Zimmermann et a/., 1997;
Jabs et al,, 1997).

4.3.3 Programmierter Zelltod, die Bedeutung der reaktiven
Sauerstoffspezies, des Calciumeinstroms und der
translationalen Aktivitat der Zellen

Neben der Alkalisierung konnten weitere Aspekte der Abwehrantwort nach
Elicitierung beobachtet werden. Hierbei sind zu nennen die Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies und der Calciumeinstrom in die Zelle. Es konnte
gezeigt werden, dass das Unterbinden der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
mittels DPI keinen Einfluss auf den PCD hat (vgl. 3.1.4). Wurde die ROS
Produktion blockiert, starben signifikant mehr Zellen als in der elicitierten
Kontrolle. De Pinto et al (2002) stellten hierzu fest, dass flir die erfolgreiche
Induktion des PCD in der Tabakpflanze, die gleichzeitige Erhéhung von
Stickstoffmonoxid und ROS nétig ist. Die alleinige Zugabe eines
Stickstoffmonoxid- bzw. ROS-Generators dagegen l6ste innerhalb von 7 h
keinen Zelltod aus. Fur das Arabidopsis-System konnte diese Aussage allerdings
nicht bestatigt werden. Jedoch wurde im vorliegenden Fall die Vitalitat nach 16
h bestimmt, wobei bemerkt werden muss, dass aus de Pinto’s Arbeit keine
Daten fiir diesen Zeitpunkt vorlagen. Der Einfluss von EGTA auf die Vitalitat der
Zellen ist enorm. Die Restvitalitdt geht bei einer Konzentration von 5 mM
EGTA+PaNie auf 3% zurlick, fallt allerdings in der Kontrolle (BSA+EGTA)
ebenfalls um 15% ab (vgl. 3.1.4). Dieser Wert belegt eindeutig die Schwache
von pharmakologischen Untersuchungen (Jones et al, 2003). Jones et al.
zeigten in ihrer kirzlich publizierten Arbeit, dass Annahmen zur G-Protein-
Interaktion in lichtregulierten Prozessen, die Aufgrund pharmakologischer
Untersuchungen gemacht wurden, mit Mutanten nicht bestdtigt werden
konnten. EGTA komplexiert offenbar nicht nur Ca®* im Medium, sondern wirkt
zudem zerstorend auf die Zelle. Die Blockade der einwarts gerichteten
Calciumkanadle durch LaCl; kann den programmierten Zelltod weitestgehend
verhindern. Die Restvitalitat der Zellen belduft sich auf Gber 60%. Ein Einstrom

von Ca®* ist also fiir die Aktivierung der HR und des PCD von elementarer
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Bedeutung und spielt eine wichtige Rolle flir den durch Wasserstoffperoxid
ausgeldsten Zelltod (Levine et al, 1996). Eine transkriptionale Aktivierung von
Abwehrgenen nach einem Pathogenbefall ist eine oft beschriebene Reaktion
von pflanzlichen Geweben und Zellkulturen (Hammond-Kosack und Jones,
1996, Hammond-Kosack und Jones, 1997). Es scheint daher logisch, dass durch
die Inhibierung der Proteinbiosynthese durch Cycloheximid zahlreiche
Abwehrreaktionen ausbleiben. Die Tatsache, dass 60% der Zellen 16 h nach
Elicitierung unter Cycloheximid vital blieben, gibt einen deutlichen Hinweis
darauf, dass der PCD uber die Neusynthese von Proteinen gesteuert wird. In
Arbeiten von Aviv et al. (2002) wird Uber so genannte ,prodeath" Signalwege
diskutiert. Die Hemmung eines , prodeath" Signalwegs wiirde somit zu dem hier
beschriebenen Phanomen, dem Erhalt der Vitalitdt trotz gehemmter

Proteinbiosynthese fiihren, da die ,prodeath®™ Signale ausblieben.

4.3.4 Programmierter Zelltod, ein Signalweg uber G-Proteine
Obwohl wiederholt die Verwendung pharmakologischer Hemmstoffe

(insbesondere in Bezug auf G-Proteine) in der Kritik stand (Jones et al., 2003)
wurden Versuche zum G-Protein vermittelten, programmierten Zelltod gemacht.
Als Effektoren flr die G-Proteine wurden GTP-y-S und GDP-B-S verwendet. Aus
Abbildung 3.1.5 ist zu entnehmen, dass der programmierte Zelltod nicht mit G-
Protein-Aktivatoren (GTP-y-S) oder -Inaktivatoren (GDP-B-S) beeinflusst werden
konnte. Weder die Inhibition, noch die permanente Aktivierung konnten den
PCD verhindern. Zhao und Sakai (2003) zeigten eine direkte Beteiligung der G-
Proteine am Signalweg zu den Phytoalexinen von Cupressus lusitanica, ein
Nachweis, der fiir den PCD noch nicht erbracht wurde. Sano und Ohashi (1995)
haben friih eine Rolle der G-Proteine in der Signalkette der Pathogenabwehr
postuliert; eine direkte Beteiligung ist allerdings auszuschliessen, da der PCD
nur in Kombination mit anderen Abwehrreaktionen induzierbar war und nicht
durch die G-Protein Aktivatoren allein ausgelést werden konnte. Koch (1998)
wies auf eine mogliche Beteiligung der G-Proteine am PCD hin,

pharmakologische Hemmstoffe wie das Mastoparan stéren allerdings nicht nur
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die G-Protein Signalkette, sondern ,reiBen" auch Locher in die Plasmamembran
(Arbuzova und Schwarz, 1999), was zu einem Zusammenbruch des

Ionenhaushalts mit seinen gravierenden Folgen fir die Pflanze flihrt.

4.4 Alkalisierung des Kulturmediums auf Elicitorkontakt
Bei der Alkalisierung des Kulturmediums handelt es sich um ein bereits

beschriebenes Phanomen von Zellkulturen nach Elicitierung (Jabs et a/, 1997;
Roos et al, 1998; Viehweger et al, 2002). Die Protonen werden im Tausch
gegen Kalium (iber die Membran transportiert; zeitgleich dringt auch Ca®* ber
die Plasmamembran in die Zelle ein und Chlorid stromt aus der Zelle heraus
(Zimmermann et al,, 1997). Die Bedeutung des Ca** fiir die Signalkette wurde
bereits an anderer Stelle diskutiert (4.3.3). Es ist allerdings nicht geklart, ob der

Transport der Protonen aktiv oder passiv erfolgt.

4.4.1 Alkalisierung einer Arabidopsis Zellkultur nach PaNie Kontakt
Die hier verwendete Zellkultur von Arabidopsis thaliana reagierte innerhalb von

zwei Min mit einer Alkalisierung auf den Kontakt mit dem Elicitor PaNie (vgl.
3.2.1). Diese Reaktion verlief schnell und heftig: innerhalb von flinfzehn min
waren 95% der Alkalisierung vollbracht. Dass dies kein Effekt ist, der auf eine
Verdiinnung mit Flissigkeit oder generell beim Kontakt mit Proteinen auftritt,
zeigte die mit BSA behandelte Kontrolle. Hier schwankte der pH-Wert nach
Zugabe des BSA um den Ausgangswert und verblieb schlieBlich auf stabilem
Niveau. Diese Reaktion auf Elicitierung ist in sehr dhnlicher Form auch fir die
Karotte (Koch, 1998) und Tabak (Seeger, 2003) beschrieben worden.

4.4.2 Alkalisierung einer Arabidopsis-Zellkultur nach Kontakt mit
PaNie und Salicylsaure-Vorbehandlung

Die Bedeutung der Salicylsaure, besonders fiir die systemische ,Immunisierung"
wurde von Kauss et al (1993) beschrieben und als ,Priming" bezeichnet. Am
Modell der Petersilie wurde Salicylsaure und deren Derivate verwendet, um

nachzuweisen, dass sich die Menge der produzierten Phytoalexine durch
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Vorbehandlung steigern lasst. In Arbeitsgruppen von Kauss und Conrath wurde
Salicylsaure verwendet, um die ROS Produktion und Ionenstrome Uber die
Plasmamembran durch Elicitierung gezielt zu steigern (Kauss und Jeblick, 1995;
Katz et al, 2002). Die Erfolge in diesen drei genannten Arbeiten sprechen
Salicylsaure eine Rolle zu, welche die Zellen in einen Zustand erhohter
Alarmbereitschaft versetzen. Die Tatsache, dass die erfolgreiche Abwehr eines
Pathogens von der Geschwindigkeit, mit der die Pflanze ihre Abwehr starten
kann abhangt, verdeutlicht, warum der pflanzliche Organismus durch eine SA
Vorbehandlung besser gegen Pathogene gerlstet ist. Wie aus Abbildung 3.2.2
zu erkennen ist, ist der Anstieg des pH-Wertes bei den mit SA behandelten
Zellen schneller als in der unbehandelten Kontrolle auch steigt der A pH in den
behandelten Zellen auf einen héheren Wert (>0.4 pH). Diese Beschleunigung

kann ausreichen um eine erfolgreiche Abwehr des Pathogens zu erreichen.

4.4.3 Alkalisierung einer gepufferten Zellkultur von Arabidopsis
thaliana nach Kontakt mit PaNie

Um die Rolle der Alkalisierung in der Reaktionskette besser zu verstehen, wurde
zunachst das Ausbleiben der Alkalisierungsreaktion nach Elicitierung unter
Verwendung eines starken Puffers untersucht. Wie aus Abbildung 3.2.3
hervorgeht, wurde die Alkalisierung des Medium durch den Puffer verhindert. Es
konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass andere Ionen wie Kalium,
Ca** und Chlorid nicht dennoch iiber die Membran transportiert wurden. Dieser
Versuch belegt, dass nach Zugabe des Puffers der gesamte apoplastische Raum
nicht alkalisiert wurde. Um eine elicitortibliche Antwort auszuldsen muss
allerdings ein Schwellenwert Gberschritten werden (Roos et al, 1998). Wird
diese Schwelle nicht erreicht, wird die Reaktion der Zelle auf den Elicitor
unterbunden. Die maximale Alkalisierung, die in den gepufferten Proben
erreicht wurde betrug 0.2 pH Einheiten gegenliber 1.2-1.81 in den elicitierten

Kontrollen.

87



Diskussion

4.4.4 Alkalisierung einer Zellkultur von Arabidopsis nach Kontakt
mit PaNie und Hemmstoff Vorbehandlung

Bis zum jetzigen Zeitpunkt liegen keine Arbeiten vor, in welchen die
Alkalisierung im Zusammenhang mit anderen Abwehrreaktionen auf Zellkulturen
untersucht wurde. Alle Hemmstoffe, die Verwendung fanden, wurden 15 min
vor Elicitorapplikation der Zellkultur beigemischt. Es zeigte sich (vgl. 3.2.4),
dass durch die Hemmstoffe DPI, LaCls und AVG keine Veranderung der
Alkalisierungsreaktion ausgeldst wurde. Die Produktion der ROS, die durch DPI
gehemmt werden, war nicht mit der Alkalisierung gekoppelt. Auch der
Calciumeinstrom (gehemmt durch LaCls) spielte fir die Alkalisierung keine
Rolle. Der Einstrom der Protonen erfolgte somit, wie an anderer Stelle postuliert
(Hahlbrock et al., 2003) vermutlich als Ausgleich fiir den Ausstrom von Kalium.
Der Ladungsausgleich, der fiir das einstrdmende Ca®* erbracht werden muss,
wird durch Chlorid— und Kalium-Ionen getragen. Es féllt aber auf, dass der pH-
Wert in der EGTA vorbehandelten Probe zunachst binnen Sekunden absinkt,
sich leicht erholt und dann nach Elicitierung wieder ansteigt. Am Ende des
Experiments erreicht dieser Wert schlieBlich die gleichen Werte wie in der
Kontrolle. Weder der Calciumeinstrom, noch die Prdsenz von Ca®* im
AuBenmedium sind somit fiir einen Anstieg des pH-Wertes nétig. Der Signalweg
zwischen einem mutmaBlichen elicitorresponsiven Calciumkanal und der
Alkalisierungsreaktion scheinen somit getrennt; die Erkennung des Elicitors und
der Kaliumaus- bzw. Protoneneinstroms miissen somit Uber getrennte Wege
laufen. Jabs et al (1997) erwogen die Mdoglichkeit einer Vielzahl von
Calciumkanalen, durch deren Hemmung des Calciumeinstroms in manchen
Arten (Petersilie) unterbunden wurde, in anderen (Soja) hingegen nicht. Der
Translationshemmstoff Cycloheximid zeigte ahnlich wie die Vorbehandlung mit
SA einen gréBeren Anstieg des pH-Werts als alle vergleichbaren Proben. Eine
Erklarung dafir konnte darin liegen, dass die Alkalisierung eine permanent
unterdriickte Reaktion der Zelle ist. Wird Uber die translationale Kontrolle der
Faktor, der fir die Unterdriickung notwendig ist nicht mehr bereitgestellt, steigt
der pH-Wert weiter an und im Folgenden bricht der Ionenhaushalt der Zelle

Zzusammen.
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4.4.5 Alkalisierung einer Zellkultur von Arabidopsis nach Kontakt
mit PaNie und Vorbehandlung mit G-Protein-Hemmstoffen

Wie bereits in 4.4.4 erwahnt, liegen kaum Daten flir eine Beteiligung der
einzelnen Signalwege der HR und der Veranderung des pH-Wertes im
Apoplasten vor. Es zeigte sich (vgl. 3.2.6a), dass der Aktivator bis zu einer
Konzentration von 10 pM keinen Einfluss auf den Protonenfluss hat. Ab 20 pM
allerdings begann der pH-Wert schon wahrend der Vorbehandlung stetig zu
steigen. Die durch den Elicitor ausgeldste Reaktion wurde deutlich verlangsamt
und abgeschwacht. Es scheint fast so, als sei die Alkalisierung eine durch
Aktivierung der G-Proteine unterbundene Reaktion. Dies wurde auch durch die
Gabe des G-Protein Inaktivators (GDP-B-S) bestatigt. Wurden die G-Proteine
permanent inaktiviert, stieg der pH-Wert kontinuierlich an. Diese Reaktion und
die durch GTP-y-S ausgeloste Hemmung der Alkalisierung legen die Vermutung
nahe, dass eine Hemmung der G-Proteine nach Elicitierung erfolgt. Diese
Hemmung fihrt schlieBlich zu einer Alkalisierung. Hierbei sollten jedoch andere
Mdglichkeiten der Interaktion nicht auBer Betracht gelassen werden wie Jones
et al (2003) in einer kritischen Betrachtung der Hemmstoffversuche an G-

Protein anhand von Mutanten gezeigt haben.

4.5 Das Phytoalexin Camalexin

4.5.1 Camalexin in elicitorbehandelten Zellkulturen von A.thaliana
Phytoalexine als antibiotisch wirksame Substanzen werden nach

Pathogenkontakt von Arabidopsis produziert. Dieses Phytoalexin ist in
Brassicaceen das Camalexin (Conn et al, 1988; Hagemeier et al., 2001). In der
hier verwendeten Zellkultur von A.thaliana wurde durch Elicitierung mit PaNie
die Produktion und Akkumulation von Camalexin induziert (vgl. 3.3.1).
Hagemeier et al (2003) beschrieben einen ahnlichen zeitlichen Verlauf der

Camalexinakkumulation.
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4.5.2 Camalexin unter erhohtem pH-Wert
Um die Bedeutung der apoplastischen Alkalisierung besser zu verstehen,

wurden Zellen mit einem Puffer auf einen pH-Wert eingestellt, welchen sie
normalerweise nur nach Elicitierung erreichen. Dieser pH-Wert Ilag
durchschnittlich bei 6.7. Es konnte gezeigt werden, dass die alleinige Erh6hung
des pH-Wertes im Kulturmedium nicht ausreichte, die Phytoalexinproduktion
anzuregen (vgl. 3.3.2). Dabei spielte es keine Rolle, welches Puffersystem
verwendet wurde (Tris/MES oder Tris/KOH). Die Kultur hielt den pH-Wert bis
zum Ende des Experiments auf diesem Niveau, lediglich die ungepufferte
Kontrolle (eingestellt mit KOH pH 6.7) wurde von den Suspensionskultur zurtick
auf das Ausgangsniveau von 5.45 gebracht. Ein Signal, das mit der Alkalisierung
einhergeht, l3sst sich somit nicht von auBen simulieren. Die Anderung des pH-
Wertes wird nicht im Apoplasten als Parameter gemessen, sondern, wie Roos et

al. (1998) feststellten, im Cytoplasma.

4.5.3 Camalexinakkumulation bei konstantem pH-Wert
Auffallend war, dass die Zellkultur nach Elicitierung kein Camalexin produzierte,

wenn die Alkalisierungsreaktion durch einen Puffer unterbunden wurde. Hierbei
zeigte sich eine Abhangigkeit von der eingesetzten Puffermenge (vgl. 3.3.4).
Bei vollstandiger Hemmung der Alkalisierung (vgl. 3.2.3) wurde kein Camalexin
akkumuliert. Wurde diese Grenze unterschritten, kam es sowohl zur
Alkalisierung als auch zur Camalexinakkumulation (vgl. 3.3.4); je schwacher
ausgepragt die Alkalisierung verlief, desto geringere Mengen Camalexin
konnten nachgewiesen werden. Dass der Einstrom von Protonen und Ca** als
Gegenspieler eines Kalium- und Chlorid-Ausstroms betrachtet werden kdnnen,
wurde in Arbeiten von Nurnberger (1994), Zimmermann et al. (1997), Jabs et
al (1997) und Grant et al. (2000) auf unterschiedliche Weise gezeigt. Dass die
erhdhte Protonenkonzentration eine mdgliche Bedeutung flir die Funktion
intrazelluldrer Enzyme hat, wird an vielen Stellen in der Literatur diskutiert
(Roos et al, 1998;) Die Funktion einer Redox-Signalkette (Farber et a/, 2003,
Hahlbrock et al., 2003) wird ebenfalls in Erwagung gezogen.
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4.5.4 Camalexin und die Bedeutung der ROS, des Calciumeinstroms
und der Proteinneusynthese

Es bestehen deutliche Wechselbeziehungen zwischen den einzelnen
Abwehrreaktionen. Kaum eine der beschriebenen Reaktionen ist von den
anderen abgekoppelt. Selbst wenn eine Reaktion (z.B. die kinstliche pH-
Erhdéhung) nicht ausreicht um die Camalexinproduktion anzuregen (vgl. 3.3.2),
so kann diese Reaktion als Bestandteil der Reaktionskette nicht ausbleiben (vgl.
3.3.4), da sonst eine andere Reaktion unterbleibt. Es ist gezeigt worden, dass
sich die NADP(H)-Oxidase mit DPI hemmen lasst (Kroj et al., 2003) und
dadurch die Synthese von Furanocoumarinen ausbleibt. Fir das Arabidopsis-
Modell konnten diese Daten nicht bestatigt werden, der Einfluss der ROS auf
die Produktion der Phytoalexine scheint in Arabidopsis ein anderer zu sein. Das
mag damit zusammenhangen, dass die beiden Organismen sich stark in der
Zusammensetzung ihrer Sekundarmetabolite nach Pathogenbefall
unterscheiden; wahrend A.thaliana Indol-Derivate anreichert (Camalexin) sind
es in Petroselinum crispum Produkte, die dem Phenylpropanoid- oder Betaketid-
Stoffwechsel entstammen (Hahlbrock ef a/, 2003). Dagegen zeigte die
Verwendung von EGTA, LaCls; und Cycloheximid deutliche Wirkung, die
Produktion des Phytoalexins unterblieb hierbei vollstandig. Jabs et a/ (1994,
1997) beschrieben die Bedeutung der Ionenstrome Uber die Plasmamembran.
Im intrazelluldren Signalweg kommt Ca>* eine groBe Bedeutung zu (Levine et
al, 1996; Mithofer et al, 1999; Romeis et al, 2000), denn es geht
Wechselwirkungen mit Calmodulinkomplexen und Proteinkinasen ein. Die
Bedeutung der PR-Proteine flir die Hypersensitive Reaktion wurde durch
Versuche mit Cycloheximid deutlich, welches die Neusynthese von Proteinen
unterbindet. Bei einigen dieser de novo synthetisierten Proteine handelt es sich
um von PAD1- bis PAD4-Genen kodierte. Glazebrook und andere (1997)
konnten zeigen, dass diese Gene flr Produkte kodieren, welche fir die
Synthese von Camalexin unbedingt notwendig sind. PAD3 (Zhou et a/, 1999),
hat eine P450-Monoxygenase-Funktion und katalysiert einen der letzten
Schritte zum Camalexin. Dieses Genprodukt ist nach Pathogenkontakt in

Arabidopsis vorhanden, unterliegt also einer transkriptionalen Kontrolle und

91



Diskussion

wird wie die anderen PR-Proteine durch Cycloheximid in seiner Synthese

gehemmt.

4.6 Salicylsédure

4.6.1 Salicylsaurenachweis in Zellkulturen von Arabidopsis
Salicylsaure und das Phytohormon Ethylen, sind neben vielfadltigen anderen
Reaktionen auch an der Pathogenabwehr beteiligt. Abbildung 3.4.1 zeigt eine
Kinetik der SA-Akkumulation. Die Akkumulation beginnt 3 h nach Elicitierung
und erreicht ein Maximum nach 9 h, danach fallt die Salicylsdurekonzentration
der Proben wieder ab. Diese ungewohnliche Kinetik ist auf eine mdgliche
Synthese von SA-Konjugaten zurlickzufiihren und konnte auch im Tabak
(Seeger, 2003) mit zeitlicher Verzbgerung beobachtet werden. In diesem
Versuchsansatz ist nur die Menge an freier Salicylsdure nachgewiesen worden
der Gehalt der Salicylsdurekonjugate wurde nicht berlicksichtigt. Der
Salicylsdure kommt nicht nur eine antibiotische Wirkung gegen das Pathogen
zu, sie erflllt auch eine wichtige Aufgabe als Langstreckensignal der
systemischen Resistenz. Es konnte mit Pfropfungsexperimenten und transgenen
Pflanzen Uberzeugend dargestellt werden, dass die Induktion der systemischen
Resistenz ausbleibt, wenn das Langstreckensignal Salicylsdure zu Catechol
abgebaut wird (Vernooji et al., 1994; Friedrich et al., 1995). Als ein mdglicher
Transportweg konnte im Phloem SA nach Pathogenkontakt nachgewiesen
werden. Eindrucksvoll konnte auch eine Art ,Immunisierung® durch SA
«Priming" dargestellt werden: Zellkulturen, die vor Behandlung mit einen
Pathogen oder Elicitor mit SA ,,geprimt® wurden, reagierten schneller, heftiger
und gezielter gegen das vermeintliche Pathogen (Katz et a/, 2002; Conrath et
al, 2002). Diese Daten konnten in der vorliegenden Arbeit in Bezug auf die
Alkalisierung untermauert werden, indem gezeigt wurde, dass durch eine
dreistlindige Vorbehandlung mit physiologischen SA-Konzentrationen die
Alkalisierung des Kulturmediums der Zellen schneller und starker erfolgte als in
der unbehandelten Kontrolle (vgl. 3.2.2). Die Bedeutung als systemisches Signal

konnte von Seeger (2003) an Tabak-Suspensionzellkulturen gezeigt werden.
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Zugabe von Salicylsaure, flihrte zur transkriptionalen Aktivierung von Genen (5-
Epi-Aristolochensynthase), die an der Pathogenabwehr beteiligt sind (Seeger,
2003).

4.6.2 Salicylsaureakkumulation unter Hemmstoffeinfluss
Die Bedeutung der Salicylsaure fiir zeitlich nachgeschaltete Prozesse und auf

die systemische Resistenz ist in 4.6.1 bereits diskutiert worden. Welche Signale
unmittelbar nach Kontakt von Pflanze und Pathogen ausgehen und schlieBlich
die Salicylsaureproduktion anregen, kann anhand der Ergebnisse aus 3.4.2
diskutiert werden. Es zeigte sich, dass jeder Hemmstoff (vgl. 3.4.2) in
Kombination mit BSA nicht in der Lage war, eine Salicylsaureakkumulation in
den Zellen auszulésen. Ebenso zeigte sich, dass Cycloheximid erfolgreich eine
SA-Akkumulation inhibierte. Somit ist anzunehmen, dass die Enzyme, die SA,
bzw. deren Vorstufen umsetzen nach Kontakt mit dem Elicitor de novo
synthetisiert werden. Die Verwendung von EGTA+PaNie, und der hierdurch
verstarkt eintretende Zelltod lieBen die Menge an freier SA entweder unter die
Nachweisgrenze sinken oder das Fehlen des Ca®* im AuBenmedium unterband
die fir die SA-Produktion nétigen Signale. Besonders eindeutig war dies bei den
mit LaCls behandelten Proben. Hier stieg der SA-Gehalt auf das achtfache der
elicitierten Kontrolle. Wurde die Erhdhung des intrazelluldren Ca®* Spiegels
unterbunden, hatte dies einen starken Anstieg der SA-Konzentration zur Folge.
Hierbei ist anzunehmen, dass dies kein unmittelbarer Effekt des fehlenden
Calciumeinstroms darstellt, sondern vielmehr auf die Tatsache zurlickzufiihren
ist, dass prozentual mehr lebende Zellen in der Lage waren diese Substanz
herzustellen. Denn die Kontrolle mit reiner Elicitorbehandlung verlor nach
wenigen Stunden schon 80% der Vitalitat (Veit, 2002), gegentiber 40% in der
mit LaCl; behandelten Kontrolle (vgl. 3.1.4). Da in der Literatur Ethylen als
negativer Regulator verschiedener Signalwege diskutiert wird (Romeis et al,
1999 und 2000; Rivas et al, 2002) ist anzunehmen, dass der Einsatz von AVG,
einem Hemmstoff der ACC-Synthase, dazu flhrt, dass die Produktion von

Salicylsaure nicht reduziert werden kann, da die Produktion von Ethylen durch
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diesen Hemmstoff unterbleibt (Luberacki, 2002). Die SA-Konzentration, die in
den mit AVG und Elicitor behandelten Proben gemessen wurden, waren um ein
funffaches hoher als jene, die in den Kontrollen erreicht wurden. Die Annahme,
dass Ethylen als negativer Regulator auf die SA-Produktion wirkt, kann so
bestatigt werden. Die Mehrproduktion von SA in den gepufferten Proben ist
vermutlich auf den Stress durch den Puffer zurickzufuhren. Bei leicht
veranderten Vitalitéatswerten (vgl. 3.1.3) und stark erhdhter Ethylenfreisetzung
(vgl. 3.7.2) steht diese Annahme mit den anderen gewonnenen Ergebnissen

aus der Pufferbehandlung im Einklang.

4.7 Analyse von elicitorinduzierten Abwehrgenen
Gene die durch Pathogenbefall in ihrer Aktivitat beeinflusst werden, bezeichnet

man als die Pathogenesis Related Genes (PR-Gene) und die daraus
synthetisierten Proteine als die Pathogenesis Related Proteins (PR-Proteine).
Vor umfangreicherem genetischem und biochemischem Hintergrundwissen
wurden diese Gene und Produkte in den letzten Jahren besser charakterisiert
und ihnen Funktionen zugeordnet. So sind die Funktionen mancher PR-Gene
heute bekannt und man kennt ihre Rolle in der Pathogenabwehr. Eines der PR-
Gene kodiert fiir eine pflanzliche Chitinase, die aktiviert wird, sobald das
Pathogen beginnt, in die Pflanze einzudringen. Die Funktion in der
Pathogenabwehr der in dieser Arbeit untersuchten PR-Gene (ACS2, ELI3, PAL,
PR1, TCH) sind bekannt. Das flir die Produktion von Ethylen notwendige ACC
(Aminocyclopropancarboxylsdaure) wird Uber die ACS2, einer ACC Synthase
angeliefert. Die hier transient nachweisbare Akkumulation von ACS2-
Transkripten nach 36 und 48 h tritt erst spat nach Elicitorkontakt auf und ist
sicher nicht verantwortlich fiir die schnelle Neusynthese von Ethylen bereits
nach 90 min. Diese Expression verursacht vielmehr die spat auftretende
Synthese von Ethylen, wie sie schon von Veit (2002) fir diesen Elicitor gezeigt
werden konnte. Die Expression von ELI3 erreichte zur gleichen Zeit wie die
ACS2 ein Maximum. ELI3, eine NADP*-Oxidoreduktase (Somsich et a/, 1996)

spielt eine wichtige Rolle im Metabolismus der aromatischen Aminosauren nach
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Pathogenkontakt. Diese zeitlich sehr spat auftretende Expression geht einher
mit der Produktion von Camalexin und anderen phenolischen Verbindungen, die
ebenfalls aromatische Elemente enthalten und nach 48 h ein Maximum
erreichen (vgl. 3.3.1). Als Enzym am Ubergang von Primdr- zum
Sekundarstoffwechsel kommt der PAL eine besondere Rolle zu. Sie katalysiert
die Umsetzung von Phenylalanin im Weiteren zu trans-Zimtsdaure unter
Abspaltung von Ammoniak. Dieses Substrat ist Grundlage fur die weitere
Synthese aller phenolischen (und damit aromatischen) Substanzen. Die
Bedeutung der PAL wurde schon auf viele Stressfaktoren hin untersucht und gilt
als klassisches Stress induziertes Enzym (Logemann et al, 1995). Dass auf
Elicitierung mit PaNie die PAL kontinuierlich anstieg und zugleich eines der am
schnellsten hochregulierten Gene darstellt, ist in Anbetracht der Funktion von
PAL nur verstandlich. Die Expression von PR1 wurde nach Elicitorkontakt
reprimiert und blieb unterhalb der Detektionsgrenze fiir den Verlauf der Kinetik.
Die Expression on TCH folgte einem biphasischem Verlauf. Das erste Maximum
begann nach 3 h und erreichte ein weiteres nach 36 h. Dieses eher zu den
durch Verwundung induzierten Genen zahlende Transkript wird auch durch
verschiedene weitere Stressfaktoren beeinflusst (Braam et al, 1996; Braam et
al, 1997). Allerdings zeigten sich in Expressionsmustern die durch
mechanischen Kontakt ausgelésten TCH Expressionsmaxima nach bereits 30
min bis zu einer Stunde. Das sehr spat auftretende Maximum bei 36 h scheint

dagegen eine spezifische Antwort auf den Kontakt mit dem Elicitor zu sein.

4.8 Ionenanalyse

4.8.1 Anionenanalyse nach Elicitierung mit PaNie

Die Verschiebung von Ionen Uber die Membran ist eine der ersten und
schnellsten Reaktionen die nach Elicitorkontakt ablaufen. Im Tausch gegen
einen Protoneneinstrom und einen Ca** Influx werden neben Kaliumionen auch
Chlorid Anionen aus der Zelle hinaus transportiert. Dieser Austausch wurde hier
mit einem Dionex-Ionen-Chromatographen nachgewiesen. Flr dieses

Modellsystem konnte der Ausstrom von Chlorid sofort nach Elicitierung nicht
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gezeigt werden, allerdings sind die Analysezeiten in bereits beschriebenen
Modellen kirzer (Jabs, et al, 1996; Zimmermann et al, 1997). Der erste
Messpunkt lag hier nach 3 h und erstreckte sich Gber 24 h. Vergleichsdaten fur
andere Systeme lagen fiir diesen Zeitraum nicht vor. Die Funktion von Sulfat ist

bisher nicht beschrieben worden.

4.8.2 Kationenanalyse nach Elicitierung mit PaNie
Der Einstrom von Ca’' scheint (iber einen mdglichen -elicitorresponsiven

Calciumkanal geregelt zu sein (Zimmermann et al, 1997) und bewirkt die
Aktivierung verschiedener Ca** abhangiger Signalwege und Proteine. Der hier
indirekt gemessene Calciumeinstrom, der mit einer Abnahme des freien Ca* im
Kulturmedium einherging, steht in Einklang mit Beobachtungen in anderen
Systemen (Fellbrich et a/,, 2000; Blume et al,, 2002). Der rapide Abfall des Ca**
im AuBenmedium geht auf einen Einstrom innerhalb der ersten Minuten zurtick.
Da die Werte des freien Ca®* nicht wieder anstiegen, ist davon auszugehen,
dass diese Ionen permanent gebunden werden, und nicht nach einem kurzen
Einstrom wieder in das AuBenmedium abgegeben werden. Diese Annahme wird
auch von der Tatsache gestiitzt, dass Ca®* nach dem rapiden Abfall um 30%

nicht weiter sank, sondern konstant auf niedrigem Niveau verblieb.

4.9 Gaschromatographischer Nachweis der
Ethylenakkumulation nach Elicitorapplikation

4.9.1 Ethylenakkumulation in einer Arabidopsis thaliana —Zellkultur
nach Elicitierung

Der einfache Kohlenwasserstoff Ethylen (C;Hs) ist ein bedeutsames
Phytohormon, verantwortlich fiir die Reifung von Frichten in vielen Pflanzen.
Daneben kommt dem Ethylen auch eine Rolle in der Signalkette zur
systemischen Resistenz zu (Verberne et a/, 2003). Es konnte gezeigt werden,
dass ethyleninsensitive Mutanten nicht in der Lage waren, systemische Signale
zu erkennen und entsprechend zu reagieren (Verberne et al, 2003). Die
Freisetzung von Ethylen auf den Elicitorkontakt ist eine sehr schnelle in

A.thaliana zu beobachtende Reaktion, die durch diesen Elicitor schon nach 60
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min auf ein hohes MaB3 anstieg (vgl. 3.7.1). Die Werte fiir Kontrollen und mit
Elicitor behandelten Proben stiegen Uber die Zeit kontinuierlich an, da beide
Proben unter Luftabschluss gehalten wurden und dieser Stress in den
Kontrollen ebenfalls eine Ethylenfreizusetzung ausloste. Es zeigte sich jedoch in
den mit PaNie behandelten Proben bereits 60 min nach Elicitorkontakt eine
erhohte Ethylenfreisetzung. Hier wurden beinahe um 50% erhdhte Werte
gegenliber der lediglich unter Luftabschluss gehaltenen Kontrollen gemessen.
In der Ganzpflanze (vgl. 3.11) konnten dhnliche Ergebnisse gewonnen werden.
Die Grenze der Nachweisbarkeit wurde nach 3 h Uberschritten und sowonhl
Kontrollen als auch Proben zeigten zu diesem Zeitpunkt deutlich erhohte
Ethylenwerte. In den elicitierten Proben wurde im Vergleich zu den Kontrollen
nach 3 h fast die 1.5fache Menge Ethylen produziert und erreichten ein
Maximum nach 6 h; ein ahnlicher Verlauf fur die Ethylenakkumulation wurde
von Veit (2002) fiir diesen Elicitor beschrieben. Interessanterweise fallt, dhnlich
der SA-Kinetik, die akkumulierte Menge Ethylen nach einigen Stunden wieder
ab, eine Beobachtung die auch an der Sonnenblume (Brandle pers. Mitteilung)
beobachtet werden konnte. Dies ist entweder auf die Instabilitat des Molekiils
selbst oder auf Ethylen abbauende Prozesse zuriickzuflihren, die das Ethylen

aus dem Gasraum entfernen.

4.9.2 Ethylenakkumulation bei konstantem pH-Wert in Zellkulturen
von Arabidopsis thaliana nach Elicitierung

Die Auswirkungen der Alkalisierung auf die Produktion von Camalexin (vgl.
3.2.4) und anderen Phytoalexinen (Nirnberger et al, 1994) sind deutlich
geworden. Wie Abbildung 3.7.2 zeigt hatte die Stabilisierung des pH-Wertes
keinen Einfluss auf die freigesetzte Menge Ethylen. Gepufferte Kontrolle,
gepufferte elicitierte und ungepufferte elicitierte Probe zeigten nach einer
Stunde keinen Unterschied im EthylenausstoB. Nach 3 h dagegen stieg der
Ethylengehalt in der gepufferten Kontrolle auf ein dreifaches der gepufferten
PaNie Probe an. Ein Effekt, der stark mit der Wirkung des Puffers
zusammenhangt. Der Ethylengehalt der elicitierten Proben stieg gegenliber den

Messwerten der ersten Stunde nicht weiter an. Dies konnte mit dem Absterben
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der Zellen nach Elicitierung zusammenhangen. In der Kontrolle waren zum
gleichen Zeitpunkt fiinf Mal mehr Zellen vital als in den Proben. Es steht also
mehr biosynthetisch aktives Material zu Verfiigung als in den elicitierten Proben.
Somit ist ein weiterer Hinweis dafiir gebracht, dass die synthetische Aktivitat

von elicitierten Zellen groBtenteils von den vital verbleibenden erbracht wird.

4.9.3 Hemmstoffwirkungen auf die Ethylenakkumulation in
Zellkulturen von Arabidopsis thaliana nach Elicitierung

Es konnte gezeigt werden, dass die Alkalisierung des Kulturmediums, keinen
Einfluss auf die produzierte Menge Ethylen hat (vgl. 3.7.2). Eine mdgliche
Beteiligung der anderen Pathogen-Abwehrmechanismen sollte durch
Verwendung der bereits bekannten Hemmstoffe (DPI, EGTA und LaCls)
ermittelt werden. Der Einsatz von DPI hatte hierauf keinen Effekt. Auch wenn
die Produktion von H,0O, unterbunden wurde, wurde nicht vermehrt Ethylen
ausgestoBen. Der Einsatz von EGTA in Verbindung mit dem Elicitor flihrte
dagegen zu einer Reduktion der akkumulierten Ethylenmenge nach 3 h. Dieser
Rlickgang ist mit Sicherheit auf die stark verminderte Vitalitdt der Zellen
zurlckzuftihren. Die mit EGTA und PaNie behandelten Proben besaBen nach
wenigen Stunden lediglich eine Restvitalitdt von 3% gegenliber 20% in der
Referenz. Dies fuhrte zu einer Reduktion auf 46% des Ethylens im Vergleich zur
Kontrolle. Der Calciumkanalblocker PaNie+LaCl; dagegen reduzierte den
Vitalitatsverlust der elicitierten Kontrolle auf 40% daher blieben, wie schon bei
der Salicylsaure festgestellt wurde, mehr Zellen biosynthetisch aktiv und
konnten sich an der Stoffwechselleistung beteiligen. Diese Zellen erreichten
einen Wert, der um 94% Uber dem der Referenz lag. Es scheint somit ein Signal
von den Zellen auszugehen das fir die Induktion von Ethylen und Salicylsaure
notig und ausreichend ist, aber zusatzlich eines Calciumeinstroms bedarf um

den PCD auszulésen. Was dieses Signal sein kdnnte, bleibt zu klaren.

4.10 Reaktive Sauerstoff Spezies
Die Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies kann mit Hilfe von DAB

nachgewiesen werden. Dass ROS zur Abwehr eines Pathogens produziert
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werden ist bekannt (Doke, 1985; Baker und Orlandi, 1995; Lamb und Dixon,
1997). Der Elicitor PaNie ist, neben den vielfaltigen bereits beschrieben
Reaktionen, auch in der Lage ROS zu induzieren. Diese traten im
Mesophyllgewebe nach 30 min nachweisbar auf (vgl. 3.8.1) und wurden in
groBerer Menge auch noch danach produziert. Die DAB Methode ist nicht
sensitiv genug, geringe Mengen H,0, nachzuweisen, sonst hatte das von Veit
(2002) und Luberacki (2002) mit Oxyburst nachgewiesene H,O, nach 5 min
detektiert werden kénnen. Da das von Veit und Luberacki verwendete Oxyburst
nach etwa 30 min gesattigt war, und keine weitere Akkumulation von H,0,
zeigte, musste bisher der in der Literatur beschriebene biphasische Verlauf der
ROS Produktion fiir dieses Modell verneint werden. Mit der Kombination aus
Oxyburst und DAB kann nun die gesamte H,O, Akkumulation nach Elicitierung

bis zur Ausbildung der Nekrose gezeigt werden.

4.11 Abschottung des infiltrierten Gewebes mit Callose
Es dient sowohl der Abschottung mechanischer Verletzungen als auch der

Abwehr von eindringenden Hyphen. Callose ist ein durch UDP-Glucose und
Callosesynthase schnell bereitgestelltes langkettiges Polysaccharid. Wie aus
Abbildung 3.9 hervorgeht, wird die Callose auf Grund der Infiltration in sehr
kurzer Zeit der Zellwand aufgelagert. Anfangs nur wenig, nach 60 min in
beachtlichen Mengen. Diese zeigte sich diffus verteilt liber die infiltrierte Stelle
im Blatt; zu einem spateren Zeitpunkt war die diffus verteilte Callose verlagert
und in eine scharf begrenzte Bande um die Infiltrationsstelle angeordnet. Nach
240 min ist dieser Prozess abgeschlossen und die gesamte Flache, in die der
Elicitor infiltriert wurde, mit Callose abgedichtet. Es gibt Hinweise, dass im Fall
eines Pathogenbefalls die Callose hilft, die weitere Ausbreitung des Pathogens
zu verhindern und damit die Wirksamkeit der selbst produzierten antibiotischen

Substanzen zu erhohen.
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4.12 Identifikation von Elicitor-Erkennungsmutanten aus einer
T-DNA Insertions Mutanten Linie

Es gibt viele Hinweise darauf, dass Elicitoren an einen mutmaBlichen Rezeptor
binden. Das fuhrt dann, vermutlich unter Beteiligung von Signalketten, zu allen
weiteren beschriebenen Reaktionen (vgl. 3.1-3.11). Dieser Screen einer T-DNA
Insertions-Mutanten-Linie sollte nun Individuen isolieren, die auf eine
Behandlung mit dem Elicitor nicht reagierten (vgl. 3.12.1 und 3.12.2). Es zeigte
sich, dass die Auswahlbedingungen (vgl. 3.12.1) gut gewahlt worden waren, so
dass aus dem ersten Durchlauf noch 82 mdgliche positive Kandidaten
hervorgingen. Diese Zahl konnte in einem zweiten Durchlauf des
Auswahlverfahrens auf 8 Pflanzen reduziert werden. Von diesen acht Individuen
wurden die angrenzenden Bereiche der T-DNA Insertion sequenziert und Uber
Datenbankabgleiche lokalisiert; Tabelle 3.12 zeigt das Ergebnis. Keine dieser
Insertionen befand sich in einem bekannten Gen oder Promotor flr ein
bekanntes Gen. Die Insertionen, die lokalisiert wurden, kdnnen demnach nur in
cis- oder trans- regulatorischen Elementen in fir die Pathogenerkennung
verantwortlichen Bereichen liegen, oder es befinden sich weitere Mutationen in
diesen Mutanten, die jedoch Uber die verwendete Methode nicht nachgewiesen
werden konnten. Multiple Insertionen von T-DNA machen es nahezu unmdglich,
sequenzierbare PCR-Produkte zu erlangen, da immer (berlagernde Fragmente

aus der anderen Insertion die Reaktion verunreinigen.

4.13 Der Elicitor PaNie im evolutionaren Kontext
In der Arbeit von S. Veit sind Aminosauresequenzen von verschiedenen

anderen Elicitoren (Veit 2002) miteinander verglichen worden. Es zeigte sich,
dass aus phylogenetisch weit entfernten Organismen immer noch hohe
Ahnlichkeiten mit der zur Grunde liegenden Elicitorsequenz bestanden. So
besaBen die Aminosduresequenzen aus verschiedenen Phytophthora Spezies
immerhin eine Ahnlichkeit von (iber 80 Prozent und die aus einem
Tiefseebakterium (Bacillus halodurans) noch mehr als 78% mit PaNie. Die
Analyse von Elicitorsequenzen aus nahe verwandten Arten der Pythiaceen (vgl.

3.13) zeigte eine 99% Ubereinstimmung mit der Vorlage. Bei allen drei Arten
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kam es nur an einer Stelle zu einem Basenaustausch. Ob dieser Basentausch
und der damit verbundene Austausch einer Aminosaure auch einen Einfluss auf
die Aktivitat des Elicitors hat, bleibt ungeklart. Die hohe Konservierung des
Elicitormotivs in den Pythiaceen und das mit hoher Ahnlichkeit auftretende
Motiv in Phytophthora, Fusarium und Bacillus halodurans geben einen groBen
Hinweis auf eine mdgliche, lebensnotwendige Funktion in diesen Arten wieder.
Ein wiederkehrendes Elicitormotiv, welches von vielen Pflanzen aufgrund ihrer
Basisresistenz erfolgreich erkannt und abgewehrt werden kann, unterliegt

einem hohen evolutiven Druck.

4.14 Elicitorwirkung auf Panicum maximum
Monokotyle sich nicht nur phylogenetisch von Dikotylen verschieden, sie sind

auch physiologisch (Musci et al, 1992) und morphologisch (z.B. Zellwande von
Carpita) anders beschaffen. Da es in dieser Arbeit um die Untersuchung einer
Basisresistenz ging, sollte festgestellt werden, ob eine Zellkultur von Panicum
maximum ebenfalls mit einer vergleichbaren Abwehrantwort auf Elicitierung mit
PaNie, wie sie flir Karotte, Tabak und A.thaliana (Koch, 1998; Veit, 2002;
Seeger, 2003) beschrieben sind, reagiert. Fir den PCD konnte festgestellt
werden (vgl. 3.1.6), dass die Zellkultur von Panicum maximum nicht auf den
Elicitor reagierte. Auch eine 10fache Dosierung (5 pM) hatte keinen Einfluss auf
die Vitalitdt. Die Wirkung des Elicitors als Toxin kann somit ausgeschlossen
werden, eine rezeptorvermittelte Erkennung ist damit umso wahrscheinlicher.
Auch in Hinsicht auf die Alkalisierung des Kulturmediums konnte bei der Hirse-
Zellkultur keine Reaktion beobachtet werden (vgl. 3.2.5). Es scheint in der
verwendeten Kultur keine Erkennung des Elicitors zu geben; zumindest wurde

mit  keiner der  bekannten Reaktionen  auf  PaNie  reagiert.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde ein vollsténdiges Modell zur Pflanze-Elicitor-Interaktion

fur Zellkulturen und Pflanzen von Arabidopsis thaliana etabliert.

1. In Zellkulturen von A.thaliana konnten alle Reaktionen einer HR als
Aspekte einer Nichtwirts-Resistenz beobachtet werden. Dies umfasste
den PCD, den Einstrom von Protonen und Ca®* in das Cytoplasma.
Die transkriptionelle Aktivierung von Abwehrgenen und die
Akkumulation von freier Salicylséure, Ethylen und Camalexin als spate
Aspekte der HR konnten ebenfalls nachgewiesen werden.

2. In intakten Pflanzen von A.thaliana sind ebenfalls verschiedene
Aspekte der HR gezeigt worden. Die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies, Auflagerungen von Callose auf Zellwande und die
Freisetzung von Ethylen konnten /in planta, die in der Zellkultur
gemachten Ergebnisse bestatigen und damit die Glltigkeit der
Aussagen des reduzierten Systems "Zellkultur" starken.

3. Hemmstoffe, die einzelne Aspekte der Reaktionskette der HR
unterbinden, wurden eingesetzt um Wechselwirkungen zwischen den
Teilreaktionen untereinander aufzudecken. Es konnte gezeigt werden,
dass der erhOht eingestellte pH-Wert des Kulturmediums nicht
ausreicht um die Phytoalexinsynthese zu induzieren; eine
Unterdriickung der Alkalisierung unterbindet jedoch die Akkumulation
dieser Substanzen. Es wurde belegt, dass die Alkalisierung keinen
Einfluss auf eine Reaktionskette zum PCD und zur Ethylen- und SA-
Akkumulation hat. Die Hemmung des Ca®* Einstroms und die
Blockierung der Proteinneusynthese hatten erheblichen Einfluss auf
die Vitalitdt der Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass beide
Reaktionen notig sind damit die Zellkultur in den PCD eintritt. Das
belegt eine Beteiligung von Ca** und de novo synthetisierten
Proteinen am PCD. Die Reaktionskette die ausgehend von Ethylen

inhibierend auf die SA-Akkumulation wirkt konnte hier durch einen
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Inhibitor der ACC-Synthase demonstriert werden. Die Beteiligung von
G-Proteinen an der Reaktions- und Signalkette zum PCD und der
Alkalisierung des Apoplasten wurde Uber Hemmstoffe nachgewiesen.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Signale zum PCD nicht lber G-
Proteine vermittelt werden; der Einstrom von Protonen ins
Cytoplasma ist jedoch unabhangig von der Aktivitat von G-Proteinen.
Durch Screening einer T-DNA Insertions-Mutanten Linie wurden
Individuen isoliert die nicht auf den Elicitor reagierten. Diese
Insertionen wurden Uber Tail-PCR lokalisiert und charakterisiert,
phanotypisch zeigen alle diese Pflanzen Zwergwuchs.

Die Sequenz des Elicitors PaNie wurde mit anderen Elicitorsequenzen
verglichen, dabei zeigten sich hohe Ubereinstimmungen. mit anderen
Pythiaceen.
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