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1. Einleitung

1.1 Wurzelsymbiosen

1.1.1 Modellpflanzen zur Untersuchung von Wurzelsymbiosen

Die Gruppe der Leguminosae (Hiilsenfriichtler) ist die drittgrofite Familie der Bliitenpflanzen,
darunter befinden sich viele bedeutende Nutzpflanzen. Die meisten dieser Pflanzen sind in der
Lage, zwei wichtige Formen der Wurzelsymbiose einzugehen, die arbuskuldre Mykorrhiza
und die Wurzelknollchensymbiose. Lotus japonicus und Medicago truncatula wurden wegen
einer Reihe giinstiger Eigenschaften als Modellsystem fiir molekulare und genetische Studien
ausgewdhlt (Udvardi, 2001). Diese Pflanzen sind autogam, besitzen ein kleines diploides Ge-
nom und die Moglichkeit zur Regeneration iiber somatische Embryogenese.

Die Genome von M. truncatula und L. japonicus wurden kartiert und werden derzeit sequen-
ziert. Eine zunehmende Anzahl von EST-Sequenzen (EST = expressed sequence tag) ist in
Internet-Datenbanken frei zugédnglich, wie z. B. in der TIGR-Datenbank. Molekularbiologi-
sche Methoden wie Electronic Northern-Analyse, Microarray-Untersuchungen und der Ver-
gleich differentiell exprimierter Transkripte haben unter anderem zu Einblicken in die Mykor-
rhiza induzierte Cytoskelettumbildung, die Grundlage der Rhizobien-Interaktion, den Was-
sertransport, die Isoprenoidbiosynthese und die Regulation der Sauerstoffkonzentration ge-
fiihrt (Hause und Fester, 2005).

Durch die Behandlung mit Ethylmethansulfonat, Bestrahlung oder Insertionsmutagenese
wurden verschiedene Nodulationsmutanten (Stérung der Knollchenbildung) isoliert, von de-
nen einige auch eine Einschrinkung oder Verhinderung der Mykorrhizierung zeigen. In Lotus
wurden mindestens sechs, in M. truncatula drei Genorte gefunden, die sowohl die Nodulation
als auch die Mykorrhizierung kontrollieren (Stougaard, 2001).

1.1.2 Die Wurzelknollchen-Symbiose

Die Wurzelknollchen-Symbiose ist charakterisiert durch ein mutualistisches Zusammenleben
von Bakterien und Pflanzen. Bei dieser Lebensform infizieren gramnegative Bodenbakterien
aus der Familie der Rhizobiaceae (Rhizobien) das Wurzelgewebe von Leguminosen und in-
duzieren die Bildung eines stickstofffixierenden Knollchens. Die Beziehung zwischen Rhizo-
bien und Leguminosen ist selektiv. Das heift, eine Kndllchenbildung findet nur bei den spezi-
fischen Wirtspflanzen statt.

Zur gegenseitigen Erkennung findet ein Austausch von Signalstoffen zwischen Makro- und
Mikrosymbiont statt. Flavonoide induzieren beispielsweise die Expression von nod-Genen
und damit die Produktion von Nod-Faktoren in den Rhizobien (Stougaard, 2000). Nod-Fakto-
ren sind Lipochitooligosaccharide (mit -1,4-verkniipftem N-Acyl-D-glucosamingrundgeriist),
deren verschiedene Substituenten unter anderem fiir die Wirtsspezifitidt verantwortlich sind
(Geurts und Franssen, 1996). Die Nod-Faktoren 16sen in den Wurzelhaaren einen schnellen
Ca”**-Einstrom und eine voriibergehende Depolarisation der Cytoplasmamembran aus, ver-
bunden mit einem Ausstrom von Cl" und K'. Gleichzeitig tritt eine Alkalisierung des Cy-
toplasmas auf: nach einigen Minuten findet eine Ca®"-Oszillation statt. Darauf folgt die Um-
lagerung von Aktinfilamenten und eine Richtungsdanderung des Wachstums der Wurzelhaar-
spitze (Stougaard, 2000). Nach dem Anheften der Rhizobien an die Wurzelhaare, kriimmen
sich diese und bilden eine Tasche fiir den Beginn der Infektion. In den meisten untersuchten
Leguminosen findet die Infektion iiber einen Infektionsschlauch statt, der die Bakterien {iber
die Wurzelhaare in die Zellen des Wurzelkortex transportiert. Dieser Infektionsschlauch wird
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durch Einstiilpung der Plasmamembran und die Ablagerung von Zellwandmaterial gebildet.
Wurzelkortexzellen, die unterhalb des wachsenden Infektionsschlauches liegen, redifferenzie-
ren und bilden durch Wiederaufnahme der Zellteilung das Primordium des Wurzelknollchens.
Nach ihrer Wanderung durch den Infektionsschlauch werden die Bakterien in bestimmten
Zellen durch Endocytose eingeschlossen. Umhiillt von der peribakteroiden Membran diffe-
renzieren sie sich dort zu stickstofffixierenden Bakteroiden. Die Stickstofffixierung zur Bil-
dung von Ammoniak wird durch einen sauerstoffempfindlichen Nitrogenase-Enzym-Kom-
plex, der aus Dinitrogenase und Dinitrogenase-Reduktase besteht, ausgefiihrt. Das entste-
hende Ammoniak wird von der Pflanze in Aminosduren assimiliert und schlieBlich als Amid
(Glutamin oder Asparagin) oder Ureid in die Blétter transportiert (Buchanan et al., 2000). Die
Pflanze liefert dafiir die Kohlenstoffquelle und schiitzt aulerdem die sauerstoffempfindliche
Nitrogenase der Bakterien (Stougaard, 2000). Der Stofftransport findet bei reifen funktionel-
len Kndllchen iiber die peripheren Leitbiindel statt, die mit dem Gefaf3system der Wurzel ver-
bunden sind (Stougaard, 2000).

In Abhéngigkeit von der Wirtspflanze existieren zwei Arten von Kndllchen, determinierte und
nicht determinierte Knollchen. Determinierte Kndllchen (z. B. bei Lotus japonicus) besitzen
eine sphirische Form. Thre meristematische Aktivitit endet frithzeitig. Dagegen wird in den
zylindrischen, nicht determinierten Knoéllchen (z. B. bei M. truncatula) ein aktives Meristem
erhalten, welches kontinuierlich neue Zellen bildet, die anschliefend infiziert werden
(Stougaard, 2000).

Stickstoff wird fiir die Erndhrung von Pflanzen in sehr groBen Mengen benétigt. In der Natur
nehmen die Pflanzen Stickstoff durch Assimilation von Nitrat und Ammonium oder in Ver-
bindung mit stickstofffixierenden Bakterien auf. Die Wurzelkndllchen-Symbiose ermoglicht
die Besiedlung stickstoffarmer Bdden und fiihrt dort zu einer Anreicherung verwertbarer
Stickstoffquellen.

1.1.3 Die Arbuskulire Mykorrhiza

Die Mykorrhiza, eine Symbioseform, die meist zum gegenseitigen Nutzen von Pilz und
Pflanzenwurzel ausgebildet wird, kann in verschiedenen Formen und Strukturen auftreten.
Am bekanntesten ist die Ektomykorrhiza, deren Pilzpartner (z. B. verschiedene Waldpilze)
auffillige Fruchtkorper ausbilden. Weniger bekannt, aber am weitesten verbreitet ist die ar-
buskulire Mykorrhiza (AM). Uber 80 Prozent aller Landpflanzen (Smith und Read, 1997)
und Pilze aus der Ordnung Glomerales der Klasse Glomeromycetes (frither Zygomycetes)
(SchiiBler et al., 2001; Schiiler, 2002) bilden diese Symbiose. Die AM-Pilze vermehren sich
asexuell, indem sie vielkernige Sporen ausbilden. Auf Grund von Fossilienfunden und der
Divergenz der 18S-rDNA Sequenzen wird geschitzt, dass die Ordnung Glomerales vor 350
bis 460 Millionen Jahren entstanden ist und damit die Besiedlung der Erde durch Landpflan-
zen gefordert wurde (Simon et al., 1992). Wahrend der Evolution verloren etwa zehn Prozent
der Pflanzen die Fahigkeit zur Ausbildung der AM-Symbiose, darunter Arten aus den Fami-
lien der Brassicaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae und Urticaceae (Smith und Read,
1997; Hause und Fester, 2004; Hause und Fester, 2005). Durch eine verbesserte Ausnutzung
von Bodenmineralen und eine bioprotektive Rolle gegen einige Bodenpathogene dient die ar-
buskulire Mykorrhiza einer hdheren Uberlebensfihigkeit zahlreicher Pflanzenarten, ein-
schlieBlich vieler Kulturpflanzen (Gianinazzi-Pearson, 1996). Ein teilweise beobachtetes
stirkeres Pflanzenwachstum ist auf eine erhohte Néhrstoffzufuhr und eine bessere Wasserver-
sorgung zuriickzufiihren. Der grof3te Nutzen wird dabei in Béden mit sehr geringen Phosphat-
konzentrationen oder mit starker Phosphatadsorption erzielt (Powel und Bagyaraj, 1984).

Die Kolonisierung von Wurzeln durch AM-Pilze kann durch Sporen, andere kolonisierte
Waurzelstiicke und Hyphen erfolgen. Die groBen Sporen besitzen dicke, widerstandsfahige
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Winde und mehrere Tausend Zellkerne (Smith und Read, 1997). Sie speichern hauptséchlich
Lipide, Trehalose und Glycogen als Reservestoffe.

Die Interaktionen zwischen einem AM-Pilz und einer Pflanze beginnen, wenn eine Hyphe aus
einer ausgekeimten Spore im Boden Kontakt mit der Wurzel des Wirtes aufnimmt (Abbil-
dung 1.1). Durch Wurzelexsudate der Pflanze wird der Pilz zur Produktion von Substanzen
angeregt, die in der Pflanzenwurzel die Expression von Genen fordern, die auch durch Nod-
Faktoren induzierbar sind (Kosuta et al., 2003). Von Smith und Read (1997) wurde eine
Stimulation des Hyphenwachstums des AM-Pilzes unter anderem durch Flavonoide in den
Wurzelexsudaten beschrieben. Es ist jedoch noch nicht geklart, in welchem Umfang Signal-
stoffe flir die Ausbildung der Symbiose erforderlich sind.

Die enge Beziehung der AM-Pilze zu ihrer Wirtspflanze wird durch ihren obligat biotrophen
Status deutlich. Ohne Kontakt zu einer Wirtspflanze konnen Hyphen nur 20 bis 30 Tage
tiberleben (Bonfante und Perotto, 1995). Nach dem Auskeimen der Sporen in Wasser werden
septenfreie Hyphen gebildet, die ihr Wachstum nur in Gegenwart von Pflanzenwurzeln oder
Wurzelexsudaten fortsetzen (Barker et al., 1998).

Die Kolonisierung einer Wurzel ist schematisch in Abbildung 1.1 dargestellt. An der Rhizo-
dermis findet die Ausbildung eines Appressoriums statt, gefolgt von einem Eindringen der
Hyphe in die Wurzelrinde. Es treten zwei Kolonisierungstypen bei der AM auf, der Arum-
und der Paris-Typ. Nach dem Eindringen der Hyphen in Parenchymzellen der inneren Wur-
zelrinde entstehen intrazelluldr haustorienartige verzweigte Strukturen, die als Arbuskel (ar-
busculum = Baumchen) bezeichnet werden. Abbildung 1.1 zeigt den héufiger auftretenden
und fiir die AM typischeren Arum-Typ, der durch dichotom verzweigte Arbuskeln sowie die
Ausbildung von Speichervesikeln gekennzeichnet ist. In diesen Vesikeln werden dhnlich wie
in Sporen Lipide, Trehalose und Glycogen gespeichert.

Wenn die Hyphen die Zellwinde durchdringen und sich zu Arbuskeln differenzieren, finden
in der Zelle umfangreiche strukturelle Verdnderungen statt: die Vakuole fragmentiert, der
Zellkern wandert vom Rand in das Zentrum der Zelle und die Anzahl der Organellen nimmt
zu. Durch die ca. vierfache OberflichenvergroBerung der Cytoplasmamembran wird die Ar-
buskel mit einer periarbuskuldren Membran umhiillt (Harrison, 1999). Diese Membran zeigt
eine starke H'-ATPase Aktivitit. Der durch Ansduerung des Zwischenmembranraumes ent-
stehende Protonengradient ist fiir viele sekundére Transportprozesse erforderlich. In der peri-
arbuskuldren Membran wurde eine erhohte Expression von spezifischen Phosphattransportern
(wie des Mipt4 in M. truncatula) festgestellt. Diese Transporter sind wahrscheinlich an der
Aufnahme von Phosphat beteiligt, das durch den Pilz geliefert wird. Im Gegensatz dazu steht
die Expressionserniedrigung von Phosphattransportern in peripheren Wurzeln, wie MiptI und
Mipt2 (in M. truncatula), die in der Plasmamembran von Wurzelhaaren und Rhizodermiszel-
len lokalisiert sind (Harrison et al., 2002). Wéhrend der frilhen Phasen der Arbuskelent-
wicklung bis zur Seneszenz und dem Abbau findet ein umfangreicher Umbau des Zytoskeletts
statt (Blancaflor et al., 2001).

Die Lebensdauer von Arbuskeln ist sehr kurz, die aktive Phase dauert ca. zwei bis drei Tage.
Degenerierende Arbuskeln sind durch das Kollabieren und Verklumpen der Arbuskeldste und
des Stammes gekennzeichnet (Alexander et al., 1988).



Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der Entwicklung der arbuskuldren Mykorrhiza (AM) vom Arum-Typ
mit den charakteristischen Strukturen. S = Spore; R = Rhizodermis; K = Kortex; E = Endodermis; H = Hyphe;
Ap = Appressorium; Ar = Arbuskel; V = Vesikel. Abbildung nach Barker et al. (1998)

1.1.4 Apocarotinoidakkumulation in mykorrhizierten Wurzeln

Nach der Kolonisierung mit einem AM-Pilz wurde eine starke Gelbfarbung der Wurzeln vie-
ler Pflanzen beobachtet (Jones, 1924). Als Chromophor im ,gelben Pigment“ wurde
Mycorradicin in mykorrhizierten Maiswurzeln (Klingner et al., 1995) und Weizen (Walter et
al., 2000) beschrieben. Dabei handelt es sich um ein azyklisches C4-Polyen, die 10,10’-
Diaapocarotinoid-10,10’-dicarbonséure (Klingner et al., 1995). AuBlerdem wurden in
mykorrhizierten Wurzeln verschiedener Vertreter der Poaceae und einiger Arten der Solana-
ceae glykosidierte C;3-Cyclohexenonderivate nachgewiesen (Maier et al., 1997; Maier et al.,
1999). Es wird vermutet, dass Mycorradicin und die Cyclohexenonderivate durch eine
oxidativen Spaltung eines C4o-Carotinoids entstehen (Walter et al., 2000). Eine Akkumulation
dieser Apocarotinoide in mykorrhizierten Wurzeln ist spezifisch und lésst sich nicht durch
Wurzelpathogene, Endophyten oder abiotischen Stress auslosen (Maier et al., 1997; Walter et
al., 2000).

Die Akkumulation von Apocarotinoiden findet bei den meisten Pflanzenfamilien nur nach
Kolonisierung mit AM-Pilzen statt. Nur in wenigen Arten wird Mycorradicin auch in nicht-
kolonisierten Wurzeln gebildet, allerdings in einer viel geringeren Menge, als in kolonisierten
Wurzeln. Einige Arten der Unterklasse Rosopsida akkumulieren dagegen trotz starker Kolo-
nisierung kein Mycorradicin (Fester et al., 2002).

Das ,,gelbe Pigment wird in erstmalig kolonisierten Wurzelabschnitten nur in geringer
Menge gebildet, akkumuliert jedoch in spdteren Kolonisierungsstadien. Dabei treten in Zellen
mit degenerierenden Arbuskeln in kolonisierten Maiswurzeln zahlreiche gelb fluoreszierende
Tropfchen auf (Fester et al., 2002). Die Mykorrhiza-induzierten Apocarotinoide (Carotinoid-
Spaltprodukte) konnten als Radikalfidnger eine Rolle beim Abbau von oxidativem Stress
spielen, da eine Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), insbesondere von H,O,, in
der Umgebung kollabierender Arbuskel auftritt (Fester und Hause, 2005). Eine entsprechende
Funktion der Apocarotinoide wurde jedoch noch nicht nachgewiesen.

Die Synthese der Isoprenoide, die schlieBlich auch zur Bildung der beschriebenen Apocaroti-
noide fiihrt, findet {iber den MEP-Weg (MEP = 2-c-Methyl-D-erythritol-4-phosphat) statt.
Dieser Stoffwechselweg ist im Gegensatz zum klassischen cytosolischen Mevalonatweg in
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Plastiden lokalisiert und wurde durch Markierungsversuche sowohl in Bakterien als auch in
Pflanzen nachgewiesen (Rodriguez-Concepcion und Boronat, 2002).

In mykorrhizierten Wurzeln ist die Transkription der ersten beteiligten Enzyme, DXS (1-Des-
oxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase) und DXR (1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduk-
toisomerase) erhoht (Walter et al., 2000; Walter et al., 2002). Die Mykorrhiza-abhingige
Erhohung der DXS-Menge ist nur bei einem Isoenzym, der DXS2 zu beobachten. Die DXS1
zeigt keine Mykorrhiza-induzierte Expressionserhohung; die hochsten Transkriptmengen die-
ses Isoenzyms finden sich in photosynthetischem Gewebe.

1.1.5 Plastidenproliferation in kolonisierten Wurzelzellen

In nichtmykorrhizierten Tabakwurzeln variiert die Plastidendichte in Abhingigkeit von der
metabolischen Aktivitdt. Hohe Plastidendichten treten vor allem in aktivem Meristemgewebe
auf. In duBeren Kortexzellen sind deutlich weniger Plastiden vorhanden als in inneren
Schichten in der Ndhe des Zentralzylinders (Fester et al., 2001).

In Wurzeln transformierter ptGFP-Tabakwurzeln mit GFP-markierten Plastiden (GFP = griin
fluoreszierendes Protein) wurde in vivo eine starke Plastidenproliferation in direkter Nachbar-
schaft von Arbuskelstrukturen mit dem Fluoreszenzmikroskop und dem CLSM (Konfokales
Laserscanningmikroskop) beobachtet (Fester et al.,, 2001). Dabei zeigte sich ein
Plastidennetzwerk, das mit der Bildung von Oktopus- oder Tausendfiiller-artigen Verbindun-
gen in der Ndhe des Zellkerns begann und schlieBlich die ganze Arbuskel bedeckte. Dieses
Plastidennetzwerk verschwand um degenerierende, autofluoreszierende Arbuskeln. In
Rindenzellen nichtmykorrhizierter Wurzeln zeigte sich hingegen eine erhdhte Plastidendichte
lediglich in der Umgebung des Zellkerns, die anderen Plastiden waren ungleichméBig im Cy-
toplasma verteilt (Fester et al., 2001). Die Plastidenproliferation in kolonisierten Zellen mit
aktiven Arbuskeln deutet auf eine erhdhte metabolische Aktivitdt hin. Wurzelplastiden sind
beteiligt an der Synthese von Fettsduren, Isoprenoiden, Aminosduren, Purinen und Pyrimidi-
nen sowie an der Stickstoffassimilation. Es wird vermutet, dass eine Reihe dieser metaboli-
schen Aufgaben direkt mit der Entwicklung der arbuskuldren Mykorrhiza verbunden ist, wie
z. B. die Fettsdurebiosynthese zur Bildung der periarbuskuldren Membran (Fester et al.,
2001).

Durch Antikorper gegen die plastidenlokalisierte DXR in Mais konnten mit Hilfe des CLSM
Plastiden in Wurzeln visualisiert werden (Hans, 2003; Hans et al.,, 2004). In
nichtmykorrhizierten Wurzelzellen waren DXR-enthaltende Plastiden, dhnlich wie fiir Tabak
beschrieben, um den Zellkern angeordnet. Die anderen Plastiden traten einzeln auf, am hiu-
figsten in der Néhe der Zellwand. In der Umgebung von Arbuskeln (visualisiert durch WGA -
TRITC) in kolonisierten Zellen wurde auch hier eine Plastidenproliferation und die Ausbil-
dung eines Plastidennetzwerkes beobachtet. Die Plastidenverbindungen wurden als
»otromules  (Stroma-gefiillte Kanidlchen) gedeutet (Hans et al., 2004), die in
nichtphotosynthetischen Geweben (Kronblitter und Wurzeln) hiufig auftreten (Koéhler und
Hanson, 2000). DXR-enthaltende Plastiden wurden in Zellen mit verschiedenen Arbuskelsta-
dien lokalisiert. In frithen Stadien wiesen diese Plastiden noch keine Verbindungen auf und
waren in Bereichen des Arbuskelwachstums lokalisiert. Arbuskeln mit dem dichtesten Netz-
werk aus DXR-enthaltenden Plastiden wurden als reife, aktive Stadien interpretiert. In der
Umgebung von Arbuskeln mit beginnender Degeneration, das heif3t, dem Kollabieren distaler
Aste, zeigten Plastiden die stirksten DXR-Signale. Dagegen wurden in der Umgebung vollig
kollabierter Arbuskeln kaum noch DXR-enthaltende Plastiden beobachtet (Hans et al., 2004).



1.1.6 Das Plastidenteilungsprotein FtsZ

Chloroplasten entstanden durch die Aufnahme von Cyanobakterien in Eukaryotenzellen, de-
ren Mitochondrien sich bereits etabliert hatten (Osteryoung und Nunnari, 2003). Die meisten
Bakteriengene wurden in das Genom des Zellkerns integriert oder gingen verloren. Aber auch
heute noch enthalten Plastiden Gene, metabolische Aktivitdten, genetische Mechanismen und
Proteinimportkomplexe, die ihren prokaryotischen Ursprung widerspiegeln (Osteryoung und
Nunnari, 2003). Die Teilung dieser Organellen findet oft unabhéngig von der Zellteilung statt
und wird durch das Zusammenspiel vieler Proteine dirigiert (Osteryoung und Nunnari, 2003).
Eine wichtige Rolle spielt dabei ein Protein, das mit dem Zellteilungsprotein FtsZ der Bakte-
rien verwandt ist.

Der Name FtsZ leitet sich von der thermosensitiven Escherichia coli-Mutante PAT84 ab, die
nach langerer Inkubation bei einer nicht tolerierten Temperatur von 40 °C nicht mehr zur
Zellteilung fahig ist und deshalb lange Filamente ausbildet (fts = filamentous temperature sen-
sitive). Diese Mutante gewinnt ihre Teilungsfahigkeit zuriick, wenn sie anschlieend bei einer
tolerierten Temperatur von 30 °C kultiviert wird (Hirota et al., 1968).

FtsZ ist ein essentielles Zellteilungsprotein in Bakterien. Eine Erhohung der FtsZ-Protein-
menge hat die Ausbildung eines Phénotyps mit Minizellen zur Folge, eine geringfiigige Er-
niedrigung fiihrt zur Abnahme der Teilungsaktivitit (Mukherjee et al., 1993). Durch eine
starke Uberexpression von fisZ wird die Zellteilung jedoch ebenfalls gechemmt und die Bak-
terien wachsen in Form von Filamenten (Ward und Lutkenhaus, 1985).

Die Entwicklung des zytokinetischen FtsZ-Ringes (Mukherjee und Lutkenhaus, 1998) in der
Zellmitte in der Nédhe der Cytoplasmamembran wird durch eine Reihe weiterer Proteine koor-
diniert (Moller-Jensen und Lowe, 2005) und stellt den ersten Schritt der Zellteilung dar. Mit
fortschreitender Einschniirung verringert sich der Durchmesser des FtsZ-Ringes. Nach Been-
digung der Zellteilung zerfillt dieser Ring. FtsZ aus Bakterien ist wie das homologe eukaryo-
tische Protein Tubulin ein GDP/GTP-bindendes Protein (Mukherjee et al., 1993). Es besitzt in
vitro GTPase-Aktivitit (Sossong et al., 1999) und ist in der Lage, Protofilamente und unter
bestimmten Bedingungen auch hohere Aggregate wie Blétter, R6hren oder Ringe auszubilden
(Yu und Margolin, 1997; Mukherjee und Lutkenhaus, 1998; Mukherjee und Lutkenhaus,
1998; Lu und Erickson, 1998; Mingorance et al., 2001). Das FtsZ-Protein der Mutante PAT84
weist einen Glycin/Serin-Austausch im Bereich der GTP-Bindungstelle auf und zeigt deshalb
eine verminderte GTP-Bindung (RayChaudhuri und Park, 1992) und GTPase-Aktivitit (de
Boer et al., 1992), besonders bei erhohter, nicht tolerierter Temperatur. Bei FtsZ und Tubulin
ist das GTP-Bindemotiv GGGTG(T/S)G konserviert. Die starke Ahnlichkeit zu Tubulin zeigt
sich auch in der 3D-Struktur von FtsZ-Homodimeren, die eine &hnliche Faltung wie Tubulin-
Heterodimere aufweisen (Carballido-Lopez und Errington, 2003).

Der FtsZ-Ring in E. coli ist sehr dynamisch und zeigt in vivo einen stindigen Umbau mit ho-
her Geschwindigkeit (Stricker et al., 2002; Anderson et al., 2004). Dieser Umbau wird wahr-
scheinlich dhnlich wie bei Tubulin durch die Hydrolyse von GTP reguliert (Chen und
Erickson, 2005).

Ein FtsZ-homologes Protein ist auch fiir die Plastidenteilung in Pflanzen unverzichtbar. Es
wurde erstmals als kernkodiertes Gen mit Plastidensignalsequenz in der Modellpflanze Ara-
bidopsis thaliana identifiziert (Osteryoung und Vierling, 1995). FtsZ prokaryotischen Ur-
sprungs scheint sich in der Evolution bei der Plastidenteilung (abgeleitet von Cyanobakterien)
erhalten zu haben, wihren FtsZ bei der Teilung von Mitochondrien (abgeleitet von a-Proteo-
bakterien) nur noch in primitiven Eukaryoten auftritt, nicht aber bei hoheren Pflanzen
(Takahara et al., 2000; Osteryoung und Nunnari, 2003).

Die Plastidenteilung beginnt mit der Entstehung des FtsZ-Ringes in der Mitte der Plastiden an
der Stroma-Seite, gefolgt von der Ausbildung der Plastidenteilungsringe (PD-Ringe). In der
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primitiven Rotalge Cyanidioschizon merolae kommen 3 PD-Ringe vor; an der Stromaseite,
im Zwischenmembranraum und an der duleren Membran (Miyagishima et al., 2001). Die
Zusammensetzung dieser Ringe ist bisher noch nicht aufgeklart. In hoheren Pflanzen existie-
ren nur zwei PD-Ringe; an der Stromaseite der inneren Membran und an der dufleren Mem-
bran. Es wird vermutet, dass der FtsZ-Ring unter anderem die Funktion eines Geriistes fiir den
Aufbau des inneren PD-Ringes hat. Die Zeit von der Erscheinung des FtsZ-Ringes bis zum
Verschwinden nach der Konstriktion dauert in Cyanidioschizon merolae ca. zwei Stunden
(Miyagishima et al., 2003).

Griinalgen und Pflanzen besitzen zwei verschiedene FtsZ-Gruppen, die an der Plastidentei-
lung beteiligt sind, FtsZ1 und FtsZ2. Beide sind Stromaproteine und in dem FtsZ-Ring, der in
der Mitte eines Plastiden entsteht, kolokalisiert (Vitha et al., 2001). Neuere Untersuchungen
deuten darauf hin, dass sich beide Proteine in einem Komplex zusammenlagern (Osteryoung
und Nunnari, 2003). Es gibt Hinweise, dass FtsZ1 und FtsZ2 verschiedene Funktionen haben
und ein Zusammenspiel beider Proteine fiir eine korrekte Teilung notwendig ist. Sowohl die
Verarmung an einer FtsZ-Form (z. B. durch Antisense-Expression) als auch die Uberexpres-
sion hat eine schwere Storung der Plastidenteilung zur Folge, verbunden mit der Entstehung
einer drastisch verringerten Anzahl stark vergroBerter oder filamentartiger Plastiden
(Osteryoung et al., 1998; Stokes et al., 2000; McAndrew et al., 2001; Araki et al., 2003).
Umstritten ist die Deutung der Erscheinung netzwerkartiger Strukturen nach Transformation
von Physcomitrella patens mit einem gfp-ftsZ-Konstrukt als Plastidenskelett (Kiessling et al.,
2000; Reski, 2002).

Fiir FtsZ1 und FtsZ2 wird vorhergesagt, dass es sich um polymerbildende GTPasen handelt
(Osteryoung und McAndrew, 2001). Die Tendenz zum Selfassembly in vitro wurde vor kur-
zem in zwei Verdffentlichungen belegt. Fiir FtsZ1 aus P. sativum wurde iiber die Bildung von
Proteinmultimeren berichtet (Gaikwad et al., 2000). Eine in vitro-Polymerisierung von
rekombinantem FtsZ1 aus Nicotiana tabacum zu Protofilamenten (durchschnittlich 5 bis 7 nm
dick und 120 bis 150 nm lang) und Ringen (Durchmesser ca. 13 nm) wurde von El-Kafafi et
al. (2004) beschrieben.

Eine besondere Form der FtsZ-Ringbildung wird in BY-2 Tabakzellkulturen beschrieben.
Nach dem Umsetzen einer stationdren Kultur in frisches Medium findet eine starke Verlédnge-
rung der Plastiden zu Bindfaden-dhnlichen Strukturen statt. Uber die Linge verteilt treten
dabei viele FtsZ-Ringe auf. Die Konstriktion und Teilung der Plastiden findet jedoch nur an
einer Stelle in der Mitte statt, was darauf hindeutet, dass die Stellen der folgenden Teilungen
durch die vorgebildeten FtsZ-Ringe bestimmt sind (Momoyama et al., 2003).

1.1.7 Zielstellung der Arbeit

Eine allgemeine Zunahme der Organellenzahl in kolonisierten Zellen von Pisum sativum
wurde bereits durch EM-Aufnahmen festgestellt (Gianinazzi-Pearson, 1996). Die starke
Plastidenproliferation und Ausbildung eines Plastidennetzwerkes um Arbuskeléste in ptGFP-
Tabak (Fester et al., 2001) und in Mais [nach Detektion DXR enthaltender Plastiden (Hans,
2003)] spiegeln ein enges Zusammenwirken dieser Organellen mit den Pilzstrukturen wider.
Der Ablauf der Proliferation sowie die Konsequenzen fiir den Metabolismus sollten bei der
Modellpflanze Medicago truncatula untersucht werden.

Fiir eine in vivo-Untersuchung entsprechender Strukturen war eine Markierung der Plastiden
mit griin fluoreszierendem Protein (GFP) durch Transformation mit einem bindren Plasmid
geplant. Zu Vergleichszwecken sollten auch GFP-markierte Mitochondrien und GFP mar-
kiertes Endoplasmatisches Retikulum (ER) untersucht werden. Die vergleichende Darstellung
von Plastiden und Mitochondrien durch GFP-Markierung in Wurzelknollchen und AM-Wur-
zelrindenzellen war ebenfalls geplant.



Im Zusammenhang mit der Plastidenproliferation deutet die Akkumulation von Apocarotinoi-
den (Cyclohexenon-Derivate und Mycorradicin) und die Aktivierung des plastidenlokalisier-
ten MEP-Weges (Walter et al., 2000) auf eine Umstellung der metabolischen Aktivitdt der
Plastiden hin. Durch Real-Time RT-PCR-Untersuchungen der Transkriptmengen verschiede-
ner plastidenrelevanter Stoffwechselwege und Transportproteine sollte eine Veranderung der
metabolischen Aktivitit in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula bestimmt werden.

Das Hauptziel der Arbeit bestand in der Charakterisierung der Plastidenproliferation in AM-
Wurzeln von M. truncatula. Im Mittelpunkt des Interesses stand dabei der zeitliche Ablauf
von Arbuskelentwicklung und Plastidenteilung. Fiir die immuncytochemische Charakterisie-
rung der Plastidenteilung wurde das kiirzlich entdeckte Plastidenteilungsprotein FtsZ gewéhlt
(siche Abschnitt 1.1.2). Entsprechende Untersuchungen waren nach einer Klonierung der
cDNA von fisZ1 aus mykorrhizierten M. truncatula-Wurzeln geplant. Nach heterologer Ex-
pression sollten einerseits Antikorper zur cytologischen Immunlokalisation erzeugt werden,
andererseits sollte eine funktionelle Charakterisierung des Proteins nach nativer Genexpres-
sion vorgenommen werden.



2. Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenanzucht und Mykorrhizierung

Alle Pflanzen, die auf LecaTon (Bldhton, 2-5 mm PartikelgroBe, Fibo Exclay, Pinneberg) wu-
chsen, wurden einmal wdchentlich mit Long Ashton Diinger (Hewitt, 1966) mit 20 % Phos-
phat (bezogen auf den Gesamtphosphatgehalt nach Long Ashton) gediingt.

Medicago truncatula:

Die Versuche wurden mit M. truncatula (L.) Gaertn. var. Jemalong, Linie A17 durchgefiihrt.
Keimung: Zur Umgehung der Samenruhephase wurden die Samen 10 min mit konzentrierter
Schwefelsiure behandelt und danach dreimal mit einem Uberschuss von Aqua bidest gespiilt.
Anschliefend wurde eine Sterilisierung mit 12-prozentiger Natriumhypochloritldsung durch-
gefiihrt, gefolgt von dreimaligem Spiilen mit Aqua bidest. Die Keimung fand dann 3 Tage bei
12 °C auf 0,8 % Wasseragar statt. Nach dieser Zeit betrug die Grofle der Keimlinge durch-
schnittlich 1 bis 2 cm.

Je fiinf Keimlinge wurden in LecaTon in Plastiktopfe gepflanzt. Die Anzucht der Pflanzen er-
folgte im Gewichshaus bei 16 h Licht (400 umol m™ sec™) und 22 °C. Die arbuskuldren My-
korrhizapilze Glomus intraradices Schenk & Smith (Isolat 49, H. von Alten, Universitit
Hannover) und G. mosseae Nicholson & Gerdemann (Biorize R&D; Dijon, Frankreich) wur-
den mit Lauchpflanzen (A4llium porrum L.) vermehrt und standen als Inokula in Bléhton zur
Verfligung. Mykorrhizierungsansédtze wurden durch Anzucht von M. truncatula-Pflanzen in
einem Gemisch aus Inokulum und Blahton [1:1 bis 1:9 (V/V)] durchgefiihrt.

ertGFP-Nicotiana benthamiana Linie 16c:

Homozygote Pflanzen mit ER-lokalisiertem GFP (an GFP gekoppelte N-terminale Sequenz
fiir die vakuolére basische Chitinase und C-terminale HDEL-ER-Riickhaltesequenz) wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. David Baulcombe, Sainsbury Lab (Norwich, England), zur
Verfligung gestellt (Haseloff et al., 1997; Ruiz et al., 1998).

Die Keimung wurde auf einem Erde-Sand-Gemisch durchgefiihrt. Nach 2-4 Wochen wurden
die Pflanzen mit ER-lokalisiertem GFP durch Untersuchung der Blétter unter Blaulichtanre-
gung mit dem Fluoreszenzmikroskop Axioskop II (GFP-Filter, siche Abschnitt 2.2.16.1) se-
lektiert. Die weitere Kultivierung und Mykorrhizierung entsprach den fiir M. truncatula be-
schriebenen Bedingungen. Jede Pflanze wurde einzeln in einem Topf kultiviert.

2.1.2 Mykorrhizierte Karottenwurzelkultur

Eine Wurzelkultur von Daucus carota, kolonisiert mit Glomus intraradices (Chabot et al.,
1992), wurde freundlicherweise von Prof. Dr. T. Boller (Basel, Schweiz) zur Verfiigung ge-
stellt. Alle 3 Monate wurden Wurzelbereiche, in deren Néhe sich besonders reichlich Hyphen
und Sporen befanden (nach Untersuchung mit dem Stereomikroskop) auf frisches Komplett-
medium umgesetzt.



2.1.2.1 Minimalmedium und Komplettmedium fiir die Kultivierung von Wurzelkulturen

Die folgenden Medien wurden fiir die Kultivierung von Wurzelkulturen verwendet:

Minimalmedium (M-Medium)

enthalten in 11:

Komplettmedium

enthalten in 11:

KI 0,75 mg 0,01 mg
Ca(NOs), 288 mg 288 mg
NaFeEDTA 8 mg 8 mg
MnCl,-4H,0 6 mg -
MnSO4-4H,0 - 0,04 mg
ZnS0O47H,0 2,65 mg 0,22 mg
H;BO; 1,5 mg 0,45 mg
CuSO45H,0 0,13 mg 0,025 mg
NaxMoOy 0,0024 mg 0,02 mg
CoCly'6H,0 - 0,025 mg
Glycin 3 mg -
Thiamin-HCl 0,1 mg 0,1 mg
Pyridoxin-HCl 0,1 mg 0,1 mg
Myoinositol 50 mg 50 mg
Nicotinsédure 0,5 mg 0,5 mg
MgSO4-7H,0 731 mg 731 mg
KNO; 80 mg 80 mg
KCl 65 mg 65 mg
KH2P04 4,8 mg -
NaH,PO4+H,0O - 19 mg
NaSOq4 - 200 mg
Saccharose 10 g 10g
Phytagel oder Agar 3oderd g -
Gelrite (Roth) - 4¢

2.1.3 Bakterienstimme

Tabelle 2.1 listet die verwendeten Bakterienstimme auf. Die Anzucht der Bakterien erfolgte
entweder auf Agarplatten oder als Suspensionsschiittelkultur (180-200 rpm) in Luria-Bertani-
Medium (Sambrook und Russell, 2001) bei 37 °C, sofern nicht anders angegeben. Eine Selek-
tion auf resistenzvermittelnde Plasmide erfolgte durch den Zusatz des entsprechenden Antibi-
otikums.

2.1.4 Oligonukleotide

Fiir Sequenzierungsreaktionen bzw. PCR-Amplifikationen benétigte Oligonukleotide wurden
von MWG Biotech (Ebersberg) bezogen und sind im Kapitel Material und Methoden sowie
im Anhang aufgelistet.
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Tabelle 2.1 verwendete Bakterienstimme

Art Stamm Herkunft

Escherichia coli DH5a Clontech

Escherichia coli BL21-CodonPlus-RIL | Stratagene

Escherichia coli BL21-CodonPlus-RP | Stratagene

Escherichia coli PAT84 | 6846 E. coli Genetic Stock Center, Yale Uni-

(thermosensitive versity, New Haven (USA)

ftsZ-Mutante)

Agrobacterium tumefa- | GV3101 zur Verfiigung gestellt von Stanislav Isay-

ciens enkov, IPB Halle

Agrobacterium rhizoge- | ARqual Dr. G. David Barker (Laboratoire de

nes Biologie Moleculaire des Relations
Plantes-Microorganismes, INRA-CNRS
UMR215, BP27, 31326
Castanet-Tolosan Cedex, Frankreich)

Sinorhizobium meliloti | RCR2011 Stammsammlung Universitit Bielefeld

2.1.5 Vektoren

Es wurden folgende Vektoren verwendet:

pBlueScript S/K (+/-) (Stratagene, LaJolla CA, USA): Ein ca. 2,9 kb grof3es Klonierungspha-
gemid, das bei der ,,in vivo excision“ der A-ZAP-Phagen einer cDNA-Bank entsteht. Das
Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz und ermoglicht Blau-/Wei3-Selektion durch a-Kom-
plementierung des B-Galaktosidase-Gens (lacZ).

pGEM® T Easy (Promega, Mannheim): Ein 3 kb groBes Klonierungsplasmid aus dem pGEM®
T Easy-Klonierungskit. Es liegt dort als linearisiertes Plasmid mit 3’-T-Uberhingen vor und
kann zur T/A-Klonierung von PCR-Produkten verwendet werden. Das Plasmid kodiert fiir
Ampicillin-Resistenz und erlaubt Blau-/Weil3-Selektion.

pET-28a(+) (Novagen): Ein 5369 bp-Plasmid fiir die heterologe rekombinante Proteinexpres-
sion in E. coli. Die multiple Klonierungsstelle wird flankiert von einer 6xHistidinsequenz, die
die Expression als C-terminalen oder N-terminalen ,,His-tag* erlaubt. Das Plasmid besitzt
einen T7-Promotor und einen T7-Terminator und vermittelt Kanamycin-Resistenz.

ptGFP Konstrukt: Dieses bindre Plasmid, abgeleitet von pBin468 zur Markierung der Plasti-
den mit GFP (Marques et al., 2003; Marques et al., 2004) wurde freundlicherweise von Prof.
Dr. Klosgen, Institut fiir Pflanzenphysiologie, Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg,
zur Verfiigung gestellt. Fiir den Transport in Plastiden ist eine fur-Signalsequenz mit egfp
(optimierte GFP-Sequenz, enhanced GFP) gekoppelt. Die Expression steht unter Kontrolle
eines 2x35S-Promotors. Durch das Plasmid wird auBerdem Kanymycinresistenz vermittelt.
Die Uberpriifung des Transformationserfolges wurde durch PCR mit folgenden Primern
durchgefiihrt:

Vorwértsprimer: 5’-CAAAACCACTCTCTCTCCGC-3’

Riickwartsprimer:  5’-CTCGAACTTCACCTCGGC-3’

Das PCR Produkt hatte eine Grof3e von 498 bp.
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mtGFP Konstrukt: Dieser bindre Vektor 35S-mt-sGFP(S65T), abgeleitet von pSMAB701 zur
Markierung von Mitochondrien mit GFP (Chiu et al., 1996; Niwa et al., 1999) wurde freund-
licherweise von Prof. Dr. Yasuo Niwa, Universitdt von Shizuoka, Yada (Japan), zur Ver-
figung gestellt. Als Signalsequenz fiir den Transport von GFP in Mitochondrien ist ein an
sgfp (optimierte GFP-Sequenz, unter anderem ist Serin in Position 65 durch Threonin ersetzt)
gekoppelter Abschnitt fiir die F1-ATPase enthalten. Die Expression steht unter Kontrolle
eines 35S-Promotors. Gegeniiber E. coli und Agrobakterien wird Spectinomycinresistenz
vermittelt. Fiir die Uberpriifung des Transformationserfolges durch PCR wurden folgende
Primer eingesetzt:

Vorwirtsprimer: 5’-GCAAGACCCTTCCTCTATATAAGC-3’

Riickwiartsprimer:  5’-CCGTCCAGCTCGACCAGGATG-3’

Das PCR-Produkt hatte eine Grof3e von ca. 500 bp.

Eine weitere Methode zur Uberpriifung der Transformation war der Verdau des Plasmids mit
EcoRI, wobei jeweils ein Fragment von ca. 1.400 bp und 11.000 bp entstand.

2.1.6 cDNA-Bank von mykorrhizierten M. truncatula-Wurzeln

Eine cDNA-Bank aus gemischten EST-Sequenzen von M. truncatula/Glomus versiforme
wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Maria J. Harrison (Samuel Roberts Noble Foundation;
Ardmore, USA) zur Verfiigung gestellt (AW587412; NCBI).

2.1.7 Chemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von den Firmen Roth,
Sigma oder Merck bezogen. Die verwendeten Restriktionsenzyme stammten von MBI Fer-
mentas (St. Leon-Rot). Taq DNA-Polymerase wurde von QBIOGENE, Superscript II' Re-
verse Transkriptase von Invitrogen (Carlsbad, USA) und M-MLV RT von Promega bezogen.
Alle Losungen und Medien wurden mit doppelt destilliertem Wasser aus einer Milli-Q Anlage
(Millipore, Schwalbach) angesetzt.

2.1.8 Gerite

Sofern nicht gesondert aufgefiihrt, kamen folgende Geréte zum Einsatz:

Zentrifugen: Eppendorf 5417R-Tischzentrifuge

Eppendorf 5417C-Tischzentrifuge

Sorvall Super T21 (Kendro)

Hettich Universal 30 RF

Beckman TL-100 Ultrazentrifuge

Millifuge (Millipore)

Rotilabo®-Zentrifuge mit Butterfly-Rotor (Roth)
Thermocycler: Eppendorf MasterCycler Gradient
Elektrophorese: Hoefer Mighty Small IT SE250

MBT20EL, MBT30EL (MicroBioTecBrand)

ProteanlI (Biorad)
HPLC: Alliance™ Waters™ 2690 Separations Module
HPLC-Séule: Nucleosil RP 18; Macherey & Nagel
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Fluoreszenzdetektor (HPLC): Waters™ 474 Scanning Fluorescence Detector

PDA (HPLC): Waters™ 996 Photodiode Array Detector
Stromversorgung fiir Elektrophorese: Phero-Stab. 500 (Biotec Fischer)
Geldokumentationssystem: GelPrint 20001 (MWG-Biotech, Ebersberg)

Phosphor Imager: Storm 860 (Molecular Dynamics, Sunnyvale CA, USA)

pH-Meter: pH-Meter 761 Calimatic
Ultraschall: UW 2070 (Bandelin, Berlin)
UV-Tisch: NU-72 (Faust)
Blotkammer: PHERO-multiblot (Biotec Fischer)
Fotometer: SpektroFotometer Beckman DU 640
GeneQuantPro (Amersham, Freiburg)
Vortex: VWR Vortex Genie II (Amphotech LTD)
Sterilbank: Heraeus (Kendro)
Schiittelschrinke: GFL 3032
Certomat” BS-1
Schiittler: Infors AG Bottmingen
TYP KL2 (Edmund Biihler)
Inkubationsschrank: WTB Binder
Thermomixer: Eppendorf Thermomixer Compact
Mikrotom: HM335E (Microm, Walldorf)
Vibratom: Leica VT 1000S
Mikroskope: Zeiss LSM 410, Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss,

Test-Tube-Rotator:
Mikrowelle:

Objekttragerstrecktisch:

Real-Time PCR:

Jena)

Axioskop II (Carl Zeiss, Jena)
Stereomikroskop Nikon Typ 104
Stereomikroskop GSZ 2T Askania; Rathenower Opti-
sche Werke GmbH
Fluoreszenzstereomikroskop Leica MZFLIII;
Herbrugg (Schweiz)

MBT Brand Model 528

Moulimex Compact

OTS 40, Medite

ABI Prism TM 7000 Sequenzdetektionssystem
(Applied Biosystems)

Dispergiergerit: Ultra-Turrax T25 (IKA Labortechnik Staufen)
Heizrihrer: MLW RH3
Wasserbad: Julabo 13
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2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades

Der Mykorrhizierungsgrad wurde durch Trypanblaufarbung (Phillips und Hayman, 1970) be-
stimmt. Zur Entfernung des Cytoplasmas und der Zellkerne wurden die Wurzeln 10 min in
10-prozentiger KOH erhitzt. Nach dreimaligem Waschen mit Wasser und 5 min Inkubation
mit 10-prozentiger Milchsédure wurden Pilzstrukturen 5 min durch 0,1 % (m/V) Trypanblau in
Lactophenol [0,33 % (V/V) Gylcerol; 0,3 % (V/V) Milchsdure; 0,33 % (m/V) Phenol)] bei 90
°C angeférbt. Der Farbiiberschuss wurde nach dem Waschen in Wasser mit 10-prozentiger
Milchsédure entfernt und die Wurzeln unter dem Stereomikroskop untersucht. Zur Bestim-
mung des Mykorrhizierungsgrades wurde der prozentuale kolonisierte Anteil (bezogen auf die
Gesamtldnge) einer Stichprobe geschitzt.

2.2.2 Isolierung von Nukleinsiuren

2.2.2.1 Isolierung von RNA/ Guanidinthiocyanat-Methode

1-2 g Pflanzenmaterial (z. B. Wurzeln) wurden in fliissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
gemorsert und in 50 ml-Falconrdhrchen mit vorgelegtem 12 ml Extraktionspuffer und 120 pl
Mercaptoethanol {iberfiihrt. Es folgte eine Homogenisierung (>2 min Vortex, >10 min Rotati-
onsschiittler), dann wurden die Proben auf Eis gelagert. Nach 10 min Zentrifugation bei
3.000 g, wurde die Oberphase in ein frisches Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und 12 ml Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol dazugegeben. Die Proben wurden 30 s mit dem Vortex ver-
mischt und danach 15 min bei RT gelagert. Die Phasentrennung erfolgte durch 30 min Zentri-
fugation bei 12.000 g im Sorvall HB6 Swing-out-Rotor bei 18 °C. AnschlieBend wurde die
obere wissrige Phase in ein frisches Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt.

Die Nukleinsduren wurden durch Zugabe von 600 ul 1 M Essigsdure und 8,4 ml reinem Etha-
nol (-20 °C) eine Stunde auf Eis ausgefallt. Nach 30 min Zentrifugation bei 17.160 g und 4 °C
im Sorvall-Festwinkelrotor wurde das Prézipitat in 2 ml 3 M K-Acetat pH 4,8 resuspendiert
und erneut bei 17.160 g 20 min und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 3-6 ml H,O
geldst und in die RNA in 2 M LiCl-Losung bei 4 °C iiber Nacht gefillt.

Nach 30 min Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C wurde das Pellet in 1,4 ml 2M LiCl re-
suspendiert. Es fand eine weitere 20 min Zentrifugation bei 20.800 g und 4 °C statt. Das
Pellet wurde mit 1 ml 70 % Ethanol (V/V) gewaschen, ca. 10 min im Vakuum getrocknet und
je nach GroBe in 30-400 pl H,O gelost. Polysacharide wurden durch 5 min Erhitzen auf
65 °C, 5 min Lagerung auf Eis und 2 min Zentrifugation bei 20.800 g und 4 °C abgetrennt.
Nach fotometrischer Quantifizierung und Qualitédtskontrolle auf einem 1-1,2 % (m/V) Agaro-
segel wurde die isolierte RNA bei —80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert oder sofort
durch reverse Transkription in die entsprechende cDNA umgeschrieben.

2.2.2.2 Isolierung von RNA/ Trizol-Methode

Pflanzenmaterial (z. B. Wurzeln) wurde in fliissigem Stickstoff mit Quarzsand im Mdrser
zerrieben und das Pulver bis zur Weiterverarbeitung in 15 oder 50 ml-Falconrdhrchen bei
-80 °C gelagert. Etwa 100 mg Pulver wurde in 1,5 ml-Eppendorf-Gefile mit je 1 ml
vorgelegtem Trizol tiberfiihrt, drei mal 10 s durch Schiitteln gemischt, 15 min bei RT und
dann auf Eis gelagert. AnschlieBend wurde 10 min bei 4 °C und 12.000 g zentrifugiert und der
Uberstand in ein frisches 1,5-ml Reaktionsgefd iiberfiihrt. Es wurde 200 pl Chloroform
zugefiigt, 15 s kraftig mit der Hand geschiittelt und bis zur beginnenden Phasentrennung (ca.
3 min) bei RT inkubiert. Nach 15 min Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C wurden 450 pl
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der oberen Phase in ein neues 1,5-ml Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und auf Eis gelagert. Die
RNA-Fillung erfolgte durch Zugabe von 250 pul Fillungspuffer (0,8 M Na-citrat; 1,2 M NaCl)
und 250 pl Isopropanol bei RT, kurzes Schiitteln und 10 min Inkubation bei RT. Dann wurde
10 min bei 4 °C und 12.000 g zentrifugiert und das Pellet 2x in 75 % (V/V) Ethanol (-20 °C)
gewaschen. Nach 5 min Zentrifugation bei 7.500 g wurde das restliche Ethanol mit einer
Pipette entfernt und das Pellet 5 min bei RT getrocknet. Das Pellet wurde in 20 pl
autoklaviertem H,O resuspendiert, 10 min auf 60 °C erhitzt, vorsichtig durch Schiitteln
gemischt und 1 min bei 12.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 1,5-ml Réhrchen
iiberfiihrt. Nach fotometrischer Quantifizierung und Qualitdtskontrolle auf einem 1-1,2 %
(m/V) Agarosegel wurde die isolierte RNA bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert
oder sofort durch reverse Transkription in die entsprechende cDNA umgeschrieben.

2.2.2.3 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA von M. truncatula wurde aus jungen Blittern isoliert. Etwa 100 mg in fliis-
sigem Stickstoff zerriebenes Material wurde in 1 ml Extraktionspuffer [100 mM Tris/HCI;
pH 8,0; 50 mM EDTA; 500 mM NaCl; 1,5 % (m/V) SDS; 10 mM 2-Mercaptoethanol]
resuspendiert und 10 min bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl 3 M Kaliumacetat
(pH 4,8) wurde 1 Stunde auf Eis inkubiert und anschlieBend bei 23.000 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterworfen. Nach
der Phasentrennung durch Zentrifugation (5 min, 17.000 g) wurde die DNA mit 500 pl
Isopropanol aus der wissrigen Phase ausgefillt. Das erhaltene Pellet wurde gewaschen,
getrocknet und anschlieBend in TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8; 1 mM NaEDTA) mit
100 pg/ml RNaseA resuspendiert. Die isolierte DNA wurde bei 4 °C gelagert.

Alternativ zur oben beschriebenen Methode wurde das Qiagen DNeasy Mini-Kit (Qiagen,
Hilden) nach Angaben der Hersteller verwendet.

2.2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus 3-5 ml E. coli-Suspensionskultur (iiber Nacht) wurde mit dem Nucleospin
Plasmid-Kit der Firma Macherey-Nagel (Diiren) oder QIAprep Spin Miniprep-Kit (Quiagen)
isoliert. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte dabei durch Bindung an eine Kieselgel-
matrix in Spinsdulchen. Die Isolierung wurde nach Anweisungen des Herstellers durchge-
fiihrt.

2.2.2.5 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Elektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde auf einem UV-Leuchttisch bei einer Anregungs-
wellenldnge von 360 nm detektiert. Die gewiinschten DNA-Fragmente wurden mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe des QiaExII-Gelextraktionskits (Qiagen)
nach Herstellerangeben aus der Gelmatrix eluiert. Die Quantifizierung der eluierten DNA
erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung und Vergleich der Bandenintensitit mit einem
GroBenmarker (SmartLadder; Eurogentec, Seraing, Belgien).
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2.2.3 Glycerolkulturen von Bakterien

Zur langerfristigen Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden 750 pl Bakteriensuspension
mit 250 pl autoklaviertem Glycerol gemischt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei
-80 °C gelagert.

2.2.4 Transformationsmethoden

2.2.4.1 Transformation von Escherichia coli

Herstellung kompetenter Zellen:

100 ml Bakterienkultur wurden in LB-Medium bei 37 °C bis zu einer ODgg von 0,6 geschiit-
telt, dann bei 5.000 g und 4 °C zentrifugiert und das Prézipitat in 20 ml eiskaltem TFBI1
(30 mM K-Acetat; 100 mM RbCly; 10 mM CaCl,, 50 mM MnCly; 15 % Glycerol)
resuspendiert. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde erneut bei 5.000 g und 4 °C zentrifugiert
und anschlieBend das Pellet in 4 ml eiskaltem TFB2 (10 mM MOPS pH 6,5; 10 mM RbCl,,
15 % Glycerol) resuspendiert und 30 min auf Eis gelagert. Die Bakterien wurden dann in
50 ul Aliquots abgefiillt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei
-80 °C gelagert.

Transformation:

Kompetente Zellen von E. coli DH5a wurden auf Eis aufgetaut und 10 bis 100 ng Plasmid
(1-5 pl) zugegeben. Nach 5 min Lagerung auf Eis wurden die Bakterien 75 s 42 °C ausge-
setzt, gefolgt von einer 5 min dauernden Lagerung auf Eis. Dann wurde 250 pl SOC-Medium
zugesetzt und 45 min bei 37 °C geschiittelt. Anschlieend wurde der Transformationsansatz
auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum als Selektionsmarker ausgestri-
chen und bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 0,2 mM IPTG und 40 pg/ml X-Gal wurde
auf Transformanten mit dem gewiinschten Plasmid selektiert, sofern das Plasmid eine Mul-
tiklonierungsstelle mit /acZ-Gen enthielt. Bei weilen Kolonien war das Leseraster fiir die
3-Galaktosidase durch die eingebaute Sequenz zerstort. Blaue Kolonien repriasentierten also
wahrscheinlich Kolonien mit leerem Vektor.

Die Transformation von kompetenten E. coli BL21-CodonPlus®-Expressionsstimmen er-
folgte nach Anweisung im Handbuch von Stratagene.

Durch Restriktionsverdau des isolierten Plasmids oder eine PCR mit spezifischen Primern
nach 5 min Erhitzen der Bakterien auf 95 °C wurde der Transformationserfolg liberpriift.

2.2.4.2 Transformation von Agrobakterien

Kompetente Zellen von Agrobacterium tumefaciens und Agrobacterium rhizogenes wurden
mit Hilfe der CaCl,-Methode erhalten und durch eine Gefrier-Auftau-Methode transformiert.
Herstellung kompetenter Zellen:

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in 100 ml TY-Medium unter Zusatz des entsprechenden
Selektionsantibiotikums bis zu einer ODgop von 0,5 bis 1,0. Nach 10 min Zentrifugation bei
8.000 g wurde das Bakterienpellet in 1 ml eiskalter 20 mM CaCl,-Losung resuspendiert,
100 pul Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur Verwendung
gelagert.

Transformation:

Kompetente Zellen (100 pl) wurden auf Eis aufgetaut und 1 pg Plasmid (1-5 pl) zugegeben.
Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden die Bakterien 5 min in fliissigem Stickstoff eingefro-
ren und dann 5 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde 1 ml TY-Medium [0,5 % (m/V)
Trypton; 0,3 % (m/V) Hefeextrakt; 0,088 % (m/V) CaCl,-2H,0] zugesetzt und 3 Stunden bei
28 °C und 180 rpm geschiittelt. Der Transformationsansatz wurde dann auf TY-Agarplatten

16



mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum ausgestrichen und 2 bis 3 Tage bei 28 °C
inkubiert. Eine Uberpriifung der Transformation fand durch 5 min Erhitzen der Bakterien auf
95 °C und anschlieBende PCR mit spezifischen Primern statt.

2.2.4.3 Transformation von M. truncatula — Keimlingsinfiltrationsmethode

Zur in vivo Markierung von Plastiden und Mitochondrien in mykorrhizierten Wurzeln von
M. truncatula wurden fiir eine Transformation bindre Vektoren verwendet, die eine GFP-Se-
quenz, fusioniert mit einer Plastiden- oder Mitochondriensignalsequenz enthielten (siche Ab-
schnitt 2.1.5). Die Anregung mit Blaulicht sollte dann die Visualisierung der Organellen als
griin fluoreszierende Strukturen mit dem Fluoreszenzmikroskop oder dem konfokalen Lasers-
canningmikroskop (CLSM) ermdglichen (sieche Abschnitt 2.2.18). Eine schnelle und einfache
Transformationsmethode fiir M. truncatula wurde von Trieu et al. (2000) beschrieben. Die
Keimlingsinfiltrationsmethode fiir M. truncatula beinhaltete eine Behandlung mit Agrobacte-
rium tumefaciens unter Vakuum und wurde gemif Trieu et al. (2000) durchgefiihrt. Dafiir
wurde 4. tumefaciens, Stamm GV3101, transformiert mit den entsprechenden binédren Vekto-
ren, verwendet (siehe Abschnitt 2.2.4.2). Zur Selektion positiver Transformanten wurden mit
dem Fluoreszenzmikroskop in den Bléttern der F1-Generation griin fluoreszierende Organel-
len gesucht. Als Variation wurde eine Verldngerung der Einwirkung des Vakuums (2,5 min
statt 1 min) oder die zusitzliche Verletzung der Keimlinge getestet.

2.2.4.4 Wurzeltransformation von M. truncatula

Eine alternative Methode zur Transformation von M. truncatula-Wurzeln wurde von Boisson-
Dernier et al. (2001) vorgestellt. Nach dieser Methode wird durch Agrobacterium rhizogenes
gleichzeitig die Ri-T-DNA (Ri = root inducing) und die T-DNA eines bindren Vektors
ibertragen, was zur Ausbildung transformierter Wurzeln (hairy roots) fiihrt.

Zur Durchfithrung dieser Methode wurden die entsprechenden binidren ptGFP- und mtGFP-
Konstrukte (sieche Abschnitt 2.1.4) in Agrobacterium rhizogenes, Stamm ARqual und M.
truncatula (Linie A17) verwendet. Agrobacterium rhizogenes (mit dem ptGFP- oder mtGFP-
Konstrukt) wurde 2 bis 3 Tage auf TY-Agar mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum
kultiviert. Keimlinge von M. truncatula (Keimung siehe Abschnitt 2.1.1) wurden in steriles
H,O gelegt. Nach dem Abschneiden der Wurzelspitze (ca. 3 mm) wurde die Schnittflidche
tiber die Bakterienkultur gestreift. Die Keimlinge wurden dann auf Schrigagar mit modifi-
ziertem Fahraeus-Medium in quadratische Petrischalen (12 x 12 cm) gesetzt, ca. 4-6 cm vom
oberen Ende entfernt und 7 Tage bei 20 °C, anschlieBend bei 22 °C und einer Lichtperiode
von 16 Stunden kultiviert. Nach 2 bis 3 Wochen wurde die griine Fluoreszenz mit dem Fluo-
reszenzstereomikroskop untersucht.

2.2.4.5 Erzeugung einer ptGFP-Wurzelkultur von M. truncatula

Eine ptGFP-Wurzelkultur wurde gemal Boisson-Dernier et al. (2001) angelegt. Drei Wochen
nach der Wurzeltransformation wurden die transformierten Wurzeln unter dem Fluoreszenz-
mikroskop mit dem GFP-Filter (siche Tabelle 2.8) untersucht und Wurzelstiicke mit griin
fluoreszierenden Plastiden selektiert. Eine Vermehrung von entsprechenden Wurzeln auf
M-Agar (siche Abschnitt 2.1.2.1 und 2.2.4.5) (Bécard und Fortin, 1988) erforderte das
Abtoten der Agrobakterien. Die bei Boisson-Dernier et al. (2001) beschriebene
Augmentinkonzentration (Amoxicillin + Clavulansdure) von 400 mg/l zur Abtétung der
Agrobakterien reichte jedoch nicht aus. Das Bakteriumwachstum verzogerte sich um einige
Tage, danach wurden die Wurzelstiicke jedoch vollstindig von Agrobakterien liberwachsen.
Auch durch Ampicillin (150 pg/ml), Cefotaxim (90 pg/ml) und Carbenicillin (500 pg/ml)
sowie die Erhohung der Augmentinkonzentration auf 1g/l im M-Agar wurden die Bakterien
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nicht abgetotet. Eine Eliminierung der Agrobakterien gelang erst durch dreitdgiges Schiitteln
der ein bis zwei Zentimeter langen Wurzelstiicke mit 1 g/l Augmentin in M-Medium und
anschlieende Kultivierung auf M-Agar mit 1 g/l Augmentin fiir 8§ Wochen. Danach wurden
ein bis zwei Zentimeter lange Stiicke von jlingeren Wurzeln abgeschnitten und auf frischem
M-Agar mit 1 g/l Augmentin und nach weiteren 6 Wochen ohne Antibiotikum kultiviert. Die
Wurzelkultur wuchs zundchst relativ langsam, zeigte aber kein Anzeichen von
Bakterienwachstum. Eine Vermehrung und Kultivierung erfolgte durch ein Umsetzen auf
frisches M-Medium (mit 0,4 % Agar) oder auf Komplettmedium (mit 0,3 % Gelrite) alle
8 Wochen.

Als Ausgangspunkt flir einen Mykorrhizierungsversuch der beschriebenen Wurzelkultur
diente eine mit Glomus intraradices mykorrhizierte Wurzelkultur von Daucus carota (Chabot
et al., 1992). Die kolonisierten Wurzeln wurden auf M-Agar (Bécard und Fortin, 1988) oder
Komplettmedium (siehe Abschnitt 2.1.2.1) in einem Kompartiment von geteilten Petrischalen
kultiviert. Die Hyphen wuchsen iiber die Barriere in das andere Kompartiment und bildeten
dort Sporen aus. Herliberwachsende Wurzeln wurden durch Abschneiden entfernt. Nach etwa
10 Wochen wurden die Petrischalen unter dem Stereomikroskop untersucht. Petrischalen, in
denen das zweite Kompartiment ein dichtes Hyphennetz und reichlich Sporen aufwies, wur-
den fiir die Mykorrhizierung der ptGFP-M. truncatula-Wurzelkultur verwendet. Ein ca. 2 bis
3 cm grof3es Stiick der ptGFP-Wurzelkultur wurde auf den Hyphen und Sporen enthaltenden
Agar platziert (4 Petrischalen). Wurzelstiickchen wurden eine Woche nach Kontaktaufnahme
des Pilzes zu der Wurzel (Untersuchung mit dem Stereomikroskop) auf frischen M-Agar um-
gesetzt.

2.2.4.6 Kultivierung wurzeltransformierter chimdrer M. truncatula im Gewdchshaus

Chimire M. truncatula-Pflanzen (composite plants) mit transformierten Wurzeln und nicht
transformiertem Spross wurden 2 bis 3 Wochen nach der Wurzeltransformation (siche Ab-
schnitt 2.2.4.4) und Kultivierung auf modifiziertem Fahraeus-Agar mit dem Fluoreszenzste-
reomikroskop Leica MZ FLIII untersucht. Pflinzchen mit griin fluoreszierenden Wurzelberei-
chen (unter Blaulichtanregung bei 425-460 nm) wurden fiir eine Weiterkultivierung im Ge-
wichshaus selektiert. Eine Unterscheidung der blaugriinen GFP-Fluoreszenz von der gelbgrii-
nen Hintergrundfluoreszenz war in vielen Fillen nicht eindeutig, so dass ein relativ grofer
Anteil falsch positiver Pflanzen weiterkultiviert wurde. Je ein Pflinzchen wurde in Bléhton
gepflanzt. Mykorrhizierungsansidtze wurden in einem Gemisch aus Inokulum und Bldhton
(1:1) durchgefiihrt.

Wegen der geringeren Luftfeuchtigkeit im Gewéchshaus mussten die in Petrischalen auf Agar
wachsenden chiméren Pflanzen an diese Bedingungen angepasst werden, da sie sonst kolla-
bierten. Die Akklimatisierung an die geringere Luftfeuchtigkeit im Gewéchshaus erfolgte in
Zimmergewédchshidusern mit liiftbarer Abdeckhaube [Edm. Romberg & Sohn (GmbH & Co.)
KG, Ellerau], bei geschlossenen Liiftungsschlitzen in der ersten Woche und bei gedffneten
Liiftungsschlitzen in der zweiten Woche.

Eine Inokulation mit Sinorhizobium meliloti zur Erzeugung von Wurzelknollchen wurde eine
Woche nach Kultivierung im Gewéchshaus durch Gielen mit einer entsprechenden Bakteri-
ensuspension nach Beringer (1974) durchgefiihrt. Dafiir wurde eine liber Nacht-Kultur in
Tryptonmedium von Sinorhizobium meliloti zentrifugiert und in einem kleineren Volumen
H,0O aufgenommen. Mit dieser Suspension wurden die Pflanzen gegossen und anschlie3end
nur stickstofffrei gediingt. Nach etwa 4 Wochen wurden die Knéllchen in vivo mit dem Fluo-
reszenzmikroskop oder dem CLSM untersucht. Dafiir wurden sie ldngs oder quer mit einer
Rasierklinge durchgeschnitten.
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2.2.5 Enzymatische Modifikation von Nukleinsiduren

2.2.5.1 Restriktionsanalysen

Fiir Restriktionsanalysen wurde 0,5-1 pg DNA mit 10 U des jeweiligen Restriktionsenzyms in
einem Endvolumen von 20 oder 25 pl eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 60 min bei der
angegebenen optimalen Temperatur des entsprechenden Enzyms. Bei préiparativen Ansétzen
wurden zum Teil groBere Mengen DNA eingesetzt (bis 2 ug). Der Restriktionsverdau mit
genomischer DNA wurden tiber Nacht durchgefiihrt. Dabei wurden 15 ng DNA mit 50 U des
jeweiligen Enzyms inkubiert.

2.2.5.2 Ligationen

Ligationen wurden entweder mit der im pGEM® T Easy-Kit (Promega, Mannheim) enthalte-
nen T4-Ligase oder mit einer T4-Ligase von Fermentas (St. Leon-Rot) durchgefiihrt. Die Li-
gation wurde in einem Endvolumen von 10 pl tiber Nacht mit 3 Weiss-Einheiten (Promega)
bei 4 °C bzw. 5 U (Fermentas) bei 14 °C durchgefiihrt.

2.2.5.3 Radioaktive Markierung von DNA

Die radioaktive Markierung von DNA, die als Sonde in Hybridisierungsexperimenten ver-
wendet wurde, erfolgte mit dem MegaPrime™-Kit der Firma Amersham (Freiburg). 25 pg
des DNA-Fragments wurden dabei nach Anlagerung von Nonameren als Zufallsprimer durch
das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I mit a->*P dATP (3.000 Ci/mmol, ICN, Esch-
wege) markiert (nach Vorschrift des Herstellers). Die Reaktion erfolgte bei 37 °C fiir 1 h. Die
radioaktive Sonde wurde vor der Zugabe zum Hybridisierungsansatz fiir 5 min bei 95 °C de-
naturiert und nicht eingebaute radioaktive Nukleotide mit ProbeQuant™ G-50 Micro-Séulen
(Amersham) nach dem Prinzip der Ausschlusschromatografie abgetrennt.

2.2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.2.6.1 Standard-PCR

Im Standardansatz (Endvolumen 20 pl) wurden 10 ng-1 ng DNA-Matrize mit jeweils 10 pmol
der spezifischen Primer im entsprechenden Reaktionspuffer und 0,5 U (5 U/ul) Tag DNA-
Polymerase (Qbiogene) eingesetzt. Ein typisches PCR-Programm ist in Tabelle 2.2 darge-
stellt.

Tabelle 2.2 Schema fiir PCR-Programme. Dabei betrug die Temperatur der Deckelheizung 105 °C. Die Anlage-
rungstemperatur (Annealingtemperatur) in Schritt 3 lag meist 3 K unterhalb der spezifischen Schmelztemperatur
der verwendeten Primer.

1 | Initiale Denaturierung 1 min 95 °C

2 | Denaturierung 45 sec 95 °C

3 | Annealing 45 sec Annealingtemperatur
4 | Elongation lmin30s |72°C

5[20 — 35 Zyklen der Schritte 2 bis 4

6 | End-Elongation (Auffiillreaktion) |10 min 72 °C

7 Abkiihlen auf 4 °C
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2.2.6.2 Real-Time RT-PCR

Fiir die Untersuchung von Transkriptmengen durch Real-Time RT-PCR wurde doppelt kon-
zentrierter SYBR™ Green-Mastermix (Applied Biosystems) verwendet. Die Versuche wurden
mit dem Gerédt Prism TM 7000 durchgefiihrt

Durch die Interkalation von SYBR® Green in doppelstringige DNA wird die Zunahme an
PCR-Produkt mittels Fluoreszenzmessung detektierbar. Der im Mastermix enthaltene rote
Fluoreszenzfarbstoff ROX dient als interner Standard zum Ausgleich von Pipettierfehlern.
Durch Division der Emissionsintensitit von SYBR® Green durch die Emissionsintensitit von
ROX ergibt sich der normalisierte Fluoreszenzmesswert Rn. Von diesem Wert wird der Fluo-
reszenzmesswert der Probe in den ersten Reaktionszyklen, das heif3t, vor der Entstehung eines
messbaren PCR-Produktes, subtrahiert. Daraus ergibt sich der normalisierte korrigierte Fluo-
reszenzmesswert ARn. Die Ausgabe der Reaktionskurven erfolgt durch logarithmische Auf-
tragung von ARn gegen den CT-Wert. Der CT-Wert (Cycle Threshold) gibt den PCR-Zyklus
an, bei dem die Fluoreszenz in Korrelation zur Menge an PCR-Produkt den eingestellten
Schwellenwert erreicht. Niedrige CT-Werte entsprechen somit einer hoheren Kopienzahl.

Absolute Quantifizierung

Uber eine Verdiinnungsreihe eines pGEM® T Easy-Plasmids mit PDS-Sequenz (Phytoen-De-
saturase) als Referenz und nachfolgender Real-Time RT-PCR mit spezifischen Primern wurde
die Kopienzahl von cDNA aus mykorrhizierten Wurzeln und Kontrollwurzeln errechnet. Es
wurde ein Molekulargewicht von 660 g/mol pro Basenpaar zugrunde gelegt (Nukleotide be-
sitzen ein durchschnittliches Molekulargewicht von 330 Da). Das verwendete
pGEM® T Easy/PDS-Plasmid enthielt 3.325 Basenpaare. Daraus ergab sich ein
Molekulargewicht von 2.194.500 g/mol und bei einer Ausgangskonzentration von 0,328 ug/ul
eine Kopienzahl von 9 x 10" pro pl. Aus einer Eichgerade mit Auftragung des dekadischen
Logarithmus der Kopienzahl gegen den CT-Wert wurde die Kopienzahl der Probe ermittelt.
Die Transkriptmengen der folgenden plastidenbezogenen Gene in mykorrhizierten Wurzeln
von M. truncatula wurden durch Real-Time RT-PCR und nachfolgende absolute Quantifizie-
rung untersucht:

Shikimatweg: EPSP-Synthase, DAHP-Synthase, Chorismat-Mutase 1

Stickstoffassimilation: Nitrit-Reduktase, GOGAT (Glutamat-Synthase)
Aminosiduresynthese: Glutamin-Synthetase

Redoxsystem: FNR (Ferredoxin-NADP'-Reduktase)

Fettsiduresynthese: ACCase, Stearoyl-ACP-Desaturase, Omega-3-Fettsdure-Desaturase
Stirkesynthese: ADP-Glucose-Pyrophoshorylase, Stirke-Synthase 1

Tetrapyrrolsynthese: Glutamyl-tRNA-Reduktase

Oxidativer Pentosephosphatweg: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Eisenspeicherung: Ferritin

Nucleotidsynthese (Pyrimidine): Aspartat-Transcarbamylase, Dihydroorotase, Dihydrooro-
tat-Dehydrogenase, Orotat-Phosphoribosyl-Transferase, UMP-Kinase, CTP-Synthetase
reduktive Sulfatassimilation: (P)APS-Reduktase

Carotinoidsynthese: Phytoen-Synthase, Phytoen-Desaturase

Plastidenteilung: FtsZ1

Kanalproteine/Translokatoren: TOC34 (regulatorische Komponente des Proteinimport-
Komplexes der Plastiden), TPT (Triosephosphat-Translokator), ADP/ATP-Translokator, GPT
(Glucose-6P-Translokator), ~ PPT  (Phosphoenolpyruvat/Pyruvat-Translokator), =~ OMT
(2 Oxoglutarat/Malat-Translokator)

Antwort auf oxidativen Stress: Cu/ZnSOD, FeSOD (Superoxid-Dismutase), APX (Ascor-
bat-Peroxidase)

plastidenkodierte Gene: accD, ndhG, rpl20
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Zusétzlich wurde die Expression folgender nicht plastidenbezogener Gene untersucht: Cu/Zn-
SOD (Cytosol), Ubiquitin (Cytosol), MtPT1: Phosphattransporter mit geringerer Expression
in mykorrhizierten Wurzeln (Liu et al., 1998).

Es wurden jeweils 20 pl-Ansdtze mit einer Primerkonzentration von 0,5 pmol/ul (Schmelz-
temperatur ca. 60 °C) untersucht. Eine Zusammenstellung der verwendeten Primer und die
Grofle der PCR-Produkte ist in Tabelle 2.3 dargestellt. Als Standard fiir die absolute Quantifi-
zierung wurde ein pGEM® T Easy-Plasmid mit einer integrierten Phytoen-Desaturasesequenz
aus M. truncatula eingesetzt.

Fiir die Untersuchung wurde cDNA aus mykorrhizierten Wurzeln (10 Wochen nach Inokula-
tion mit G. mosseae; 40 bis 60 % Mykorrhizierungsgrad) und Kontrollwurzeln verwendet.
Die ¢cDNA wurde durch reverse Transkription von jeweils 5 ug RNA pro 50 pl-RT-Ansatz
von M. truncatula Wurzeln aus jeweils 6 Topfen mit je 5 Pflanzen gewonnen. Anschlie3end
wurde jeweils die cDNA von mykorrhizierten Wurzeln und Kontrollwurzeln vereinigt. In den
Ansédtzen wurden 2 bis 6 pl cDNA verwendet. Von jeder Probe wurden Drei- bis Fiinffachbe-
stimmungen vorgenommen. Das Temperaturprogramm entsprach dem in Tabelle 2.2 angege-
benen Schema mit einer Annealingtemperatur von 57 °C. Die Aufnahme einer Schmelz-
punktkurve im Anschluss an die Amplifikation diente zur Uberpriifung der Bildung von Pri-
mer-Dimeren. Bei Abwesenheit von Primer-Dimeren sollte nur ein PCR-Produkt mit einem
Maximum in der Schmelzpunktkurve entstehen.

Tabelle 2.3 Primer und Grofle der PCR-Produkte fiir die absolute Quantifizierung der cDNA aus mykorrhizier-
ten M. truncatula-Wurzeln durch Real-Time RT-PCR. Die Sequenzen wurden durch BLAST aus der TIGR-
Datenbank ermittelt, wenn nicht anders angegeben.

Sequenzname Sequenz-Nr. Primer PCR-Produkt-
(TO) groBe (bp)

EPSP-Synthase TC36027 5’-CCAACTTGCCACATCTCTAATAGC-3’ 346
5’-GTACAAGTCTCCGGGCAATGC-3’

DAHP-Synthase TC35999 5’-CTGTTGTAGTCATGATTGGATGG-3’ 305
5’-CAAGCTGCCGAGTTACAGG-¥

Chorismat-Mutase 1 TC32999 5’-GAAGTTCTTTGATTCGTCAAGAGG-3’ 348
5’-CTCCTTCCTTGACCAATTGTGG-3’

Nitrit-Reduktase TC35904 5’-CTTGACAAGTCTGCAGAGTGG-3’ 333
5’-CATCAAGTGGAACTGCTTCAGC-3°

GOGAT TC32274 5’-CAAGAAGAGGTTAACAAGATCACC-3’ 361
5’-CATACAGATATCAGGACATGATGG-3’

Glutamin-Synthetase TC33429 5’-CTTCTTTCCCTTCCCTTATTGCG-3’ 376
5’-CAACACAGATGTCGTGCTATTCC-3’

FNR TC39446 5’-GATCACTGGTGATGATGCACC-3’ 371
5’-CAGTTCCCAACATGATGACGG-3’

ACCase TC2959%4 5’-CACCTGGACAAATGAAGGTTCG-3’ 321
5’-GTCGATTCAAGAGATGTTGTGGAG-3’

Stearoyl-ACP-Desatu- | TC32672 5’-GTGAAGGAACTGAGAGAGAGG-3’ 315

rase 5’-CTATTCTCAGTCCGAGGATCC-3’

ADP-Glucose- TC40130 5’-GTTTCCCTTGCAGCTTCTTGC-3’ 325

Pyrophosphorylase 5’-CTCCATCTAAGATGCTTGATGC-3’

Stirke-Synthase 1 TC39455 5’-CGTGTTATGACTGTGTCACCG-3’ 334
5’-CTACATCTTCGCCATATGGTCC-3’

Glutamyl-tRNA-Re- TC28714 5’-GAAGCAGAATGGCCTAGAGC-3’ 331

duktase 5’-GTTTGCCGTTAACTCCTTGTCC-3’

Glucose-6-Phosphat- TC40699 5’-GACCAGAGGGCAAATTGTGC-3’ 299

Dehydrogenase 5’-GGTCTTCAGTGAGGTATTGCTTC-3’

Ferritin TC32098 5’-GAGCAGCATCTGATCAAAGTGC-3’ 351
5’-GAAGAGGAAAGAGGGCATGC-3’
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Tabelle 2.3 Fortsetzung

Sequenzname Sequenz-Nr. Primer PCR-Produkt-
(TC) grofle (bp)

Aspartat-Transcarba- | TC42822 5’-GTGCTCCTTCATTTTCTGTTGGG-3" 304

mylase 5’-GTATCTTCGAGCGTCTCTCC-3’

Dihydroorotase TC32356 5’-GTTACTGGTACCCAAGCTGC-3” 307
5’-CAACACAGGACAATCCCTCC-3’

Dihydroorotat-De- BG582355 5’-GTTAAGTTCGGAGAATGGCTGC-3’ 328

hydrogenase 5’-CGAGCTGCAGCTGAGACC-3

Orotat-Phosphoribosyl- | TC33155 5’-GCTGCAGTTCCAACATCTGC-3’ 329

Transferase 5’-CTGATTGATAGAGAGCAAGGTGG-3°

UMP-Kinase TC32384 5’-CCTTGCAGCATCAACCTTGC-3’ 320
5’-CGTCCGAGGTAACAATTAGGC-3’

CTP-Synthetase TC37892 5’-CCTTAGCATTGTCGTCAAGTTCC-3’ 323
5’-CATCCAAGAGTGGATAGAGCG-3’

APS-Reduktase TC32581 5’-CTCAAGCTGACCACGTTCTGG-3’ 327
5’-GGTTAAGTGGAACCCGGTTGC-3’

Phytoen-Desaturase TC106289 5’-CAGCCGAAGAATGGATTTCAC-3’ 311
5’-GAATCCTGTACAATAGCCTGTGC-3’

Phytoen-Synthase TC37829 5’- GATTTCCTGTCGATATCCAGCC-3’ 331
5’- CCTAATCCACGAGTCAGAAGC-3’

TOC34 TC32159 5’-CCAAGACCTGTTATGGTGTCG-3’ 381
5’-CTGAGCGTCATCCTTCTTTAAGG-3’

ADP/ATP-Transloka- | TC40026 5’-CTGGTATCTTGACAGCTGCTG-3’ 302

tor 5’-CGACCCCTGCAAAGAAATGG-3’

TPT (Triosephosphat- | TC39474 5’-CAGCAATTGCAATGGCAGTTCC-3’ 323

Translokator) 5’-CTATGCCTACATTTCCATCATTGC-3’

Glucose-6-Phosphat- | TC39604 5’-GTAAACGACACAGCCACTTTGG-3’ 321

Translokator 5’-GGTTGAAGGAGCAGAAACACC-3’

Phosphoenolpyruvat/ | TC29108 5’-CATGGTCCATGTCTCCTTCC-3’ 339

Phosphat-Translokator 5’-GCATGGCACCAGTGATTTTAGG-3’

2-Oxoglutarat/Malat- | TC36505 5’-GTAGTACTAGGCATAGCAGGTG-3’ 353

Translokator 5’-GTTCCAAAACCAGTTGAAGTTACC-3’

Cu/Zn-SOD (Plastiden) | TC28706 5’-CTCTGCAACGCCGTTGGC-3’ 256
5’-CAATGGGTGTATCTCGACAGG-3’

FeSOD (Plastiden) TC101551 5’-CCTTACCATTGATGTATGGGAGC-3’ 120
5’-CTCAAGTCTTGAGCTGACTGC-3’

FtsZ1 TC102111 5’-CTTCTCTCACAAACCCAAATAAGC-3’ 331
5’-CCTAATCCACGAGTCAGAAGC-3’

accD 66968-67480 2 5’-GCTCAAACTTCCTTCTTGCATACG-3’ 92
5’-CTCGGTTGATTGAATATGCTACC-3’

ndhG 7700-8230 2 5’-CACGTAAATAAGTAGCTGTGATGC-3’ 129
5’-GGAGTAGTATTACTTACCAACCC-3’

rpl20 58057-57698 * 5’-CTGTACTATGTGTAAGTAGCAACG-3’ 178
5’-CATAACGAAGTACCACATGAGTGG-3’

Cu/Zn-SOD (Cytosol) | TC106823 5’-CTTGCGGTTCCATCATCACC-3’ 129
5’-CACGAATGGTTGCTTGTCAACC-3’

Ubiquitin (Cytosol) TC93934 5’-GTAGAATCATCCGACACAATCG-3’ 172
5’-GGAGACGGAGAACAAGGT-3’

MtPT1 (Cytoplasma- | AF000354 ° 5’-CTCATGGTGGTTTGTTCAGTTGG-3’ 310

membran) 5’-GCACTAACAGTGATGTAGCTGG-3’

 NCBI-Nummer einer bekannten Sequenz
? Plastidenkodierte Sequenzen von M. truncatula, angegeben sind die Abschnitte auf dem Plastidengenom.

Relative Quantifizierung

Fir die Gene mit Homologie zu ACCase, Aspartat-Transcarbamylase, CTP-Synthetase,
2-Oxoglutarat/Malat-Translokator und FtsZ1 wurden neue Primer nach TC-Sequenzen
(TC = tentative consensus) aus der TIGR-Datenbank fiir eine optimale PCR-Produktgrofle
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von 50 bis 150 bp abgeleitet (Tabelle 2.4.). Fiir die relative Quantifizierung wurde ebenfalls
doppelt konzentrierter SYBR® Green PCR Mastermix eingesetzt. Alle Proben wurden in
Dreifachbestimmung untersucht. Ein 60 pl-Ansatz mit je 1 ul cDNA und 0,33 pmol/ul Pri-
mern wurde auf 3 Reaktionsgefd3e aufgeteilt. Die cDNA wurde durch reverse Transkription
von jeweils 3 ug RNA pro 50 pl RT-Ansatz gewonnen. Dafiir wurden 10 Wochen alte Wur-
zeln von M. truncatula verwendet. Es wurden jeweils 4 Proben von Kontrollwurzeln,
4 Proben mit Glomus intraradices und 3 Proben mit G. mosseae mykorrhizierte Wurzeln un-
tersucht. Eine Probe entsprach jeweils 5 Pflanzen aus einem Topf. Die Mykorrhizierungsraten
betrugen 40 bis 60 %. Als konstitutive Kontrolle wurde der CT-Wert des Translations-Elon-
gationsfaktors la (EF) bestimmt, um die Untersuchung gleicher cDNA-Mengen zu gewéhr-
leisten. Als MaB fiir die Mykorrhizierung diente die Expression des Mipr4-Gens, nach
(Harrison et al., 2002; Isayenkov et al., 2004). Die Auswertung fand wie folgt nach der
AACT-Methode von Applied Biosystems (ABI-Prism, 1997) statt. Der ACT-Wert wurde als
Differenz aus den CT-Werten von Kontrollwurzeln und mykorrhizierten Wurzeln berechnet.
Weil die Expression des Elongationsfakors la konstitutiv ist, wire die Differenz ACTEF im
Idealfall Null. Durch die Differenzbildung des ACT der Probe und dem ACT von EF fand eine
Korrektur unterschiedlicher cDNA-Mengen statt. Diese Differenz reprisentierte den AACT-
Wert, wie in den nachfolgenden Gleichungen angegeben (Kon = Kontrollwurzeln, Myk =
mykorrhizierte Wurzeln):
ACTEF = CTEFkon-CTEF iy
ACTProbe = CTProbek,n-CTProbewmyk
AACTProbe = ACTProbe-ACTEF.
Das Verhiltnis der Expression wurde durch 2*°“T bestimmt und gilt streng nur bei idealer
Amplifikation, das heif3it, einer DNA-Verdopplung in jedem Zyklus (E = 2). Eine Reaktion
mit 100 % Effizienz in entsprechenden Verdiinnungsreihen ergdbe nach Auftragung der CT-
Werte gegen den dekadischen Logarithmus der Konzentration einen Anstieg von -3,32. Die
Amplifikationseffizienz wurde durch eine Reihe mit drei Verdiinnungen der cDNA einer
mykorrhizierten Probe und den spezifischen Primern nach der Formel: E = 100408 pe_
stimmt (Pfaffl, 2004).
Zur Uberpriifung der Bildung von Primer-Dimeren wurde im Anschluss an jeden Real-Time
RT-PCR-Lauf eine Schmelzpunktkurve der PCR-Produkte erstellt. Fiir die Amplifikation
wurde folgendes Temperaturprogramm als Standardeinstellung fiir das Gerdt ABI-Prism 7000
verwendet:

1) 2 min 50 °C

2) 10 min 95 °C

3) 15s95°C

4) 1 min 60 °C; 3) und 4) wurden 40 mal ausgefiihrt (40 PCR-Zyklen)
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Tabelle 2.4 Primer und Grofe des PCR-Produkts fiir die relative Quantifizierung der cDNA aus mykorrhizierten
M. truncatula-Wurzeln durch Real-Time RT-PCR. Die Sequenzen wurden durch BLAST aus der TIGR-Daten-
bank ermittelt, falls nicht anders angegeben.

Sequenzname Sequenz-Nr. Primer PCR-Pro-
(TC) dukt-grofle
(bp)
ACCase TC87419 5’>-TTCTGCTACTGCGAGCTCTCC-3’ 51
5’-GGAGGTAAGGCAGGTGTTGCT-3’
Aspartat-Transcar- TC81928 5’-CAGAACGGTTCGCTCACTTG-3’ 51
bamylase 5’>-TTCACGTCATGGTACTTGGCA-3’
CTP-Synthetase TC91195 5’-ACAGATGCCATCCAAGAGTGG-3’ 53
5’-CCATCAACCGGAATCTGTGC-3’
2-Oxoglutarat/Malat- | TC87743 5’-CCCCTCAAGCATGGCAATTA-3’ 53
Translokator 5’-AAGCCCGGCTATCGTTGAA-3’
FtsZ1 TC102111 5’-CAGCCGAACAGGCTACTTTGG-3’ 148
5’-GAAGGATCAGCCAAACTAGTCAC-3’
Elongationsfaktor lo. | TC85208 5’-AGCACCAAGCAAAGCATCCT-3’ 60
5’-AGGTTGTTACTCGTTCGGATCCT-3’
MtPT4 AY1162112 5’-ACAAATTTGATAGGATTCTTTTGCACGT-3’ 162
(NCBI) 5’>-TCACATCTTCTCAGTTCTTGAGT-3’

? NCBI-Nummer einer bekannten Sequenz

2.2.7 Sequenzierung von DNA und Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von DNA erfolgte als externe Auftragsarbeit durch die Firmen TopLab
(Martinsried) bzw. Medigenomix (Martinsried). Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem
Programm Chromas, Version 1.45 (Southport, Queensland; Australia), DNASTAR, Clone
Manager 7, Version 7.07 und ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gort/gorf.html)
analysiert. Die Sequenzsuchen mit BLAST (Altschul et al., 1997) erfolgten iiber die Internet-
seite der Genbank von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Die Suche nach TC-
Sequenzen (tentative consensus; Zusammensetzung aus verschiedenen EST-Sequenzen) von
M. truncatula wurde mit der TIGR-Datenbank (http://tigrblast.tigr.org/tgi/) durchgefiihrt. Da-
bei wurden die Standardeinstellungen des jeweiligen Programms verwendet. Die Vorhersage
moglicher plastidarer Transitpeptide und ihrer wahrscheinlichen Prozessierungsstellen wurde
mit ChloroP V1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/; Emanuelsson et al., 1999) durch-
gefiihrt. In die TIGR-Datenbank wurde kiirzlich eine Bewertung von Sequenzen durch das
Programm AmiGO eingefiihrt (gene ontology anotation; http://www.godatabase.org/cgi-
bin/amigo/go.cgi). Damit ist auch eine Vorhersage iliber die Lokalisierung eines Proteins
(z. B. Stromaprotein) mdglich.

Die FtsZ-Sequenzen und die a-Tubulinsequenz, die fiir einen Sequenzvergleich mit MtFtsZ1
verwendet wurden, sind in Tabelle 2.5 aufgefiihrt.
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Tabelle 2.5 Sequenzen, die fiir einen Sequenzvergleich mit MtFtsZ1 verwendet wurden.

NCBI-Nr. Name Spezies

Y15383 PsFtsZ Pisum sativum
AAAB2068.1 AtFtsZ1-1 Arabidopsis thaliana
AAC35982.2 AtFtsZ2-1 Arabidopsis thaliana
AAK63846 AtFtsZ2-2 Arabidopsis thaliana
1FSZ MjFtsZ Methanococcus jannaschii
JC4289 EcFtsZ Escherichia coli

XP 475334 OsFtsZ Oryza sativa

JC4289 Anabaena-FtsZ Anabaena sp.
AJ428993 Pp FtsZ3 (1-1) Physcomitrella patens
U12589 Ps alpha tubulin Pisum sativum

2.2.8 Extraktion von Proteinen

2.2.8.1 Isolierung von loslichen Proteinextrakten aus Bakterienkulturen

Bakterienkulturen wurden 10 min bei 15.000 g und 4 °C zentrifugiert, die Pellets in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -20 °C gelagert. Die Zellen wurden 15 min auf Eis aufgetaut
und in Extraktionspuffer 1 [100 mM KPi (pH 7,0); 300 mM NacCl; 10 % Glycerol; 2,5 mM
Imidazol] oder Extraktionspuffer 2 [SO mM HEPES (pH 8.0); 300 mM NaCl; 10 mM Imida-
zol] resuspendiert. Die Zellen wurden in 100 pg/ml Lysozym fiir 30 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend durch Ultraschallaufschluss (6 x 30 s mit 60 % Intensitit) auf Eis aufgeschlos-
sen. Bei hoher Viskositit des Lysats wurde zur Entfernung von Nukleinsduren ein Verdau mit
10 pg/ml RNAseA und 5 pg/ml DNAsell durchgefiihrt. Der Uberstand nach 20 min Zentrifu-
gation (20.000 g bei 4 °C) enthielt die 16sliche Proteinfraktion.

2.2.8.2 Isolierung des Gesamtproteins und Extraktion der unléslichen Proteinfraktion aus
E. coli

Zur Isolierung unldslicher Proteine aus E. coli-Zellen wurde das Zellpellet bzw. der Riick-
stand nach der Extraktion der loslichen Proteine in einem denaturierenden Extraktionspuffer
[100 mM NaH,POy4; 10 mM Tris/Cl (pH 8,0); 8 M Harnstoff, 2,5 mM Imidazol] resuspen-
diert. Nach Ultraschallbehandlung (6 x 30 s mit 60 % Intensitéit) wurde die Suspension zentri-
fugiert (20 min bei 20.000 g und RT). Der Uberstand enthielt jeweils die Gesamtproteine
bzw. die unlosliche Proteinfraktion.

2.2.8.3 Isolierung von Proteinen aus Inclusion Bodies (Einschlusskorperchen, IB) von E. coli

Bakterienkulturen wurden 10 min bei 15.000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit
5 ml/g in Puffer 1 [0,1 M Tris/HCIl (pH 7); 1 mM NaEDTA] resuspendiert und auf Eis mit
dem Ultraturrax (10.000 rpm) homogenisiert. 1,5 mg/g Lysozym (bezogen auf das Pellet)
wurde hinzugefiigt, kurz mit dem Ultraturrax gemischt und anschlieBend 30 min auf Eis
inkubiert. Der Zellaufschluss fand durch Ultraschall (6 x 30s, 60 % Intensitét) statt. Ein DNA-
Verdau wurde mit 10 pg/ml DNAse Il und 3 mM MgClI 30 min auf Eis durchgefiihrt. Danach
wurde die Suspension mit 0,5 Volumen Puffer 2 [6 % Triton X-100; 1,5 M NaCl (pH 7)] ge-
mischt und die IB 10 min bei 4 °C und 31.000 g (15.554 rpm in der Zentrifuge Sorvall
RC28S; Rotor F-28/50) zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit Puffer 3 [0,1 M Tris/HCI
(pH 7)] unter Resuspendierung mit dem Ultraturrax und eine erneute Zentrifugation bei
31.000 g fiir 10 min bei 4 °C. Das Pellet wurde bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Je-
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weils 100 mg Pellet wurden in 10 ml denaturiererendem Puffer [100 mM NaH,POg4; 10 mM
Tris/HCI; 8 M Harnstoff; 2,5 mM Imidazol (pH 8,0)] resuspendiert.

2.2.8.4 Proteinisolierung aus Pflanzenmaterial nach Meyer

Pflanzliche Gesamtproteinextrakte wurden unter anderem durch eine phenolische Extraktion
nach Meyer et al. (1988) gewonnen. In fliissigem Stickstoff zerriebenes Pflanzenmaterial
wurde mit 3 ml Tris-gesdttigtem Phenol (pH 8,0) und 3 ml Phenol-gesittigtem 10 mM
Tris/HCI (pH 8) resuspendiert und anschlieBend 30 min geriihrt. Die Phasentrennung wurde
durch eine Zentrifugation (10 min bei 3.000 g; RT) erreicht. Die wéssrige Oberphase wurde
samt Interphase verworfen. AnschlieBend wurde das Protein aus der Phenolphase durch Zu-
gabe von 4 Volumen 0,1 M Ammoniumacetat in Methanol ausgefillt (Inkubation mindestens
4 Stunden bei -20 °C). Das durch Zentrifugation (10 min 3.000 g; 4 °C) erhaltene Pellet
wurde dreimal mit 0,1 M Ammoniumacetat/Methanol gewaschen und an der Luft getrocknet.
AnschlieBend wurde es in Probenpuffer [68 mM Tris/HCl (pH 6,8); 2 % (m/V) SDS;
0,7 M 2-Mercaptoethanol; 10 % (V/V)] Glycerol) durch dreiminiitiges Kochen gelost.

2.2.8.5 Proteinisolierung aus Pflanzenmaterial mit der Trizol-Methode

Eine weitere phenolische Extraktionsmethode fiir Gesamtproteine stellte die Verwendung von
Tri Reagent (Sigma) dar. Mit dieser Methode war es moglich, aus einer Probe gleichzeitig
RNA, DNA und Protein zu gewinnen. Proteine wurden aus dem Phenol-Ethanol-Uberstand
durch 10 min Inkubation mit 1 ml Isopropanol bei RT ausgefillt. Es folgte eine Zentrifugation
von 10min bei 12.000 g und 4 °C. Das Pellet wurde dreimal mit 2 ml
0,3 M Guanidinhydrochlorid/95 % (V/V) Ethanol gewaschen (20 min Inkubation bei RT;
5 min Zentrifugation bei 7.500 g und 4 °C). Nach dem Waschen in 2 ml reinem Ethanol und
erneuter Zentrifugation wurde das Ethanol entfernt und das Pellet unter Vakuum 5 bis 10 min
getrocknet. Das Protein wurde dann in 1 % SDS geldst und ungeldste Bestandteile durch
Zentrifugieren bei 10.000 g und 4 °C abgetrennt.

2.2.8.6 Isolierung von loslichen Pflanzenproteinen

Etwa 500 mg Probe wurden in fliissigem Stickstoff zerrieben und mit 1 ml Extraktionspuffer
gemischt [SO mM HEPES (pH 7); 5 % unlosliches PVP zur Abtrennung phenolischer Verbin-
dungen; 10 mM [B-Mercaptoethanol; 0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (Proteaseinhibi-
tor)]. Der Zellaufschluss fand durch Ultraschallbehandlung (6 x 30 s; 60 % Intensitdt) statt.
AnschlieBend wurden die Proben 30 min im Kiihleinsatz bei 500 rpm auf dem Eppendorf
Thermomixer geschiittelt. Die Kiihleinsdtze waren zuvor auf Eis gekiihlt worden. GroBere
Zellbestandteile wurden anschlieBend durch 10 min Zentrifugation bei 4 °C und 20.800 g
abgetrennt. Darauf folgte eine Stunde Ultrazentrifugation bei 100.000 g und 4 °C. Der Uber-
stand enthielt die 16slichen Proteine.
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2.2.9 Aufkonzentrierung von Proteinlosungen

Verdiinnte Proteinldsungen aus Bakterienextrakten wurden durch Centricon YM-10 oder
Centricon YM-30 (Millipore) durch Zentrifugation bei 4 °C u. 5.000 g eingeengt. Anschlie-
Bend fand eine Umpufferung mit Testpuffer [100 mM KCI; 50 mM HEPES (pH 7,5)] statt.

2.2.10 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte im allgemeinen nach der Methode von
Bradford (1976) mit BSA als Standard. 5 pl der Probe wurden mit 1 ml Bradford-Losung
(0,065 % (m/V) Coomassie G-250 in einer Losung von 5 % (V/V) Methanol und 10 % (V/V)
H3PO,4) gemischt, und nach 5 min Inkubationszeit bei 595 nm fotometrisch gegen einen ent-
sprechenden Blindwert vermessen.

Der Proteingehalt SDS-haltiger Losungen wurde nach Esen (1978) bestimmt. Dazu wurden je
5 ul Proteinldsung auf Filterscheiben FN7 getiipfelt, getrocknet und anschlieend 20 min in
Férbelosung [0,05 % (m/V) Coomassie G-250 in 25 % (V/V) Isopropanol und 10 % (V/V)
Essigsdure] gefirbt. Die Filterscheiben wurden mehrmals in kochendem H,O gewaschen.
AnschlieBend wurde der Farbstoff durch Inkubation in 0,5 % (m/V) SDS eluiert und die Ex-
tinktion der Losung bei 578 nm im Fotometer bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung er-
folgte durch Bezug der Messwerte auf den Standard (2 mg/ml BSA).

2.2.11 Gelelektrophorese

2.2.11.1 Elektrophorese von Nukleinsduren

Die Auftrennung von DNA erfolgte, sofern nicht anders angegeben, durch 0,8 bis 1,2 %
(m/V) Agarosegele in TBE-Puffer [0,45 M Tris/HCI (pH 8,0); 0,45 M Borsdure; 10 mM
EDTA]. Der aufgeschmolzenen Gellosung wurde vor dem Gieen 0,1 pg/ml Ethidiumbromid
zur Visualisierung der DNA zugesetzt. Die Proben wurden vor dem Beladen des Gels mit
zehnfach konzentriertem Probenpuffer [50 % Glycerol (V/V); 1 mM EDTA (pH 8); 0,25 %
Bromphenolblau; 0,25 % Xylencyanol] versetzt. Als Groflenmarker wurde Smart Ladder
(Eurogentec) verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte je nach GelgréBe bei 60
bis 100 V in TBE-Puffer. Nach der Elektrophorese wurden die Gele mit dem Geldokumenta-
tionssystem unter UV-Anregung fotografiert.

2.2.11.2 Elektrophorese von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte durch diskontinuierliche
denaturierende SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese; Laemmli, 1970). Die
Herstellung der Gele erfolgte mit Hilfe der konzentrierten Acrylamidlosung Rotiphorese Gel
30 (Roth). Fiir das Sammelgel wurde eine 4-prozentige (V/V) und fiir das Trenngel eine
10-prozentige (V/V) Acrylamidlésung verwendet.

Die Proteinproben wurden vor dem Beladen mit fiinffach konzentriertem Proteinprobenpuffer
[0,225 M Tris/HCI (pH 6.8); 50 % Glycerol; 5 % SDS; 0.05 % Bromphenolblau; 0.25 M
DTT] im Verhiltnis 5:1 gemischt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 20 mA Strom-
stirke (8,5 x 8,5 cm Gele) bzw. bei 60 mA (16 x 16 cm Gele).

Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder zum Blotten weiterverwendet (siche
2.2.12.2) oder durch eine Stunde Schwenken in Coomassie-Ldsung [0,25 % (m/V) Coomassie
Brilliant Blue R-250; 10 % (V/V) Essigsdure; 50 % (V/V) Methanol] gefarbt. Eine Entfar-
bung des Hintergrundes fand durch 30 min Schwenken in Entfarbelosung 1 [10 % (V/V) Es-
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sigsdure; 50 % (V/V) Methanol] und iiber Nacht Schwenken in Entfarbelosung 2 [10 % (V/V)
Essigsdure] statt. AnschlieBend wurden die Gele im Geldokumentationssystem unter Weil3-
licht fotografiert.

2.2.12 Blots

2.2.12.1 Blotten und Hybridisieren von DNA (Southern Blot)

Der Transfer von DNA auf 14 x 14 cm-Nylonmembranen (Amersham Hybond N") erfolgte
nach einem Halbtrocken-Verfahren (Smith und Summers, 1980). Jeweils 15 pg genomische
DNA wurden iiber Nacht mit 50 U Enzym (Fermentas) verdaut und in einem 0,8-prozentigem
Agarosegel aufgetrennt. Das Gel wurde 30 min denaturiert (0,5 M NaOH; 1,5 M NacCl), dann
30 min neutralisiert [1 M Tris/HCl (pH 7.,5); 2 M NaCl] und anschlieBend zwei mal mit
2 x SSC (0,3 M NaCl; 0,03 M Na-Citrat) gespiilt. Der DNA-Transfer fand iiber Nacht mit
2xSSC statt. Es folgte eine Fixierung der Nukleinsduren auf der Membran durch UV-
Behandlung (UV Stratalinker 1800 von Stratagene) mit 120 mJ Energieleistung.

In Hybridisierungspuffer [7 % (m/V) SDS; 250 mM NaCl; 1 mM EDTA; 250 mM
Na-phosphatpuffer (pH 7)] wurde die Nylonmembran eine Stunde bei 60 °C in einer Rollfla-
sche vorhybridisiert. Die Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Sonde wurde mindes-
tens 16 Stunden bei 60 °C durchgefiihrt. Danach wurde die Membran 2 x 30 min mit 2 x SSC;
0,1 % SDS bei RT gewaschen. AnschlieBend wurde ein Rontgenfilm in einer Kassette mit
Verstérkerfolie 1 bis 4 Stunden exponiert.

2.2.12.2 Blotten von Proteinen (Western Blot)

Das Blotten von Proteinen wurde mit einem Halbtrockenverfahren in einem diskontinuierli-
chen Puffersystem in PHERO-multiblot Kammern durchgefiihrt. Nach Benetzen mit
Methanol wurde eine Seqi-Blot PVDF-Membran (Bio-Rad) in Anodenpuffer 2 [25 mM
Tris/HCI (pH 10,4); 10 % Methanol (V/V)] inkubiert. Das Polyacrylamidgel wurde vor dem
Blotaufbau in Kathodenpuffer inkubiert. Fiir den Blotaufbau wurden je 3 Lagen Whatmann
3MM Filterpapier in Anodenpuffer 1 [300 mM Tris/HCI (pH 10,4); 10 % (V/V) Methanol],
Anodenpuffer 2 und Kathodenpuffer [25 mM Tris/HCI (pH 9,4); 40 mM 6-Aminohexanséure;
10 % (V/V) Methanol] eingeweicht. Das Polyacrylamidgel wurde auf der PVDF-Membran
zwischen Filterpapier, das vorher jeweils in Anodenpuffer 2 und Kathodenpuffer getriankt
wurde, platziert. Ein Proteintransfer fand bei einer Stromstirke von 1 mA pro cm® wéhrend
einer Stunde statt.

2.2.12.3 Detektion von Western Blots durch Alkalische Phosphatase-Reaktion

Die PVDF-Membran wurde nach dem Blotten kurz in TBS [100 mM Tris/HCI (pH 7,5);
150 mM NacCl] gespiilt und anschlieend fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5 % (m/V)
Trockenmilchpulver (BioRad) in TBS inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
blockieren. Die Inkubation mit dem priméren Antikdrper [in 5 % (m/V) Trockenmilchpul-
ver/TBS] erfolgte {iber Nacht bei 4 °C oder eine Stunde bei RT unter leichtem Schiitteln. Die
verwendeten Antikorper-Verdiinnungen sind in Tabelle 2.6 angegeben.

Unspezifisch gebundene Antikorper wurden anschlieBend durch dreimaliges Waschen (je
5 min) in TTBS [TBS (pH 7,5) mit 0,05 % (V/V) Tween-20] entfernt. Nach dem Spiilen in
TBS (3 x 5 min) wurde die Membran mit dem Sekundérantikérper in 5 % (m/V) Trocken-
milchpulver inkubiert (1 Stunde bei RT). Bei den Sekundérantikdrpern handelte es sich um
Anti-IgG-Konjugate mit alkalischer Phosphatase (AP) zur enzymatischen kolorimetrischen
Detektion. Nach erneutem Waschen mit TTBS (3 x 5 min) wurde die Membran in TBS
pH 9,5 inkubiert (2 x 5 min) und mit AP-Substratpuffer [TBS (pH 9,5); 50 mM MgCl,] dqui-
libriert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 0,165 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indo-
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lylphosphat (BCIP) und 0,33 mg/ml p-Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) gestartet und nach
ausreichender Farbintensitdt durch Waschen der Membran in Wasser gestoppt. Die Membran
wurde dann im Geldokumentationssystem unter weilem Auflicht fotografiert bzw. direkt mit
einem Scanner eingelesen.

Tabelle 2.6 Fiir Proteinblots mit Detektion durch Alkalische Phosphatase-Reaktion verwendete Antikérper und
die normalerweise eingesetzten Verdiinnungen.

Primérantikorper | Maus:Anti-6xHis (Novagen): 1: 1.000

Kaninchen:Anti-MtFtsZ1 (Eurogentec) nach Reinigung iiber eine
Affinitétssdule: 1:1.000

Meerschweinchen: Anti-MtFtsZ1a (Eurogentec) nach Reinigung
iiber einen Affinititsblot: 1:1.000

Kaninchen:Anti-AtFtsZ1-1 (Antipeptid-Antikorper, zur Verfiigung
gestellt von Katherine W. Osteryoung Michigan State University,
East Lansing, Michigan, USA): 1:3.000

Sekundirantikorper | Anti-Maus-IgG-AP (Novagen): 1: 1.000

aus Ziege Anti-Kaninchen-IgG-AP (Chemicon): 1:5.000

(AP-Konjugate) Anti-Meerschweinchen-IgG-AP (Chemicon): 1:5.000

2.2.12.4 Detektion von Western Blots mit dem ECL-Plus-System (Amersham)

Die Markierungs- und Waschschritte der PVDF-Membran entsprachen im wesentlichen der
unter 2.2.12.3 beschriebenen Methode und wurden nach Anleitung des Herstellers
(Amersham) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte durch Chemolumineszenzreaktion und
Exposition eines Rontgenfilmes nach Umsetzung von Lumigen PS-3 mit Meerrettich-Peroxi-
dase unter Verwendung entsprechend enzymgekoppelter Antikdrper. Als Primdrantikorper
wurden die gleichen Antikorper, wie in Tabelle 2.6 aufgefiihrt, verwendet. Die eingesetzten
Sekundérantikdrper sind in Tabelle 2.7 aufgelistet.

Tabelle 2.7 Fiir Proteinblots mit Detektion durch Merrettich-Peroxidase (MP) Reaktion verwendete Sekundér-
antikorper und die normalerweise eingesetzten Verdiinnungen.

Sekundéirantikorper Anti-Kaninchen-IgG-MP (Amersham): 1:25.000-1:50.000

aus Esel (MP-Konjugate) | Anti-Meerschweinchen-IgG-MP (Chemicon): 1:25.000

2.2.13 Heterologe Expression in E. coli

2.2.13.1 Doppelte PCR fiir die Gewinnung einer kodierenden Sequenz fiir MtftsZ1

Mit Primern, abgeleitet von TC90784 und TC82372 (siche Tabelle 2.8) und 1 pul cDNA aus
mykorrhizierten Wurzeln wurde eine PCR in einem 20 pl-Ansatz und 35 Zyklen durchge-
fiihrt. Diese cDNA war eine Mischung aus acht 50 ul cDNA-Ansitzen (mit je 5 pg RNA aus
je 6 Wurzelproben mit durchschnittlich 60 % Mykorrhizierung, 10 Wochen nach der Inokula-
tion mit G. mosseae). Der erste PCR-Ansatz diente als Matrize fiir einen 50 pl-Ansatz, mit
dem wiederum 35 PCR-Zyklen durchgefiihrt wurden. Tag-Polymerase, Primer und dNTP
wurden entsprechend neu dazugefiigt. Das in pGEM® T Easy klonierte PCR-Produkt wurde
als Matrize fiir alle weiteren Expressionsversuche verwendet.
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Tabelle 2.8 TC-Sequenzen aus der TIGR Datenbank und abgeleitete Primer fiir eine kodierende MtfisZI-Se-
quenz

TC90784 Vorwirtsprimer: 5’-CAGCTTAAGCTATTAAGCTAAAAC-3’
fiir die Anfangssequenz einschlieBlich ATG (Startkodon)

TC82372 Riickwirtsprimer: 5’~-GTGAGCTACATACACTTACG-3’
fiir die Endsequenz einschlieBlich TAG (Stopkodon)

2.2.13.2 MtftsZ1-Sequenzuntersuchung der genomischen DNA

Fiir Amplifizierung zur Untersuchung des fisZ1-Gens in M. truncatula wurden folgende Pri-
mer verwendet.

PCR-Produkt 1:

Vorwértsprimer: 5’-CTTCTCTCACAAACCCAAATAAGC-3’

Riickwiartsprimer:  5’-GCAAAATCCACATTCACAAGTCC-5’

PCR-Produkt 2:

Vorwirtsprimer: 5’-GAAGGACGTAAAAGATCCTTGC-5’

Riickwiartsprimer:  5’-CAGCTCGAGTAGTACCAACTAAAAAAAGAGCTTTCG-3’
Beide PCR-Produkte hatten einen Uberlappungsbereich von 201 bp und deckten 1.235 bp der
cDNA-Sequenz (1.257 bp) ab.

2.2.13.3 Klonierung in pBluescriptIISK(-)

Die MitftsZla-Sequenz ohne putative Plastidentargetsequenz (nach ChloroP) wurde in
pBluescriptll SK(-) unter Kontrolle des lac-Promotors kloniert, um eine Regeneration der
Teilungsfahigkeit der E. coli ftsZ Mutante PAT84 zu untersuchen. Als Matrize diente die
MtfisZ1-Sequenz in pGEM® T Easy (siche Abschnitt 2.2.13.1). Fiir die PCR-Amplifikation
und das Anfligen einer BamHI-Schnittstelle in 5’-Richtung sowie einer Xhol-Schnittstelle in
3’-Richtung wurden folgende Primer verwendet (die eingefiigten Restriktionsschnittstellen
sind unterstrichen):

Vorwiértsprimer: 5’-CGTGGATCCTTGTTTAGCTTATGTTGATAACGCTAA-3’
Riickwértsprimer: ~ 5’-CAGCTCGAGTAGTACCAACTAAAAAAAGAGCTTTCG-3’

Das durch 35 PCR-Zyklen erhaltene PCR-Produkt wurde nach Agarosegelelektrophorese und
Elution in pGEM® T Easy kloniert und das Plasmid in E. coli DH5a vermehrt. AnschlieBend
wurden das pGEM® T Easy-Plasmid und pBluescriptIl SK(-) mit BamHI/Xhol verdaut. Nach
elektrophoretischer Auftrennung und Gelelution fand die Ligation der Fragmente statt.

2.2.13.4 Klonierung in pET28a

Zur Produktion von rekombinantem HisMtFtsZ1 und HisMtFtsla als Fusionsprotein mit N-
terminaler 6xHistidinsequenz wurde der Vektor pET28a (Novagen) verwendet. Fiir
HisMtFtsZ1 wurde die gesamte kodierende Sequenz (1.257 bp) verwendet, fiir HisMtFtsla
die kodierende Sequenz (1.098 bp) ohne die vom Programm ChloroP (Emanuelsson et al.,
1999) vorhergesagte Plastidensignalsequenz. Die DNA wurde unter Verwendung von Primern
zur Anfligung von BamHI/Xhol-Schnittstellen (siche Tabelle 2.9) durch 35 PCR-Zyklen
amplifiziert. Als Matrize diente die MtftsZ1-Sequenz in pGEM® T Easy (siehe Abschnitt
2.2.13.1). Das PCR-Produkt wurde nach Agarosegelelektrophorese und Elution in pGEM® T
Easy kloniert und das Plasmid in E. coli DH5a vermehrt. Das pGEM® T Easy-Plasmid und
der pET28a Vektor wurden anschlieend mit BamHI/Xhol verdaut. Nach elektrophoretischer
Auftrennung und Gelelution fand die Ligation der Fragmente statt.

30



Tabelle 2.9 Sequenzen der Primer fiir die Klonierung von MtFtsZ1 und MtFtsZ1a. Die unterstrichenen Sequenz-
abschnitte kennzeichnen die neu eingefiigten BamHI bzw. Xhol-Schnittstellen.

HisMtFtsZ1 | Vorwirtsprimer (BamHI): 5’-CGTGGATCCTGTATGGTTACTACGCTTCTTCC-3’

Riickwirtsprimer (Xhol):5’-CAGCTCGAGTAGTACCAACTAAAAAAAGAGCTTTCG-3’
HisMtFtsZ1a | Vorwirtsprimer (BamHI): 5’-CGTGGATCCTTGTTAGCTTATGTTGATAACGCTAAG-3’
Riickwirtsprimer (Xhol): 5’-CAGCTCGAGTAGTACCAACTAAAAAAAGAGCTTTCG-3’

Der pET28a-Vektor mit entsprechender FtsZ-Sequenz wurde ebenfalls in E. coli DHS5a trans-
formiert und vermehrt. AnschlieBend wurden die Expressionsstimme E. coli BL21-Co-
donPlus-RIL und BL21-CodonPlus-RP mit diesem Plasmid transformiert. Diese Stimme be-
sitzen ein zusidtzliches Plasmid zur Erginzung seltener tRNAs (RP: fiir Arginin und Prolin;
RIL: fiir Arginin und Isoleucin). Wegen etwas hoherer Expressionsraten wurde flir weitere
Untersuchungen der Stamm BL21-CodonPlus-RP eingesetzt.

2.2.13.5 Expression von HisMtFtsZl und HisMtFtsZla als Einschlusskérperchen (Inclusion
Bodies)

Die 16slichen Proteinmengen nach Inkubation der Expressionsstimme bei 37 °C waren sehr
gering. Das fiir die Immunisierung zur Produktion von Antikdrpern bendtigte Protein wurde
deshalb durch Uberexpression von unldslichem Protein in Inclusion Bodies (IB) gewonnen.
Vorkultur: Als Vorkultur wurde eine Kolonie von der Agarplatte in LB mit 1 % Glucose,
50 pg/ml Chloramphenicol und 50 pug/ml Kanamycin iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Chlor-
amphenicol diente zur Selektion der Expressionsstimme mit zusétzlichem Plasmid fiir seltene
tRNAs, Kanamycin wurde als Selektionsmarker fiir das pET28a Plasmid eingesetzt. Der Zu-
satz von Glucose sollte die Expression des moglicherweise schddlichen Proteins unterdriicken
(Novagen, 2002).

Expression: Mit der Vorkultur wurde LB-Medium ohne Zusatz von Antibiotika angeimpft.
Nach Erreichen einer ODgyy von 0,6 wurde die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG
gestartet und fand bei 37 °C {iber 7 bis 14 Stunden statt. Die Bakterienkultur wurde wie in den
Abschnitten 2.2.8.2 und 2.2.8.3 beschrieben weiterbehandelt.

2.2.13.6 Produktion von loslichem rekombinanten HisMtFtsZ1a-Protein

Losliches rekombinantes HisMtFtsZ1a-Protein (ohne putative Signalsequenz) wurde 9 bis 14
Stunden bei 30 °C durch Induktion mit 1 mM IPTG produziert. Die Vorbehandlung entsprach
den in Abschnitt 2.2.13.3 beschriebenen Bedingungen. Anschliefend wurde die Bakterien-
kultur wie in Abschnitt 2.2.8.1 beschrieben weiterbehandelt. Die Produktion von 16slichem
rekombinanten HisMtFtsZ1-Protein (einschlieBlich putativer Signalsequenz) war nicht mog-
lich.

2.2.14 Aufreinigung des rekombinanten Proteins iiber Ni-NTA Zentrifugationssidulchen

2.2.14.1 Aufreinigung des unléslichen rekombinanten Proteins unter denaturienden Bedin-
gungen
HisMtFtsZ1 und HisMtFtsZ1a wurden nach Isolierung von Inclusion Bodies (IB) (siche Ab-
schnitt 2.2.8.3) nach Anweisung im QIAexpressionist (Qiagen) iiber Bindung der
6xHistidinsequenz an Ni-NTA Zentrifugationssdulchen (Qiagen) gereinigt. Die verwendeten
Puffer enthielten 100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris/HCl und 8 M Harnstoff. Jedem Beladungs-
schritt (600 pl) mit den entsprechenden Losungen (600 pl) folgte eine Zentrifugation von
2min bei 700 g. Vor dem Auftragen der Proteinlosungen wurden die Sédulchen mit
Extraktionspuffer (pH 8) dquilibriert. Die Proteinldsungen wurden in mehreren Fraktionen auf
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die Sidulchen aufgetragen. Durch ein bis zwei Waschschritte bei pH 6,3 und einem
Waschschritt bei pH 5,9 wurden unspezifisch gebundene Proteine entfernt. Die Elution fand
mit 2 x 200 ul Elutionspuffer (pH 4,5) statt.

2.2.14.2 Aufreinigung des loslichen rekombinanten Proteins unter nativen Bedingungen

HisMtFtsZ1a (ohne putative Signalsequenz) wurde nach der Isolierung des 16slichen Proteins
(Abschnitt 2.2.8.1) mit Extraktionspuffer 2 (50 mM HEPES (pH 8.0); 300 mM NacCl; 10 mM
Imidazol) iiber Ni-NTA-Zentrifugationssdulchen (Qiagen) gereinigt. Jedem Beladungsschritt
mit den entsprechenden Losungen (600 pl) folgte eine Zentrifugation von 2 bis 10 min bei
700 g bis 2.000 g. Vor dem Auftragen der Proteinlosung wurden die Sdulchen mit Extrak-
tionspuffer 2 dquilibriert. Die Sdulchen wurden mehrmals mit Proteinlosung beladen. An-
schlieBend wurden unspezifisch gebundene Proteine mit zwei bis drei Fraktionen Waschpuf-
fer (mit 20 mM Imidazol) entfernt. Die Elution fand mit 2 mal 200 pl Elutionspuffer
(250 mM Imidazol) statt.

2.2.15 Aktivititstests mit 1oslichem rekombinanten HisMtFtsZ1a

2.2.15.1 GTPase-Assay

Die GTPase-Aktivitit von HisMtFtsZla wurde durch HPLC-Bestimmung des entstehenden
GDP nachgewiesen. Durch Kochromatographie mit bekannten Substanzen wurden ent-
stehende Signale identifiziert. Zunichst fand eine Detektion iiber Maxplot von 200 bis
400 nm statt, nach Aufnahme eines Absorptionspektrums wurde im Bereich des Maximums
bei 256 nm gemessen. Jeder HPLC-Lauf dauerte 35 Minuten.

Der nachfolgend beschriebene Standardtest wurde mit 2 uM HisMtFtsZ1a (0,083 mg/ml) in
Testpuffer [100 mM KCI; 50 mM HEPES (pH 7,5); 5 mM Mg”] durchgefiihrt. Die Reaktion
wurde in 100 pl-Ansitzen durch Zugabe von 200 pM GTP gestartet und fand bei 37 °C statt.
Es folgte eine 10 min dauernde Hitzeinaktivierung bei 95 °C und 10 min Zentrifugation bei
20.800 g. Der Uberstand wurde in HPLC-ProbengefiBe gefiillt. Bis zur Probenaufgabe in die
HPLC wurden die Proben auf Eis gelagert.

Die HPLC-Trennung erfolgte durch einen Gradienten von Laufmittel A [100 mM Phosphat-
puffer (pH 5), eingestellt mit NaOH] und Laufmittel B (Acetonitril) {iber eine RP18-Saule mit
einer Flussrate von 1 ml/min. In Tabelle 2.10 ist der verwendete Gradient angegeben. Die
Detektion fand durch einen PDA (Photodiodenarraydetektor) im Absorptionsmaximum von
GTP und GDP bei 256 nm statt. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen von je 10 ul Probe
durchgefiihrt. Eine Quantifizierung erfolgte iiber die Peakflichen nach Eichung mit sechs
verschiedenen GTP-Konzentrationen von 10 uM bis 400 uM. Fiir diese Konzentrationen
ergab sich eine lineare Abhéngigkeit mit der Gleichung cgrp [uM] = 1,247-10*Fliche: [Vs]
mit einem Korrelationskoeffizienten von R* = 0,9995. Die Eichwerte sind in Tabelle 2.11
dargestellt. Aufgrund des gleichen Chromophors war die Eichung sowohl fiir die GDP- als
auch fiir die GTP-Bestimmung giiltig.

32



Tabelle 2.10 HPLC-Gradient fiir den Nachweis der GTPase-Aktivitdt von HisMtFtsZ1a

Zeit [min] Elutionsmittel A Elutionsmittel B
[100 mM Phosphatpuffer (pH 5)] (Acetonitril)
0 100 % 0%
20 85 % 15 %
21 20 % 80 %
24 20 % 80 %
25 100 % 0 %
35 100 % 0%

Tabelle 2.11 Eichung der GDP-Konzentration iiber die Peakflachen

GTP-Konzentration [uM] O Flache [uV-s] tStandardabweichung
10 78.626 10.927
25 181.521 2.904
50 375.366 5.862
100 759.281 3.436
200 1.591.927 12.600
400 3.226.708 3.453

2.2.15.2 TEM-Analyse der Filamentbildung (Selfassembly) von HisMtFtsZla

Die Untersuchung der Fahigkeit von HisMtFtsZ1a (ohne putative Plastidensignalsequenz) zur
Bildung von Protofilamenten in Abhingigkeit von GTP und Mg®" wurde mittels Transmis-
sionselektronenmikroskopie in Zusammenarbeit mit Dr. Gerd Hause, Biozentrum Halle
(Martin-Luther-Universitét), untersucht. Das Assay wurde in Anlehnung an entsprechende
Versuche mit bakteriellem FtsZ (Mukherjee und Lutkenhaus, 1998) durchgefiihrt. Die
Bildaufnahme fand iiber die Kamera Proscan Frametransfer mit dem Transmissionselektro-
nenmikroskop LEO 900 statt.

Selfassembly-Assay

100 pl-Ansidtze mit 7,3 uM (0,3 mg/ml) HisMtFtsZ1a wurden tiber 30 min bei 37 °C in Test-
puffer [100 mM KCI, 50 mM HEPES (pH 7,5)] inkubiert. Dabei wurden folgende Zusétze
verwendet:

1) 1 mM GTP; 5 mM Mg**

2) 1 mM GTP; 5 mM Mg*"; 5 mM Ca*’

3) 1 mM GTP; ohne Mg*"

4) 5 mM Mg”"; ohne GTP

5) ohne Mg”"; ohne GTP

Je 8 ul Probe wurden auf Formvar-beschichtete Kupfernetze (Grids) aufgetragen. Nach 3 min
Inkubation bei RT wurde die Fliissigkeit durch Filterpapier entfernt und das Grid 30 s ge-
trocknet. Nach dreimaligem Waschen in H,O wurde das Grid zur Negativkontrastierung
2 min mit 4-prozentiger Phosphor-Wolfram-Séaure behandelt und nach Entfernen der Fliissig-
keit 3 Stunden bei 37 °C getrocknet. AnschlieBend fand die elektronenmikroskopische Unter-
suchung statt.

33



2.2.16 Herstellung und Test polyklonaler Antiseren gegen MtFtsZ1

2.2.16.1 Immunisierung von Kaninchen

Mit dem gereinigten HisMtFtsZ1-Protein (siche Abschnitt 2.2.14.1) wurde eine PAGE durch-
gefiihrt, das Gel mit Coomassie-Blau gefarbt und die betreffenden Gelbereiche ausgeschnit-
ten. Fiir jede Immunisierung wurde ein Gelstlick mit ca. 70 pg Protein verwendet. Durch Eu-
rogentec wurde die Immunisierung von jeweils zwei Tieren (SA3084 und 3085) mit insge-
samt vier Immunisierungen (Seraing, Belgien) iiber einen Zeitraum von drei Monaten durch-
gefiihrt. Die Untersuchung der gelieferten Testseren (kleine Blutentnahme, grofle Blutent-
nahme und Endblutentnahme) fand durch Western Blot mit rekombinantem HisMtFtsZ1a-
Protein und Detektion iiber Alkalische Phosphatase-Reaktion statt (siche Abschnitt 2.2.12.3).

2.2.16.2 Immunisierung von Meerschweinchen

Rekombinantes HisMtFtsZ1a-Protein (ohne putative Signalsequenz) wurde als IB isoliert und
gemal Abschnitt 2.2.14.1 affinititsgereinigt. Fiir die Immunisierung von zwei Meerschwein-
chen (SA271 und SA272) wurden PAGE-Gelstiicke mit jeweils ca. 25 pg Protein verwendet.
Die viermalige Immunisierung wurde ebenfalls durch Eurogentec (Seraing, Belgien) iiber
einen Zeitraum von drei Monaten durchgefiihrt. Die Untersuchung der gelieferten Testseren
(kleine Blutentnahme, grofle Blutentnahme und Endblutentnahme) fand durch Western Blot
mit rekombinantem HisMtFtsZ1a-Protein und Detektion liber Alkalische Phosphatase-Reak-
tion statt (siche Abschnitt 2.2.12.3).

2.2.17 Affinititsreinigung des polyklonalen Antiserums

2.2.17.1 Affinitdtsreinigung des polyklonalen Antiserums iiber Affinitdtssdulchen

Die Affinitatsreinigung iiber Ni-NTA Spinsdulchen mit gebundenem HisMtFtsZ1a wurde
nach einer Methode in der Dissertation von Fester (1996), durchgefiihrt. Nach dem
Aquilibrieren mit denaturierendem Harnstoffpuffer (pH 8), nach QIAexpressionist, Qiagen
und 4 min Zentrifugation bei 650 g wurden die Sdulchen mit 500 pl HisMtFtsZ1a (500 bis
600 pg) aus solubilisierten IB von HisMtFtsZ1a (ohne putative Plastidensignalsequenz) bela-
den und 10 min bei 200 g zentrifugiert. Anschlieend wurde 2 mal bei pH 6,3 gewaschen und
zur Entfernung des denaturierenden Puffers 2 mal mit einem nativen Puffer [SO mM Tris/HCl
(pH 7,4); 150 mM NacCl] gespiilt. Nach jedem Waschschritt wurde 4 min bei 650 g zentrifu-
giert. Die Sdulen wurden dann mit 600 pl Antiserum beladen und 10 min bei 200 g zentrifu-
giert. Danach wurden die gebundenen Antikorper 5 mal mit dem nativen Puffer gewaschen,
gefolgt von einer Zentrifugation von jeweils 4 min bei 650 g. Die Elution fand nach Zugabe
von 4 x 600 ul 4 M MgCl, und anschlieBende Zentrifugation (10 min bei 200 g) statt.
SchlieBlich wurden die gereinigten Antikdrper durch Zentrifugation bei 4 °C und 5.000 g in
Centricon YM-30 (Millipore) eingeengt und in PBS umgepuffert.

2.2.17.2 Affinitdtsreinigung des polyklonalen Antiserums iiber einen Affinitdtsblot

Die Affinitatsreinigung des polyklonalen Antiserums durch PVDF-Membran gebundenes
Antigen wurde nach der Dissertation von Hans (2003) durchgefiihrt. Es wurden ca. 200 pg IB
auf einem préparativen SDS-PAG aufgetrennt und anschliefend auf eine PVDF-Membran
geblottet. Der Blot wurde mit Coomassieblau geférbt [1 Stunde in 0,025 % (m/V) Coomas-
sieblau CBS-R250 in 40 % (V/V) Methanol] und anschlieend der gefarbte Streifen ausge-
schnitten und 2 x 30 min in 50 % Methanol (V/V)/ 10 % (V/V) Eisessig entfarbt. Zur Blockie-
rung unspezifischer Bindungsstellen wurde der Streifen eine Stunde mit 5 % (m/V) Trocken-
milchpulver in TTBS inkubiert und 2 mal mit TTBS gespiilt. Uber Nacht wurde die Membran
dann mit 1,8 ml Antiserum bei 4 °C geschwenkt.
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Nach vier Waschschritten mit TTBS wurden die spezifisch gebundenen Antikorper durch
Inkubation mit 100 mM Glycin (pH 2,5) eluiert. Das Eluat wurde sofort durch Zugabe von
1 M Tris/HCI (pH 8,0) neutralisiert, um eine Denaturierung der Antikorper zu vermeiden.
Eine Konzentrierung fand durch Zentrifugation bei 14.000 g und 4 °C iiber Microcon YM-30
statt.

2.2.18 In vivo-Untersuchung von GFP-markierten Organellen

2.2.18.1 Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop und Fluoreszenzstereomikroskop

Fiir fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von GFP-Markierungen wurde hauptsichlich
das Gerit Axioskopll (Carl Zeiss, Jena) eingesetzt. Die Daten sind in Tabelle 2.12 angegeben.

Tabelle 2.12 Einstellung von Axioskopll zur Detektion von GFP. Die Zahlen geben die Wellenldnge in nm an.

Anregung Strahlenteiler Sperrfilter
BP 450-490 FT 510 BP 515-565 (GFP)
BP 450-490 FT 510 LP 520

Die Bildaufnahme erfolgte iiber die Kamera Meteor2MC und das Programm AxioVision 4.0.
Mit Hilfe des Stereomikroskops Leica MZ FLIII wurde die GFP-Fluoreszenz wurzeltransfor-
mierter M. truncatula-Pflanzen in quadratischen Petrischalen untersucht. Die Anregung fand
mit Blaulicht von 425-460 nm und die Visualisierung mit einem Sperrfilter LP 480 nm statt.

2.2.18.2 CLSM-Untersuchungen

Die Wurzeln von ertGFP-Nicotana benthamina wurden 6-7 Wochen, die Wurzeln der ptGFP-
und mtGFP-transformierten Wurzeln von M. truncatula 6-14 Wochen nach der Inokulation
mit G. mosseae oder G. intraradices analysiert. Im Gegensatz zu Tabakwurzeln, deren Wur-
zelstiicke wegen hoherer Transparenz intakt untersucht werden konnten, mussten von
M. truncatula-Wurzeln (auch von der Wurzelkultur) Median- oder Querschnitte angefertigt
werden, um Strukturen der inneren Rindenbereiche sichtbar zu machen.

Fiir Medianschnitte wurden ca. 3-4 mm lange Wurzelstiicke mit einer Rasierklinge halbiert.
Querschnitte wurden entweder mit der Rasierklinge oder nach Fixierung (siche Abschnitt
2.2.18.1) und Einbettung in 15 % Gelatine/PBS mit dem Vibratom angefertigt.

Fiir die Aufnahmen wurde der Single Track-Modus verwendet. Mit dem CLSM wird nur die
Intensitét, nicht aber Fluoreszenzfarbe detektiert. Den Signalen wurden deshalb entsprechende
Falschfarben zugeordnet. Die Verarbeitung der Bilder erfolgte mit der Zeiss LSM 510 Meta-
Software sowie dem LSMIX-Programm (Zeiss). 3D-Projektionen wurden von z-Serien ein-
zelner optischer Schnitte berechnet.

Die Untersuchung von GFP-markierten Organellen erfolgte mit den in Wasser suspendierten
Wurzelstiicken nach Argonlaser-Anregung mit 488 nm bei 30 % Intensitidt. GFP-Signale wur-
den durch den Breitbandfilter BP505-530 detektiert und der Falschfarbe Griin zugeordnet.
Gleichzeitig wurde ein Durchlichtbild erstellt, um auch nicht fluoreszierende Strukturen
sichtbar zu machen. Zur Detektion von gelblicher Autofluoreszenz (Darstellung in der Falsch-
farbe Rot) fand eine Detektion mit dem Langpassfilter LP 560 statt.
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2.2.19 Immunlokalisierung

2.2.19.1 Fixierung und Einbettung des Materials

Frisch geerntetes Pflanzenmaterial von M. truncatula wurde kurz in H,O gewaschen, sofort in
Fixativ {3 % [m/V] Paraformaldehyd und 0,1 % [V/V] Triton X-100 in PBS [(135 mM NaCl;
3 mM KCl; 1,5 mM KH;,PO4. 8 mM Na,HPO,. (pH 7,0)]} iiberfiihrt und in kleine Stiicke ge-
schnitten. Zur schnelleren Fixierung von FtsZ wurde auch folgender MSB-Fixationspuffer
(MSB: Mikrotubuli stabilisierender Puffer) verwendet: 100 mM PIPES (pH 6,9); 10 mM
EDTA; 10 mM MgSOy; 4 % (m/V) Paraformaldehyd; 10 % (V/V) DMSO und 0,1 % Tri-
ton X-100.

Das Material wurde danach ca. 15 min im Exsikkator vakuuminfiltriert. Anschliefend wurden
die Proben zwei Stunden bei RT fixiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS (jeweils 15 min)
wurden die Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe (jeweils 30 min 10 % (V/V), 30 %
(V/V), 50 % (V/V), 70 % (V/V), 90 % (V/V) und 100 % (V/V) Ethanol) bei RT dehydrati-
siert. Alle weiteren Schritte wurden in einem Inkubationsschrank bei 55 °C durchgefiihrt.
Nach 30 min Inkubation in 100 % (V/V) Ethanol wurde mit PEG infiltriert. Fiir 2 bis 5 pm-
Schnitte wurde PEG 1.500/PEG 4.000 im Verhiltnis 2:1 (m/m) verwendet, fiir 20 pm-
Schnitte PEG 1.500. Die Behandlung wurde wie folgt durchgefiihrt:

PEG:Ethanol 1:3 1  Stunde
PEG:Ethanol 1:1 1  Stunde
PEG:Ethanol 3:1 1,5 Stunden
reines PEG 2 Stunden.

Das Material wurde anschlieend in Einbettungsformen iiberfiihrt und in PEG eingebettet.
Einbettungen in PEG wurden bei 4 °C gelagert.

2.2.19.2 PEG-Schnitte und Immunmarkierung

Am Rotationsmikrotom wurden von den eingebetteten Proben 2 bis 5 um (Blitter,
Wurzelspitzen) oder 20 um (Wurzeln) dicke Schnitte angefertigt. 20 pm-Schnitte von Wur-
zeln wurden in Zellkultureinsitze mit 8 um Polycarbonatnetz (Nunc, Wiesbaden) iiberfiihrt
und in den Vertiefungen von Zellkulturplatten (Greiner, Frickenhausen) behandelt. Ein Zell-
wandverdau und die Blockierung freier Aldehydgruppen und unspezifischer Bindungsstellen
wurde wie in der Dissertation von Hans (2003) durchgefiihrt.

Die Schnitte wurden iiber Nacht bei 4 °C mit dem primiren Antikorper in 5 % (m/V)
BSA/PBS inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 % (m/V) BSA/PBS erfolgte die Far-
bung des Mykorrhizapilzes mit 0,05 mg/ml WGA-TRITC (Molecular Probes) 30 min bei RT
(rot fluoreszierende Markierung des Pilzes durch Bindung an N-Acetylglucosamin) in PBS
mit 0,1 % (m/V) BSA nach Hans (2003) und Harrison et al. (2002). Dieser und alle folgenden
Schritte wurden unter Lichtabschluss durchgefiihrt, um ein Ausbleichen der Fluoreszenz-
farbstoffe zu vermeiden. Nach drei Waschschritten erfolgte die Inkubation mit dem Sekundir-
antikorper in 0,1 % (m/V) BSA/PBS fiir 60 min bei 37 °C. Nach dieser Behandlung wurde
wieder 3 mal in 0,1 % (m/V) BSA/PBS gewaschen, die Schnitte auf Poly-L-Lysin-beschich-
tete Objekttrager tiberfiihrt und mit Citifluor in PBS (Plano, Wetzlar) eingedeckelt.

2 bis 5-um Schnitte wurden mittels 45-prozentiger PEG 6.000-Losung (hidngender Tropfen)
auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager aufgebracht. Nach dem Herauslosen des PEG
(10 min in PBS) wurden Aldehydgruppen 5 min mit 0,1 M NH4CI blockiert. AnschlieBend
wurde 5 min in PBS gespiilt. Unspezifische Bindungsstellen wurden 30 min mit 5 % BSA in
PBS blockiert. Bei 4 °C erfolgte iiber Nacht die Inkubation mit dem 1. Antikorper in 5 %
BSA/PBS in einer feuchten Kammer. Nach anschlieBendem viermaligen Waschen mit 0,1 %
BSA/PBS (je 10 min) wurden die Schnitte mit dem 2. Antikoérper 60 min bei 37 °C in der
feuchten Kammer inkubiert. Die Eindeckelung mit Citifluor in Glycerol (Plano, Wetzlar) fand
nach weiteren 4 Waschschritten mit 0,1 % BSA/PBS statt.
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Fiir die Immunlokalisierung verwendete Antikorper sind in Tabelle 2.13 aufgefiihrt. Den de-
tektierten Signalen wurden unterschiedliche Falschfarben zugeordnet. Aufnahmen der ver-
schiedenen Kanile wurden in einem Uberlagerungsbild kombiniert.

Tabelle 2.13 Fiir die Immunlokalisierung eingesetzte Antikdrper und die verwendeten Verdiinnungen.

Primérantikorper |Kaninchen:Anti-HisMtFtsZ1 (Eurogentec) nach Reinigung iiber
eine Affinititssdule: 1:500

Meerschweinchen:Anti-HisMtFtsZ1a (Eurogentec) nach Reinigung
iiber einen Affinititsblot: 1:500

Maus: Anti-GFP IgG2 JL-8 (BD Biosciences Clontech): 1:500
Sekundirantikorper | Anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor” 350 (Invitrogen): 1:500

(aus Ziege) Anti-Kaninchen IgG Alexa F luor”™ 488 (Invitrogen): 1:500
Anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor® 633 (Invitrogen): 1:250
Anti-Meerschweinchen IgG Alexa F luor® 488 (Invitrogen): 1:500
Anti-Maus IgG Alexa Fluor” 488 (Invitrogen): 1:500

2.2.19.3 Analyse der Schnitte mit dem konfokalen Laserscanningmikroskop und Bildverar-
beitung

Die immunmarkierten und gefarbten Schnitte wurden an dem Gerdt Zeiss LSM 510 Meta
untersucht. Zur Bildaufnahme wurde der Multitrack-Modus mit den in Tabelle 2.14 angege-
benen Einstellungen verwendet. 3D-Projektionen wurden von z-Serien einzelner optischer
Schnitte berechnet. Die Verarbeitung der Bilder erfolgte mit der Zeiss LSM 510 Meta-Soft-
ware sowie dem LSMIX-Programm (Zeiss). Eine weitere Bildbearbeitung wurde mit dem
Programm Corel Photo-Paint durchgefiihrt.

Tabelle 2.14 Kanaleinstellungen am LSM 510 Meta bei der Auswertung der immunmarkierten und gefarbten
Schnitte. LP = Langpassfilter; BP = Bandpassfilter

Fluoreszenzfarbstoff Exzitation Emission

Alexa Fluor 350 351 nm (UV-Laser Enterprise) | BP385-475

Alexa Fluor 488 488 nm (Argonlaser) BP505-530

TRITC 543 nm (Helium-Neon-Laser 1) | BP560-615 oder LP560
Alexa Fluor 633 633 nm (Helium-Neon-Laser 2) |LP650
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3. Ergebnisse

3.1 Organellenproliferation in kolonisierten Wurzelzellen

3.1.1 Proliferation des endoplasmatischen Retikulums in kolonisierten Wurzelrinden-
zellen von ertGFP-Nicotiana benthamiana

Untersuchungen der Wurzeln von ertGFP-Nicotiana benthamiana mit dem CLSM zeigten
ER-Strukturen in Kontrollwurzeln im Bereich des Zellkerns und in der Néhe der Zellplatten.
In diesen Bereichen zogen sich spinnwebartige Strukturen durch die gesamte Zelle (Abbil-
dung 3.1 a). In mykorrhizierten Wurzeln zeigte sich um die Arbuskeléste eine starke Prolife-
ration des ER (Abbildung 3.1 b und c).

Abbildung 3.1 CLSM-Aufnahmen von ertGFP-Nicotiana benthamiana-Wurzeln

In den bei a) und b) gezeigten in vivo-Autnhahmen sind ER-Strukturen als hellere Bereiche dargestellt.

a) Langsschnitt durch eine Rindenzelle in Kontrollwurzeln; Projektion aus zehn optischen Schnitten

b) Langsschnitt einer mit Glomus intraradices kolonisierten Rindenzelle; Projektion aus sechs optischen Schnit-
ten

¢) Querschnitt durch eine kolonisierte Rindenzelle (G. intraradices; PEG-Schnitt), Projektion aus 40 optischen
Schnitten: Die ER-Strukturen (Falschfarbe Griin) wurden durch Immunmarkierung des GFP sichtbar gemacht:
1. AK: Maus:o-GFP AK (1:500); 2. AK: Ziege:a-Maus IgG Alexa Fluor® 488 (1:500). Der Pilz (Falschfarbe
Rot) wurde mit WGA-TRITC markiert. Die Uberlagerung der Falschfarben Rot und Griin ergibt Gelb.

3.1.2 Transformationsversuche zur GFP-Markierung von Plastiden und Mitochondrien
in Medicago truncatula

3.1.2.1 Keimlingsinfiltration

Die Keimlingsinfiltration nach Trieu et al. (2000) zur GFP-Markierung von Mitochondrien
und Plastiden (siehe Abschnitt 2.1.5 und 2.2.4.3) ergab nach Untersuchung von jeweils ca.
300 Pflanzen der F1-Generation keine positiven Transformanten. Eine Verldngerung der
Einwirkung des Vakuums oder die zusitzliche Verletzung der Keimlinge fiihrte ebenfalls
nicht zu transformierten Pflanzen mit griin fluoreszierenden Organellen.
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3.1.2.2 Wurzeltransformation

Wurzeln von M. truncatula wurden zur Markierung der Plastiden oder Mitochondrien nach
der Methode von Boisson-Dernier et al. (2001) (siehe Abschnitt 2.2.4.4) transformiert. In den
ersten Versuchen wurde dem Fahraeus-Agar im Falle der Transformation mit dem ptGFP-
Konstrukt 25 mg/l Kanamycin zugesetzt. In vielen Féllen fiihrte dies aber zum schnellen Ab-
sterben der Keimlinge, so dass in den weiteren Versuchen auf eine Antibiotikaselektion ver-
zichtet wurde.

Nach ca. einer Woche bildeten sich im Bereich der Schnittstelle neue Wurzeln, zum Teil mit
einer erhohten Anzahl an Wurzelhaaren. Durch die Untersuchung mit dem Fluoreszenzmikro-
skop (Blaulichtanregung) zeigte sich ein Transformationserfolg sowohl fiir das ptGFP-Kon-
strukt als auch fiir das mtGFP-Konstrukt durch eine griine Fluoreszenz der Organellen. Die
Transformationsrate schwankte jedoch stark und betrug durchschnittlich 15 bis 30 %. Auch
war das Ausmall der erfolgreich transformierten Wurzelbereiche sehr unterschiedlich. In
wenigen Féllen waren die Organellen des gesamten Wurzelsystems mit GFP markiert. Meis-
tens wurde eine GFP-Markierung nur in einigen Wurzeln oder in kleinen Wurzelbereichen in
der Nidhe der Bakterienauftragung gefunden. Die Intensitét der griinen Fluoreszenz variierte
ebenfalls.

3.1.2.2.1 Anlegen einer mykorrhizierten Wurzelkultur von M. truncatula mit GFP-markierten
Plastiden

Mit dem Ziel, Plastiden in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula zu untersuchen, wurde
eine ptGFP-Wurzelkultur nach der Methode von Boisson-Dernier et al. (2001) angelegt. Im
Gegensatz zu Wurzeln von ptGFP-Tabak (Fester et al.,, 2001) waren Wurzeln von
transformierten M. truncatula-Pflanzen nicht transparent und mussten deshalb fiir eine mikro-
skopische Untersuchung lings oder quer geschnitten werden. Die Analyse mit dem CLSM
von ldngs halbierten dlteren Wurzelstiickchen (12 bis 14 Wochen Kultivierung ohne Medien-
wechsel) zeigte eine auffillige VergroBerung der Plastiden in der Wurzelrinde, verglichen mit
wesentlich kleineren Plastiden im Zentralzylinder (Abbildung 3.2). Damit zeigte das Erschei-
nungsbild einen starken Unterschied zu den ptGFP-transformierten Wurzeln der chimédren
Pflanzen (transformierte Wurzeln; nicht transformierter Spross; siche Abschnitt 3.1.2.4; Ab-
bildung 3.5 a und c).

In jiingeren Wurzelkulturen (4 Wochen nach der Umsetzung auf frisches Medium) hatten die
Plastiden der Wurzelrinde eine deutlich geringere Grofe. Verglichen mit Plastiden im
Zentralzylinder waren dort Plastiden in der Wurzelrinde nur geringfligig grofer. Generell war
die Anzahl an Plastiden im Zentralzylinder der Wurzelkultur gegeniiber dem Zentralzylinder
von chimiren Pflanzen deutlich geringer, wie durch einen Vergleich von Abbildung 3.2 und
3.5 aund c festgestellt werden kann.

Als Ausgangspunkt flir einen Mykorrhizierungsversuch der beschriebenen Wurzelkultur
diente eine mit Glomus intraradices mykorrhizierte Wurzelkultur von Daucus carota (Chabot
et al., 1992) (siehe Abschnitt 2.2.4.5). Nach einer Woche Kultivierung eines Wurzelstiicks auf
Agar mit Sporen und Hyphen von G. intraradices fand in zwei Féllen eine Kontaktaufhahme
des Pilzes mit der Wurzel statt. Nach dem Umsetzen dieser Wurzelstiicke auf frischen M-
Agar kam es in einem Fall in der Umgebung zur Ausbildung von Hyphen und Sporen, ein
Hinweis auf die Kolonisierung der Wurzel mit dem obligat biotrophen Pilz. Eine Subkultivie-
rung mykorrhizierter Wurzelstiicke war jedoch nicht moglich. Wéhrend die Wurzeln ein nor-
males Wachstum zeigten, fand nach erneutem Umsetzen kein Wachstum von Hyphen und
keine Ausbildung von Sporen statt. Nach Anfirbung des kolonisierten Wurzelstiicks mit Try-
panblau wurden nur wenige Arbuskeln in einem sehr kleinen Wurzelbereich sichtbar. Ein
Kolonisierungsbeginn hatte offensichtlich stattgefunden, eine weiterfiihrende Besiedlung der
Wurzel und eine Vermehrung des Pilzes war hingegen nicht moglich.
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Abbildung 3.2 In vivo-CLSM-Aufnahme eines lidngs geschnittenen Stiicks einer &lteren Wurzelkultur von
M. truncatula (12 Wochen alt) mit GFP-markierten Plastiden (Falschfarbe Griin) kombiniert mit dem
Durchlichtbild. Das eingefiigte Késtchen zeigt eine VergroBerung des markierten Ausschnittes. R = Wurzelrinde;
Z = Zentralzylinder

3.1.2.2.2 Mykorrhizierung von wurzeltransformierten M. truncatula-Pflanzen

Die Kultivierung der chimiren Pflanzen (transformierte Wurzel, nichttransformierter Spross)
im Gewéchshaus erforderte die Anpassung an eine niedrigere Luftfeuchtigkeit (sieche Ab-
schnitt 2.2.4.6). Danach zeigten diese Pflanzen ein normales Wachstum. Der Spross war dabei
nicht vom Wildtyp zu unterscheiden, wéhrend die Wurzeln teilweise mit einer starken Aus-
bildung kiirzerer Seitenwurzeln reagierten. Nach Inokulation mit Glomus mosseae oder
G. intraradices tand eine erfolgreiche Mykorrhizierung der chimiren Pflanzen statt.

3.1.3 Strukturen von GFP-markierten Mitochondrien und Plastiden in Wurzelknoéllchen
von M. truncatula Wurzeln

GFP-markierte Mitochondrien und Plastiden wurden nicht nur in mykorrhizierten Wurzeln,
sondern zu Vergleichszwecken auch in Wurzelkndllchen von M. truncatula untersucht. Auf
Fahraeus-Medium bildeten mit Sinorhizobium meliloti inokulierte chiméire Pflanzen Wurzel-
knollchen aus, aber nur in Wurzelbereichen, die nicht vom Agar umgeben waren. Nachdem
eine Moglichkeit zur Kultivierung chimérer Pflanzen auf LecaTon im Gewidchshaus gefunden
worden war, wurden die Wurzeln dieser Pflanzen mit S. meliloti behandelt (siche Abschnitt
2.2.4.6).

Die meisten Mitochondrien zeigten sich als runde Organellen im dufleren Kortex und in der
Umgebung der Leitgefile (Abbildung 3.3a). In tiefer gelegenen Bereichen jlingerer Knoll-
chen waren Mitochondrien ebenfalls nachweisbar (Abbildung 3.3b). Eine auffillige Vermeh-
rung der Organellen wurde jedoch nicht beobachtet.

GFP-markierte Plastiden zeigten sich in Wurzelknéllchen nur im Bereich des Kortex. Nach
dem Durchschneiden der Knollchen waren in inneren Bereichen keine griin fluoreszierenden
Organellen nachweisbar. Abbildung 3.4 zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
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eines entsprechenden Langsschnittes. Die Plastiden im Kortex waren hauptsédchlich kreisfor-
mig angeordnet, vermutlich in der Umgebung der Zellkerne.

Abbildung 3.3 Wurzelkndllchen von M. truncatula mit GFP-markierten Mitochondrien nach Inokulation mit
S. meliloti (in vivo-Aufnahmen)

a) CLSM-Projektion eines Knoéllchenquerschnitts (10 optische Schnitte), die Mitochondrien sind als helle Piinkt-
chen sichtbar; der Pfeil markiert den Bereich eines Leitbiindels

b) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Knollchenldngsschnittes (jiingeres Stadium)

200 pm

Abbildung 3.4 Lingsschnitt durch ein Wurzelknéllchen von M. truncatula mit GFP-markierten Plastiden nach
Inokulation mit Sinorhizobium meliloti (in vivo-fluoreszenzmikroskopische Aufnahme). Mit dem Pfeil sind
kreisformig angeordnete Plastiden im Kortex markiert, die sich vermutlich um einen Zellkern angeordnet haben.

3.1.4 Strukturen GFP-markierter Mitochondrien und Plastiden in mykorrhizierten
M. truncatula-Wurzeln

3.1.4.1 GFP-markierte Mitochondrien und Plastiden in Kontrollwurzeln in vivo

Ein besonders reichliches Vorkommen GFP-markierter Plastiden und Mitochondrien zeigte
sich im Zentralzylinder (Abbildung 3.5 a und b). In der Wurzelrinde waren im Vergleich dazu
deutlich weniger Organellen vorhanden. Plastiden und Mitochondrien waren in der Wurzel-
rinde und im Zentralzylinder vergleichbar verteilt. Sie befanden sich meist verstreut im Cy-
toplasma oder um Zellkerne angeordnet, was durch die Kombination mit dem Durchlichtbild
erkennbar wurde. Mitochondrien hatten ca. ein Drittel der Plastidengr6e und traten im Ver-
gleich zu Plastiden in einer wesentlich groeren Anzahl auf. In der Wurzelrinde zeigten
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Plastiden und Mitochondrien eine eher runde Form. Dagegen konnten im Zentralzylinder und
im Bereich der Wurzelspitze teilweise Ausldufer oder Verbindungen von Plastiden beobachtet
werden. Auch die Mitochondrien zeigten im Zentralzylinder und der Wurzelspitze haufiger
Ausldufer oder Verbindungen untereinander. In der Rinde dlterer Wurzeln verringerte sich die
Anzahl der Organellen stark. Gelegentlich waren dort keine fluoreszierenden Organellen mehr
nachweisbar, wihrend der Zentralzylinder noch ein reiches Vorkommen an griin fluoreszie-
renden Plastiden oder Mitochondrien zeigte.

ptGFP-M. truncatula-Wurzel mtGFP-M. truncatula-Wurzel

Abbildung 3.5 CLSM-Aufnahmen von GFP-markierten Organellen in Léngsschnitten transformierter
M. truncatula-Wurzeln. Die Detektion der griinen Fluoreszenz (Falschfarbe Griin) und der gelblichen Autofluo-
reszenz (in diesen Bildern kaum vorhanden; Falschfarbe Rot) wurde mit dem entsprechenden Durchlichtbild
kombiniert.

a) und c¢) Wurzel mit GFP-markierten Plastiden, c) zeigt eine CLSM-Projektion aus 13 optischen Schnitten

b) und d) Wurzel mit GFP-markierten Mitochondrien; der Pfeil in d) markiert einen Zellkern

Die unteren Bilder (c und d) zeigen jeweils eine stirkere VergrofBerung eines Ausschnitts von Wurzelrinde und
Zentralzylinder. R = Wurzelrinde; Z = Zentralzylinder
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3.1.4.2 GFP-markierte Mitochondrien und Plastiden in mykorrhizierten Wurzeln in vivo

Im Durchlichtbild erschienen Arbuskeln bei CLSM-Aufnahmen als lichtundurchlédssige
Strukturen. Kollabierende Arbuskeln, gekennzeichnet durch die Abnahme der Veréstelung
und eine zunehmend klumpenartige, rundliche Form (Kinden und Brown, 1976), zeigten eine
gelbliche Autofluoreszenz. Die Detektion dieser Autofluoreszenz gestattete eine Unterschei-
dung degenerierter und intakter Arbuskeln. Langsschnitte von transformierten Wurzeln wur-
den wie oben beschrieben mit dem CLSM untersucht. Ein Problem bei den in vivo Untersu-
chungen war die zum Teil sehr geringe Menge an positiv transformierten Wurzeln mit ent-
sprechender Mykorrhizierung. AuBlerdem konnten mit zunehmender Wurzeldicke Zellstruktu-
ren im Durchlichtbild schlechter sichtbar gemacht werden. Junge diinne Wurzeln mit griin
fluoreszierenden Organellen und einer guten Mykorrhizierung wurden nur selten angetroffen.
In kolonisierten Wurzelrindenzellen mit intakten Arbuskeln zeigte sich eine starke Prolifera-
tion von Plastiden (Abbildung 3.7 a und c) und Mitochondrien (Abbildung 3.7 b und d) be-
sonders im Bereich der Arbuskeldste, verglichen mit nichtkolonisierten Rindenzellen. Die
beobachtete Vermehrung der Plastiden in vivo erreichte jedoch nicht die fiir Tabak beschrie-
benen AusmaBe (Fester et al., 2001). Auch konnte kein ,,Plastidennetzwerk® in vivo beobach-
tet werden. Nur gelegentlich wurden Ausldufer der Plastiden mit moglichen Verbindungen
untereinander sichtbar (Abbildung 3.6 a). Auch Mitochondrien zeigten teilweise Fortsdtze und
Verbindungen untereinander (Abbildung 3.6 b). Details dieser Strukturen konnten in vivo
jedoch nicht untersucht werden.

Deutlich weniger Plastiden (Abbildung 3.7 e) und Mitochondrien (Abbildung 3.7 f) wurden in
der Umgebung kollabierender Arbuskeln detektiert. In der Nidhe abgebauter Arbuskeln waren
meistens keine Organellen nachweisbar. Abbildung 3.7 e zeigt in der Mitte eine Zelle mit
degenerierender Arbuskel. Plastiden sind dort nur noch im Bereich der restlichen Arbuskel-
aste sichtbar, haben sich aber von den kollabierten Bereichen mit hoherer Autofluoreszenz
bereits zuriickgezogen. Rechts daneben ist eine Zelle mit einer noch intakten Arbuskel zu
sehen. Abbildung 3.7 f zeigt eine im Abbau begriffene Arbuskel mit einer noch erhdhten An-
zahl an Mitochondrien. Die Arbuskeln in den links daneben liegenden Zellen sind offenbar
schon degeneriert, hier sind kaum noch Mitochondrien sichtbar.

Abbildung 3.6 In vivo-CLSM-Aufnahmen von GFP-markierten Organellen mit Auslédufern in Langsschnitten
von mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln. Die Bilder zeigen eine Kombination aus Durchlichtbild, der Dete-
tektion griin fluoreszierender Strukturen (Falschfarbe Griin) und gelblicher Autofluoreszenz (in diesen Bildern
jedoch kaum vorhanden; Falschfarbe Rot). Die Pfeile markieren Ausléufer der Organellen.

a) Arbuskel umgeben von GFP-markierten Plastiden

b) Arbuskel umgeben von GFP-markierten Mitochondrien
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Mykorrhizierte Mykorrhizierte
ptGFP-M. truncatula-Wurzeln mtGFP-M. truncatula-Wurzeln

Abbildung 3.7 In vivo-CLSM-Aufnahmen von GFP-markierten Organellen in Léngsschnitten mykorrhizierter
M. truncatula Wurzeln. Die Bilder zeigen eine Kombination aus Durchlichtbild, der Detektion griin fluoreszie-
render Strukturen (Falschfarbe Griin) und gelblicher Autofluoreszenz (Falschfarbe Rot). Die Uberlagerung der
Falschfarben Rot und Griin ergibt gelbe Signale.

a), ¢) und e) GFP-markierte Plastiden

b), d) und f) GFP-markierte Mitochondrien

Mehrere Wurzelrindenzellen mit jiingeren Arbuskeln sind in a) und b) gezeigt, die Vergroferung einer solchen
kolonisierten Zelle in c¢) und d). In e) und f) sind degenerierende Arbuskeln dargestellt, die durch eine zuneh-
mende Autofluoreszenz gekennzeichnet sind. Die Pfeile markieren Arbuskelstrukturen.
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3.2 Untersuchung plastidenrelevanter Transkriptmengen in mykorrhizier-
ten M. truncatula-Wurzeln durch Real-Time RT-PCR

Wie im vorhergehenden Kapitel gezeigt, proliferieren die Plastiden stark in der Umgebung
von intakten Arbuskeln in mykorrhizierten M. truncatula-Wurzeln. Dies deutet moglicher-
weise auch auf eine Aktivierung plastidenrelevanter Gene hin. Mit Hilfe der Real-Time RT-
PCR (siehe Abschnitt 2.2.6.1) wurde versucht, einen Uberblick iiber eine erhdhte Transkrip-
tion plastidenrelevanter Gene in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula zu erhalten.

3.2.1 Real-Time RT-PCR: Untersuchung plastidenrelevanter Transkriptmengen in my-
korrhizierten Wurzeln von M. truncatula durch absolute Quantifizierung

Die Bestimmung plastidenrelevanter Transkriptmengen wurde zundchst durch Real-Time RT-
PCR-Untersuchungen mit absoluter Quantifizierung durchgefiihrt und ist im Kapitel Material
und Methoden, Abschnitt 2.2.6.1, beschrieben. In Tabelle 3.1 ist das Verhéltnis der Kopien-
zahl in mykorrhizierten Wurzeln zu nichtmykorrhizierten Wurzeln angegeben. Die im An-
schluss an die Amplifikation aufgenommene Schmelzpunktkurve wies meistens nur ein Ma-
ximum auf. In einigen Fillen zeigte die Schmelzpunktkurve jedoch zwei bis drei Maxima,
was auf die Bildung von Primer-Dimeren hindeutete.

Diese Untersuchungen dienten als Vorversuche fiir die Bestimmung einer erhdhten
Transkriptmenge in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula. Plastidenrelevante Gene,
deren Transkriptmenge in mykorrhizierten Wurzeln den geschilderten Versuchen zufolge
mindestens vierfach erhoht war, wurden in den weiteren Experimenten durch relative Quanti-
fizierung unter optimierten Bedingungen untersucht.

Tabelle 3.1 Ergebnisse der Real-Time RT-PCR nach absoluter Quantifizierung der Kopienzahl in mykorrhizier-
ten Wurzeln im Verhéltnis zu Kontrollwurzeln von M. truncatula. Eine mindestens vierfache Erhdhung der Ko-
pienzahl wurde fett gedruckt hervorgehoben.

Myk = 10 Wochen mit G. mosseae mykorrhizierte Wurzeln; Kon = 10 Wochen alte Kontrollwurzeln

Gene Verhiltnis der Kopienzahl Produkte der Schmelz-

Myk/Kon punktkurve
Kernkodierte Gene fiir plastidiire Proteine

Shikimatweg

EPSP-Synthase 1,3 1

DAHP-Synthase 2,7 1

Chorismat-Mutasel 1,7 1

Stickstoffassimilation

Nitritreduktase 1,5 1

GOGAT (Glutamatsynthase) 2,3 1-2

Aminosiduresynthese

Glutaminsynthetase 1,9 1-2

Redoxsystem

FNR nicht auswertbar 1-2

Fettsdurebiosynthese

ACCase 6,8 1-1',

Stearoyl-ACP-Desaturase 2,1 1

Omega-3-Fettsduredesaturase nicht auswertbar 1+ 1 Schulter
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Tabelle 3.1 Fortsetzung

Gene Verhiiltnis der Kopienzahl Produkte der
Myk/Kon Schmelzpunktkurve
Stiirkesynthese
ADP-Glucosepyrophoshorylase ca. 2 (1 auswertbarer Lauf) 1-2
Stiarkesynthase 1 1,4 1
Tetrapyrrolsynthese
Glucose-6P-Dehydrogenase 1,5 1
Eisenspeicherung
Ferritin 0,6 1
Nucleotidsynthese (Pyrimidine)
Aspartat-Transcarbamylase 4,8 3
Dihydroorotase 2,2 1
Dihydrorotatdehydrogenase 2,5 2
Orotatphosphoribosyltransferase nicht auswertbar 2
UMP-Kinase 2,1 1
CTP-Synthetase 4,4 1
reduktive Sulfatassimilation
APS-Reduktase 1,9 1
Carotinoidsynthese
Phytoensynthase 2,6 1-2
Phytoen-Desaturase 2,8 1
Kanalproteine/Transporter
TOC34 2,2 2
TPT (Triosephosphattranslokator) 4 (1 Lauf mit 2 auswertbaren Kurven) 2
ADP/ATP-Translokator sehr flache, nicht auswertbare Kurven 1
GPT (Glucose-6P-Translokator) 3,0 1+ 1 Schulter
PPT (Phosphoenolpyruvat/Pyruvat-translo- 34 2
kator)
OMT (2-Oxoglutarat/Malat-Translokator) 6,1 2
Plastidenteilung
FtsZ1 9,73 (4,8) 1
Pentosephosphatweg
Glutamyl-tRNA-Reduktase 2,8 1
Reaktion auf oxidativen Stress
Cu/ZnSOD 1,9 1
APX (Ascorbatperoxidase) 2,3 1
FeSOD 1,5 (nur 1 auswertbarer Lauf) 1
Plastidenkodierte Proteine
Fettsdurebiosynthese
accD 4.4 1
ribosomale Proteine 1
rpl2 4,8 1
ndhG nicht auswertbar 1
kernkodierte Gene fiir nichtplastidire Proteine (als Vergleich)
Ubiquitin 2,1
MtPT1 1 1
CuZnSOD (cytosolisch) 1,6 (nur 1 auswertbarer Lauf) 1

3.2.2 Real-Time RT-PCR: Untersuchung plastidenrelevanter Transkriptmengen in my-
korrhizierten Wurzeln von M. truncatula durch relative Quantifizierung

Durch Real-Time RT-PCR-Untersuchungen mit absoluter Quantifizierung wurde bei den Ge-
nen mit Homologie zu ACCase, Aspartat-Transcarbamylase, CTP-Synthetase,
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2-Oxoglutarat/Malat-Translokator und FtsZ1 eine mindestens vierfache Erhohung der
Transkriptmenge in mykorrhizierten Wurzeln bestimmt. Weil durch die relative Quantifizie-
rung unter Einbeziehung einer konstitutiven Expressionskontrolle zuverldssigere Werte er-
halten wurden, fand eine vergleichende Bestimmung der Transkriptmengen der oben aufge-
fiihrten Gene nach dieser Methode statt (siche Abschnitt 2.2.6.1; Relative Quantifizierung).
Als MaB fiir die Mykorrhizierung wurde die Transkriptmenge des Mipt4 untersucht, eines
Phosphattransporters, der in der Umgebung aktiver Arbuskeln eine starke Expressionser-
hohung zeigt, aber in Kontrollwurzeln kaum exprimiert wird (Harrison et al., 2002; Isayenkov
et al., 2004). Die Amplifikationseffizienz der Primer fir MtPT4 und EF wurde bereits {iber-
priift (Lohse et al., 2005) und ist deshalb hier nicht aufgefiihrt.

Die Amplifikationseffizienz wurde fiir jedes Gen {iber eine Reihe mit drei Verdiinnungen der
cDNA einer mykorrhizierten Probe nach der Formel: E = 107" (Pfaffl, 2004) bestimmt
(Tabelle 3.2). Zur Kontrolle einer DNA-Kontamination der RNA wurden RT(-)-Ansétze
(gleiche Behandlung ohne Reverse Transkriptase) untersucht. Die CT-Werte der RT(-)-An-
sdtze sind in Tabelle 3.3 dargestellt.

Die nach Beendigung der PCR aufgenommenen Schmelzpunktkurven zeigten in allen Féllen
nur ein Maximum, was einer selektiven Amplifikation entsprach. Die Ergebnisse der Unter-
suchungen sind in den Tabellen 3.4 und 3.5 dargestellt. Der ACT des EF als MaB fiir die
eingesetzte cDNA-Menge von mykorrhizierten und Kontrollwurzeln sollte im Idealfall Null
sein. In diesen Untersuchungen wurde ein ACT des EF von 1,1 bzw. 1 ermittelt. Die entspre-
chend korrigierten ACT-Werte der untersuchten Transkripte sind als AACT-Werte in Tabelle
3.4 aufgefiihrt. Eine starke Erh6hung der Transkriptmenge des Phosphattransporters MtPT4
(7.000fach nach Inokulation mit G. intraradices; 4.000fach nach Inokulation mit G. mosseae)
wurde in mykorrhizierten Wurzeln bestimmt. Demnach konnte von der Gegenwart aktiver
Arbuskeln in den Proben ausgegangen werden. Nach Trypanblaufirbung (siche Abschnitt
2.2.1.) jeweils einer Stichprobe aus jedem Topf war eine Kolonisierung von 40-60 % be-
stimmt worden.

Die Unterschiede der plastidenrelevanten Transkriptmengen fielen jedoch deutlich niedriger
aus. Eine Verdopplung der Transkriptmenge fand sich in mykorrhizierten Wurzeln bei der
ACCase und der Aspartat-Transcarbamylase. Keine unterschiedlichen Transkriptmengen
wurden bei der CTP-Synthetase und dem 2-Oxoglutarat/Malat-Translokator ermittelt. Die
FtsZ1-Transkripte mykorrhizierter Wurzeln konnten auf Grund der sehr geringen Menge nicht
sicher quantifiziert werden.

Tabelle 3.2 Eichgerade fiir die Bestimmung der Amplifikationseffizienz. Die Eichgerade wurde mit drei Ver-
diinnungen einer Mykorrhiza-cDNA-Probe durch Auftragung der CT-Werte gegen den dekadischen Logarith-
mus der Konzentration erhalten. Bei maximaler Effizienz wiirde eine Verdopplung der Kopienzahl erreicht (An-
stieg -3,32). OMT = 2-Oxoglutarat/Malat-Translokator

Gen Steigung der Eichgerade Kopienzahl pro Zyklus
ACCase -3,90 1,8
Aspartat Transcarbamylase -4,34 1,7
CTP-Synthetase -4,52 1,7
OMT -4,32 1,7
FtsZ1 -4,32 1,7
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Tabelle 3.3 CT-Werte der RT(-)-Ansétze. Die Werte geben den Mittelwert der Dreifachbestimmung an. Bei
ausbleibender Amplifikation wurde der CT-Wert 40 eingesetzt. G.i. = G. intraradices; G.m = G. mosseae;
EF = Elongationsfaktor la; AT = Aspartat-Transcarbamylase; CS = CTP-Synthetase; OMT = 2-Oxogluta-

rat/Malat-Translokator

Gen RT(-) CT: RT(-) CT: mykorrhizierte |RT(-): CT mykorrhizierte
Kontrollwurzeln | Wurzeln (G.i.) Wurzeln (G.m.)

EF 32,26 40 31,57

MtPt4 40 37,7 33,92

ACCase 31,74 31,16 30,49

AT 32,18 32,18 30,61

CS 32,81 32,38 31,83

OMT 32,73 32,59 31,41

FtsZ1 28,99 30,81 30,88

Tabelle 3.4 Ergebnisse der relativen Quantifizierung durch Real-Time RT-PCR. Stabw = Standardabweichung;
Kon = Kontrollwurzeln; Myk = mykorrhizierte Wurzeln; G.i. = G. intraradices; G.m. = G. mosseae; EF = Elon-
gationsfaktor 1a; AT = Aspartat-Transcarbamylase; CS = CTP-Synthetase; OMT = 2-Oxoglutarat/Malat-Trans-

lokator

Gen Mittelwert | Stabw | Mittelwert | Stabw | Mittelwert | Stabw |AACT |AACT
CT Kon CT Myk |CT Myk |G.i. G.m.
Kon Myk G.i. |G.i. Myk G.m. | G.m.

EF 17,5 1,8 18,6 1,8 18,3 0,97

MtPt4 30,1 4,1 18,4 1,3 18,8 0,76 12,8 12,1

ACCase 21,57 0,33 21,67 1,32 21,29 0,75 1,01 1,08

AT 23,64 0,56 24,00 1,34 23,35 0,32 0,75 1,10

CS 23,51 0,33 24,41 2,40 23,64 0,44 0,20 0,67

OMT 23,97 0,68 25,35 2,42 24,64 0,55 -0,27 | 0,14

FtsZ1 25,52 0,88 27,39 0,92 27,11 0,72 -0,77 | -0,79

Tabelle 3.5 Verhiltnis der Transkriptmengen in mykorrhizierten Wurzeln und Kontrollwurzeln nach relativer
Quantifizierung. G.i.: G. intraradices; G.m.: G. mosseae

Gen Verhiltnis der Transkript- | Verhiltnis der Transkript-
mengen mykorrhizierter mengen mykorrhizierter
Wurzeln Wurzeln
(G.i.)/Kontrollwurzeln (G.m.)/Kontrollwurzeln
MtPt4 7312 4258
ACCase 2,01 2,11
Aspartat-Transcarbamylase 1,69 2,15
CTP-Synthetase 1,15 1,59
2-Oxoglutarat/Malat- 0,83 1,10
Translokator
FtsZ1 0,59 0,58
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3.3 Untersuchung der Plastidenteilung in mykorrhizierten Wurzeln von
M. truncatula mit Hilfe des Plastidenteilungsproteins FtsZ1

Die starke Proliferation von Plastiden in Arbuskelumgebung von M. truncatula (sieche Abbil-
dung 3.7 a und b) und die Ausbildung eines Plastidennetzwerkes um Arbuskeln in Tabak
(Fester et al., 2001) warf die Frage auf, in welchem Umfang die Plastidenteilung zur
Proliferation beitrdgt und welche Rolle die OberflichenvergroBBerung durch Plastidenauslaufer
dabei spielt. Deshalb konzentrierten sich die weiteren Versuche auf eine Untersuchung des
Plastidenteilungsproteins FtsZ1 in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula.

3.3.1 Gewinnung einer kodierenden cDNA-Sequenz fiir MtftsZ1

Durch Sequenzsuche mit Hilfe des BLAST-Programms in der NCBI-Datenbank nach einer
homologen Sequenz zu FtsZ1-1 aus Arabidopsis thaliana (AtfisZ1-1; U39877; Stokes et al.,
2000) wurde eine dhnliche Sequenz aus Pisum sativum gefunden (Y15383). Von Gaikwad et
al. (2000) wurden die Produktion von rekombinantem Protein, der Import in isolierte Chlo-
roplasten sowie die Komplementierung einer fisZ-Mutante von Escherichia coli (PAT84)
nach Transformation mit PsftsZ1 beschrieben. Die kodierende Sequenz dieses Proteins um-
fasste 1.271 bp, entsprechend 423 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 44 kDa.
Mit dieser Sequenz wurde in der TIGR-Datenbank eine BLAST-Suche nach homologen EST-
bzw. TC-Sequenzen von M. truncatula durchgefiihrt. Es wurden 2 TC-Sequenzen mit ca.
90 % Ubereinstimmung mit der PsftsZI-Sequenz gefunden (Abbildung 3.10; Stand: Mai
2003). TC90784 deckte den Anfangsbereich mit entsprechendem Startkodon und TC82372
den Endbereich mit entsprechendem Stopkodon der kodierenden PsfisZI-Sequenz ab. Im
mittleren Bereich fehlte ein geschitzter Abschnitt von 100 bis 200 Nukleotiden.

Zur Untersuchung, ob beide TC-Sequenzen Bestandteile einer einzigen kodierenden MtftsZ1-
Sequenz darstellen, wurden Primer jeweils vor dem mutmaBlichen Start- und nach dem ent-
sprechenden Stopkodon abgeleitet. Als Matrize wurden jeweils 1 ul cDNA aus mykorrhizier-
ten Wurzeln von M. truncatula und 1ul einer cDNA-Bank (M. truncatula/ Glomus versi-
forme; AW587412) in einem 20 ul Ansatz eingesetzt und durch 35 PCR-Zyklen amplifiziert.
Nach Auftrennung {iber Agarosegelelektrophorese zeigte sich nur bei der cDNA-Bank eine
sehr schwache Bande in einer GroBenordnung von 1.000 bis 1.500 bp. Die erhaltene DNA-
Menge war fiir eine Gelextraktion und Klonierung in ein Plasmid zu gering. PCR-Versuche
mit 20 pl-Ansétzen fiihrten in mehreren Féllen zu keinem sichtbaren PCR-Produkt, vermut-
lich auf Grund der sehr geringen cDNA-Ausgangsmenge. Deshalb wurde das PCR-Produkt
einer solchen Amplifikation als Matrize fiir eine erneute Amplifikation in einem 50ul-PCR-
Ansatz eingesetzt (siche Abschnitt 2.2.13.1). Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde
mit der cDNA ein entsprechendes Produkt erhalten, wihrend mit der cDNA-Bank keine
Bande sichtbar wurde (Abbildung 3.11).
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Farbschliissel fiir die Bewertung der Sequenzidhnlichkeit
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Abbildung 3.10 Ergebnis der BLAST-Suche in der TIGR-Datenbank mit PsftsZ/ aus P. sativum. TC90784 und
TC82372 deckten jeweils den Anfangs- und Endbereich der kodierenden Sequenz ab. Die enthaltenen Kodons
fiir Start und Stop sind annéhernd in den entsprechenden Positionen eingezeichnet.
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Abbildung 3.11 Elektrophoretische Auftrennung der MtftsZ1-PCR-Produkte nach einer zweifachen PCR mit
cDNA aus mykorrhizierten Wurzeln (M. truncatula/G. mosseae; Bahn 1 und 2) und einer cDNA-Bank von my-
korrhizierten Wurzeln (M. truncatula/G. versiforme; Bahn 3 und 4) in einem Agarosegel. Die ftsZ1-Primer wur-
den nach TC90784 und TC82372 abgeleitet. Der Pfeil markiert das PCR-Produkt in der erwarteten Grof3e.

Das in pPGEM® T Easy klonierte PCR-Produkt ergab nach Sequenzierung einen kodierenden
Bereich (ORF) von 1.257 bp, entsprechend 418 Aminosduren (Abbildung 3.12). Ein Ver-
gleich der Nukleotidsequenzen mit der fisZI-Sequenz aus P. sativum ergab eine Ahnlichkeit
von 91,6 %. Die Ubereinstimmung der entsprechenden Aminosiuresequenzen war mit 94,1 %
noch hoher. Fiir alle weiteren Klonierungen wurde das beschriebene pPGEM® T Easy-Plasmid
mit der MtftsZ1-Sequenz als Matrize verwendet. Ein Vergleich der oben beschriebenen Ge-
samtsequenz mit den TC-Sequenzen und kiirzeren PCR-Fragmenten der Teilsequenz deuteten
auf einen Thymin/Cytosin-Basenaustauch in Position 127 hin, der zu einem Phenylala-
nin/Leucin-Austausch in Position 43 fiihrt. Dieser Fehler wurde vermutlich durch die Taqg-
Polymerase verursacht. Da es sich aber in beiden Féllen um lipophile Aminosduren handelte,
wurde nicht von einer gravierenden Stérung der Eigenschaften des Proteins ausgegangen.

Seit 2005 ist in der TIGR-Datenbank die Sequenz TC102111 ver6ffentlicht, die der gesamten
kodierenden fitsZ1-Sequenz von M. truncatula entspricht. Der oben beschriebene Thy-
min/Cytosin-Basenaustausch in Position 127 wurde dort bestétigt. Ein weiterer Unterschied
befindet sich in Position 739. Dort liegt ein A/G-Basenaustausch vor, der den Austausch von
Aspartat in der untersuchten Sequenz gegen Asparagin in Position 247 zur Folge hitte.
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1 CAGCTTAAGCTAT
14 TAAGCTAAAACCCTAACAAAAAAGCAAAAAAGAAAACCCATTTTCAAGATAACAAAA

71 ATGGITACTACCCTTCTTCCTTCT TCTCTCACAAACCCAAATAAGCTTCTATCACAT
MV TTULLPSSLTNWPNIKILIL SH
128 TCTTCCCTTTTCCACAATTCATCACTATCCACTTCACATTCAGITTCACTTTACCCC
S S L FHNUSSL ST SHSV S L YP
185 AAAACGCAACGITTCACTCGICGITTTGGGTCTGI TAAATGCTCTTTAGCTTATGI T
K T QRFTRIRFGSV KU CSL AYYV
242 GATAACGCTAAGATTAAGGT CGT TGGAAT TGEGEGEGT GGTGGTAACAATGCCGT TAAT
DNAKI KV VY G 1l 6 6 G G N NAV N
299 CGCATGATTGGTAGIGGITTGCAGGEGT GTAGACTTCTATGCAATAAATACTGATCCT
R MI G S GL Q GV DFY A1l NTDA
356 CAAGCACTACTACATTCAGCTGCTGAGAATCCTATTAAAATCGGAGAGCTTCTGACT
ALL HSAAENWPI K1 GEUL LT

413 CGTGGATTAGGTACCGGT GGGAATCCACT TT TGGGECGAACAAGCT GCCGAGGAATCA
R GL GT GGNWPLL GE QA AEE S
470 AAAGAACCTATTGCTGATGCCCTTAAAGGATCAGATTTGGTGTTTATAACAGCTGGEG

K E Al A DALKGSUDULVE 1 TA G
527 ATGGEGTGEEEGTACAGGEGT CTGGT GCTGCACCAGT TGT GGCCCAAATATCAAAAGAG
M G G G T G S G A A P V V A QI S K E

584 GCAGGTTACTTGACTGTAGGTGITGITACATATCCTTTCAGI TTTGAAGGACGTAAA
AAGY L TV GV V TYPF SFE GRK
641 AGATCCTTGCAGGCACTTGAAGCCATTGAAAAGCT TCAGAGAAATGI TGATACACTT
R S L QAL EAI EKUL QRNWVDTL
698 ATTGTAATTCCAAATGATCGTCTCGCTTGACATAGCT GACGAGCAGATGCCCCTCCAG
Il v1 P NDRLUL DI A DEQMPL
755 GATGCTTTTCGICTTGCAGATGATGI TTTACGCCAAGGAGT TCAGGGAATTTCAGAC
DA FRLADUDVLIROQGYVYQGI §D
812 ATTATAACAATACCTGGACTTGTGAATGTGGATTTTGCTGATGTAAAACCTGTGATG
I 1 7T 1 P GL V NV DUJFADVIKAVM
869 AAAGACTCTGGTACTGCAATGCTCGGAGTAGGTGITTCCTCCGGTAAAAACCGAGCC
K bsS GTAML GV GV S S G KNI RA
926 GAAGAAGCAGCCGAACAGCCTACTTTGGCTCCTTTAATTGGATCATCTATTCAATCA
E EA A EQATILAPLI GS S I QS
983 GCCACTGGGGTAGI GTATAATATTACT GGAGGAAAGGACATTACCCTGCAGGAAGT T
AT GV VY NI T G G KD I T L Q E V
1040 AACAGGGTATCTCAGGT TGTGACTAGI TTGGCTGATCCTTCTGCCAATATTATATTT
NRV S QVYV TSL ADZPSANI | F
1097 GGAGCTGITGITGATGATCGT TACACCGGEGGAGAT TCACGT GACTATCATTGCCACT
GAVVDDRYTGEI HVTI I AT
1154 GGCTTTTCGCAGTCTTTTCAGAAGAAGCT GCTAACAGATCCAAGGGECAGCAAAGCTT
GF S QS F QK KL L TDPIRAATIKL
1211 CTTGACAAAGT GGCCGAGGGAAAAGAAAGCAAGACAGT GCCCGCTCCCCTCAAGTCC
L bDbKV AEGIKESIKTVPAWPIL K S
1268 TCAAACTTATCCTCCAAAGT TGAATCTAGAGCACCGCCCCCACGAAACCTCTTTTTT
S NL §$S KV ESRAPWPWPRI KL F F
1325 TAGITGGATAGITCAATTTTTTTTCTITTTTAATTATCATTTTATTGTAGTCATTCAG
*

1382 CTGITTGATGATGI TGAAGCTTATTTGATTTGT TGAGATGCCTTTCTTCATATGGT T
1439 TATGTAACCATGTGCGTAAGTGTATGTAGCTCAC

Abbildung 3.12 Gesamte klonierte MtFtsZ1-Sequenz. Die schwarzen, fettgedruckten Buchstaben geben die
kodierende Nukleotidsequenz im offenen Leserahmen (ORF) an, die blauen Buchstaben entsprechen den Ami-
noséduren. Hellgrau unterlegt ist die putative Signalsequenz fiir den Plastidenimport. Konservierte Motive des
FtsZ nach Dong et al. (2002) sind blau unterstrichen. Die konservierte Aminosduresequenz fiir die GTP-
Bindungsstelle ist gelb unterlegt (nach Dong et al., 2002 und El-Shami et al., 2002).
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3.3.2 Genomische DNA Analyse fiir das FtsZ1-Gen

3.3.2.1 Charakterisierung des MtftsZ1-Gens

Die M. truncatula-Sequenz TC90784 mit hoher Sequenzéhnlichkeit zu ftsZ1 aus P. sativum
bildete die Grundlage fiir eine Southern Blot-Analyse zur Untersuchung der Kopienzahl im
Genom. Von dieser EST-Sequenz wurden Primer fiir ein PCR-Produkt von 331 bp abgeleitet.
Dieses PCR-Produkt diente als Grundlage fiir die Herstellung einer **P-markierten MiftsZ1-
Sonde (siehe Abschnitt 2.2.5.3).

Fir den Verdau genomischer DNA von M. truncatula wurden die Restriktionsenzyme
BamHI, Notl, Sacl, Sall und Xhol gewdhlt, die keine Schnittstelle in der MtftsZI-cDNA ha-
ben. Die Restriktionsfragmente wurden nach elektrophoretischer Trennung auf eine Nylon-
membran iibertragen und unter stringenten Bedingungen mit der oben beschriebenen radioak-
tiv markierten Sonde hybridisiert (siche Abschnitt 2.2.12.1). Abbildung 3.13 zeigt den nach
der Hybridisierung fiir zwei Stunden exponierten Rontgenfilm. Nach dem BamHI-, Sacl- und
Sall-Verdau erschienen drei Banden. Der Notl- und der Xhol-Verdau waren offensichtlich
nicht erfolgreich.

Zur Interpretation des Southern Blots wurde versucht, eine genomische Sequenz des MtfisZI-
Genes zu erhalten. Eine PCR-Amplifikation des MifisZ1-Gens von genomischer DNA mit
Primern fiir die gesamte kodierende MiftsZ1-Sequenz war jedoch nicht erfolgreich. Auch
durch eine PCR von Sequenzabschnitten gelang es nicht, Intron enthaltende Bereiche zu
amplifizieren. Eine BLAST-Sequenzsuche ergab, dass sich eine MtfisZ1-Genkopie auf Chro-
mosom 5 von M. truncatula befindet, dessen Nukleotidsequenz seit Marz 2005 in der NCBI-
Datenbank veroffentlicht ist (CR936323). Der Sequenzvergleich der kodierenden cDNA von
MitftsZI und der genomischen Sequenz von Chromosom 5 ergab die Anwesenheit von fiinf
Introns. In Abbildung 3.14 sind die Exon- und Intronbereiche schematisch dargestellt. Dieser
Sequenzbereich umfasst 5.489 Nukleotide (13.365 bis 18.855 in Chromosom 5).

[Da] BamHI Notl Sacl Sall Xhol
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Abbildung 3.13 Southern Blot mit je 15 ug genomischer DNA von M. truncatula nach Hybridisierung mit einer
32P-markierten MtftsZI-Sonde. Die verwendeten Restriktionsenzyme sind den entsprechenden Bahnen zugeord-
net.
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Abbildung 3.14 Schematische Sequenzdarstellung des MtftsZ1-Gens auf dem Chromosom 5 von M. truncatula
(NCBI: CR936323). Die Exons sind rot dargestellt, die Introns blau.

Bei AtfisZ1-1 aus Arabidopsis thaliana und MpftsZ1 aus dem Lebermoos (Marchantia poly-
morpha) sind jeweils 5 Introns bekannt (Araki et al., 2003). Die Intron/Exon-Ubergangsberei-
che sind konserviert und finden sich auch bei M. truncatula (Tabelle. 3.6)

Tabelle 3.6 Konservierte Exon/Intron-Uberginge in fisZI aus Marchantia polymorpha (MpftsZ1) und Arabi-
dopsis thaliana (AtftsZ1-1) im Vergleich zu entsprechenden Sequenzbereichen des MtftsZ1-Gens auf Chromo-
som 5 in M. truncatula. Die GroBBbuchstaben geben Aminosiuren, die Kleinbuchstaben Nukleotide an.

Gen Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4 Intron 5
MpfisZI | GSGLQ/GVEFW %RGﬁ;G(g/ &) | RRAQQ/GLEAI | SDIIT/IPGLV |NRVSQ/VVTGL
AtfisZI-1 | SSGLQ/SVDFY %gi(}(g/ ) | KRSLQ/ALEAI |SDIT/APGLV |NRVSQ/VVTSL
MifisZ1 GSGLQ/GVDFY | 13010 (tWa) | KRSLQA/LEAI |SDIIT/IPGLV |NRVS/QVVTSL

Die genomische MtftsZ1-Sequenz auf Chromosom 5 enthdlt im Intron 4 jeweils eine Xhol-
und eine BamHI-Schnittstelle. Fiir Notl, Sacl und Sall, die anderen fiir den Southern Blot
verwendeten Restriktionsenzyme, existieren dagegen keine Schnittstellen. Nach dem Xhol-
Verdau sollten danach mindestens zwei Banden im Southern Blot erscheinen. Es ist aber nur
eine Bande sichtbar, was auf einen nicht stattgefundenen Verdau hinweist. Die drei Banden
nach dem BamHI-Verdau deuten darauf hin, dass eine weitere MtfisZI-Sequenz im Genom
von M. truncatula existiert. Auch die drei Banden nach dem Sacl- und Sall-Verdau deuten auf
eine zusitzliche MtftsZ1-Genkopie hin, welche jeweils eine Sacl- und eine Sall-Schnittstelle
in einem Intron besitzt.

3.3.3 Charakterisierung des MtFtsZ1-Proteins

3.3.3.1 Sequenzanalyse von MtFtsZ1

Die Ubersetzung der Nukleotidsequenz der MiftsZI-cDNA mit dem Programm EditSeq
(DNASTAR) ergab ein Protein mit 418 Aminosduren, einem Molekulargewicht von ca.
44 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 7,4. Die Anzahl der hydrophilen Aminosiuren
tiberwog mit 190 gegeniiber 108 hydrophoben Aminosauren.

In der Literatur wird FtsZ1 als 16sliches, kernkodiertes Stromaprotein der Chloroplasten be-
schriecben (McAndrew et al., 2001; Miyagishima et al., 2001). Demnach war auch bei
MtFtsZ1 eine Plastidensignalsequenz zu erwarten. Eine Sequenzanalyse zur Vorhersage einer
moglichen Signalsequenz wurde mit den Programmen SignalP (Nielsen et al., 1997) und
ChloroP (Emanuelsson et al., 1999) durchgefiihrt. Mit SignalP konnte keine Présequenz
festgestellt werden. Die Untersuchung der ersten 100 Aminosiuren durch ChloroP zeigte eine
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relativ geringe Wahrscheinlichkeit von 0,572 (Score) fiir eine N-terminale Plastidensignalse-
quenz von 53 Aminosduren.

Ein Sequenzvergleich der iibersetzten Aminosiduresequenz von MtFtsZ1 mit verschiedenen
FtsZ-Arten wurde mit dem Programm Clone Manager durchgefiihrt (siche Abbildung 3.16).
Dabei wurden FtsZ-Aminosduresequenzen aus den hoheren Pflanzen P. sativum und Ara-
bidopsis thaliana (Zweikeimblattrige), Oryza sativa (Einkeimblittrige), dem Moos Physco-
mitrella patens, der Griinalge Anabaena, dem Bakterium Escherichia coli und dem Arche-
bakterium Methanococcus jannaschii mit MtFtsZ1 verglichen. Zusitzlich wurde als Vertreter
der Tubuline, die als homologe Proteine von FtsZ in Eukaryoten gelten, a-Tubulin aus
P. sativum in den Sequenzvergleich aufgenommen. Die NCBI-Zugangsnummern der verwen-
deten Proteine sind in Tabelle 2.5 (Material und Methoden) aufgefiihrt. Bei allen Organismen
zeigte sich eine hohe Sequenzdhnlichkeit mit mehreren konservierten Bereichen. Eine beson-
ders hohe Ubereinstimmung fand sich im Bereich der GTP-Bindungsstelle einschlieBlich der
o-Tubulinsequenz (sieche Abbildung 3.16). Ein Ahnlichkeitsbaum, der durch den Sequenzver-
gleich erstellt wurde, zeigt die zwei grofen FtsZ-Gruppen in Pflanzen; FtsZ1 und FtsZ2 (Ab-
bildung 3.15). Eine dritte, in einigen Pflanzen gefundene Isoform lédsst sich jeweils einer der
beiden Gruppen zuordnen, z. B. PpFtsZ3 der Gruppe 1 und AtFtsZ2-2 der Gruppe 2. Die un-
tersuchte Sequenz aus M. fruncatula ldsst sich zusammen mit der entsprechenden Sequenz
aus P. sativum der FtsZ1-Gruppe zuweisen.

F MjFtsZ
Anabaena FtsZ

AtFtsZ2-1
—
l AtFtsZ2-2 FtsZ2
OsFtsZ

Pp_FtsZ3
AtFtsZ1-1

PsFtsZ1 FtsZ1
4‘: MtFtsZ1
EcFtsZ
Ps_alpha_tubulin

Abbildung 3.15 Ahnlichkeitsbaum fiir FtsZ, erstellt mit dem Programm Clone Manager nach dem Sequenzver-
gleich aus Abbildung 3.16. Entsprechende Abkiirzungen wurden iibernommen. FtsZ aus Pflanzen ldsst sich zwei
groBBen Gruppen zuordnen, FtsZ1 (gelber Kasten) und FtsZ2 (violetter Kasten).
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Sequenzvergleich mit Clone Manager 7, Version 7.01

MjFtsZz
Anabaena-FtsZz
AtFtsZ2-1
AtFtsz2-2
OsFtsz

Pp FtsZz3
AtFtsz1-1
PsFtsZl
MtFtsZzl
EcFtsz

Ps alpha tub

MjFtsZ
Anabaena-FtsZz
AtFtsz2-1
AtFtsZ2-2
OsFtsz

Pp FtsZ3
AtFtszl1-1
PsFtsZl
MtFtsZzl
EcFtsz

Ps alpha tub

MjFtsZ
Anabaena-FtsZ
AtFtsZ2-1
AtFtsZ2-2
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Abbildung 3.16 Sequenzvergleich von MtFtsZ1 (aus M. truncatula) mit MjFtsZ (aus Methanococcus jan-
naschii), Anabaena-FtsZ (aus Anabaena sp), AtFtsZ2-1 und AtFtsZ2-2 (aus Arabidopsis thaliana), OsFtsZ (aus
Oryza sativa); Pp_FtsZ3 (aus Physcomitrella patens), EcFtsZ (aus E. coli). Aulerdem wurde die a-Tubulin-
Sequenz von P. sativum (Ps_alpha tub) aufgenommen. Die Aminosduren sind als Ein-Buchstaben-Abkiirzung
angegeben. Ubereinstimmungen der Aminosiuren in der Mehrheit der Sequenzen sind orange markiert, Liicken
sind als Striche dargestellt. Der konservierte Bereich der GTP Bindungsstelle von MtFtsZ1 wurde durch
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fettgedruckte Buchstaben und einen Unterstrich hervorgehoben.
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3.3.3.2 Supplementationsversuche mit der thermosensitiven E. coli ftsZ-Mutante PATS84

PATR84 ist eine thermosensitive ftsZ-Mutante von E. coli (Lutkenhaus et al., 1980) mit einer
Storung der Zellteilung und Entstehung langer Filamente bei einer nicht tolerierten
Temperatur von 42 °C. Bei der tolerierten Temperatur von 30 °C teilen sich die Bakterien
normal, haben aber eine erheblich lingere Verdopplungszeit (170 min) im Vergleich zum
Wildtyp (45 min) (Koppes et al., 1978).

Nach Gaikwad et al. (2000) hatte eine Supplementierung der Mutante PAT84 mit einer
plastiddren fisZ-Sequenz aus P. sativum zur Regeneration der Teilungsfahigkeit bei 42 °C
gefiihrt. Die groBe Ahnlichkeit der untersuchten FtsZ1-Sequenz aus M. truncatula (MtFtsZ1)
zu der bei Gaikwad et al. (2000) beschriebenen FtsZ-Sequenz aus P. sativum lie3 eine erfolg-
reiche Supplementierung der E. coli Mutante PAT84 mit dem FtsZ1-Protein von
M. truncatula erwarten. Entsprechende Transformationsversuche wurden durchgefiihrt, um
die Funktionsfdhigkeit von MtFtsZ1 bei der Bakterienteilung zu untersuchen.

PATS84 wurde vom E. coli Genetic Stock Center der Yale University bezogen. Die Bakterien
wurden zunidchst als Schiittelkultur bei 37 °C mit Streptomycin als Selektionsmarker kulti-
viert. Es zeigte sich aber, dass auch bei 37 °C die Teilung der Bakterien gestort war und diese
in Form langer Filamente wuchsen. Eine Kultivierung bei 30 °C fiihrte zu Bakterienpopula-
tionen unterschiedlicher Lange. PAT84-Bakterien, die ihre Teilungsfahigkeit bei 30 °C wie-
derlangt hatten, wurden dann als schneller wachsende Kolonien auf Agarplatten selektioniert.
Diese Stdmme zeigten das in der Literatur beschriebene Verhalten. Durch Kultivierung bei
30 °C wuchsen die Bakterien in Form kurzer Stibchen, die Inkubation bei 42 °C hatte hinge-
gen die Ausbildung langer Filamente zur Folge. PAT84-Stimme, die bei 30 °C eine normale
Teilungsfahigkeit aufwiesen, wurden nach der CaCl,-Methode (Gaikwad et al., 2000) oder
nach der in Abschnitt 2.2.4.1 beschriebenen Methode fiir eine Transformation kompetent ge-
macht.

Als Transformationsvektor wurde wie bei Gaikwad et al. (2000) pBluescript SK(-) mit
MtFtsZ1a, ohne die vorhergesagte 159 Nukleotide umfassende Plastidensignalsequenz, ver-
wendet (siche Abschnitt 3.3.3.1 und 2.2.13.3). Die Expression der ftsZ/-Sequenz wurde in
diesem Vektor (pBSK(-)MtftsZ1a) durch den /ac-Promotor kontrolliert. Das Plasmid wurde in
E. coli DH5a vermehrt, in kompetente Zellen der FtsZ-Mutante PAT84 (wie in Abschnitt
2.2.4.1 beschrieben) transformiert und positive Klone auf Ampicillin selektiert. Als Negativ-
kontrolle wurde eine Transformation mit dem leeren Vektor durchgefiihrt. Transformanten
mit pBSK(-)MtftsZ1a und pBSK(-) zeigten sowohl bei der tolerierten als auch bei der nicht
tolerierten Temperatur eine sehr variable Erscheinung, das heif3it, kurze bis mittellange Stib-
chen sowie langere Filamente. Die Filamente waren nach Inkubation bei 42 °C generell kiir-
zer als vor der Transformation. Deshalb wurde die Proteinexpression durch einen Western-
Blot mit jeweils 5 pg Gesamtprotein, gewonnen aus Kulturen nach Inkubation bei 30 °C oder
42 °C, tberpriift. Zur Immunmarkierung wurde als priméirer Antikoper ein affinititsgereinig-
ter Kaninchen:a-MtFtsZ1-Antikorper (siche Abschnitt 2.2.17.1) und als sekundirer Antikor-
per ein AP-gekoppelter Antikorper verwendet (Abbildung 3.17). Die Transformanten mit
pBSK(-)MtfisZIa zeigten sowohl nach Inkubation bei 30 °C als auch bei 42 °C ein deutliches
Signal in der erwarteten Grofle von 38,5 kDa. Bei dem Kontrollstamm war nach Kultivierung
jeweils bei 30 °C und 42 °C keine entsprechende Bande detektierbar. Demnach wurde das
rekombinante MtFtsZ1a-Protein offenbar in der richtigen Grofe produziert. Wegen der Vari-
abilitdt der Bakterien nach der Transformation konnte aber keine Regeneration der Teilungs-
fahigkeit der ftsZ-Mutante PAT84 nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.17 Western Blot mit Protein aus E. coli PAT84, transformiert mit pBSK(-)MtftsZ1 (Bahn 1-4 und
4-9) bzw. pBSK(-) (Bahn 5 und 10) nach 5 Stunden Inkubation bei 30 °C (1-5) bzw. bei 42 °C (6-10) in Schiit-
telkultur. Zur Immunmarkierung wurde als primédrer Antikoper ein affinitdtsgereinigter Kaninchen:a-MtFtsZ1
AK (siehe Abschnitt 2.2.17.1) und als sekundédrer AK ein AP-gekoppelter AK verwendet. Das rekombinante
MtFtsZ1-Protein in der erwarteten Grofle von 38,5 kDa ist durch einen Pfeil markiert.

3.3.3.3 Produktion von rekombinantem MtFtsZ1-Protein

Die heterologe Expression von MtFtsZ1-Protein wurde einerseits zur Erzeugung von Anti-
korpern mit dem Ziel einer Immunlokalisierung in mykorrhizierten Wurzeln, andererseits mit
dem Ziel der funktionellen Charakterisierung durchgefiihrt. Dafiir wurde die gesamte kodie-
rende MitfisZ1-Sequenz als Xhol/BamHI-Fragment in den Expressionsvektor pET28a(+) so
kloniert, dass eine im Vektor kodierte N-terminale 6xHistidinsequenz (His-tag) angefiigt
wurde (siche Abschnitt 2.2.13.4).

Das Plasmid pET28MtftsZ1 wurde in E. coli DH5a vermehrt und nach Sequenziiberpriifung
(Medigenomix) in die Expressionsstimme BL21 CodonPlus® (DE3) RP und RIL transfor-
miert (siche Abschnitt 2.1.3 und 2.2.4.1). Eine Western Blot-Untersuchung des Gesamtpro-
teins, des 10slichen und unldslichen Proteins fand durch den Nachweis der N-terminalen
6xHistidinsequenz mit Hilfe eines entsprechenden primiren Antikdrpers und eines an
AP gekoppelten Sekundirantikorpers statt (siehe Abschnitt 2.2.12.3). Im Gesamtprotein und
unldslichen Protein beider Expressionsstimme zeigten sich eine starke (39 kDa) und zwei
schwichere Banden (37 kDa und 42 kDa; Abbildung 3.18 a), bei einer theoretisch errechneten
GroBe von 47,5 kDa. In 16slicher Form war MtFtsZ1 nicht nachweisbar (Abbildung 3.18 b).
Mit Protein aus den Stimmen RIL und RP, die mit leerem Vektor transformiert worden wa-
ren, wurde keine Bande detektiert. RPpET28MtFtsZ1 wurde fiir die Proteinexpression weiter-
verwendet.

Das rekombinante MtFtsZ1-Protein wurde auch durch einen Antikorper gegen AtFtsZ1-1 aus
Arabidopsis thaliana (zur Verfiigung gestellt von K. Osteryoung, Michigan State University)
erkannt. Dieser Antikrper ist gegen eine leicht zugéngliche konservierte Peptidstruktur
(EGRKRSLZALEAIEK) gerichtet (Stokes et al., 2000), die auch in MtFtsZ1 vorkommt. Da-
bei wurde jeweils eine stirkere Bande im Gesamtprotein und im aufgereinigten Protein (iiber

60



Ni-NTA Spinsdulen gereinigte Inclusion Bodies) mit einem berechneten Molekulargewicht
von 46 kDa detektiert (Abbildung 3.18 c).

Expressionsversuche bei 30 °C mit variierenden IPTG-Konzentrationen (0,1 bis 1 mM) fiihr-
ten nicht zur Produktion von Idslichem Protein, so dass davon auszugehen war, dass
HisMtFtsZ1 ausschlieBlich als nicht funktionsfihiges Protein in Einschlusskoérperchen (Inclu-
sion Bodies) abgelagert wurde. Die Untersuchung von IPTG-induzierten und nicht induzier-
ten RPpET28MtFtsZ1-Bakterien unter dem Lichtmikroskop mit Differentialinterferenzkon-
trast (DIC) zeigte keinen Unterschied in der Bakterienldnge, demnach war die Teilungsfahig-
keit nicht beeintrachtigt.

Als Inkubationsbedingung fiir Produktion einer optimalen Proteinmenge von MtFtsZ1 wurde
die Induktion mit 1 mM IPTG bei 37 °C wihrend 6 bis 7 Stunden ermittelt. Fiir die Gewin-
nung von funktionellem Protein in I6slicher Form wurde in weiteren Versuchen die
MtFtsZ1a-Sequenz ohne putative Plastidensignalsequenz eingesetzt.

3.3.3.4 Produktion von rekombinantem HisMtFtsZ1a-Protein

Um l6sliches rekombinantes Protein zu produzieren, wurde die kodierende MtFtsZ1-Sequenz
ohne die putative Plastidensignalsequenz (ohne die ersten 159 Nukleotide; entsprechend 53
Aminoséduren) als Xhol/BamHI-Fragment so in pET28a(+) kloniert, dass eine im Vektor ko-
dierte N-terminale 6xHistidinsequenz (His-tag) angefiigt wurde (siche Abschnitt 2.2.13.4).
Das Plasmid pET28MtFtsZ1a wurde nach Sequenziiberpriifung in den Expressionsstamm
BL21 CodonPlus® RP transformiert (RPpET28MtFtsZ1a). Nach IPTG-Induktion bei 37 °C
wurde l0sliches Protein nur in Spuren produziert. Allerdings bewirkte die Expression von
HisMtftsZla im Gegensatz zur Expression von HisMtfisZ1 das Auftreten langgestreckter
Bakterien. Das deutete auf einen Anteil funktionellen Proteins hin, welches mit FtsZ aus
E. coli interferierte und die Zellteilung storte (Abbildung 3.19).

Durch Expression bei 30 °C wurde neben einer grofleren Menge unldslichen Proteins auch ein
geringer Anteil l9slichen Proteins produziert. Nach Testung verschiedener IPTG-Konzentra-
tionen (0,1 bis 1 mM) zeigte sich, dass durch Induktion mit 1 mM IPTG die gro3te Menge an
16slichem Protein gebildet wurde. Im Western Blot wurde nach Markierung des 6xHistidin-
Restes und Detektion durch AP-Reaktion eine Bande mit einem scheinbaren Molekularge-
wicht von ca. 42 kDa erhalten. Dieser Wert stimmte gut mit der erwarteten GroBe von
41,8 kDa (Berechnung durch EditSeq) iiberein. Eine Expression bei 30 °C nach Induktion mit
1 mM IPTG iiber 14 bis 16 Stunden fiihrte zu einer besseren Ausbeute an 16slichem Protein
als mit 0,5 mM IPTG. Auch unter diesen Bedingungen wurde allerdings schidtzungsweise
zehnmal mehr unldsliches als 16sliches Protein produziert.
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Abbildung 3.18 Nachweis der fisZI-Expression von RPpet28MtFtsZ1 iiber Western-Blot-Analyse. Als sekundidrer AK
wurde ein AP-gekoppelter AK verwendet.

a) unlosliches Protein nach 3 h Induktion mit | mM IPTG bei 37 °C; Markierung mit dem Maus:a-His AK

b) 1sliches Protein nach 3 h Induktion mit 1 mM IPTG bei 37 °C; Markierung mit dem Maus:o-His AK

¢) unlosliches Protein nach 7 h Induktion mit | mM IPTG bei 37 °C; Markierung mit dem Kaninchen:a-AtFtsZ1-1 AK

Als GroBenmarker wurde bei a) und b) Full Rainbow™ RPN800 (Amersham), bei ¢) #SM0441 (Amersham) verwendet.

Abbildung 3.19 Lichtmikroskopische Aufnahme (DIC; Axioskop II: 63xObjektiv) von RPpET28MtFtsZla
(Expression von HisMtftsZ1a; ohne Plastidentargetsequenz) nach 17 h Schiittelkultur bei 37 °C:

a) nach Induktion mit 1 mM IPTG

b) nicht induzierte Kontrolle
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3.3.3.5 Aufreinigung von unloslichem rekombinanten HisMtFtsZ1 und HisMtFtsZla

Fiir die Gewinnung spezifischer Antikorper gegen MtFtsZ1 war es erforderlich, eine mog-
lichst reine Proteinfraktion zu gewinnen. Die Fusion der 6xHistidinsequenz mit dem zu reini-
genden Protein erlaubte durch Komplexbildung mit Nickel eine Isolierung des Proteins. Die
Aufreinigung fand tliber Ni-NTA Spinsdulchen unter denaturierenden Bedingungen statt
(siche Abschnitt 2.2.14.1; Novagen, 2002). In Abbildung 3.20 sind die einzelnen Fraktionen
der Reinigung von HisMtFtsZ1 dargestellt; 3.20 a zeigt ein Coomassie gefiarbtes SDS-PAG
und 3.20 b den entsprechenden Western Blot nach Immunmarkierung durch einen Mausanti-
korper gegen die 6xHistidinsequenz und einen an AP gekoppelten Sekundérantikorper. Die
Elutionsfraktionen enthielten stark angereichertes HisMtFtsZ1 mit geringen Verunreinigun-
gen durch Fremdproteine. Im Western Blot war in beiden Elutionsfraktionen jeweils eine
starkere Bande sichtbar. Auch in der Durchflussfraktion war HisMtFtsZ1 nachweisbar, ver-
mutlich wegen der begrenzten Bindungskapazitét der Sdulchen. Ein dhnliches Bild ergab sich
bei der Aufreinigung von unldslichem rekombinanten HisMtFtsZ1a ohne putative Plastiden-
signalsequenz.

a) [kDa] 1 2 3 4 5 6 b) [kDa] 1 2 3 4 5 6
118 — 118 =
a5 85 =
47 47 —
36 36 =—
26 26 =

Abbildung 3.20 Reinigungsfraktionen von unldslichem rekombinanten HisMtFtsZ1 (6 h Induktion mit 1mM
IPTG) nach Behandlung mit Ni-NTA-Spinséulchen. Fraktionen: 1) Durchfluss; 2) und 3) Waschfraktionen mit
pH 6,3; 4) Waschfraktion mit pH 5,9; 5) und 6) Elutionsfraktionen mit pH 4,5. Es wurde jeweils 12,5 pl Protein-
l6sung aufgetragen.

a) Coomassie gefirbtes Polyacrylamidgel

b) Western Blot: Immunmarkierung durch einen Mausantikorper gegen die 6xHistidinsequenz und einen AP-
gekoppelten Sekundérantikorper

3.3.3.6 Isolierung und Aufreinigung von Inclusion Bodies (IB)

Eine Moglichkeit, unldsliches Protein nach Uberexpression in relativ reiner Form zu gewin-
nen, ist die Isolierung von IB (Rudolph et al., 1997); Abschnitt 2.2.8.3). Die elektrophoreti-
sche Auftrennung solubilisierter IB von HisMtFtsZ1 zeigte nach Fiarbung mit Coomassie-
Blau drei Banden von etwa 35, 38 und 46 kDa. Die grofite Bande entsprach dabei anndhernd
der erwarteten Grofle (47,5 kDa). Nach Isolierung der IB von HisMtFtsZ1a (ohne Plastiden-
signalsequenz) zeigte sich eine Hauptbande mit einem scheinbaren Molekulargewicht von
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42 kDa (erwartet: 41,8 kDa). Die IB wurden zur weiteren Entfernung von Verunreinigungen
durch Fremdprotein einer Aufreinigung liber Ni-NTA Spinsdulchen, wie im Abschnitt 3.3.3.5
beschrieben, unterzogen.

3.3.3.7 Expression und Aufreinigung von loslichem HisMtFtsZ1a

Zur Gewinnung einer maximalen Proteinmenge von nativem HisMtFtsZ1a wurde die Protein-
produktion im E. coli-Expressionsstamm RPpET28MtFtsZ1la 14 bis 16 Stunden mit 1 mM
IPTG induziert. Das 16sliche rekombinante Protein wurde wie in Abschnitt 2.2.8.1 beschrie-
ben isoliert. Eine Proteinaufreinigung unter nativen Bedingungen wurde ebenfalls iiber Ni-
NTA Spinsdulen (Qiagen) gemél Abschnitt 2.2.14.2 durchgefiihrt. In Abbildung 3.21 sind die
Fraktionen der Aufreinigung dargestellt; 3.21 a zeigt ein mit Coomassie Blau gefarbtes SDS-
PAG und 3.21 b den entsprechenden Western Blot nach Immunmarkierung der
6xHistidinsequenz und Detektion mit Hilfe eines AP-gekoppelten Sekunddrantikorpers. Die
Elutionsfraktionen zeigten eine starke Anreicherung von gereinigtem Protein und wenig Ver-
unreinigung durch Fremdproteine. Die detektierte Proteinbande von 42 kDa entsprach dem
erwarteten Molekulargewicht von 41,8 kDa.

Zur Gewinnung und Konzentrierung von reinem nativen HisMtFtsZ1a wurde eine Mehrfach-
beladung der Ni-NTA-Spinsdulchen durchgefiihrt. Eine weitere Konzentrierung der Protein-
16sung und Umpufterung mit dem Testpuffer (siche Abschnitt 2.2.9) fand durch Zentrifuga-
tion mit Centricon YM-30 statt.

a) [kDa] 1 2 3 4 5 6 b) [kDa] 1 2 3 4 5 6

118 = 118 =
85 =
85 =
47 -

47

36 -
36

Abbildung 3.21 Reinigungsfraktionen von léslichem rekombinanten HisMtFtsZ1a (14h ImM IPTG bei 30 °C)
nach Reinigung iiber Ni-NTA-Spinséulchen. Fraktionen: 1) Gesamtprotein; 2) Durchfluss; 3) und 4) Waschfrak-
tionen mit 20 mM Imidazol 5) und 6) Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol. Es wurden jeweils 10 ul
Proteinlosung aufgetragen.

a) Coomassie-gefarbtes PAG

b) Western Blot: Immunmarkierung durch einen Mausantikdrper gegen die 6xHis-Sequenz und AP-gekoppelten
Sekundérantikorper

Eine Stabilisierung des Proteins zum Aufbewahren bei -20 °C durch Zugabe von 10 % Glyce-
rol konnte nicht erreicht werden, weil dies zum Ausflocken des Proteins fiihrte. Auch nach
dem Einfrieren in fliissigem Stickstoff, gefolgt von einer Lagerung bei -20 °C und Auftauen,
kam es zu Ausflockungen. Wegen der fehlenden Stabilisierungsmoglichkeit konnte das Pro-
tein nur direkt nach Aufreinigung und Konzentrierung fiir funktionelle Tests verwendet wer-
den.
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3.3.3.8 TEM-Analyse des in vitro-Selfassembly von HisMtFtsZla

Zur Feststellung, ob 16sliches rekombinantes HisMtFtsZ1a ohne putative Signalsequenz wie
FtsZ aus Prokaryoten in vitro die Fihigkeit zur Bildung von Filamenten (Selfassembly) be-
sitzt, wurde eine TEM-Analyse (TEM = Transmissionselektronenmikroskopie) durchgefiihrt.
Das losliche HisMtFtsZ1a-Protein entspricht wahrscheinlich der im Stroma von Plastiden
auftretenden Form. In diesem Zusammenhang interessierte insbesondere die Rolle von GTP
und Mg”" und die Frage, ob ein Ca®*-Zusatz eine stabilisierende Wirkung auf eine Filament-
bildung hat.

Die Ansidtze zur Untersuchung des Selfassembly mit je 7,3 pM HisMtFtsZ1a (0,3 mg/ml)
wurden mit den folgenden Zusédtzen 30 Minuten bei 37 °C und pH 7,5 inkubiert:1) 1 mM
GTP und 5 mM Mg*"; 2) 1 mM GTP, 5 mM Mg*" und 5 mM Ca®"; 3) I mM GTP; 4) 5 mM
Mg*“und 5) ohne Zusitze (Kontrolle).

Zur Visualisierung im TEM fand eine Kontrastierung mit Phosphorwolframséure statt. Diese
Arbeiten sowie die Elektronenmikroskopie-Aufnahmen wurden zusammen mit Dr. Gerd
Hause (Biozentrum Halle) durchgefiihrt (sieche Abschnitt 2.2.15.2).

Eine Bildung von Protofilamenten fand in allen Ansétzen mit Ausnahme der Kontrolle statt,
dort zeigten sich nur kliimpchenartige Ausfidllungen. Bei geringer VergroBerung (3.000 und
12.000x) zeigten sich in Gegenwart von GTP blattartige Strukturen. Bei 50.000facher Ver-
groBerung wurde sichtbar, dass es sich um eine vorwiegend parallele Aneinanderlagerung
einzelner Protofilamente mit einem Durchmesser von 10 bis 12 nm handelte (Abbildung
3.22 a). Einzelne Filamentenden bildeten in Gegenwart von GTP und Abwesenheit zweiwer-
tiger Kationen eine kurvenformige Struktur aus (Abbildung 3.22 a). Der Zusatz von Ca”" hatte
keine sichtbaren Auswirkungen. Nach Zusatz von Mg”" allein bildeten sich nur sehr kurze
Filamente, die meist einzeln, zum Teil auch doppelt nebeneinander lagen (Abbildung 3.22 b).

»

L =

Abbildung 3.22 TEM-Aufnahmen der Protofilamentbildung von 7,3 uM (0,3 mg/ml) HisMtFtsZ1a nach 30 min
Inkubation bei 37 °C und pH 7,5:

a) in Gegenwart von 1 mM GTP, der Pfeil markiert ein kurvenférmiges Filamentende;

b) in Gegenwart von 5 mM Mg **; die kurzen Einzelfilamente sind durch Pfeile markiert.

3.3.3.9 GTPase-Test

Der Nachweis der GTPase-Aktivitit des 16slichen rekombinanten HisMtFtsZla wurde zu-
nichst als gekoppelter fluorimetrischer Nachweis nach Sossong et al. (1999) geplant und nach
einer Reihe von Vorversuchen als HPLC-Methode etabliert. Bei dem fluorimetrischen
Nachweis handelte es sich um eine indirekte Bestimmung der Phosphatfreisetzung, die zur
Bildung von 7-Methylguanin fiihrte, verbunden mit einer Fluoreszenzabnahme. Durch einen
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flachen Gradienten mit 1,5 % Phosphorsdure/Acetonitril war eine gute Trennung von Methyl-
guanosin (Ausgangssubstanz) und Methylguanin (Produkt) zu erreichen. Auf Grund des aro-
matischen Charakters konnte auch die Absorption beider Substanzen mit einem Photodioden-
arraydetektor (PAD) bestimmt werden, wodurch intensivere Signale erhalten wurden, als
durch Fluoreszenzbestimmung. Da jedoch auch GTP und GDP iiber ihre Absorption im UV
bestimmbar waren, wurde der direkte Nachweis dieser Verbindungen der gekoppelten Reak-
tion vorgezogen.

Die chromatographische Trennung von GDP und GTP gelang nach mehreren Versuchen mit
verschiedenen Gradienten erst durch einen Gradienten aus 100 mM Phosphatpuffer
pH 5/Acetonitril (siche Abschnitt 2.2.15.1.; Abbildung 3.23). Vorversuche fiir die Entwick-
lung des GTPase-Assays wurden mit HisMtFtsZ1a durchgefiihrt, welches nach Glycerolzu-
satz Ausflockungen gezeigt hatte, jedoch noch eine geringe GTPase-Aktivitit besaf3. Die Zu-
ordnung der Peaks fiir GTP und GDP wurde nach Kochromatographie mit den Standardver-
bindungen durch entsprechende Peakerh6hungen ermittelt. Abbildung 3.23 zeigt die Tren-
nung der beiden Verbindungen und das Absorptionsspektrum von GTP.

Aktivitdtstests mit gereinigtem nativen HisMtFtsZla wurden zunédchst wie bei der Selfas-
sembly-Untersuchung mit 7,3 pM (0,3 mg/ml) HisMtFtsZ1a, HEPES-Puffer (pH 7,5) und
5 mM Mg*" durchgefiihrt. Die GTP-Konzentration wurde in Anlehnung an (Sossong et al.,
1999) mit 200 uM niedriger gewdhlt als fiir die TEM-Untersuchung der Protofilamentbildung
(1 mM GTP). Nach Inkubation bei 37 °C erfolgte eine 10-miniitige Hitzeinaktivierung bei
95 °C.

Als Negativkontrolle fand jeweils die gleiche Behandlung ohne Protein und mit 0,4 mg/ml
BSA statt. Ein Test mit 7,3 uM (0,3 mg/ml) zuvor hitzebehandeltem HisMtFtsZ1a
(10 Minuten 95 °C) zeigte, dass keine vollstdndige Inaktivierung des Proteins erreicht wurde.
Nach 16 Stunden Inkubation des zuvor hitzebehandelten HisMtFtsZ1a bei 37 °C war ca. 30 %
des GTP hydrolysiert. Unter den gleichen Bedingungen fand dagegen mit 0,4 mg/ml BSA
anstelle von HisMtFtsZ1a nur 6 % und ohne Protein 10 % Hydrolyse des GTP statt. Durch
Lagerung auf Eis nach der Hitzebehandlung von HisMtFtsZ1la konnte eine weitere GTP-
Hydrolyse nach Beendigung der Assays vermieden werden. Deshalb wurden die Proben bei
der Untersuchung der Zeitkinetik und Sattigungskinetik bis zur Aufgabe in die HPLC auf Eis
gelagert. Die GTP-Hydrolyse wurde durch Vergleich der Peakflichen von GTP und GDP
bestimmt.

In Gegenwart von 7,3 uM (0,3 mg/ml) HisMtFtsZ1a war bereits nach 30 Minuten die gesamte
GTP-Menge hydrolysiert. AuBerdem bildete sich neben GDP ein neuer Peak mit einer Reten-
tionszeit von ca. 11 Minuten (Abbildung 3.24). Dabei handelte es sich nicht wie zunéchst
vermutet um GMP, sondern um Guanosin, was durch Kochromatographie mit den Standard-
substanzen festgestellt wurde. Die entstandene GMP-Menge war nach 16 Stunden Inkubation
bei 37 °C hingegen gering (Abbildung 3.24). Um festzustellen, ob Guanosin durch spontane
Hydrolyse von GTP oder GDP entstanden war, wurde eine Inkubation von jeweils 200 uM
GDP und GTP in Testpuffer bei 37 °C iiber 17 Stunden durchgefiihrt, gefolgt von einem
zehnminiitigen Erhitzen auf 95 °C. Sowohl GDP als auch GTP zeigten unter diesen
Bedingungen keine signifikante Hydrolyse. Demnach musste die Entstehung von Guanosin
auf die Aktivitidt von HisMtFtsZ1a zuriickzufiihren sein.
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Abbildung 3.23 HPLC-Trennung eines GTPase-Testansatzes mit 2 puM (0,085 mg/ml) HisMtFtsZ1a,
200 uM GTP und 5 mM Mg*" nach 15 min Inkubation bei 37 °C unter Standardbedingungen (Abschnitt
2.2.15.1). Im eingefiigten Kasten ist das Spektrum von GTP dargestellt. Die Identitét der Peaks wurde durch
Kochromatographie mit Standardsubstanzen (UV/Vis-Absorption) bestimmt.
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Abbildung 3.24 HPLC-Diagramm nach 16 h Inkubation von 7,3 uM (0,3 mg/ml) HisMtFtsZ1a mit 200 uM
GTP und 5 mM Mg** bei 37 °C, gefolgt von einer Hitzeinaktivierung durch 10 min Behandlung bei 95 °C. Die
Trennung fand iiber einen flachen Gradienten von 100 mM Phosphat (pH 5)/Acetonitril statt. Die Identitét der
Peaks wurde durch Kochromatographie mit den Standardsubstanzen bestimmt.
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3.3.2.7.1 GTPase-Test: Zeitkinetik und Sdttigungskinetik

Wegen des sehr schnellen GTP-Umsatzes bei 7,3 uM (0,3 mg/ml) HisMtFtsZ1a wurden fiir
die Aufnahme einer Zeitkinetik nur 2 uM (0,08 mg/ml) HisMtFtsZ1a eingesetzt. Die Durch-
flihrung des GTPase-Tests und die HPLC-Trennung fand unter Standardbedingungen in Test-
puffer statt (Abschnitt 2.2.15.1). Durch die GTP-Zugabe (Endkonzentration 200 uM) wurde
die Reaktion gestartet (siche Abschnitt 2.2.15.1). Als Inkubationszeiten wurden 5, 15, 30, 90
und 120 Minuten gewahlt. Der Extinktionskoeffizient des GDP wurde aus einer Eichreihe fiir
verschiedene GTP-Konzentrationen iibernommen (sieche Abschnitt 2.2.15.1). Abbildung 3.25
zeigt ein Diagramm mit der Darstellung der GDP-Entstehung in Abhédngigkeit von der Zeit.
Aus diesem Diagramm wurde entnommen, dass sich eine Inkubationszeit von 15 Minuten im
linearen Bereich der Reaktion befand. Diese Zeit wurde als Grundlage fiir die Durchfithrung
einer Séttigungskinetik verwendet.

Eine Untersuchung zur GTP-Sattigung des HisMtFtsZ1a-Proteins wurde unter den im vorigen
Abschnitt ermittelten Bedingungen durchgefiihrt. Jeweils 2 uM (0,08 mg/ml) HisMtFtsZ1a
wurde 15 Minuten bei 37 °C mit GTP in einer Konzentration von 10 pM bis 30 mM inku-
biert.

Es zeigte sich, dass bis zu einer GTP-Konzentration von 30 mM keine Séttigung erreichbar
war. Die GTP-Hydrolyse nahm dabei etwa ab 0,4 mM GTP proportional zur GTP-Konzentra-
tion zu (Abbildung 3.26). Eine Auftragung der Daten nach Lineweaver-Burk (v'/cgre™) ergab
nur bei den vier niedrigsten GTP-Konzentrationen (10 bis 200 uM) eine annihernd lineare
Korrelation (Abbildung 3.27). Diese Gerade wurde extrapoliert und aus den Schnittpunkten
mit der X-Achse und der Y-Achse die scheinbaren Ky- und Vp,-Werte bestimmt (Abbildung
3.28). Fir 2 pM HisMtFtsZla (0,08 mg/ml) betrug demnach bei pH 7,5 und 37 °C der
scheinbare Ky-Wert 32 uM GTP. Dieser Wert liegt anndhernd in der GroBenordnung fiir FtsZ
aus E. coli (Ky: 82 uM GTP fiir 5 pM FtsZ; (Sossong et al., 1999). Fiir die scheinbare maxi-
male Reaktionsgeschwindigkeit V,.x wurde ein Wert von 8,8 pmol/s berechnet. Auf das Pro-
teingewicht bezogen bedeutet das einen Wert von 1,05 pkat/mg Protein.
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Abbildung 3.25 GTPase-Zeitkinetik: Diagramm der GDP-Entstehung in Abhédngigkeit von der Zeit. Die Be-
stimmung der GTPase-Aktivitit wurde mit 2 pM HisMtFtsZ1a und 200 pM GTP unter Standardbedingungen

iiber HPLC (Abschnitt 2.2.15.1) durchgefiihrt. Den Werten sind die Standardabweichungen als Fehlerbalken
zugeordnet.
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Abbildung 3.26 Dirckte Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit der GTPase-Reaktion (Standardansatz mit
2 uM HisMtFtsZ1a) gegen die eingesetzte GTP-Konzentration (10 pM bis 30 mM) nach HPLC-Bestimmung
unter Standardbedingungen (2.2.15.1). Den Werten sind die Standardabweichungen als Fehlerbalken zugeordnet.
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Abbildung 3.27 Auftragung der reziproken Werte der Reaktionsgeschwindigkeit der GTPase-Reaktion (Stan-
dardansatz mit 2 uM HisMtFtsZ1a) gegen die reziproken Werte der eingesetzten GTP-Konzentration (10 uM bis

30 mM) nach HPLC-Bestimmung unter Standardbedingungen (2.2.15.1) nach Lineweaver-Burk. Den Werten
sind die Standardabweichungen als Fehlerbalken zugeordnet.
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Abbildung 3.28 Auftragung der reziproken Werte der Reaktionsgeschwindigkeit der GTPase-Reaktion (Stan-
dardansatz mit 2 pM HisMtFtsZ1a) gegen die reziproken Werte der eingesetzten GTP-Konzentration (10 uM bis
200 uM; das heif3t, die 4 niedrigsten Konzentrationen von Abbildung 3.27) nach HPLC-Bestimmung unter Stan-
dardbedingungen (2.2.15.1) nach Lineweaver-Burk. Den Werten sind die Standardabweichungen als Fehlerbal-
ken zugeordnet. Aus dem Schnittpunkt mit der X-Achse wurde ein scheinbarer Ky-Wert von 32 uM GTP und
aus dem Schnittpunkt mit der Y-Achse eine scheinbare maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 8,8 pmol/s
(1,05 pkat/mg Protein) errechnet.

3.3.4 Immunlokalisierung von MtFtsZ1 in M. truncatula

3.3.4.1 Erzeugung von heterologen a-MtFtsZI-Antikorpern in Kaninchen

Fiir die Immunisierung von zwei Kaninchen zur Antikérperproduktion wurde die Proteinpro-
duktion im Expressionsstamm RPpET28MtFtsZ1 sieben Stunden bei 37 °C mit IPTG indu-
ziert. Das unldsliche Protein wurde wie in Abschnitt 3.3.3.6 beschrieben als Inclusion Bodies
nach Rudolph et al. (1997) isoliert und solubilisiert. Das erhaltene Protein wurde iiber Ni-
NTA-Spinsdulchen affinitdtsgereinigt (siche Abschnitt 3.3.3.5) und anschlieend iiber Centri-
con YM-10 konzentriert. Danach wurde eine SDS-PAGE mit einem 10-prozentigem Gel
(16 x 16 cm) durchgefiihrt. Pro Bahn wurden 100 pg Protein aufgetragen. Die jeweils stérkste
Bande (mindestens 70 pg Protein) in anndhernd der erwarteten Grof3e wurde ausgeschnitten
und an Eurogentec geschickt. Eurogentec fiihrte eine vierfache Immunisierung von 2 Kanin-
chen (SA3084 und SA3085) durch (siche Abschnitt 2.2.16.1). Im Western Blot wurde durch
beide Antiseren (Verdiinnung 1:3.000) bei 100 ng aufgereinigtem HisMtFtsZ1 eine starke und
zwel schwichere Banden in der gleichen Gro3e wie durch den a-6xHis-Antikorper detektiert.
In den Bahnen mit 200 ng Gesamtprotein aus RPpeT28MtFtsZ1 und 8 pg Blattprotein von
M. truncatula konnte keine Bande in der erwarteten Grofle nachgewiesen werden. Deshalb
wurde zur Erh6hung der Spezifitit eine Affinitdtsreinigung der Antikorper durchgefiihrt. Da
mit Praiimmunserum von Kaninchen SA3084, nicht aber mit Praimmunserum von Kaninchen
SA3085, im Western Blot mit Bakterienextrakt schwache unspezifische Banden auftraten,
wurde das Antiserum von SA3085 weiterverwendet.
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3.3.4.2 Aufreinigung des o-MtFtsZ1-Kaninchen-Antiserums an Affinitdtssdulen

Eine Affinititsaufreinigung der Kaninchen:a-MtFtsZ1-Antikorper wurde mit Ni-NTA-Spin-
sdulchen nach der in der Dissertation von Fester (1996) beschriebenen Methode in Anlehnung
an Gu et al. (1994) unter Verwendung solubilisierter IB durchgefiihrt (siche Abschnitt
2.2.17.1) Ein Vergleich der Spezifitit des ungereinigten Serums im Vergleich zum affinitéts-
gereinigten AntikOrper ist in Abbildung 3.29 am Beispiel des Nachweises von FtsZ1 im
Blattprotein von M. truncatula dargestellt. Der affinititsgereinigte Antikorper erkannte im
Blattprotein eine Bande in der erwarteten GroBBenordnung, wihrend das ungereinigte Serum
eine stirkere Kreuzreaktivitit zeigte. Es konnte also davon ausgegangen werden, dass der
gereinigte Antikorper eine ausreichende Spezifitét flir eine mikroskopische Immunlokalisie-
rung aufwies.

a) [kDa] b) [kDa]
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Abbildung 3.29 Vergleich des Nachweises von FtsZ1 im Gesamtprotein aus Bléttern von M. truncatula im
Western Blot (Detektion mit dem ECL-Plus-System) mit einer 1:500 Verdiinnung a) des nicht gereinigten
a-MtFtsZ1-Kaninchen-Antiserums (SA3085) und b) des a-MtFtsZ1-AKs nach Reinigung iiber Affinitatssaul-
chen. Das Blattprotein wurde nach Meyer et al. (1988) isoliert. Die Bande in der erwarteten Grofe (ca. 38 kDa)
wurde mit einem Pfeil markiert.

3.3.4.3 Detektion von MtFtsZ1 in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula mit dem affini-
titsgereinigten Kaninchen:o-MtFtsZ1-Antikorper im Western Blot

Zur Untersuchung, ob in Korrelation zur Plastidenvermehrung um Arbuskeln FtsZ1 als
Plastidenteilungsprotein in mykorrhizierten Wurzeln in erhohter Menge vorlag, wurde der
affintdtsgereinigte Kaninchen:a-MtftsZ1-Antikorper in einer Western Blot-Analyse einge-
setzt. Dafiir wurde 16sliches Protein aus M. fruncatula-Wurzeln und -Blittern nach der in Ab-
schnitt 2.2.8.6 beschriebenen Methode isoliert. Als Vergleich diente 1 pl einer 1:100 Verdiin-
nung der 2. Elutionsfraktion von 16slichem HisMtFtsZ1a nach Reinigung iiber Ni-NTA Spin-
sdulchen. Diese Menge entsprach ca. 1 ng Protein und war im Coomassieblau gefiarbten PAG
nicht mehr detektierbar. Die Menge an FtsZ1 in 14 pg l6slichem Protein aus Wurzeln und
Blattern von M. truncatula lag aber offensichtlich noch darunter (Abbildung 3.30). Anstelle
einer Bande in der erwarteten Gréfle von 38 kDa wurden mehrere Banden von einem schein-
baren Molekulargeweicht von 65 kDa detektiert. In Abbildung 3.30 b deuten sich auch noch
Banden mit einem héheren Molekulargewicht an (Bahn 6,7 und 8). Eine erhohte FtsZ1-Pro-
teinmenge (in den 10 Wochen alten mykorrhizierten Wurzeln) gegeniiber Kontrollwurzeln
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konnte nicht festgestellt werden. Die detektierte FtsZ1-Bande aus Blattextrakten war in die-
sem Fall nur sehr schwach. Meistens wurde jedoch im Proteinextrakt aus Bléttern eine hohere
FtsZ1-Menge gefunden als in Wurzeln.

a) 12 3 456 7 8 b) 12 3 456 7 8
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Abbildung 3.30 ECL-Detektion von MtFtsZ1 in 16slichem Protein (14 pg pro Bahn) aus M. truncatula nach
Markierung mit dem aufgereinigten Kaninchen:a-MtFtsZ1-AK. Die Western Blots sind in a) und b) dargestellt,
die dazugehorigen Coomassie-gefarbten Polyacrylamidgele in c) und d).

Gi = 10 Wochen mit G. intraradices mykorrhizierte Wurzeln; Gm = 10 Wochen mit G. mosseae mykorrhizierte
Wurzeln; B = Blatt; E = 1 pl einer 1:100 Verdiinnung der zweiten Elutionsfraktion nach Aufreinigung von 16sli-
chem rekombinanten HisMtFtsZ1a iiber Ni-NTA Spinsédulen als Vergleich (ca. 1 ng)

3.3.4.4 Erzeugung heterologer a-MtFtsZI-Antikérper in Meerschweinchen und Affinitdtsrei-
nigung
Eine Moglichkeit fiir die Visualisierung von Wurzelplastiden war die Detektion eines nur in
Plastiden vorkommenden Proteins. Zur Immunlokalisierung des plastiddren Enzyms DXR
(sieche Abschnitt 1.1.3) aus Mais konnte dafiir ein Kaninchen-Antiserum verwendet werden
(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Joachim Hans). Fiir eine Kolokalisierung
von FtsZ1 mit diesem Protein in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula war der Einsatz
von Primérantikérpern aus zwei unterschiedlichen Organismen erforderlich. Deshalb fand
zusdtzlich eine Immunisierung von Meerschweinchen statt. Fiir die Immunisierung wurde in
diesem Fall unlosliches rekombinantes HisMtFtsZ1a-Protein ohne putative Plastidensignal-
sequenz nach Affinititsreinigung iiber Ni-NTA-Spinsdulchen und PAGE-Auftrennung als
Gelstiickchen eingesetzt (siehe Abschnitt 2.2.16.1). Durch Eurogentec wurde die vierfache

72



Immunisierung von zwei Meerschweinchen (SA271 und SA272) mit jeweils ca. 25 pg Protein
tiber einen Zeitraum von drei Monaten durchgefiihrt.

Eine Erhohung der Spezifitit des Meerschweinchen:a-MtFtsZ1-Antikorpers durch Reinigung
tiber Affinitdtssdulchen, wie in Abschnitt 3.3.4.2 beschrieben, war nicht erfolgreich. Sowohl
im Western Blot, als auch nach Immunlokalisierung im Blatt zeigten sich weitgehend unspe-
zifische Signale. Aus diesem Grund wurde versucht, eine Affinitdtsreinigung wie in der Dis-
sertation von Hans (2003) beschrieben, durchzufiihren (sieche Abschnitt 2.2.17.2). In Abbil-
dung 3.31 ist die Detektion von 16slichem rekombinanten HisMtFtsZ1la mit ungereinigtem
Antiserum und nach der Reinigung iiber einen Affinitdtsblot dargestellt. Die Signale waren
mit dem ungereinigten Antiserum stdrker (Abbildung 3.31 a), mit dem gereinigtem Antikor-
per konnte HisMtFtsZla jedoch als Hauptbande anndhernd in der erwarteten Grofe
(41,8 kDa) nachgewiesen werden (Abbildung 3.31 b). Dieses Signal erhohte sich in Ab-
héngigkeit von der Proteinkonzentration von ca. 1 ng bis 7 ng HisMtFtsZ1a. Ein Western Blot
mit 16slichem Protein aus M. truncatula zeigte schwichere Signale als nach Einsatz des gerei-
nigten Kaninchen-Antikorpers bei der gleichen Auftragung wie in Abbildung 3.30. Auch hier
zeigten sich nur Banden in einem hoheren Molekulargewichtsbereich als erwartet. Ein Ver-
gleich der FtsZ1-Menge in zehn Wochen alten mykorrhizierten Wurzeln und Kontrollwurzeln
war auch in diesem Falle nicht moglich.
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Abbildung 3.31 ECL-Detektion der zweiten Elutionfraktion nach Aufreinigung von 16slichem rekombinanten
HisMtFtsZ1a iiber Ni-NTA-Spinsdulchen. a) mit ungereinigtem a-MtFtsZ1a-Antiserum von Meerschweinchen
SA 272 (1:1.000) b) mit dem Meerschweinchen:a-MtFtsZ1-AK nach Aufreinigung iiber einen Affinitatsblot
(1:1.000) (Siche Abschnitt 2.2.17.2). Die Proteinmenge entsprach bei a) und Bahn 1 in b) ca. 1 ng, die weiteren
Bahnen in b) enthielten jeweils ca. 2, 3, 4, 5, 6, und 7 ng Protein.

3.3.4.5 Detektion von FtsZ1-Ringen in Bldttern von M. truncatula

Die Detektion der typischen FtsZ1-Teilungsringe in Blattmesophyllzellen von M. truncatula
mit den gereinigten a-MtFtsZ1-Antikorpern aus Kaninchen und Meerschweinchen diente un-
ter anderem als Nachweis fiir die Antikorperspezifitit. In Proben, die mit 3 % Paraformalde-
hyd fixiert wurden, zeigten sich ringartige Strukturen hauptséchlich in der Ndhe der Schnitt-
flichen (Abbildung 3.32), nicht aber in tiefer liegenden Bereichen. Das deutete auf eine hohe
Instabilitdt der FtsZ1-Polymere hin, offensichtlich war eine sofortige Fixierung fiir den Erhalt
der Ringstrukturen notwendig. Um ein schnelleres Eindringen und damit einen schnelleren
Kontakt mit dem Fixativ zu erreichen, wurde in weiteren Versuchen eine MSB-Fixierungslo-
sung (MSB = Mikrotubuli stabilisierender Puffer) mit DMSO, Triton und 4 % Paraformalde-
hyd verwendet (siche Abschnitt 2.2.19.1). Damit gelang eine Verbesserung der Fixierung,
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aber ringartige Strukturen waren auch in jlingeren, noch nicht entfalteten Blittern oft nur in
der Néhe der Schnittflichen detektierbar. Die sofortige Eliminierung von Lufteinschliissen
war fiir den Kontakt mit Fixierungspuffer ein weiterer kritischer Punkt. Trotz sofortiger Va-
kuumbehandlung im Exsikkator war keine durchgéngige Sofortfixierung zu erreichen.

In Abbildung 3.32 sind FtsZ1-Markierungen durch den iiber Affinitdtssdulchen gereinigten
Kanininchen:a-MtFtsZ1-Antikorper (Abbildung 3.32 a) und den iiber Affintétsblot gereinig-
ten Meerschweinchen:a-MtFtsZ1-Antikorper (Abbildung 3.32 b) gezeigt. In beiden Fiéllen
sind ringartige Strukturen zu erkennen, die auf sich teilende Chloroplasten hinweisen und die
Spezifitit der Antikérper zeigen. Die punktformigen griinen Signale in Abbildung 3.29 b
konnten auf eine unzureichend schnelle Fixierung oder auf eine geringere Spezifitit im Ver-
gleich zu dem Kaninchen-Antikorper hindeuten. Der mittlere Durchschnitt der Ringe betrug
nach Detektion mit dem Kaninchen-Antikdrper ca. 6 pm (zehn Messungen) und mit dem
Meerschweinchen-Antikorper ca. 9 um (vier Messungen). Weil das Chlorophyll durch die
Ethanolbehandlung (siehe Abschnitt 2.2.19.1) ausgewaschen wurde, konnte seine rote Fluo-
reszenz hier nicht zur Visualisierung der Chloroplasten genutzt werden.

Abbildung 3.32 FtsZ1-Ringe (griin) in Blattmesophyllzellen von M. truncatula; fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen von 2 pM-Schnitten. Beispiele fiir Ringstrukturen wurden mit einem Pfeil markiert. Der 2. AK war
jeweils an Alexa Fluor 488 gekoppelt.

a) Markierung mit dem affinititsgereinigten Kaninchen:a-MtFtsZ1 Antikorper (1:500)

b) Markierung mit dem affinitétsgereinigten Meerschweinchen:a-MtFtsZ1 AK (1:500)

3.3.4.6 Detektion von FtsZl in nichtmykorrhizierten M. truncatula-Wurzeln mit dem affini-
titsgereinigten Kaninchen-Antikérper

Mit dem affinitétsgereinigten Kaninchen:a-MtFtsZ1 Antikorper konnte FtsZ1 in nicht my-
korrhizierten Wurzeln meist nur in Form piinktchenartiger Signale detektiert werden. In eini-
gen Fillen war es jedoch mdglich, ringartige Strukturen zu detektieren (Abbildung 3.33).
Wegen der geringen Grof3e konnten diese Formen jedoch erst mit der stirksten Vergroferung
(100er Objektiv) im Mikroskop erkannt werden. In Ubereinstimmung mit der hohen Plasti-
dendichte im Zentralzylinder (siche Abbildung 3.5) wurden solche Ringe fast ausschlieBlich
im Zentralzylinder beobachtet, was auf eine erhohte Teilungsaktivitit der Plastiden in diesem
Bereich hindeutete (Abbildung 3.33 a). In Abbildung 3.33 a sind im Zentralzylinder griin
markierte ringartige FtsZ1-Strukturen sowie rot markierte Xylemgefifie (Autofluoreszenz
nach Anregung mit 543 nm) zu erkennen. Der Durchmesser der FtsZ1-Ringe im Zentralzylin-
der der Wurzel war mit durchschnittlich 0,9 um (fiinf Messungen) deutlich kleiner als im

74



Blatt (6 bis 9 um), was der geringeren Plastidengréf3e in Wurzeln entspricht. In der Wurzel-
spitze zeigten sich FtsZ1-Ringe ebenfalls gehduft im Bereich des Zentralzylinders (Abbildung
3.33 b) mit vergleichbarer Ringgréf3e wie in Abbildung 3.33 a.

Abbildung 3.33 FtsZ1-Detektion mit dem affinitétsgereinigten Kaninchen:a-MtFtsZ1-AK (1:500) a) im Wur-
zelzentralzylinder (20 pm-Schnitt) und b) in einer Wurzelspitze (2 um-Schnitt) von M. fruncatula. Als zweiter
AK wurde Ziege:o-Kaninchen IgG Alexa Fluor” 488 (1:500) verwendet. Der Pfeil weist jeweils auf einen FtsZ-
Ring hin.

a) CLSM Projektion aus 22 Einzelbildern. FtsZ1-Signale sind durch die Falschfarbe Griin dargestellt, die Auto-
fluoreszenz der XylemgefaBe durch die Falschfarbe Rot.

b) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme: FtsZ1-Strukturen sind durch griine Fluoreszenz sichtbar.

3.3.4.7 Detektion von FtsZl in mykorrhizierten M. truncatula-Wurzeln mit dem affinitdtsge-
reinigten Kaninchen-Antikérper

Im Gegensatz zu nichtkolonisierten Wurzelrindenzellen konnten in der Umgebung intakter
Arbuskeln in kolonisierten Rindenzellen MtFtsZ1-Signale nach Immunlokalisierung mit dem
affinitdtsgereinigten Kaninchen:a-MtFtsZ1-Antikorper detektiert werden. Die Pilzstrukturen
wurden durch Fluoreszenzmarkierung mit WGA-TRITC sichtbar gemacht, wie bei Harrison
et al. (2002) und in der Dissertation von Hans (2003) beschrieben. In den meisten Fallen
wurde eine Vermehrung piinktchenformiger Signale insbesondere um feinverdstelte Ar-
buskeln beobachtet, die vermutlich ein jlingeres Stadium reprisentierten.

In einigen Fillen war es mdglich, ringartige Strukturen zu markieren. Abbildung 3.34 a zeigt
eine Projektion, 3.34 b einen einzelnen optischen Schnitt einer Arbuskel mit feinverdstelten
Strukturen. FtsZ1-Signale wurden gehéuft in der Umgebung der feinen Aste und deren Enden
detektiert. Diese Arbuskel reprédsentierte vermutlich ein jlingeres Stadium als die in Abbil-
dung 3.34 c und 3.34 d dargestellte Arbuskel mit dickeren, weniger verzweigten Hyphen und
einer geringeren Anzahl an FtsZ1-Signalen.

Allgemein wurde festgestellt, dass FtsZ1-Signale am haufigsten in der Umgebung von Ar-
buskeln mit fein verdstelter Struktur und schmalen Hyphen auftraten. Dabei waren in der Um-
gebung des Arbuskelstamms weniger Signale als im Bereich der Aste sichtbar. Die Anzahl
dieser Signale verringerte sich zunehmend in Umgebung von Arbuskeln mit dickeren Asten,
die wahrscheinlich ein édlteres Stadium repréisentierten. In Zellen mit degenerierten zusam-
mengeklumpten Arbuskeln wurde kein FtsZ1 mehr detektiert.
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Abbildung 3.34 CLSM-Aufnahmen der FtsZ1-Detektion (Falschfarbe Griin) in mykorrhizierten Wurzeln von
M. truncatula. Der Pilz wurde mit WGA-TRITC markiert und durch die Falschfarbe Rot dargestellt. Beispiele
fiir ringartige Strukturen wurden mit einem Pfeil markiert. Die Detektion von FtsZ1 wurde mit dem affinititsge-
reinigten Kaninchen:o-MtFtsZ1-AK (1:500) und dem zweiten AK Ziege:o-Kaninchen IgG Alexa Fluor® 488
(Invitrogen; 1:500) durchgefiihrt.

a) fein verastelte, vermutlich jlingere Arbuskel; Projektion aus 30 optischen Schnitten

b) einzelner optischer Schnitt der Arbuskel in a)

¢) Arbuskel mit dickeren Asten; Projektion aus 22 optischen Schnitten

d) einzelner optischer Schnitt der Arbuskel in c)

3.3.4.8 Kolokalisierungsversuch von FtsZl und GFP in Plastiden von mykorrhizierten,
ptGFP-transformierten Wurzeln von M. truncatula

Ein Versuch zur gleichzeitigen Visualisierung von FtsZ1 und Plastiden wurde durch die Im-
munlokalisierung von FtsZ1 und GFP in M. truncatula-Wurzeln nach Wurzeltransformation
mit dem ptGFP-Konstrukt (sieche Abschnitt 2.1.5), wie in Abschnitt 2.2.4.4 und 2.2.4.6 be-
schrieben, durchgefiihrt.

Die GFP-Markierung der Plastiden konnte nach der PEG-Einbettung nicht direkt zur Visuali-
sierung verwendet werden, weil die griine Fluoreszenz nur im Zentralzylinder erhalten blieb.
Um eine gleichzeitige Markierung von FtsZ1 mit dem Kaninchen-Antikorper zu ermoéglichen,
wurde die GFP-Markierung mit einem Anti-GFP-Mausantikorper durchgefiihrt. Wegen der
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im Zentralzylinder erhalten gebliebenen griinen GFP-Fluoreszenz wurde ein griin fluoreszie-
render Sekundirantikérper eingesetzt (Ziege:Anti-Maus IgG Alexa Fluor® 488). Die Struktu-
ren des Mykorrhizapilzes wurden wie in Abschnitt 3.3.4.7 beschrieben durch WGA-TRITC
markiert.

Trotz der unmittelbar nach der fluoreszenzmikroskopischen Selektion auf griin fluoreszie-
rende Plastiden stattfindenden Behandlung mit Fixierungspuffer gelang es nicht, in den ent-
sprechenden PEG-Schnitten FtsZ1-Signale mit dem affinitdtsgereinigten Kanin-
chen:a-MtFtsZ1-Antikdrper nachzuweisen. Wie in Abschnitt 3.3.4.5 geschildert, war eine
Detektion von FtsZ1 nur durch sofortige Fixierung zu erreichen. Da zur sicheren Selektion
GFP-markierter Plastiden auf eine Untersuchung mit dem Fluoreszenzmikroskop nicht ver-
zichtet werden konnte, erwies sich diese Methode zur gleichzeitigen Darstellung von Plasti-
den und FtsZ1-Teilungsringen als ungeeignet.

Die Detektion der Plastiden mit dem Anti-GFP-Antikérper war jedoch erfolgreich. Damit
konnte die Anordnung der Plastiden um Arbuskeln in mykorrhizierten Wurzeln von M. trun-
catula deutlich besser als in vivo dargestellt werden. Durch die WGA-TRITC-Markierung
wurden auch detaillierte Pilzstrukturen sichtbar. AuBerdem konnte eine mdgliche Verfil-
schung der Strukturen durch Bewegung der Organellen ausgeschlossen werden. Dank des
konstitutiv exprimierten 35S-Promotors wurden Plastiden in wahrscheinlich allen Stadien
markiert. Abbildung 3.35 zeigt den Querschnitt einer mykorrhizierten Wurzel von M. trun-
catula mit rot markierten Pilzstrukturen und griin markierten Plastiden. Auffillig war die
hohe Plastidendichte im Zentralzylinder sowie die Plastidenproliferation in kolonisierten
Zellen. Arbuskeln waren hauptsichlich in den inneren Wurzelrindenbereichen lokalisiert. In
nichtkolonisierten Wurzelrindenzellen wurden dagegen nur wenige Plastiden gefunden.

Abbildung 3.35 CLSM-Aufnahme eines Querschnittes einer 6 Wochen mit G. intraradices mykorrhizierten, mit
einem ptGFP-Konstrukt transformierten Wurzel von M. truncatula. Gezeigt ist die Kombination von Durchlicht-
bild, markierten Pilzstrukturen (WGA-TRITC-Markierung; Falschfarbe Rot) und GFP-markierten Plastiden
(Falschfarbe Griin), detektiert durch einen Maus:a-GFP-AK (1:500) und Ziege:a-Maus IgG Alexa Fluor® 488
(Invitrogen; 1:500). Die Pfeile weisen auf kolonisierte Zellen mit Plastidenproliferation hin.

3.3.4.9 Kolokalisierung von GFP und DXR in mykorrhizierten ptGFP-transformierten Wur-
zeln von M. truncatula

Eine weitere Moglichkeit der Kolokalisierung von Plastiden und FtsZ1 war die gleichzeitige
Markierung der ebenfalls plastidenlokalisierten DXR (1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Re-
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duktoisomerase; siche Abschnitt 1.1.3) mit einem Kaninchen-Antiserum gegen die DXR aus
Mais. Zur Feststellung, ob alle Plastiden mit dem a-DXR-Antikdrper nachweisbar waren,
wurde eine Kolokalisierung von GFP und DXR in PEG-Schnitten von mykorrhizierten
ptGFP-transformierten Wurzeln von M. truncatula durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine unter-
schiedliche DXR-Konzentration in Plastiden in der Umgebung verschiedener Arbuskelstadien
im Vergleich zur Intensitét der GFP-Signale. In der Umgebung fein verzweigter, wahrschein-
lich jiingerer Arbuskeln, war DXR nur in geringer Menge nachweisbar. Die dort auftreten-
denden Plastiden hatten eine runde bis ovale Form. In Abbildung 3.36 sind CLSM-Aufnah-
men von jiingeren Arbuskeln dargestellt, in deren Ndhe viele Plastiden nur wenig DXR ent-
halten. In der Umgebung der mit einem Pfeil markierten Arbuskel konnte keine DXR detek-
tiert werden. Vorausgesetzt, dass die Plastiden eine anndhernd gleiche GFP-Menge enthielten,
konnte die relative DXR-Menge in den einzelnen Plastiden verglichen werden. Dabei zeigte
sich, dass bereits die DXR-Menge der Plastiden in der Umgebung einer einzelnen Arbuskel
variierte, wie man besonders in den Uberlagerungsbildern an der unterschiedlichen Blau-
griintonung erkennen kann (Abbildung 3.36 ¢ und d).

In der Umgebung ilterer Arbuskeln mit dickeren Asten wurden durch den a-DXR-Antikdrper
grundsétzlich die gleichen Plastidenstrukturen wie durch den a-GFP-Antikorper erkannt. Auf-
féllig war in diesem Stadium die Verdnderung der Plastiden von urspriinglich runden Formen
zu langgestreckten, wurmartigen Gebilden (Abbildung 3.37). In der Projektion (Abbildung
3.37 d) entsteht der Eindruck eines Plastidennetzwerkes, das die Arbuskeldste umgibt. Plasti-
dennetzwerke um Arbuskeln wurden in ptGFP-Tabak (Fester et al., 2001) sowie nach
Immunlokalisierung in der Dissertation von Hans (2003) beschrieben. Wie in den einzelnen
optischen Schnitten (Abbildung 3.37 a, b und c) zu sehen, kommen zwischen einzelnen
Plastiden Verbindungen vor. Eine generelle Vernetzung liegt aber wahrscheinlich nicht vor.
Der Eindruck eines Netzwerkes entsteht durch die Ubereinanderlagerung der filamentartigen
Plastiden. Auch in diesem Stadium wurden unterschiedliche DXR-Mengen in den Plastiden
gefunden, wobei Plastiden in der Umgebung einer einzelnen Arbuskel eher vergleichbare
DXR-Signale zeigten, wie im Uberlagerungsbild der Projektion (Abbildung 3.37 d) zu erken-
nen ist. Besonders starke DXR-Signale in Abbildung 3.37 zeigten sich in der Umgebung der
mit einem Pfeil markierten Arbuskel mit dickeren Asten, die wahrscheinlich einem entspre-
chend élteren Entwicklungsstadium zuzuordnen ist.

In der Ndhe degenerierender Arbuskeln, erkennbar an einer zunehmend klumpigen Form
(Alexander et al., 1988) und dem Verschwinden der Verdstelungen, wurden meist nur noch
wenige Plastiden gefunden (Abbildung 3.38). Bei diesen Plastiden entstand ebenfalls der Ein-
druck einer Degeneration. Die langen, wurmartigen Strukturen schienen sich zuriickgezogen
zu haben und bildeten eingebuchtete rundliche bis ovale Formen. Auch diese Plastiden zeig-
ten eine relativ hohe DXR-Akkumulation. Bereits in den wurmartigen Strukturen waren teil-
weise nicht fluoreszierende Einschliisse zu erkennen, gehduft kamen diese aber in dem Dege-
nerationsstadium vor. In dem eingefiigten Kéistchen in Abbildung 3.38 a ist eine VergrofBe-
rung eines entsprechenden Plastiden mit einem kdrnchenartigen Einschluss gezeigt.
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Abbildung 3.36 DXR/GFP-Kolokalisierung in der Umgebung jiingerer Arbuskeln. CLSM-Aufnahmen einer mit
G. intraradices mykorrhizierten, mit einem ptGFP-Konstrukt transformierten Wurzel von M. truncatula (20 pm-
Querschnitt). Die Pilzstrukturen wurden mit TRITC-WGA sichtbar gemacht (Falschfarbe Rot). In a, b und ¢ sind
einzelne optische Schnitte dargestellt, in d eine Projektion.

a) GFP-Detektion in Plastiden durch einen Maus:a-GFP AK (1:500) und o-Maus IgG Alexa Fluor® 488 (Invitro-
gen; 1:500); Falschfarbe Griin

b) DXR-Markierung mit dem Kaninchen-Antikorper gegen DXR aus Mais und a-Kaninchen IgG Alexa Fluor ®
633 (Invitrogen; 1:250); Falschfarbe Blau

¢) Kombination aus a) und b)

d) Projektion aus 26 einzelnen optischen Schnitten; Kombination von GFP- und DXR-Detektion

In der Umgebung der mit Pfeil markierten Arbuskel war DXR nicht detektierbar.
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Abbildung 3.37 DXR/GFP-Kolokalisierung in der Umgebung &lterer Arbuskeln. CLSM-Aufnahmen einer mit
G. intraradices mykorrhizierten, mit einem ptGFP-Konstrukt transformierten Wurzel von M. truncatula (20 pm-
Querschnitt). In a, b und ¢ sind einzelne optische Schnitte dargestellt; in d eine Projektion. Die eingesetzten AK
und ihre Verdiinnungen sowie die Pilzmarkierung (Falschfarbe Rot) waren die gleichen wie bei Abbildung 3.36.
Der Pfeil markiert eine Arbuskel, umgeben von Plastiden mit héherer DXR-Konzentration.

a) GFP-Detektion in Plastiden (Falschfarbe Griin)

b) DXR-Markierung (Falschfarbe Blau)

¢) Kombination aus a) und b)

d) Projektion aus 26 einzelnen optischen Schnitten; Kombination von GFP- und DXR-Detektion
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Abbildung 3.38 DXR/GFP-Kolokalisierung in der Umgebung degenerierender Arbuskeln. CLSM-Aufnahmen
einer mit G. mosseae mykorrhizierten, mit einem ptGFP-Konstrukt transformierten Wurzel von M. truncatula
(20 pm-Querschnitt). Die eingesetzten AK und ihre Verdiinnungen sowie die Pilzmarkierung (Falschfarbe Rot)
waren die gleichen wie bei Abbildung 3.36. In a, b und c sind einzelne optische Schnitte dargestellt, in d eine
Projektion.

a) GFP-Detektion in Plastiden (Falschfarbe Griin); das eingefiigte Késtchen zeigt eine stirkere VergroBerung ei-
nes einzelnen Plastiden (kérnchenartiger Einschluss mit einem Pfeil markiert). Der MaBstab gibt dort 2 pm an.
b) DXR-Markierung (Falschfarbe Blau)

¢) Kombination aus a) und b)

d) Projektion aus 26 einzelnen optischen Schnitten; Kombination von GFP- und DXR-Detektion

3.3.4.10 Kolokalisierung von FtsZ1 und DXR in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula

Die Kolokalisierung von DXR zur Markierung von Plastiden und FtsZ1 in mykorrhizierten
Wurzeln von M. truncatula wurde mit dem Anti-ZmDXR-Kaninchen-Antiserum und dem
affinititsgereinigten Anti-MtFtsZ1-Antikorper aus Meerschweinchen (Abschnitt 3.3.4.4)
durchgefiihrt. Wie mit dem Kaninchen-Antikorper war auch mit dem Meerschweinchen-Anti-
korper in nichtkolonisierten Wurzelrindenzellen FtsZ1 kaum nachweisbar. Wegen der sehr
geringen DXR-Mengen in den Plastiden des Zentralzylinders konnten dort Plastiden und
FtsZ1-Strukturen nicht zusammen dargestellt werden.

In der Umgebung junger, feinverzweigter Arbuskeln zeigten sich viele piinktchenférmige
FtsZ1-Signale, aber DXR war kaum detektierbar (Abbildung 3.39 a und b). In diesem Sta-
dium war deshalb eine Plastidenlokalisation zusammen mit FsZ1-Signalen nicht moglich.
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Gut lokalisierbar waren die Plastiden durch die DXR-Markierung in der Umgebung mutmal-
lich #lterer Arbuskeln mit dickeren Asten (Abbildung 3.39 ¢ und d) In diesem Stadium traten
die schon in Abschnitt 3.3.4.9 beschriebenen langgestreckten wurmartigen Plastiden mit
deutlicher DXR-Akkumulation auf. Ein entsprechender Bereich wurde in Abbildung 3.36
vergroflert. Dort konnten mehrere ringartige FtsZ-Strukturen mit den Plastiden zusammen
kolokalisiert werden. Demnach teilen sich Plastiden nicht nur in der Umgebung feinver-
zweigter, scheinbar jlingerer Arbuskeln, sondern auch in den langgestreckten Plastiden in der
Néhe dickerer Arbuskeldste oder Arbuskelstiimpfe. In der Umgebung degenerierter Arbuskeln
wurden keine FtsZ1-Signale detektiert.

Abbildung 3.39 CLSM-Aufnahmen der DXR/FtsZ1-Kolokalisierung in 20 pm-Querschnitten mykorrhizierter
Wurzeln von M. truncatula. Die Pilzstrukturen wurden mit WGA-TRITC sichtbar gemacht (Falschfarbe Rot).
FtsZ1 (Falschfarbe Griin) und DXR (Falschfarbe Blau) wurden iiber spezifische AK detektiert: FtsZ1: 1. AK:
affinititsgereinigter Meerschweinchen:o-MtFtsZ1-AK (1:500) und 2. AK: Ziege:a-Meerschweinchen IgG Alexa
Fluor® 488 (Invitrogen; 1:500); DXR: 1. AK: Kaninchen:a-ZmDXR-AK (1:500) und 2. AK: Ziege:a-Kanin-
chen IgG Alexa Fluor” 633 (Invitrogen; 1:250).

a) einzelner optischer Schnitt einer jlingeren, feinverzweigten Arbuskel (G. mosseae), umgeben von vielen
plinktchenférmigen FtsZ1-Signalen

b) Projektion der Arbuskel in a) aus 26 optischen Schnitten

c) Projektion élterer Arbuskeln aus 30 optischen Schnitten

d) der in ¢) markierte Bereich wurde vergroBert dargestellt und zeigt einen einzelnen optischen Schnitt. Der Pfeil
markiert einen FtsZ1-Ring, der mit dem plastiddren Enzym DXR kolokalisiert ist.
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4. Diskussion

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen zytologische und metabolische Untersuchun-
gen der Plastiden bei der arbuskuldren Mykorrhiza in der Modellpflanze M. truncatula. Das
Ziel dieser Untersuchungen bestand insbesondere in einer Korrelation des Ablaufs der Plasti-
denproliferation und der Entwicklung von Arbuskeln in kolonisierten Wurzeln mit dem
Schwerpunkt der Plastidenteilung. Dabei wurde zum ersten Mal die GTPase-Aktivitdt und die
GTP-abhidngige Entstehung langer Protofilamente eines rekombinanten pflanzlichen FtsZ1-
Plastidenteilungsproteins gezeigt, dhnliche Eigenschaften wie sie homologe FtsZ-Proteine aus
Prokaryoten besitzen.

4.1 Organellenproliferation in kolonisierten Wurzelzellen

In vivo-Untersuchungen GFP-markierter Organellen (Plastiden, Mitochondrien und ER) in
mykorrhizierten Wurzeln sollten einen Uberblick dieser Strukturen in der Umgebung intakter
Arbuskeln vermitteln. Durch EM-Analyse war bereits eine allgemeine Zunahme der Orga-
nellenzahl in kolonisierten Zellen von P. sativum beobachtet worden (Gianinazzi-Pearson,
1996). Eine genauere Charakterisierung dieser Organellen war jedoch nicht erfolgt. Durch die
Transformation von Pflanzen mit GFP, fusioniert mit einer entsprechenden Signalsequenz,
konnen inzwischen jedoch Organellen in vivo visualisiert werden (Chiu et al., 1996). Auf
diese Weise war bei Tabakpflanzen mit GFP-markierten Plastiden in AM-kolonisierten Wur-
zeln eine starke Plastidenproliferation in der Umgebung aktiver Arbuskeln, verbunden mit der
Ausbildung eines Plastidennetzwerkes mit Hilfe des CLSM in vivo beobachtet worden (Fester
et al., 2001). Eine vergleichbar starke Proliferation von Plastiden in der Umgebung von Ar-
buskeln war nach der Immunlokalisierung des plastiddren Enzyms DXR in Mais festgestellt
worden (Hans et al., 2004).

Zur in vivo-Untersuchung des ER in kolonisierten Wurzelrindenzellen wurden mykorrhizierte
Pflanzen von ertGFP-Nicotiana benthamiana (Linie 16c) verwendet, weil diese Pflanzen be-
reits GFP-markiertes ER enthielten (sieche Abschnitt 2.2.1). Wegen einer Reihe wichtiger
Funktionen des ER wurde eine entsprechende Proliferation in kolonisierten Zellen erwartet.
Das betrifft insbesondere die Synthese und den Umbau von Membranen, die Prozessierung
und den Transport von Proteinen zu ihren Zielstrukturen und die Sekretion. Das ER stellt au-
Berdem eine Verankerungsstelle fiir Aktinfilamente dar und spielt eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Kalziumkonzentration und der N-Glykosylierung von Proteinen und Lipiden
(Buchanan et al., 2000). Die CLSM-Untersuchungen zeigten, dass in nicht kolonisierten
Wurzelrindenzellen ER-Strukturen hauptséchlich um den Zellkern und im Cytosol lokalisiert
waren (Abbildung 3.1 a). Diese Anordnung spiegelt vor allem die Aufgabe des ER bei dem
Aufbau intrazelluldrer Membranen und bei Transportprozessen innerhalb der Zelle und zwi-
schen benachbarten Zellen wider. In kolonisierten Wurzeln von ertGFP-N. benthamiana
wurde eine Proliferation der GFP-markierten ER-Strukturen besonders in der Umgebung fei-
ner Arbuskeldste in kolonisierten Zellen beobachtet (Abbildung 3.1 b und 3.1 c). Deutlicher
als in vivo zeigte sich diese Proliferation in PEG-Schnitten nach Einbettung und Fixierung
durch Immunmarkierung des GFP und die Farbung des AM-Pilzes mit WGA-TRITC (Abbil-
dung 3.1 c). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass eine erhohte Aktivitit des ER insbe-
sondere fiir die Ausbildung der periarbuskuldren Membran um wachsende Arbuskeldste er-
forderlich ist.

Mitochondrien und Plastiden wurden in vivo untersucht, da bei diesen fiir die Energiegewin-
nung und den Metabolismus wichtigen Organellen ebenfalls eine Proliferation in kolonisier-
ten Wurzelrindenzellen von M. truncatula erwartet wurde. Mitochondrien erfiillen in der Zelle
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wichtige Aufgaben bei der Gewinnung von ATP und der Bereitstellung von Kohlenstoffge-
riisten fiir die Synthese von Aminosduren aus Zwischenstufen des Citratzyklus. Auflerdem
befinden sich die Galacton-Dehydrogenase, das letzte Enzym der Biosynthese von Ascorbin-
sdure sowie Komponenten des Metabolismus von Nukleotiden in Mitochondrien. Zusammen
mit dem Cytoplasma, der Vakuole und den Plastiden sind Mitochondrien fiir die Aufrechter-
haltung einer Phosphathomdostase verantwortlich (Rausch und Bucher, 2002).
Chlorophyllfreie Plastiden sind neben den Chloroplasten bedeutende biosynthetische Orga-
nellen. Thre Aufgaben beinhalten beispielsweise Reaktionen der Stickstoffassimilation
(Esposito et al., 2003), die Stiarkebiosynthese (Geigenberger et al., 2004), die Synthese von
Pyrimidinnukleotiden (Buchanan et al., 2000), die Fettsdurebiosynthese und die Lipidsynthese
(Buchanan et al., 2000). Im Zusammenhang mit der ausgepriagten Proliferation von Plastiden
in kolonisierten Zellen von Tabak (Fester et al., 2001) und Mais (Hans et al., 2004) wurde die
Aktivierung des plastidenlokalisierten MEP-Weges festgestellt, der zur Bildung von Isopen-
tenyldiphosphat (IPP) fiihrt (Walter et al., 2000; Hans et al., 2004). IPP stellt eine zentrale
Vorstufe verschiedener Isoprenoide, unter anderem von Carotinoiden dar. In diesem Zusam-
menhang steht die Akkumulation von Apocarotinoiden (oxidative Spaltprodukte von Caroti-
noiden), wie Cyclohexenon- und Mycorradicinderivaten in spdteren Mykorrhizierungsstadien,
deren Funktion noch unbekannt ist (Walter et al., 2000; Fester et al., 2002; Fester et al.,
2002). Als weitere wichtige Faktoren wurden kiirzlich zwei plastidire Proteine, CASTOR und
POLLUX beschrieben, die sowohl fiir die Ausbildung der arbuskuldren Mykorrhiza als auch
fiir die friihe Phase der Knoéllchensymbiose verantwortlich sind (Imaizumi-Anraku et al.,
2004).

Fiir eine Untersuchung von Mitochondrien und Plastiden in AM-kolonisierten Wurzelzellen
war eine Transformation von M. truncatula mit bindren Plasmiden geplant, welche eine GFP-
Sequenz, verbunden mit einer entsprechenden Signalsequenz enthielten (siche Abschnitt
2.1.5.) Eine schnelle und einfache Transformationsmethode fiir M. truncatula war von Trieu
et al. (2000) beschrieben worden. Durch die beschriebene Keimlingsinfiltrationsmethode mit
Agrobacterium tumefaciens waren dort 27 % genetisch stabile Transformanten erhalten wor-
den. Nach Anwendung dieser Methode zur Transformation von M. fruncatula mit dem
ptGFP- und dem mtGFP-Konstrukt konnten jedoch keine positiven Transformanten erzielt
werden.

Eine weitere Transformationsmethode fiir M. fruncatula war von Boisson-Dernier et al.
(2001) beschrieben worden. Nach einer Wurzeltransformation mit Agrobacterium rhizogenes
waren Experimente zur Untersuchung der Wurzelknollchenbildung nach Inokulation mit Si-
norhizobium meliloti an chimiren Pflanzen (composite plants) durchgefiihrt worden, die aus
transformierten Wurzeln und nicht transformiertem Spross bestanden. Durch die Kultivierung
von abgeschnittenen, transgenen Wurzeln und Inokulation mit Sporen von G. intraradices
war es moglich gewesen, eine mykorrhizierte Wurzelkultur anzulegen. Die Durchfiihrung der
genannten Transformationsmethode ermdglichte es, transgene Wurzeln von M. truncatula mit
GFP-markierten Plastiden und Mitochondrien zu erzeugen (siehe Abschnitt 3.1.2.2). Die
variierende Transformationseffizienz sowie der hédufig sehr niedrige Anteil transgener Wur-
zeln erschwerten die weiteren Untersuchungen. Auch die Intensitdt der GFP-Fluoreszenz
zeigte relativ starke Schwankungen, vermutlich in Abhéngigkeit des Integrationsortes der T-
DNA im Genom der Wurzelzellen. Da die Inkubation chimirer Pflanzen auf Selektionsme-
dium (25 mg/l Kanamycin) in den meisten Fdllen zum Absterben aller Pflanzen fiihrte, er-
folgte eine Vorselektion transformierter Wurzeln mit dem Fluoreszenzstereomikroskop. We-
gen der relativ starken griinen Hintergrundfluoreszenz war eine Unterscheidung der Wurzeln
mit griin fluoreszierenden Organellen von Wurzeln ohne entsprechende Markierung in vielen
Féllen nicht moglich.

Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Experimente war noch keine Kultivierung chimérer
Pflanzen nach Wurzeltransformation unter Gewichshausbedingungen beschrieben worden.
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Darum wurde zunéchst versucht, eine mykorrhizierte Wurzelkultur (wie bei Boisson-Dernier
et al., 2001) zur Untersuchung GFP-markierter Plastiden anzulegen. Das dafiir erforderliche
Abtoten der Agrobakterien gelang jedoch erst nach der Inkubation in einem Augmentin-M-
Schiittelmedium, gefolgt von einer Kultivierung auf M-Agar mit einer wesentlich héheren
Augmentinkonzentration als bei Boisson-Dernier et al. (2001) beschrieben.

Ein Mykorrhizierungsversuch dieser Wurzelkultur wurde mit Hilfe einer mykorrhizierten
Daucus carota-Wurzelkultur durchgefiihrt. Durch die Kultivierung dieser Wurzelkultur in
geteilten Petrischalen (nach (Pfeffer et al., 1999) wurde ein Kompartiment mit Hyphen und
Sporen von G. intraradices erhalten. Nach Kultivierung von Stiicken der ptGFP-Wurzelkultur
auf diesem Kompartiment erfolgte eine sehr schwache Kolonisierung; eine Weiterkultivie-
rung mykorrhizierter Wurzelstiicke war nicht moglich. Deshalb wurden Versuche zur Kulti-
vierung chimdrer M. truncatula (transformierte Wurzeln, nicht transformierter Spross) unter
Gewichshausbedingungen durchgefiihrt.

Da die chimiren Pflanzen in Petrischalen unter hoher Luftfeuchtigkeit inkubiert wurden,
mussten sie langsam an die deutlich geringere Luftfeuchtigkeit im Gewéchshaus angepasst
werden. Die Kultivierung unter Gewichshausbedingungen ermdoglichte dann eine Etablierung
der Mykorrhiza- oder Wurzelkndllchensymbiose.

In Wurzelknollchen mit GFP-markierten Mitochondrien und Plastiden wurde keine auffillige
Proliferation dieser Organellen festgestellt. Mitochondrien wurden im Kortex und in inneren
Schichten von jiingeren Knéllchen detektiert, am hdufigsten waren sie in der Umgebung der
Leitbiindel anzutreffen (Abbildung 3.3). Dagegen war keine Fluoreszenz GFP-markierter
Plastiden in inneren Knoéllchenbereichen nachweisbar. GFP-markierte Plastiden waren nur im
Kortex in kreisformiger Anordnung detektierbar und befanden sich damit vermutlich in der
Umgebung der Zellkerne. Weil die Kndllchen eine noch geringere Transparenz als die Wur-
zeln besallen, konnten Bilder mit dem Fluoreszenzmikroskop oder CLSM erst nach dem An-
fertigen medianer Schnitte aufgenommen werden. Es wurden hauptsédchlich groBere, dltere
Knollchen untersucht. Das war mdglicherweise ein Grund flir das scheinbare Fehlen der
Plastiden in den inneren Schichten. Eine weitere Ursache konnte die Fluoreszenzldschung des
GFP unter den reduzierenden Bedingungen in inneren Bereichen des Kndllchens sein. Diese
Moglichkeit ergibt sich beispielsweise aus Untersuchungen von Inouye und Tsuji (1994), die
beobachtet hatten, dass GFP nur in Gegenwart von molekularem Sauerstoff fluoreszieren
kann, nach Zugabe von Reduktionsmitteln wie Natriumdithionit aber eine Fluoreszenzl6-
schung stattfindet.

In den Wurzeln chimédrer Pflanzen zeigte sich eine dhnliche Verteilung von GFP-markierten
Plastiden und Mitochondrien. Die Anzahl der Organellen war im Zentralzylinder gegeniiber
der Wurzelrinde viel hoher, was besonders in den Ubersichtsbildern durch die starke griine
Fluoreszenz in diesem Bereich deutlich wird (Abbildung 3.5 a und b). Mitochondrien und
Plastiden waren unregelméfBig im Cytosol verteilt; zum Teil lag in der Umgebung des Zell-
kerns eine erhdhte Anzahl vor (Abbildung 3.5 ¢ und d). Die hohe Organellenzahl im Zentral-
zylinder deutete auf eine besonders starke metabolische Aktivitidt im Zusammenhang mit der
Funktion dieses Gewebes beim Transport von Wasser, Mineralien und Stickstoffverbindun-
gen zum Spross sowie von Photosyntheseprodukten zu den Orten des Verbrauchs in der Wur-
zel hin. Die Anzahl und das Erscheinungsbild der Plastiden in der ptGFP-Wurzelkultur waren
im Vergleich dazu véllig unterschiedlich (Abbildung 3.2). Im Zentralzylinder zeigten sich
deutlich weniger Plastiden als bei den chimiren Pflanzen und die Plastiden in der Wurzel-
rinde waren insbesondere bei dlteren Kulturen (ldngere Zeit nach dem Medienwechsel) stark
vergroBert. Diese Groflenzunahme konnte auf eine Stirkespeicherung hindeuten, die nach
dem Erreichen einer stationdren Phase (Stagnieren des Wurzelwachstums) wahrscheinlich am
ausgepragtesten ist. Die geringere Plastidenanzahl im Zentralzylinder entspricht vermutlich
einer geringeren Bedeutung fiir den Transport von Kohlenhydraten, welche iiber die Wurzel-
spitzen oder die Wurzelrinde aus dem Medium aufgenommen werden.
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Weil Arbuskeln bei M. truncatula meist nur in den inneren Rindenschichten der Wurzel ge-
bildet werden, die Transparenz der Wurzeln im Vergleich zu Tabak (Fester et al., 2001) aber
auBerordentlich gering ist, mussten Wurzeln vor einer mikroskopischen Analyse median oder
quer geschnitten werden. Eine genaue Strukturaufnahme der Arbuskeln war in vivo nicht
moglich. In kolonisierten Rindenzellen transformierter Wurzeln von chiméaren Pflanzen wurde
jeweils eine starke Proliferation von GFP-markierten Mitochondrien und Plastiden in der
Umgebung intakter Arbuskeln im Vergleich zu nicht kolonisierten Rindenzellen beobachtet.
Tubuldre Ausldufer zeigten sich in einigen Fillen sowohl bei Mitochondrien als auch bei
Plastiden. Das in vivo beobachtete Ausmall der Bildung von Plastidenausldaufern war jedoch
deutlich geringer als bei Fester et al. (2001) und Hans et al., (2004) beschrieben. Das konnte
teilweise daran liegen, dass entsprechende Arbuskelstadien bei den Untersuchungen nicht
erfasst wurden.

In der Umgebung degenerierender Arbuskeln verringerte sich die Organellenanzahl. Nach der
Zuriickbildung der Arbuskelédste waren in der Ndhe meist keine Plastiden oder Mitochondrien
mehr nachweisbar. Degenerierende Arbuskeln sind durch eine zunehmende gelbliche Auto-
fluoreszenz (Fester et al., 2001) sowie die Zuriickbildung der Arbuskeldste gekennzeichnet,
was schlielich zu einer Verklumpung fiihrt (Alexander et al., 1988). Ein Verschwinden der
Plastiden bzw. ein Zerfall des Plastidennetzwerkes um abgebaute Arbuskeln wurde auch bei
Tabak und Mais beschrieben (Fester et al., 2001; Hans et al., 2004).

Die Untersuchung unterschiedlicher Organellen in kolonisierten Zellen bestétigte die allge-
meine Organellenproliferation, die bereits nach EM-Aufnahmen festgestellt worden war
(Gianinazzi-Pearson, 1996). Diese Proliferation, insbesondere der enge Kontakt zu den Ar-
buskuldsten, deutet auf eine wichtige Funktion beim Stoffaustausch und eine erhdhte metabo-
lische Aktivitdt in kolonisierten Zellen hin. Die wichtigste Aufgabe der Mitochondrien ist
dabei wahrscheinlich die Bereitstellung von ATP und die Lieferung von Kohlenstoffgeriisten
(Mackenzie und Mclntosh, 1999). Die Plastidenproliferation in der Umgebung von Arbuske-
lasten spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei Austausch- und Transportvorgingen so-
wie bei der Bereitstellung bestimmter Metaboliten. Dabei ist die Lieferung von Fettsduren
vermutlich essentiell fiir die Bildung der periarbuskuldren Membran. Der in Plastiden lokali-
sierte Ascorbat-Glutathion-Zyklus konnte bedeutend fiir den Abbau reaktiver Sauerstoffspe-
zies sein, die bei der Mykorrhizierung gehéuft auftreten (Fester und Hause, 2005). Beim Ab-
bau von oxidativem Stress konnten auch die Mykorrhiza-induzierten Apocarotinoide (Cyclo-
hexenonderivate und Mycorradicin) eine Rolle als Radikalfanger spielen, was aber noch nicht
erwiesen ist. Nahe gelegt wird diese Vermutung durch die zeitliche Korrelation des erhohten
Vorkommens dieser Apocarotinoide in der spdteren Mykorrhizierungsphase, in der ein er-
hohter Arbuskelabbau auftritt, verbunden mit dem gehéduften Auftreten reaktiver Sauerstoff-
spezies (Fester und Hause, 2005). Eine Aktivierung der Carotinoidbiosynthese wird dabei
vermutlich durch die erh6hte Genexpression der DXS2 und der DXR, Enzyme des Plastiden-
lokalisierten MEP-Wegs, erreicht (Walter et al., 2000; Walter et al., 2002; Hans et al., 2004).
Weitere plastidare Stoffwechselwege, wie Reaktionen der Stickstofffixierung und Aminoséu-
rebiosynthese konnten ebenfalls eine wichtige Rolle spielen (Fester et al., 2001).

Fiir eine Ubersicht der Aktivierung metabolischer Prozesse und Transportvorgénge von kolo-
nisierten M. truncatula-Wurzeln wurden Real-Time RT-PCR-Untersuchungen durchgefiihrt.

4.2 Verinderung der Transkriptmengen plastidenrelevanter Gene in kolo-
nisierten Wurzeln von M. truncatula

Mit Hilfe der Real-Time RT-PCR wurden die Mengen plastidenrelevanter Transkripte in my-
korrhizierten Wurzeln von M. truncatula untersucht, um abschéitzen zu konnen, ob bestimmte
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Stoffwechselwege, Transportprozesse oder die Reaktion auf oxidativen Stress bei der Symbi-
ose aktiviert sind (siche Abschnitt 3.2.1).

In den ersten Untersuchungen wurden die unterschiedlichen Kopienzahlen mittels absoluter
Quantifizierung bestimmt. Da die Methodik zu dieser Zeit noch nicht etabliert war, kam es
wegen verschiedener technischer Probleme wiederholt zu Reaktionsausfillen. Die untersuch-
ten PCR-Produkte waren mit ca. 300 bp groBer als vom Hersteller des Gerétes vorgesehen
(50-150 bp) und die Zyklen des verwendeten PCR-Thermoprogramms waren ldnger, als emp-
fohlen. Deshalb dienten die Ergebnisse nur als Hinweis auf eine erhohte Transkriptmenge.
Ein weiteres Problem bei der Untersuchung stellten die starken biologischen Schwankungen
im Ausmall der Mykorrhizierung und der variierende Anteil bereits abgestorbener Wurzeln
dar. Die hohe Anzahl unabhingig von der Mykorrhizierung im Zentralzylinder vorhandener
Plastiden (siehe Abbildung 3.5 a) erschwerte die Erfassung AM-induzierter plastidenrelevan-
ter Gene zusitzlich. Sowohl die absolute als auch die relative Quantifizierung der
Transkriptmengen fand zehn Wochen nach der Inokulation der Wurzeln statt, weil zu diesem
Zeitpunkt unter den beschriebenen Bedingungen der hochste Mykorrhizierungsgrad des Wur-
zelsystems erreicht wurde. Allerdings ist es moglich, dass zu diesem Zeitpunkt bereits groBere
Bereiche mit degenerierten Arbuskeln existierten.

Plastidenrelevante Gene, die nach diesen Untersuchungen eine mindestens vierfache Er-
hohung der Transkriptmenge in mykorrhizierten Wurzeln aufwiesen, wurden in den weiteren
Experimenten durch eine relative Quantifizierung unter optimierten Bedingungen untersucht.
Dabei handelte es sich um die ACCase (Fettsdurebiosynthese), die Aspartat-Transcarbamy-
lase (Pyrimidinnukleotidsynthese), die CTP-Synthetase (Pyrimidinnukleotidsynthese), den 2-
Oxoglutarat/Malat-Translokator und das Plastidenteilungsprotein FtsZ1.

Die Transkriptmenge des Transkriptions-Elongationsfaktors 1o (EF) diente bei der relativen
Quantifizierung als konstitutive Expressionskontrolle. Als MaR} fiir die Anwesenheit aktiver
Arbuskeln wurde die Transkriptmenge des in der periarbuskuliren Membran lokalisierten
Phosphattransporters MtPT4 gemessen, dessen Expression in mykorrhizierten Wurzeln spezi-
fisch erhoht ist (Harrison et al, 2002; Isayenkov et al., 2004). Da fiir diesen
Phosphattransporter in kolonisierten Wurzeln eine 7.000fache (Kolonisierung mit G. intrara-
dices) bzw. 4.000fache (Kolonisierung mit G. mosseae) Erhohung der Transkriptmenge ge-
messen wurde, konnte von der Anwesenheit entsprechend aktiver Arbuskeln ausgegangen
werden.

Eine sichere Quantifizierung der FtsZ1-Transkripte war auf Grund der sehr niedrigen Mengen
nicht moglich. Durch Immunlokalisierung von FtsZ1 in Wurzeln von M. truncatula war je-
doch in spiteren Versuchen eine Zunahme entsprechender Signale in Rindenzellen mit intak-
ten Arbuskeln gegeniiber nicht kolonisierten Rindenzellen feststellbar (sieche Abschnitt 4.5).
Bei der CTP-Synthetase und dem 2-Oxoglutarat/Malat-Translokator konnten keine Unter-
schiede der Transkriptmengen festgestellt werden. Eine Verdopplung der Transkriptmenge
wurde in mykorrhizierten Wurzeln bei der ACCase und der Aspartat-Transcarbamylase ge-
funden. Die gemessene Erhohung der Transkriptmenge der ACCase deutet auf eine wichtige
Rolle bei der Lieferung von Fettsduren fiir den Aufbau der periarbuskuldren Membran hin.
Die erhohte Transkriptmenge der Aspartat-Transcarbamylase weist auf eine verstirkte Bereit-
stellung von Pyrimidinnukleotiden in kolonisierten Zellen hin. Es ist aber wahrscheinlich,
dass auch andere plastidenrelevante Stoffwechselwege an der Ausbildung und Erhaltung der
Symbiose beteiligt sind. Inzwischen wurden umfangreichere Real-Time RT-PCR-Untersu-
chungen plastidenrelevanter Transkriptmengen durchgefiihrt und in Korrelation dazu die
Menge entsprechender Metaboliten durch GC-MS-Analyse bestimmt. Daraus ergab sich ins-
besondere eine Aktivierung der Fettsdurebiosynthese, der Synthese der Aminoséuren Aspartat
und Asparagin sowie der Biosynthese von Apocarotinoiden in mykorrhizierten Wurzeln von
M. truncatula (Lohse et al., 2005).
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Wegen der hohen Plastidendichte im Zentralzylinder und des verhdltnisméfig geringen An-
teils kolonisierter Rindenzellen in M. truncatula werden bei der Analyse des gesamten Wur-
zelsystems die Unterschiede der Transkriptmengen von kolonisierten gegentiber nicht koloni-
sierten Wurzelrindenzellen vermutlich stark unterschitzt. Der Vergleich der plastidenrele-
vanten Genexpression in einzelnen kolonisierten und nicht kolonisierten Wurzelrindenzellen
wire vermutlich aussagekriftiger. Solche Untersuchungen sind aber mit der Real-Time PCR
nur schwer moglich. Die Lokalisierung von Transkripten iiber eine in situ-Hybridisierung
oder eine Immunlokalisierung entsprechender Proteine wiirde wahrscheinlich ein deutlicheres
Bild der Plastidenaktivitidt von kolonisierten Zellen ergeben, wie fiir das Plastidenteilungs-
protein FtsZ1 gezeigt wurde.

4.3 Korrelation der Entwicklung von Plastiden und Arbuskeln in koloni-
sierten Wurzeln von M. truncatula

Wegen der zeitaufwendigen Selektion von Wurzeln mit GFP-markierten Plastiden und der
deshalb nicht moglichen Sofortfixierung der labilen FtsZ1-Strukturen konnte keine Kolokali-
sierung von ptGFP und FtsZ1 durch Immunmarkierung durchgefiihrt werden. Deshalb wurde
fiir die Markierung von Plastiden das plastidenlokalisierte Enzym 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat-Reduktoisomerase (DXR) gewdhlt, fiir dessen Detektion ein Antikorper aus Kanin-
chen von J. Hans zur Verfiigung gestellt wurde. J. Hans untersuchte im Rahmen seiner Dis-
sertation dieses an der Isoprenoidbiosynthese beteiligte Enzym, welches eine erhohte Expres-
sion in mykorrhizierten Maiswurzeln aufwies (Hans, 2003). In dieser Arbeit wurden unter
anderem Plastiden durch Immunlokalisierung der DXR in Zellen mit unterschiedlichen Ar-
buskelstadien markiert. Das Maximum der DXR-Akkumulation zeigte sich in spéteren Ar-
buskelstadien (Hans, 2003).

Der oben beschriebene Antikorper aus Kaninchen gegen die DXR in Mais markierte auch
Plastiden in M. truncatula-Wurzeln. Ein Vergleich der mit diesem Antikorper detektierten
Plastiden und GFP-markierter Plastiden in kolonisierten ptGFP-Wurzeln wurde durch eine
Kolokalisierung nach einer Immunmarkierung durchgefiihrt. Da die GFP-Expression unter
Kontrolle eines 2x35S-Promotors stand, konnte davon ausgegangen werden, dass die GFP-
Expression bei allen Plastidenstadien dhnlich war.

Durch GFP-Immunmarkierung der Plastiden in Querschnitten von ptGFP-Wurzeln von
M. truncatula zeigte sich wie bei den in vivo-Untersuchungen eine sehr grof3e Plastidendichte
im Zentralzylinder im Vergleich zur Wurzelrinde (Abbildung 3.35). Diese Plastiden enthiel-
ten nur sehr geringe DXR-Mengen. Die gleichzeitige WGA-TRITC-Fiarbung des Pilzes
zeigte, dass Arbuskeln hauptséchlich in den inneren Rindenschichten kolonisierter Wurzeln
auftraten. In diesen Zellen war hiufig eine Plastidenproliferation zu beobachten, die DXR war
jedoch nicht immer nachweisbar.

Durch Kolokalisierung von DXR und GFP und die Untersuchung mit dem CLSM wurden
verschiedene Entwicklungsstadien bei Plastiden festgestellt, die teilweise den von Whatley
(1983) beschriebenen Stadien in Wurzeln entsprachen. In der Umgebung junger Arbuskeln
mit fein verzweigten Asten zeigten sich runde bis ovale Plastiden, die nur sehr geringe, teil-
weise nicht mehr nachweisbare Mengen an DXR besallen (Abbildung 3.36). Diese Plastiden
konnten mit den ersten beiden von Whatley (1983) beobachteten Plastidenstadien mit
sphérischer Form vergleichbar sein.

In der Umgebung élterer Arbuskeln mit dickeren Hyphendsten und wenig Verzweigungen
wurde eine starke Formverdnderung der Plastiden beobachtet. Es entstanden lange wurmar-
tige Strukturen, die die gesamte Arbuskel einhiillten (Abbildung 3.37 d). Dieses Stadium er-
innerte an ein ,,Plastidennetzwerk® wie bei Fester et al. (2001) und Hans et al. (2004)
beschrieben. In einzelnen optischen Schnitten wurde jedoch deutlich, dass es sich nicht um
eine vollstindige Vernetzung aller Plastiden handelte (Abbildung 3.37 a bis c), sondern dass
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dieser Eindruck durch die Uberlagerung der langgestreckten Plastiden entstand. In diesem
Stadium war die DXR in allen Plastiden nachweisbar. Besonders hohe DXR-Konzentrationen
fanden sich dabei in Plastiden, welche dickere Arbuskelédste umgaben und vermutlich ein dlte-
res Stadium reprdsentierten. Diese langgestreckten, wurmartigen Plastiden entsprechen dem
von Whatley (1983) beschriebenen dritten Plastidenstadium (amdboide bzw. pleiomorphe,
langgestreckte Plastiden). Durch das Langenwachstum wird eine starke Oberfldchenvergrofe-
rung und ein enger Kontakt zu den Arbuskeldsten erreicht und damit vermutlich ein besserer
Stoffaustausch ermoglicht. Eine dhnliche Verdnderung elliptischer Plastiden zu langgestreck-
ten pleiomorphen Formen war auch nach dem Medienwechsel bei BY-Zellkulturen von Ni-
cotiana tabacum beobachtet worden (Momoyama et al., 2003).

Die langgestreckten wurmartigen Plastiden in der Umgebung dlterer Arbuskeln entsprechen
vermutlich eher den oben erwdhnten pleiomorphen oder amdboiden Plastiden als den Stro-
mules (stroma filled tubules) wie bei Hans et al. (2004) interpretiert. Stromules sind diinne,
Stroma-gefiillte Membranausldufer, die von einem gréBeren Plastidenkdrper ausgehen und
gewohnlich weniger als 0,5 um dick sind, aber mehrere Mikrometer lang sein konnen
(Gunning, 2005). Sie sind in der Lage, Plastiden zu verbinden und Proteine zwischen Plasti-
den zu transportieren (Kohler und Hanson, 2000; Kwok und Hanson, 2004) und treten am
hiufigsten in nicht photosynthetischen Geweben auf (Koéhler und Hanson, 2000; Pyke und
Howells, 2002; Waters et al., 2004). Eine besondere Form der Stromules von Plastiden in
Oktopus- oder TausendfiiBerform war um den Zellkern festgestellt worden (Kdhler und
Hanson, 2000; Fester et al., 2001). Die Breite der schmalsten langgestreckten Plastiden in der
Néhe von élteren Arbuskeln lag annéhernd in der Gréf3enordnung von Stromules. Viele dieser
Plastiden hatten jedoch eine Breite von 0,6 bis 1,3 um und stellten nicht die Auslaufer eines
deutlich groBeren Plastidenkorpers dar. Stromule-dhnliche schmale Verbindungen zwischen
groBeren Plastidenkorpern wurden nur gelegentlich durch in vivo-CLSM-Aufnahmen der
Plastiden detektiert (Abbildung 3.6a), nicht aber nach Immunlokalisierung.

In der Umgebung degenerierender Arbuskeln nahm die Anzahl der Plastiden ab, es waren dort
grof3e eingebuchtete Plastiden mit relativ hohen DXR-Mengen nachweisbar (Abbildung 3.38).
In diesen Plastiden, aber auch zum Teil bereits in den langen pleiomorphen Plastiden waren
Einschliisse nachweisbar (Abbildung 3.38 a), bei denen es sich moglicherweise um Stérke
handelt. Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen waren schon friither grofle Starkekorn-
chen in der Néhe kollabierter Arbuskelstrukturen in mykorrhizierten Maiswurzeln festgestellt
worden (Kariya und Toth, 1981; Powel und Bagyaraj, 1984). Es ist unklar, ob diese spéten
Plastidenstadien den bei Whatley (1983) beschriebenen diskusférmigen Stadien 4 und 5 ent-
sprechen, oder ob sie sich bereits im Abbau befinden.

Die sehr geringen DXR-Mengen in elliptischen Plastiden in der Nihe jiingerer Arbuskeln
sowie die Zunahme der DXR in den langen pleiomorphen Plastiden in der Umgebung élterer
Arbuskeln in Korrelation mit dem dort erhdhten Vorkommen von Apocarotinoiden (Fester et
al., 2002) deuten auf unterschiedliche Funktionen der einzelnen Plastidenstadien wéhrend der
Arbuskelentwicklung hin.

4.4 Charakteristik des Plastidenteilungsproteins FtsZ1 aus M. truncatula

Zur Untersuchung der Plastidenteilung in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula wurde
eine entsprechende cDNA des Plastidenteilungsproteins FtsZ1 kloniert und sequenziert. Die
Primer zur Amplifikation der cDNA wurden von zwei nicht liberlappenden TC-Sequenzen
aus der TIGR-Datenbank abgeleitet. Wegen der sehr geringen cDNA-Menge war fiir eine
Amplifikation eine zweifache PCR erforderlich. Die Sequenzierung des PCR-Produktes ergab
eine sehr hohe Homologie zu der ftsZ1-Sequenz von P. sativum. Ein Vergleich der FtsZ-Se-
quenzen verschiedener Pflanzen, der Griinalge Anabaena, des Bakteriums E. coli und des
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Archebakteriums M. jannaschii zeigt eine hohe Konservierung, insbesondere im Bereich der
GTP-Bindungsstelle (Abbildung 3.15). Diese GTP-Bindungsstelle ist ebenso in eukaryoti-
schen Tubulinen konserviert, die strukturell und funktionell mit FtsZ verwandt sind (Vaughan
et al., 2004). Pflanzen und Griinalgen besitzen zwei phylogenetisch verschiedene FtsZ-For-
men, FtsZ1 und FtsZ2, die beide eine wichtige Funktion bei der Plastidenteilung ausiiben und
im Stromakompartiment jeweils in der Mitte der Plastiden einen Ring ausbilden (Osteryoung
und Nunnari, 2003). Der Ahnlichkeitsbaum von FtsZ (Abbildung 3.16) zeigt, dass sich die
untersuchte FtsZ-Sequenz aus M. truncatula in die FtsZ1-Gruppe einordnen lésst.

FtsZ1 wird als losliches, kernkodiertes Stromaprotein der Chloroplasten beschrieben
(McAndrew et al., 2001; Miyagishima et al., 2001). Eine Sequenzanalyse der cDNA von
MtftsZ1 mit dem Programm ChloroP ergab eine Vorhersage fiir eine N-terminale Plastiden-
signalsequenz von 53 Aminosduren. In der TIGR-Datenbank ist seit 2005 eine TC-Sequenz
verdffentlicht (TC102111), die den gesamten Bereich von MtftsZ1 umfasst und durch das
Programm AmiGO (gene ontology annotation) als Stromaprotein von Plastiden bewertet
wird.

Seit Mérz 2005 ist die Sequenz von Chromosom 5 von M. truncatula in der NCBI-Datenbank
verdffentlicht (CR936323), worin auch eine Kopie des MifisZ1-Gens enthalten ist. Der Se-
quenzvergleich mit der kodierenden Sequenz der MtfisZ1-cDNA zeigt die Anwesenheit von
fiinf Introns (siche Abbildung 3.14). Die Intron/Exon-Ubergangsbereiche von fisZI sind bei
M. truncatula konserviert, wie der Vergleich mit den entsprechenden Bereichen bei dem Le-
bermoos Marchantia polymorpha und der Brassicacee Arabidopsis thaliana zeigt (Tabelle
3.6).

Der Southern Blot mit genomischer DNA von M. truncatula zeigte, abgesehen von den An-
sdtzen mit offenbar nicht erfolgreichem Verdau (Notl, Xhol), bei den Enzymen BamHI, Sacl
und Sall jeweils 3 Banden (Abbildung 3.13). Die grofite Bande mit jeweils etwa 6.000 bp ent-
sprach wahrscheinlich der ungeschnittenen Version des Gens, die beiden kleineren Banden
jeweils einer Version mit einer internen Schnittstelle. Demzufolge existiert im Genom von
M. truncatula neben dem Gen auf Chromosom 5 mit einer Schnittstelle fiir BamHI (im
Intron 4) und keiner Schnittstelle fiir Sacl und Sall vermutlich noch eine weitere Kopie, die
jeweils eine Schnittstelle fiir Sacl und Sall besitzt.

Nach heterologer Expression des MtFtsZ1-Proteins einschlieBlich der putativen Signalse-
quenz wurden im Westernblot durch Markierung der terminalen His-Sequenz eine stirkere
und zwei schwichere Banden detektiert (Abbildung 3.18 a). Das gleiche Muster der Banden
in entsprechender Gréfle wurde auch durch einen a-AtFtsZ1-1-Antikdrper erkannt (Abbildung
3.18 ¢), wodurch die Identitdt als FtsZ1-Protein bestitigt wurde. Die zwei Banden mit niedri-
gerem Molekulargewicht sind moglicherweise durch Proteinabbau im Expressionsstamm ent-
standen. MtFtsZ1 konnte nur als unldsliches Protein gewonnen werden. Durch Expression
von HisMtfisZla ohne die putative Plastidensignalsequenz bei 30 °C war es moglich, 16sli-
ches Protein zu gewinnen. Die Detektion dieses Proteins im Westernblot durch den Nachweis
der 6xHis-Sequenz zeigte eine starke Bande und zum Teil eine sehr viel schwichere Bande,
die vermutlich einem Proteinabbau im Expressionsstamm entsprach (Abbildung 3.21).

Zur funktionellen Charakterisierung des MtFtsZ1a-Proteins wurde einerseits die Auswirkung
einer Supplementierung der thermosensitiven E. coli ftsZ-Mutante PAT84 untersucht, ande-
rerseits wurde das Protein heterolog exprimiert und die GTPase-Aktivitit sowie die Fahigkeit
zum Selfassembly getestet. Die ftsZ-Mutante PAT84 hatte zur Entdeckung des FtsZ-Ringes
bei der Bakterienteilung gefiihrt. Die Abkiirzung fts bedeutet filamentous temperature sensi-
tive (gemdl dem filamentosen Wachstum bei einer nicht tolerierten Temperatur). Studien zur
Bakterienteilung in der Mutante PAT84 waren unter anderem von Ricard und Hirota (1973)
durchgefiihrt worden. Gaikwad et al. (2000) hatten die erfolgreiche Supplementierung von
PAT84 mit einer FtsZ1-Sequenz ohne putative Signalsequenz aus P. sativum beschrieben. Die
bei einer nicht tolerierten Temperatur von 42 °C nicht teilungsfahige und deshalb in Form
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langer Filamente wachsende ftsZ-Mutante PAT84 hatte nach einer Transformation mit einer
FtsZ1-Sequenz aus P. sativum in pBluescript SK bei 42 °C die Fahigkeit zur Zellteilung wie-
dererlangt und dann ein normales Wachstum gezeigt.

Wegen des sehr variablen Wachstumsverhaltens von PAT84 bei eigenen Untersuchungen
konnte keine erfolgreiche Komplementation mit der fisZ/-Sequenz ohne putative Plastiden-
signalsequenz aus M. truncatula nachgewiesen werden. Der Western Blot mit dem Protein der
transformierten PAT84-Bakterien bestétigte die MtFtsZ1-Produktion in der richtigen Grof3e
(ca. 38,5 kDa) sowohl bei 30 °C als auch bei 42 °C nach Transformation mit dem MitfisZ1-
Vektor und die Abwesenheit einer entsprechenden Bande nach Transformation mit dem lee-
ren Vektor (Abbildung 3.17). Sowohl die mit dem MtftsZ1-Vektor als auch mit dem leeren
Vektor transformierten Bakterien zeigten bei 30 und 42 °C eine sehr variable Lange, aller-
dings ohne die Entstehung der sehr langen Filamente bei 42 °C. Demnach existieren offen-
sichtlich weitere unbekannte Faktoren, welche die Bakterienteilung beeinflussen. Ein Hinweis
auf die Wechselwirkung mit FtsZ aus E. coli ergab sich jedoch durch Uberexpression im
Expressionsstamm RP bei 37 °C (Abbildung 3.19 a), wobei gehéuft langgestreckte Bakterien-
formen nach IPTG-Induktion, nicht aber in Abwesenheit von IPTG beobachtet wurden.

Das Zellteilungsprotein FtsZ aus Bakterien ist in vitro durch Selfassembly in der Lage,
Protofilamente und Strukturen héherer Ordnung (z. B. Rohrchen, Blitter) zu bilden und be-
sitzt GTPase-Aktivitit. Der Aufbau von Protofilamenten und Strukturen hdherer Ordnung
wird durch GTP und hochmolekulare Stoffe wie DEAE-Dextran gefordert (Bramhill und
Thompson, 1994; Mukherjee und Lutkenhaus, 1998; Mukherjee und Lutkenhaus, 1998; Lu et
al., 1998; Lu und Erickson, 1998). Die Polymerisierung von FtsZ ist dynamisch und wird
durch die GTP-Hydrolyse reguliert (Mukherjee und Lutkenhaus, 1998). Kontrovers diskutiert
wird die Bedeutung zweiwertiger Kationen (Mg®", Ca>") beim Selfassembly. Yu und
Margolin (1997) beschrieben eine Férderung der Filamentbildung durch Ca*". Mukherjee und
Lutkenhaus (1999) stellten hingegen fest, dass Ca®" fiir ein Selfassembly nicht erforderlich
war und die Filamente in Gegenwart von Ca”" und bei Abwesenheit von Mg®" ein reduziertes
dynamisches Verhalten zeigten.

Entsprechende Eigenschaften von FtsZ aus Pflanzen waren bisher kaum untersucht worden.
Gaikwad et al. (2000) beschrieben die Bildung von Multimeren von P. sativum-FtsZ nach
in vitro-Translation, chemischer Vernetzung mit Glutaraldehyd und Analyse iiber SDS-
PAGE. Eine Polymerisierung wurde in Gegenwart von GTP oder Ca*" erreicht. Durch EGTA
wurde die Polymerisierung verhindert.

Im Dezember 2004 wurde erstmals eine elektronenmikroskopische Untersuchung des in vitro-
Selfassembly von in E. coli produziertem rekombinanten FtsZ1 und FtsZ2 aus Nicotiana ta-
bacum veroftentlicht. Die Proteine wurden aber offenbar als Gesamtsequenz, das heifit, ein-
schlieBlich der vermutlich enthaltenen Plastidensignalsequenz, exprimiert (El-Kafafi et al.,
2004). Eine Filamentbildung konnte nur durch Fixierung mit Glutaraldehyd bei FtsZ1 (nicht
bei FtsZ2) beobachtet werden. Es ergaben sich dabei stdbchenartige Filamente von ca.
450 nm Lénge und 5 nm Durchmesser. AuBlerdem wurde das Auftreten von Miniringen be-
schrieben. Die Filamentbildung war GTP-abhingig. Da diese Daten nach dem Abschluss der
praktischen Arbeit verdffentlicht wurden, hatten sie keinen Einfluss auf das Konzept eigener
Experimente.

Fiir FtsZ aus Prokaryoten wurde eine kritische Konzentration von 2,5 uM Protein fiir die Fila-
mentbildung beschrieben (Mukherjee und Lutkenhaus, 1999) und 1 puM als kritische
Konzentration fiir eine nachweisbare GTPase-Aktivitdt (Sossong et al., 1999). In Anlehnung
an diese Versuche wurde die Fahigkeit zum Selfassembly durch Transmissionselektronen-
mikroskopie mit 7,3 uM (0,3 mg/ml) HisMtFtsZ1a (ohne putative Plastidensignalsequenz) bei
pH 7,5 untersucht. Es stellte sich heraus, dass fiir die Bildung langer Protofilamente bereits
die Anwesenheit von GTP ausreichte (Abbildung 3.22 a). Diese langen Protofilamente hatten
ein dhnliches Erscheinungsbild wie Protofilamente aus bakteriellem FtsZ (Lu und Erickson,
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1998; Mukherjee und Lutkenhaus, 1998, 1998; Mukherjee und Lutkenhaus, 1999;
Mingorance et al., 2001) und waren damit wesentlich ldnger als die stibchenartigen Struktu-
ren, die mit rekombinantem FtsZ1 aus Tabak erhalten wurden (El-Kafafi et al., 2004).

Ein dhnliches Bild ergab sich in Gegenwart von GTP und Mg*" sowie bei zusitzlicher
Anwesenheit von Ca®". Kurvenformige Filamentenden wurden jedoch nur bei alleinigem
GTP-Zusatz in Abwesenheit weiterer Zusétze beobachtet. Die Gegenwart zweiwertiger Katio-
nen ist aber vermutlich in Gegenwart von GTP wie bei FtsZ aus Prokaryoten fiir einen dyna-
mischen Umbau erforderlich. Die Entstehung der kurzen Protofilamente in Gegenwart von
Mg®" (Abbildung 3.22 a) ist vermutlich auf eine unspezifische Polymerisierung zuriickzufiih-
ren. Diese Vermutung stimmt mit der Annahme von Addinall und Holland (2002) {iberein,
dass die Bildung komplexer Polymere von anionischem prokaryotischen FtsZ in Gegenwart
zweiwertiger Kationen gefordert wird.

Wihrend iiber die GTPase-Aktivitit von FtsZ aus Prokaryoten zahlreiche Publikationen exis-
tieren (z. B. de Boer et al., 1992; RayChaudhuri und Park, 1992; Mukherjee et al., 1993;
Bramhill und Thompson, 1994; Sossong et al., 1999), gibt es bisher keine Veroffentlichungen
iiber entsprechende Analysen der pflanzlichen Vertreter dieser Proteinfamilie. Fiir FtsZ aus
Prokaryoten war gezeigt worden, dass es wie Tubulin GDP und GTP bindet und in der Lage
ist, GTP zu GDP zu hydrolysieren (Mukherjee et al., 1993; Mukherjee und Lutkenhaus,
1998). Die GTPase-Aktivitit wird mit dem dynamischen Verhalten der Filamente in Zusam-
menhang gebracht. Uber einen hohen Nukleotidumsatz von FtsZ-Polymeren war auch bei
Mingorance et al. (2001) berichtet worden. In Pflanzen deutet sich ein Zusammenwirken von
FtsZ1 und FtsZ2 durch die Kolokalisierung in einem Ring in der Plastidenmitte an
(McAndrew et al., 2001; Vitha et al., 2001; El-Kafafi et al., 2004). Es ist vorstellbar, dass
entsprechend den homologen a-und B-Tubulinen nur eine FtsZ-Gruppe in Pflanzen GTPase-
Aktivitit aufweist, wihrend beide Gruppen eine GTP-Bindungsstelle besitzen.

In den Versuchen mit rekombinantem MtFtsZ1a (ohne putative Signalsequenz) wurde eine
starke GTPase-Aktivitdt in vitro festgestellt. Die GTP-Hydrolyse konnte iiber HPLC-Bestim-
mung durch Absorptionsmessung von GTP und GDP nachgewiesen werden. Bei einer
Proteinkonzentration von 7,3 uM (0,3 mg/ml) entstand durch GTP-Hydrolyse neben GDP
auch Guanosin, insbesondere nachdem GTP vollstindig hydrolysiert war (Abbildung 3.23).
Diese Reaktion war nicht auf eine spontane Hydrolyse von GDP zuriickzufiihren, denn auch
nach 17 Stunden Inkubation von GDP im Testpuffer in Abwesenheit von FtsZ wurde kein
Guanosin gebildet. Die Abspaltung aller Phosphatreste von GTP war nach dem Einsatz von
2 uM MtFtsZ1a (0,085 mg/ml) deutlich geringer ausgepragt und erst nach dem Verbrauch
von GTP nachweisbar (Abbildung 3.24). Moglicherweise spielt die rdumliche Anordnung der
entstehenden Filamente und die Entstehung von Strukturen héherer Ordnung in Abhéngigkeit
von der Proteinkonzentration fiir die Forderung der Abspaltung aller Phosphatreste von GTP
eine Rolle. Da bisher nicht bekannt ist, welche FtsZ1-Konzentration lokal bei der Ausbildung
des FtsZ-Ringes vorliegt, kann nicht gesagt werden, ob diese Reaktion bei der Plastidentei-
lung relevant ist.

Enzymkinetische Experimente mit 2 uM MtFtsZ1a (0,08 mg/ml) zeigten, dass die GTP-Hyd-
rolyse nicht nach einer Michaelis-Menten-Kinetik erfolgte. Durch GTP-Konzentrationen von
10 uM bis 30 mM war keine Sittigung zu erreichen (siche Abbildung 3.26); die GTP-Hydro-
lyse erhohte sich hingegen etwa ab einer GTP-Konzentration von 200 uM annéhernd propor-
tional zur GTP-Konzentration. Nach einer Lineweaver-Burk Auftragung wurde nur fiir GTP-
Konzentrationen von 10 pM bis 200 pM eine Gerade erhalten (Abbildung 3.27). Aus der ext-
rapolierten Gerade wurden iiber den Schnittpunkt mit der X-Achse ein scheinbarer Ky-Wert
von 32 uM GTP und iiber den Schnittpunkt mit der Y-Achse eine scheinbare maximale Re-
aktionsgeschwindigkeit von 1 pkat/mg Protein ermittelt. Der scheinbare Ky-Wert liegt dabei
anndhernd in der GroBenordnung fiir FtsZ aus E. coli (Ky: 82 uM GTP fiir 5 uM FtsZ;
Sossong et al., 1999). Die pldtzliche Anderung der kinetischen Eigenschaften bei GTP-Kon-
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zentrationen iiber 200 uM konnte im Zusammenhang mit der Ausbildung von Protofilamen-
ten oder Aggregaten hoherer Ordnung (z. B. blattartige Strukturen) stehen, wobei durch eine
besondere dreidimensionale Anordnung die GTP-Hydrolyse erleichtert werden konnte. In
Berichten iiber die GTPase-Aktivitit von FtsZ aus Prokaryoten war ein entsprechender ko-
operativer Mechanismus beschrieben worden (Addinall und Holland, 2002). Dort war ange-
nommen worden, dass durch eine Oligomerisierung des Proteins die GTPase-Aktivitét stimu-
liert wird.

Die beschriebenen Untersuchungen zum Selfassembly und zur GTPase-Aktivitdt deuten dar-
auf hin, dass FtsZ1 aus M. truncatula dhnliche Eigenschaften wie die homologen Proteine aus
Prokaryoten besitzt. Nach der Endosymbiontenhypothese sind Plastiden aus einst freilebenden
Prokaryoten mit Verwandtschaft zu heute existierenden Cyanobakterien durch Aufnahme in
eine eukaryotische Zelle hervorgegangen (Buchanan et al., 2000). Die Eigenschaften der
FtsZ-Proteine haben sich demnach in der FtsZ1-Gruppe vermutlich weitgehend erhalten. Die
bedeutendsten Verdnderungen im Verlauf der Evolution stellen dabei wahrscheinlich die In-
tegration des ffsZ-Gens in das Genom des Zellkerns, die Anfligung einer N-terminalen Plasti-
densignalsequenz und die Entwicklung unterschiedlicher ftsZ-Genfamilien dar.

4.5 Immunlokalisierung von MtFtsZ1 in kolonisierten Wurzeln

Fiir eine Immunlokalisierung in kolonisierten Wurzeln von M. truncatula wurde heterologes
Antiserum in Kaninchen und Meerschweinchen erzeugt. Die Gewinnung des Meerschwein-
chen-Antiserums diente der Kolokalisierung von MtFtsZ1 und Plastiden, fiir deren Lokalisie-
rung ein a-DXR-Antikorper aus Kaninchen (von J. Hans) zur Verfiigung stand. Fiir die Im-
munisierung der Kaninchen wurde rekombinantes MtFtsZ1-Protein einschlielich der putati-
ven Plastidensignalsequenz nach Uberexpression verwendet. Die Affinititsreinigung des Ka-
ninchen-Antiserums wurde dann mit MtFtsZ1a-Protein (ohne putative Signalsequenz) nach
Bindung an NiNTA-Spinsdulchen durchgefiihrt. Die Immunisierung der Meerschweinchen
fand mit rekombinantem MtFtsZ1a (ohne putative Plastidensignalsequenz) statt. Eine Affini-
tatsreinigung des Meerschweinchen-Antiserums iiber NiNTA-Spinsdulchen mit gebundenem
MtFtsZ1a war nicht erfolgreich und erfolgte deshalb {iber einen Affinitétsblot.

Der Test der affinititsgereinigten Antiseren im Western Blot mit 16slichem rekombinanten
MtFtsZ1a-Protein ergab die Detektion einer Bande in der erwarteten Gréfle von ca. 38 kDa
(Abbildung 3.30 a und b, jeweils Bahn 8 und Abbildung 3.31 b). Oft waren jedoch noch Ban-
den mit doppeltem und zum Teil auch dreifachem Molekulargewicht detektierbar (besonders
in Abbildung 3.30 b, Bahn 8). Diese Banden konnten die allgemeine Tendenz des 16slichen
MtFtsZ1a-Proteins zur Aggregation zu Dimeren oder Trimeren widerspiegeln. Die Neigung
von FtsZ aus P. sativum (ohne Plastidensignalsequenz) zur Bildung von Multimeren in Ge-
genwart von DEAE-Dextran, Ca*” oder GTP wurde bereits von Gaikwad et al. (2000) be-
schrieben. Mit den affinititsgereinigten Kaninchen- und Meerschweinchen-Antiseren gegen
MtFtsZ1 aus M. truncatula konnten in den meisten Féllen im Western Blot mit pflanzlichem
Proteinextrakt nur Banden von etwa dem doppelten Molekulargewicht der erwarteten Grof3e
detektiert werden (siche Abbildung 3.30). Eine Ausnahme zeigt Abbildung 3.29 b, wo durch
den affinitdtsgereinigten Kaninchen-Antikorper im Blattextrakt von M. truncatula eine Bande
in der erwarteten GroBe erkannt wurde.

Es ist vorstellbar, dass auch FtsZ1 aus dem pflanzlichen Proteinextrakt zur Bildung von Di-
meren neigt. Die entsprechenden Banden verschwanden jedoch auch nach dem Erhitzen des
Proteinextraktes mit 8 M Harnstoff auf 95 °C nicht. Daher ist ungeklirt, ob es sich wirklich
um FtsZ1 oder um ein Artefakt handelt. Ein Spezifitidtsnachweis fiir die affinitétsgereinigten
Kaninchen- und Meerschweinchen-Antikdrper war demnach mit dem Western Blot nicht
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moglich. Unterschiede in der FtsZ1-Proteinmenge von mykorrhizierten und Kontrollwurzeln
konnten deshalb mittels Western-Blot-Analyse ebenfalls nicht festgestellt werden. Die FtsZ-
Proteinmenge ist besonders in Wurzeln sehr gering (Dong et al., 2002) und damit eine Detek-
tion schwierig.

Fiir einen alternativen Spezifitdtsnachweis wurde deshalb eine Immunlokalisierung an Blatt-
schnitten von M. truncatula durchgefiihrt (Abbildung 3.32). Mit beiden affinititsgereinigten
Antikorpern konnten ringartige Strukturen in Mesophyllzellen von Bléttern detektiert werden.
Die Spezifitit des Kaninchen-Antikdrpers (Abbildung 3.32 a) erschien dabei hdher als die des
Meerschweinchen-Antikorpers, mit dem in der Ndhe der Ringe noch weitere punktformige
Signale detektiert wurden. Es konnte sich dabei jedoch auch um die Reste zerfallener FtsZ1-
Ringe handeln. Die Labilitit der FtsZ1-Ringstrukturen zeigte sich besonders daran, dass sie
nur in der Nédhe der Schnittflichen und damit den ersten Kontaktstellen mit dem Fixativ er-
halten blieben, in tieferen Gewebeschichten jedoch nicht mehr nachweisbar waren. Durch
Zerschneiden des Probenmaterials in MSB-Fixationspuffer und sofortige Vakuumbehandlung
im Exsikkator wurde eine Verbesserung erreicht, jedoch wurden auch nach dieser Behandlung
oft keine ringartigen Strukturen, sondern nur pilinktchenférmige Signale erhalten. Die hohe
Instabilitit der FtsZ-Strukturen war vermutlich auch der Hauptgrund fiir das Scheitern einer
Kolokalisierung von GFP-markierten Plastiden und FtsZ1 in chiméren M. truncatula-Pflanzen
nach der Wurzeltransformation, da vor einer Fixierung das Wurzelsystem nach Bereichen mit
griin fluoreszierenden Plastiden durchsucht werden musste. In diesem Fall konnten keine
FtsZ1-Signale in mykorrhizierten und Kontrollwurzeln detektiert werden.

Mogliche Griinde fiir die Schwierigkeit der Detektion von FtsZ-Ringen sind einerseits die
kurze Dauer der Plastidenteilung und andererseits ihre hohe Dynamik. In einem Schema von
Miyagishima et al. (2003) ist z. B. vom Beginn der Entstehung des FtsZ-Ringes in der primiti-
ven Rotalge Cyanidioschyzon merolae bis zu seinem Zerfall eine Zeitspanne von etwa zwei
Stunden angegeben. Die FtsZ-Ringe selbst unterliegen einem stindigen Umbau, der bei-
spielsweise in E. coli durch eine Halbwertzeit von 30 Sekunden gekennzeichnet ist (Stricker
et al., 2002).

In einigen Féllen war es moglich, mit Hilfe der affinititsgereinigten FtsZ1-Antikorper aus
Kaninchen und Meerschweinchen in nicht transformierten Wurzeln von M. truncatula ring-
formige Strukturen nachzuweisen. Zahlreiche FtsZ1-Signale im Bereich des Zentralzylinders
von Wurzeln und Wurzelspitzen weisen auf eine erhohte Teilungsaktivitit in diesem Gewebe
hin (Abbildung 3.33). In nichtkolonisierten Wurzeln wurden dagegen fast keine FtsZ1-Sig-
nale im Bereich der Wurzelrinde detektiert, was vermutlich einerseits auf eine niedrigere
Teilungsaktivitdt, andererseits auf die geringere Organellenzahl pro Zelle zuriickzufiihren ist.
In kolonisierten Wurzelrindenzellen wurden hdufig um feinveristelte, jiingere Arbuskeln viele
FtsZ1-Signale mit dem a-MtFtsZ1-Kaninchen-Antikorper detektiert. (Abbildung 3.34 a und
c¢). Durch Kolokalisierung von FtsZ1 mit dem a-MtFtsZ1-Meerschweinchen-Antikérper und
dem a-DXR-Kaninchen-Antikdrper waren in diesem Stadium zahlreiche FtsZ1-Signale
nachweisbar, jedoch wurde kaum DXR detektiert. Am hiufigsten wurden FtsZ1-Signale in
der Néhe der Enden von Arbuskelédsten gefunden. Das konnte bedeuten, dass parallel mit dem
Wachstum der Arbuskeldste auch Plastidenteilungen stattfinden. Das Stadium der Plastiden
entspricht dabei wahrscheinlich der in Abbildung 3.36 durch Kolokalisierung von DXR und
GFP in Plastiden von ptGFP transformierten Wurzeln dargestellten Entwicklungsstufe mit
sehr geringen DXR-Konzentrationen in den Plastiden. Die hohe Teilungsaktivitdt, verbunden
mit einer starken Proliferation elliptischer Plastiden, ist wahrscheinlich fiir die Entstehung und
Reifung der Arbuskeln erforderlich, wobei unter anderem Fettsduren zur Verfiigung gestellt
werden miissen, die fiir die Bildung der periarbuskuldren Membran erforderlich sind. Unter-
stiitzt wird diese Annahme durch eine Erhdhung der Transkriptmenge fiir ACCase, die durch
Real-Time RT-PCR-Untersuchungen festgestellt wurde (siche Abschnitt 4.2). Ahnliche Er-
gebnisse, die zusitzlich noch auf eine Erhohung der Biosynthese von Asparagin und Gluta-
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min hindeuten, ergaben sich in unserer Arbeitsgruppe bei einer breiter angelegten Analyse
von Transkript- und Metabolitenmengen in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula
(Lohse et al., 2005).

Erhohte Mengen teilweise ringformiger FtsZ1-Signale wurden allerdings auch in spéteren
Arbuskelstadien mit dickeren Arbuskeldsten und mit weniger Verzweigungen beobachtet
(Abbildung 3.34 b und d). Die Kolokalisierung von FtsZ1 und DXR zeigte in dieser Ent-
wicklungsstufe FtsZ1-Ringe an den langgestreckten, wurmartigen Plastiden, welche hohere
DXR-Mengen enthielten. (Abbildung 3.39 ¢ und d). Die erhéhte DXR-Konzentration in
Plastiden korreliert mit der Akkumulation von Apocarotinoiden wihrend der spidten Ent-
wicklungsphase (Fester et al., 2002), deren Funktion jedoch noch ungeklart ist. Dieses spéte
Entwicklungsstadium in Abbildung 3.39 ¢ entspricht wahrscheinlich dem Entwicklungsstand
wie in Abbildung 3.37 dargestellt oder dem bereits beginnenden Abbau der Arbuskel. Wegen
der geringen Auflosung kann nicht festgestellt werden, ob sich ein oder mehrere FtsZ1-Ringe
an einem Plastiden befinden. Momoyama et al. (2003) hatten nach dem Medienwechsel einer
BY-Tabakzellkultur die Entstehung mehrerer, iiber die Liangsachse langgestreckter, pleio-
morpher Plastiden verteilte FtsZ-Ringe beschrieben, welche die Stellen kiinftiger Plastiden-
teilungen bestimmten. Eine Konstriktion hatte dort nur in der Plastidenmitte stattgefunden.
Die Rolle dieser spiten Plastidenteilung in kolonisierten Zellen ist ebenso wie die morpholo-
gische Verdnderung zu langgestreckten, wurmartigen Strukturen ungeklirt und bedarf weite-
rer Untersuchungen. Als Grund fiir eine Plastidenteilung ist eine schnelle Desintegration der
langgestreckten Plastiden filir die Vorbereitung eines neuen Kolonisierungszyklus vorstellbar.
Die langgestreckten, wurmartigen Plastiden konnten am Metabolismus von Abbauprodukten
der degenerierenden Arbuskel, wie z. B. entstehender reaktiver Sauerstoffspezies (Fester und
Hause, 2005), beteiligt sein.

4.6 Weiterfithrende Arbeiten

Der Vergleich von Transkript- oder Proteinmengen plastidenrelevanter Gene von mykorrhi-
zierten und nicht mykorrhizierten Wurzeln zu einem bestimmten Zeitpunkt reicht nicht fiir
eine Charakterisierung der Plastiden wihrend der Entwicklung der arbuskuldren Mykorrhiza
aus. Zur eingehenden Untersuchung aktivierter Stoffwechselwege in kolonisierten Zellen
bieten sich die in situ-Hybridisierung (z. B. Fluoreszenz in situ-Hybridisierung: FISH) oder
eine Immunlokalisierung der entsprechenden Proteine an. Damit wére es moglich, Verdnde-
rungen in kolonisierten gegeniiber nicht kolonisierten Zellen direkt zu beobachten. Fiir eine
Vorauswahl entsprechender aktivierter Gene konnte eine Analyse mit einem ,,elektronischen
Northern Blot* oder mit einem cDNA-Chip dienen. Diese Untersuchungen miissten verschie-
dene Entwicklungsstadien erfassen, denn wie in der Arbeit am Beispiel der DXR-Lokalisie-
rung gezeigt wurde, unterscheidet sich die frithe Entwicklungsphase der Plastiden stark von
der spiten Phase.

Eine weitere Charakterisierung des 19slichen rekombinanten HisMtFtsZ1a-Proteins durch die
parallele Untersuchung der GTPase-Aktivitit und eine elektronenmikroskopische Untersu-
chung bei verschiedenen Protein- und GTP-Konzentrationen konnte Aufschluss iiber eine
Korrelation von Selfassembly und Forderung der GTPase-Aktivitdt geben. Dadurch konnte
bestimmt werden, ob FtsZ1 aus M. truncatula eine ,kooperative GTPase-Aktivitit” besitzt,
wie fiir FtsZ aus Prokaryoten beschrieben (Addinall und Holland, 2002). Auch die Rolle von
GDP bei der Polymerisierung/Depolymerisierung von FtsZ1 aus M. truncatula kdnnte durch
Elektronenmikroskopie untersucht werden. Des weiteren konnte die Untersuchung der GTP-
Hydrolyse in Abhdngigkeit von der FtsZ1-Proteinkonzentration die Bildung von Guanosin
erkldren, denn diese Eigenschaft ist bisher noch nicht fiir FtsZ beschrieben worden. Auf3er-
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dem konnte iiberpriift werden, ob Mg®" wie bei Prokaryoten (de Boer et al., 1992) oder andere
zweiwertige Kationen fiir die GTPase-Aktivitit notwendig sind.

Die Suche nach dem Promotor fiir MtftsZ1 und eine Promotoranalyse wird durch die inzwi-
schen verdffentlichte Sequenz von Chromosom 5, das eine MifisZ1-Genkopie enthdlt, er-
leichtert. Soweit bekannt, wurden iiber fisZ-Promotoren in Pflanzen bisher noch keine Unter-
suchungen verdffentlicht.

Die Bedeutung der Plastidenteilung, die wie gezeigt sowohl wéhrend der sehr frithen als auch
der spiaten Entwicklungsphase der Arbuskel auftritt, konnte durch Hemmung der Plastiden-
teilung untersucht werden. Dafiir kommen Mutanten oder Transformanten in Frage. Eine
Hemmung der korrekten Plastidenteilung kann dabei nicht nur durch Ausschalten von FtsZ,
sondern auch durch Beeinflussung regulatorischer Proteine der Plastidenteilung, wie MinD
oder MinE, erreicht werden. Transformierte Tabakpflanzen, die minD (Dinkins et al., 2001)
bzw. minE (Reddy et al., 2002) {iberexprimieren, stehen fiir entsprechende Untersuchungen
bereits zur Verfligung. Durch die Untersuchung der Kolonisierung dieser transgenen Pflanzen
kann bestimmt werden, ob die Plastidenteilung fiir die Symbiose von entscheidender Bedeu-
tung ist, oder ob alle wichtigen Funktionen durch VergroBerung der Plastiden aufrecht erhal-
ten werden konnen und wie sich die fehlende korrekte Teilungsmoglichkeit auf die Gestalt
der Plastiden auswirkt. Eine Lokalisierung der Plastiden in kolonisierten transgenen Wurzeln
wire dabei nach einer Transformation mit einem GFP-Konstrukt mit Plastidensignalsequenz
moglich.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Plastidenproliferation bei der Entwicklung der arbusku-
laren Mykorrhiza in der Modellpflanze Medicago truncatula untersucht. Den Ausgangspunkt
der Untersuchungen stellte die von Fester et al. (2001) in Tabak gefundene starke
Plastidenproliferation und die Bildung eines Plastidennetzwerkes um intakte Arbuskeln in
kolonisierten Wurzelrindenzellen dar.

Durch CLSM-Analyse GFP-markierter Organellen konnte im Vergleich zu nicht
kolonisierten Rindenzellen eine starke Proliferation von Plastiden, Mitochondrien und
Endoplasmatischem Retikulum in der Umgebung intakter Arbuskeln gezeigt werden.
Diese Untersuchungen wurden mit transformierten Pflanzen durchgefiihrt, deren Or-
ganellen durch einen Import von GFP als griin fluoreszierende Strukturen sichtbar
wurden. Mitochondrien und Plastiden wurden auf diese Weise in Wurzeln chimérer
M. truncatula-Pflanzen nach Wurzeltransformation mit einem ptGFP- bzw. mtGFP-
Konstrukt, das ER in Wurzeln transgener ertGFP-Nicotiana benthamiana-Pflanzen
untersucht. Im Vergleich zur Wurzelrinde wurde eine viel hohere Anzahl von Mito-
chondrien und Plastiden unabhingig von einer Kolonisierung der Wurzeln im Zentral-
zylinder festgestellt.

Die beobachtete Proliferation von ER, Mitochondrien und insbesondere von Plastiden
in der Umgebung intakter Arbuskeln entspricht wahrscheinlich einer allgemeinen
Steigerung der metabolischen Aktivitdt in kolonisierten Wurzelrindenzellen. Diese
Aktivitét betrifft beispielsweise den Aufbau der periarbuskuldiren Membran. Eine ent-
sprechende Steigerung der plastiddren Fettsdurebiosynthese durch die Zunahme der
Transkriptmengen des Enzyms ACCase deutete sich bei Real-Time RT-PCR-Untersu-
chungen an.

Durch die CLSM-Untersuchung nach der Immunfluoreszenzmarkierung von GFP in
ptGFP-transformierten M. truncatula Wurzeln und nach einer Fluoreszenzmarkierung
des AM-Pilzes wurden drei verschiedene Entwicklungsstadien von Plastiden in kolo-
nisierten Wurzeln festgestellt. In der Umgebung frither Arbuskelstadien mit fein ver-
zweigten Asten fand eine starke Proliferation elliptischer Plastiden statt. Eine auffil-
lige Veranderung der elliptischen Plastiden zu langgestreckten pleiomorphen Plastiden
war in der Umgebung ilterer Arbuskeln mit weniger verzweigten, dickeren Asten
nachweisbar. In der Umgebung degenerierender Arbuskeln traten nur wenige Plasti-
den mit eingebuchteter Form auf, die sich vermutlich ebenfalls in einer Abbauphase
befanden. Eine alternative Plastidenlokalisierung war durch Kaninchen-Antiserum ge-
gen DXR, einem in Plastiden lokalisierten Enzym aus dem MEP-Weg, moglich. Die
Kolokalisierung von ptGFP und DXR in kolonisierten, ptGFP transformierten Wur-
zeln von M. truncatula zeigte sehr geringe, zum Teil nicht mehr detektierbare Mengen
von DXR in dem friihen elliptischen Plastidenstadium. Dagegen akkumulierte DXR
deutlich in den élteren Plastidenstadien, den langgestreckten pleiomorphen Plastiden
und in den vermutlich degenerierenden Plastiden im letzten Stadium des Arbuskel-
zyklus.

Der zentrale Teil der Arbeit beschiftigte sich mit der Frage, welche Rolle die
Plastidenteilung an der beobachteten Plastidenproliferation in kolonisierten Wurzel-
rindenzellen von M. truncatula spielt und wie diese Proliferation mit der Entwicklung
der Pilzstrukturen korreliert. Zur Charakterisierung der Plastidenteilung wurde das
Plastidenteilungsprotein FtsZ1 aus M. truncatula kloniert und charakterisiert. Diese
Sequenz zeigte eine hohe Ahnlichkeit zu einer entsprechenden Sequenz aus P. sativum
(Gaikwad et al., 2000) und lieB sich der FtsZ1-Gruppe zuordnen. Eine Southern Blot-
Analyse und der Sequenzvergleich mit der kiirzlich verdffentlichten Sequenz von
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Chomosom 5 deutet auf zwei Genkopien im Genom von M. truncatula hin. Das auf
Chromosom 5 enthaltene FtsZ1-Gen enthilt 5 Introns mit konservierten Exon/Intron-
Ubergiingen. Das 18sliche rekombinante MtFtsZ1a-Protein ohne die putative Plasti-
densignalsequenz besal3 sehr dhnliche Eigenschaften wie die verwandten FtsZ-Prote-
ine aus Prokaryoten. Es zeigte eine hohe GTPase-Aktivitit und die Fahigkeit zum
Selfassembly in vitro. Fiir die Entstehung langer Protofilamente war die alleinige Ge-
genwart von GTP ausreichend, Mg”" allein bewirkte nur die Bildung sehr kurzer Pro-
tofilamente.

Immunaffinitdtsgereinigte Antikorper aus Kaninchen bzw. Meerschweinchen gegen
das heterolog exprimierte FtsZ1 aus M. truncatula markierten FtsZ-Ringe bei Chlo-
roplasten von Mesophyllzellen und bei Plastiden im Zentralzylinder von Wurzeln. Mit
diesen Antikorpern wurden in kolonisierten Wurzeln in der Umgebung junger, fein-
verdstelter Arbuskeln zahlreiche FtsZ1-Signale nachgewiesen, die einer starken Tei-
lungsaktivitit der Plastiden in der friihen Entwicklungsphase entsprechen. Aber auch
in einer spdteren Phase wurden in der Ndhe gering verzweigter Arbuskeln mit dicke-
ren Asten FtsZ1-Signale detektiert, die mit der DXR kolokalisiert werden konnten.
Dagegen war in nichtkolonisierten Wurzelrindenzellen FtsZ1 kaum nachweisbar.
Wihrend die intensive Plastidenteilung in der Umgebung junger Arbuskeln zu einer
starken Plastidenproliferation in der frithen Entwicklungsphase fiihrt, konnten die be-
obachteten FtsZ1-Ringe bei dlteren Arbuskeln entweder auf eine wiederholte Teilung
und Verschmelzung der langgestreckten Plastiden hindeuten oder den abschlieBenden
Zerfall der netzwerkartigen Strukturen fiir einen neuen Kolonisierungszyklus vorberei-
ten. Die Bedeutung der Proliferation der Plastiden in dieser Phase, ihre spezielle Form
sowie die mit der DXR korrelierende Akkumulation von Apocarotinoiden bedarf zu
threr Aufklarung noch weitergehender Untersuchungen.
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