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1 Einleitung

Im Unterschied zu héheren Wirbeltieren verfliigen Pflanzen nicht (iber ein hochspezialisiertes
Immunsystem, das auf den Kontakt mit Infektionserregern bzw. deren Giften mit
Antikdrperbildung reagiert und damit zu einer Resistenz bei erneutem Antigenkontakt fuhrt.
Es haben sich dennoch eine Vielzahl spezifischer und komplexer pflanzlicher
Abwehrmechanismen entwickelt, die dem Schutz vor schadigenden Umwelteinflissen und
Pathogenen dienen. Sie kénnen zum Einen nebeneinander existieren, sich aber auch
ergéanzen oder Uberlagern und weisen in ihren Signaltransduktionswegen haufig Parallelen
zu den sogenannten “innate immunity pathways* des Saugerimmunsystems auf [1, 2].

Die Aufklarung von pflanzlichen Abwehrmechanismen ist vor allem fur landwirtschaftlich
genutzte Pflanzen von grofRer Bedeutung, da resistent werdende Krankheitserreger einen
immer hoéheren Einsatz von Fungiziden und Pestiziden mit z. T. erheblichen Belastungen fiir
die Umwelt erfordern. Durch klassische Zichtungsmethoden, aber auch durch gezielten
Einsatz gentechnischer Methoden zur Entwicklung krankheitsresistenter Pflanzenkultivare
soll dieser Entwicklung entgegengewirkt werden.

Ein Beispiel daflr ist die Kartoffel (Solanum tuberosum L.), eine der wichtigsten
Kulturpflanzen Europas, die im 16. Jahrhundert aus Sidamerika eingefuhrt wurde. Sie
entwickelte sich im 18. Jahrhundert aufgrund ihres problemlosen Anbaus, ihrer guten
Lagerfahigkeit und eines ausgewogenen Nahrstoffgehaltes zu einem Hauptnahrungsmittel.
Neben Rost, Brand und Mehltau ist die Kraut- und Knollenfaule die schwerwiegendste
Krankheit der Kartoffel. Diese wird durch den Oomyzeten Phytophthora infestans
hervorgerufen. Die Sporen werden durch Wind und Regen ubertragen und keimen auf den
Blattern aus. Dies fuhrt zundchst zur Bildung waRriger Lasionen und spater Uber
verschiedene Krankheitsstadien zur Vernichtung der Pflanze. Symptome sind gelblich-griine
Olige Flecken und zum Teil grau-weiBer Myzelflaum. Befallene Knollen, die eine
Infektionsquelle in Lagerbestédnden darstellen, zeigen unregelmaflige braungraue Flecken
und sind bis ins Knolleninnere braun und trockenfaulig [3, 4]. Um die erheblichen
ErtragseinbuRen einzudammen, die diese Krankheit verursacht (1843-1847 Irland, 1917/18
Deutschland, 1994/95 USA), ist gegenwartig ein kostenintensiver und umweltbelastender
Fungizideinsatz notwendig. Daher ist das Interesse an alternativen Methoden zur
Bekampfung der Kraut- und Knollenfaule grof3. Ein kurzzeitiger Zuchtungserfolg konnte z. B.
erzielt werden, indem Resistenzgene gegen verschiedene P. infestans-Rassen aus den
Wildtypformen Solanum demissum und Solanum commersonii in kultivierte Kartoffelsorten
eingekreuzt wurden [5]. Einen weiteren Ansatzpunkt stellt das sogenannte ,Genetic
engineering” dar. Dabei wird mittels gentechnologischer Verfahren ein einzelnes isoliertes
und charakterisiertes Resistenzgen in anfallige Kultivare eingebracht [6, 7, 8]. Bei einem
neueren Verfahren wird ein Gen fur einen Elicitor unter Kontrolle eines
pathogeninduzierbaren Promotors in der Pflanze exprimiert, so dal es bei einem
Pathogenbefall zur hypersensitiven Reaktion und zur Initierung von Abwehrreaktionen
kommt [9].

Erkenntnisse Uber die molekularen Grundlagen der Pathogenerkennung und -abwehr stehen
deshalb im Mittelpunkt des Interesses der Phytopathologie und sind Gegenstand des
nachfolgenden Uberblicks.



1.1 Genetische Grundlagen der pflanzlichen Resistenz

Pflanzen sind in ihrer nattrlichen Umgebung fortlaufend dem Angriff von Insekten, Viren,
Viroiden, Pilzen, Bakterien und Nematoden sowie schadigenden Umwelteinfliissen
ausgeliefert. Nur in wenigen Fallen kommt es dabei zu einem Krankheitausbruch. Grund
hierfur sind die verschiedenen Resistenz- und Abwehrmechanismen [10, 11].

Die am weitesten verbreitete Form der Resistenz ist die Basis- bzw. Nichtwirtsresistenz,
bei der eine Pflanzenspezies keinen Wirt fir ein spezifisches Pathogen darstellt, da das
Pathogen die konstitutiven bzw. induzierten Abwehrmechanismen nicht durchbrechen kann
[12]. Ein Beispiel dafir ist die Interaktion des Oomyceten Phytophthora sojae
(Sojapathogen) mit Petersilie (Petroselinum crispum L.).

Nur in wenigen Fallen kommt es in einer kompatiblen Interaktion zwischen einer Pflanze mit
einem Pathogen zur Krankheitsausbildung. Dabei ist die Pflanze suszeptibel und das
Pathogen virulent. Hierfir ist die Interaktion des Kartoffel-Kultivars Désirée mit dem
Oomyceten Phytophthora infestans ein Beispiel. Die zweite Form der Resistenz, die sich im
Laufe der Evolution als Folge der Koexistenz von Pflanze und Pathogen herausgebildet hat
und sich auch weiterhin entwickelt, ist die Sorten-spezifische bzw. Wirtsresistenz eines an
sich suszeptiblen Pflanzenkultivars gegenliber einer physiologischen Rasse eines
Pathogens [12, 13].

Die Wirtsresistenz wird nochmals in die horizontale (multigene) und vertikale (monogene)
Resistenz unterteilt [4]. Die horizontale Resistenz wird auch als generelle, unspezifische
bzw. Feldresistenz bezeichnet und ist polygen bedingt. Dabei ist eine Wirtspflanze
gegenliber allen Rassen eines Pathogens resistent, was sich in einer verringerten
Infektionsrate und einem langsameren Wachstum des Pathogens zeigt. Die genetischen
Grundlagen sind bisher nicht geklart.

Die zweite Form der Wirtsresistenz ist die vertikale Resistenz. Sie ist rassenspezifisch und
berunt auf dem Vorhandensein eines Avirulenz- und eines komplementaren Resistenz-
Genproduktes. Sie wird mit der Gen-fiir-Gen-Hypothese erklart [14]: treffen ein Pathogen mit
einem Avirulenzgen und eine Pflanze mit einem Kkorrespondierenden Resistenzgen
aufeinander, so kommt es, ausgelést durch einen vom Pathogen freigesetzten
rassenspezifischen Elicitor, im Allgemeinen zu einer Abwehrreaktion der Pflanze, der
hypersensitiven Reaktion [15]. Eine solche Interaktion wird als inkompatibel bezeichnet, das
Pathogen ist in diesem Fall avirulent und die Pflanze resistent. Fehlt dagegen entweder das
Avirulenzgen des Pathogens oder das komplementare Resistenzgen der Pflanze, kommt es
zur sogenannten kompatiblen Interaktion, die Pflanze ist suszeptibel und das Pathogen
virulent [16].

Zahlreiche Resistenz- und Avirulenzgene wurden in den letzten Jahren isoliert und
charakterisiert [17, 18, 19]. Es werden virale, bakterielle und pilzliche Avirulenzgene (Avr-
Gene) unterschieden, deren Produkte, die Avirulenzproteine, als rassenspezifische Elicitoren
wirken kénnen und direkt an einen membranstdndigen Rezeptor oder ein R-Gen-Produkt
innerhalb der pflanzlichen Zelle binden konnen. Gut charakterisierte bakterielle
Avirulenzgene sind beispielsweise avrPto und avrPt2 aus Pseudomonas syringae pv.
tomato, avrRPM1 aus Pseudomonas syringae pv. maculicola, avrXa21l aus Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria sowie die avrBs3-Familie aus Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria [20]. Auffallig ist, da diese bakteriellen avr-Gene die Anwesenheit von hrp-
Genen erfordern, die fur das Typlll-Sekretionssystem kodieren und die Sekretion der AVR-



Proteine in die pflanzliche Zelle ermdglichen [21]. Avr- und hrp-Gene sind z. T. in

Genclustern lokalisiert und werden coreguliert [22]. Pilzliche Avirulenzgene sind das Gen
avr-Pita, das vermutlich fiir eine Metalloprotease kodiert [23] sowie die Avr-Gene 2, 4, 5, und
9 aus Cladosporium fulvum.

Den Avirulenzgenen stehen die pflanzlichen Resistenzgene (R-Gene) gegeniber, deren
Proteine aufgrund ihrer strukturellen Merkmale in finf verschiedene Klassen eingeteilt
werden [1, 18, 19, 24]: intrazellulare Proteinkinasen, rezeptordhnliche Proteinkinasen mit
einer extrazellularen LRR-Domane (leucin-rich repeat), intrazellulare LRR-Proteine mit einer
Nukleotidbindungsstelle (Nucleotide Binding Site, NBS) und einem LZ-Motif (Leucine Zipper),
intrazellulare NBS-LRR-Proteine mit einer Region mit Ahnlichkeit zur cytoplasmatischen
Toll/Interleukin-1-Rezeptor-Domane von Saugern bzw. aus Drosophila (TIR) und
membrangebundene extrazellulare LRR-Proteine [25].

Bisher konnten nur zwei molekulare Interaktionen zwischen einem R- und dem
korrespondierenden avr-Gen-Produkt nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich
einerseits um die Interaktion zwischen AVRPto aus P. syringae pv. tomato und dem von
Tomate gebildeten R-Gen-Produkt Pto, einer Serin-Threonin-Kinase [26]. Weiterhin wurde
eine direkte Interaktion zwischen dem von Magnaporthe grisea exprimierten AVR-Pita und
dem Pi-ta aus Reis gezeigt [23].

1.2 Konstitutive und induzierte Abwehrmechanismen

Zur konstitutiv praformierten Abwehr z&hlen vor allem mechanische Barrieren wie verdickte
Zellwande (auch mit Lignin- und Suberineinlagerungen), die Cuticula mit aufgelagerten
Wachsschichten, die das Eindringen von Phytopathogenen erschweren oder verhindern,
aber auch von der Pflanze abgesonderte phenolische Verbindungen, Inhibitoren lytischer
Enzyme, Saponine und weitere, fir die Pathogene toxische Verbindungen [4]. Ein Beispiel
hierfir ist auch das kirzlich aus Kartoffelknollen isolierte antimikrobielle Peptid Snakin-1, das
die Aggregation von Bakterien bewirkt und dem vermutlich eine Funktion beim Schutz von
reproduktiven und Speicher-Organen zukommt [27].

Erganzend zu den konstitutiven Abwehrmechanismen existieren weitere aktive, induzierte
Mechanismen, die es einer Wirtspflanze ermdglichen, einer Pathogenattacke zu
widerstehen. Diese kénnen sowohl durch Pathogene selbst als auch durch Verwundung und
chemische  Noxen hervorgerufen werden und beruhen haufig auf der
Transkriptionsaktivierung bestimmter Gene [28, 29].

Man unterscheidet sehr schnelle (innerhalb von Minuten ablaufende), schnelle (lber
Stunden andauernde) und langsame (Tage bis Monate anhaltende) Reaktionen einer
Pflanze auf einen Pathogenbefall. Unmittelbar nach dem Pathogenbefall kommt es zur
Kallosebildung und Einlagerung phenolischer Verbindungen wie Lignin und Suberin in die
Zellwand direkt an der Penetrationsstelle des Pathogens. Zu den sehr schnellen Reaktionen
zahlt auch die Synthese extrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS; H,O,, das
Hydroxylradikal OH und das Superoxidanionradikal ‘O;). Diese reaktiven Sauerstoffspezies
haben sowohl eine direkte toxische Wirkung auf Pathogene als auch Funktionen beim
oxidativen Crosslinking der Zellwand und bei der Auslésung der hypersensitiven Reaktion
[30, 31]. Der als ,oxidative burst‘ bezeichnete Prozel ist der Synthese von ROS in humanen
Makrophagen ahnlich [12, 32].



Die hypersensitive Reaktion (HR), die durch spezifische oder generelle Elicitoren (s. 1.2.2)
ausgeldst wird, wird sowohl in Wirts- als auch Nichtwirtspflanzen hervorgerufen und ist durch
einen lokalisierten Zelltod an der Infektionsstelle gekennzeichnet [1, 12]. Diese so
entstandenen Nekrosen entziehen dem Pathogen die Nahrstoffgrundlage, so dal3 es zu
keiner weiteren Ausbreitung des Pathogens in der Pflanze kommt.

AuRBerdem entstehen und akkumulieren Signalsubstanzen wie Stickoxid, Jasmonat, Salicylat
und Ethylen, die dann wiederum in die Signaltransduktionskaskaden eingebunden sind (s.
1.2.2).

121 Pathogen- und stref3induzierte Genaktivierung

Neben den oben genannten sehr schnellen Abwehrreaktionen kommt es nachfolgend zu
Veranderungen in der Genaktivitat. Hervorzuheben ist hierbei die Induktion von PR-Genen
(pathogenesis-related genes), die zur Synthese der PR-Proteine fuhrt. Als PR-Proteine
werden Polypeptide bezeichnet, die in der gesunden Pflanze nicht akkumulieren sondern
erst nach Pathogenattacken bzw. unter bestimmten Strel3bedingungen synthetisiert werden.
Die PR-Proteine weisen eine grofl3e Komplexitat auf und werden in 14 verschiedene Familien
eingeteilt (PR 1-PR 14) [33].

Zur Familie 1 gehoren die Proteine des Typs PR 1, die zunachst aus mit TMV infizierten
Tabakblattern isoliert wurden und spater auch in Tomate, Kartoffel, Arabidopsis, Mais,
Weizen und Gerste gefunden wurden. Alle PR 1-Proteine besitzen ein N-terminales
Signalpeptid, das fur den Transport der Proteine ins endoplasmatische Retikulum
verantwortlich ist: die sauren Formen der PR 1-Proteine werden in den Interzellularraum
sekretiert, die basischen akkumulieren in der Vakuole. Allerdings ist bisher keine Funktion
der PR 1-Proteine bekannt.

Dagegen ist bekannt, da3 die PR-Proteine der Familie 2, die 1,3-b-Glucanasen in vitro
antifungale Wirkung zeigen. 1,3-b-Glucanasen werden in 3 Klassen eingeteilt: Klasse 1,
basische Glucanasen, die in der Vakuole akkumulieren; Klasse 2, saure Isoformen, die
extrazellular zu finden sind und die Klasse 3, die ebenfalls saure, extrazellulare Proteine
sind. Sie wurden u. a. in Kartoffel [34], Tomate [35], Tabak [36], Paprika [37] und
Arabidopsis [38] gefunden und zeigen eine starke Akkumulation nach Pathogenbefall.

Zur Familie 3 der PR-Proteine zahlen die Chitinasen, die ebenfalls pilzliches Wachstum
hemmen, indem sie die Hauptkomponenten der pilzlichen Zellwand, das Chitin (b-1,4-N-
Acetylglucosamin), hydrolisieren [39]. Sie werden in die Klassen |-V unterteilt, wobei zur
Klasse | die in der Vakuole lokalisierten basischen Isoformen gehdren und zur Klasse Il die
extrazellularen sauren Isoformen. Aufgrund grof3er Sequenzunterschiede werden die
Chitinasen der Klasse lll zur Familie 8 der PR-Proteine gezahlt. Chitinasen der Klasse IV
unterscheiden sich zu denen der Klasse | durch ihre Grof3e, und Klasse V-Proteine zeigen
keine Sequenzahnlichkeiten zu pflanzlichen Chitinasen sondern zu bakteriellen
Exochitinasen [40]. Chitinasen wurden nach Pathogenbefall aber auch nach Behandlung mit
Phytohormonen und Ethylen u. a. in Zuckerribe, Kohl, Bohne, Mais, Tabak, Kartoffel,
Tomate, Gurke und Petersilie [41] nachgewiesen. Fur Chitinasen A und B aus Kartoffel
konnte gezeigt werden, dal} sie nach Pathogeninfektion, Elicitor-, Salicylsdure- und
Ethylenbehandlung und nach Verwundung akkumulieren [42]. AuRerdem wurde ein neuer
Typ, der Chitinase-Typ C (ChtC) isoliert, dessen mRNA ebenfalls nach Pathogeninfektion,
Elicitor- und Ethylenbehandlung sowie nach Verwundung akkumuliert [40].



Die grofdte antifungale Wirksamkeit erreichen die basischen, vakuolar lokalisierten Isoformen
der Glucanasen (Familie 2) und Chitinasen (Familie 3) im Zusammenspiel, wahrend den
sauren Chitinasen mit geringerer antifungaler Wirkung eine Rolle bei der Auspragung der
SAR zugewiesen wird (s. 1.2.3) [33].

Eine kleine und weniger gut untersuchte Gruppe mit unbekannter Funktion stellen die PR-
Proteine der Familie 4 dar. Die aus Tabak und Tomate isolierten Proteine sind den
wundinduzierten Proteinen Win 1 und 2 aus Kartoffel ahnlich, wohingegen andere PR 4-
Proteine, z. B. aus Arabidopsis, als strukturelle Gemeinsamkeit eine chitinbindende Funktion
bzw. eine Hevein-Domane zeigen. Das Hevein als Hauptbestandteil des Latex stellt ein
Homolog Chitin-bindender Doméanen aus Pflanzen dar.

Zur Familie 5 der PR-Proteine zahlen die Thaumatin-ahnlichen Proteine bzw. die Osmotine.
Sie wurden aufgrund ihrer Sequenzahnlichkeiten zum Thaumatin, einem su3 schmeckenden
Protein aus Thaumatococcus daniellii, zu einem Trypsin/a-Amylase-Inhibitor aus Mais und
zum Osmotin aus salzgestref3ten Tabakzellkulturen dieser Familie zugeordnet. Proteine der
Familie 5 wurden bisher aus Tabak, Tomate, Kartoffel [43], Gerste, Weizen [44], Paprika [37]
und Arabidopsis [45, 46] nach Pathogeninfektion, ABA- und Ethylenbehandlung, Salz-und
Trockenstre3 sowie Verwundung gefunden. Aber auch in Samenkdrnern von Gerste, Mais,
Flachs, Hafer, Hirse und Weizen wurden Thaumatin-dhnliche Proteine identifiziert, die das
Wachstum von Candida albicans inhibieren [47]. PR 5-Proteine besitzen antifungale
Wirkung, die im Falle des Zeamatins (PR 5-Protein aus Mais) auf eine Permeabilisierung der
pilzlichen Membran zurtickgefuihrt wird [47]. Diese Wirkung gegen Pilze und Oomyceten, die
sich in einer erhdhten Toleranz gegentber einer Infektion mit P. infestans auBert, wurde in
transgenen Kartoffelpflanzen, die ein Osmotin-ahnliches Protein konstitutiv exprimieren,
gezeigt [43].

Proteinase-Inhibitoren (Familie 6 der PR-Proteine) zahlen nicht zu den klassischen PR-
Proteinen, da sie nach Verwundung und Insektenfra@ bzw. entwicklungsspezifisch
akkumulieren. Sie inhibieren die von pflanzenschadigenden Insekten abgesonderten Serin-,
Cystein-, Aspartat- und Metallo-Proteinasen, die die Freisetzung von pflanzlichen
Aminosauren katalysieren [48]. Isoliert wurden Proteinase-Inhibitoren u. a. aus Tabak, Mais
[49],Tomate und Kartoffel [50]. Konstitutiv exprimierte Proteinase-Inhibitoren in verschieden
Pflanzen fihren zu einem Absterben von pflanzenschadigenden Insekten [48, 51].

Weniger bekannt ist tber die PR-Proteine der Familien 7, 8, 9 und 10. Zur Familie 7 gehoren
pathogeninduzierte Proteinasen aus Tomate. Familie 8 umfal3t Chitinasen der Klasse Il aus
Gurke, Tabak, Bohne und Kichererbse, wobei die basische Isoform des Enzyms aus Tabak
Lysozymaktivitat zeigt. Die pathogeninduzierten, anionischen, extrazellularen, Lignin-
formenden Peroxidasen verschiedener Spezies, die aber auch in physiologische Prozesse
involviert sind, zahlen zur Familie 9. Als intrazellulare Proteine (IPR) werden die Proteine der
Familie 10 bezeichnet, die sowohl nach Pathogenbefall als auch strebedingt und
entwicklungsspezifisch akkumulieren, fiir die aber bisher keine Funktionen bekannt sind [52,
53, 54]. Eine Ausnahme bildet das LaPR-10 aus Lupine, fiir das eine Ribonukleaseaktivitat
gezeigt werden konnte [55]. Zur Familie 11 der PR-Proteine zahlen Chitinasen der Klasse V
aus Tabak.

Antimikrobielle Peptide, die sowohl als praformierte Komponenten fungieren als auch nach
Pathogenbefall akkumulieren, sind Teil der pflanzlichen Abwehr. Zu den antimikrobiellen
Peptiden zahlen Defensine (Proteine der Familie 12), Thionine (Proteine der Familie 13), die



durch Anderung der Membranpermeabilitat antibakteriell und antifungal wirken, Lipid-
Transfer-Proteine (Proteine der Familie 14) und andere Peptide [56].

Neben den PR-Genen, die durch Pathogene aber auch durch andere schadigende
Umwelteinflisse aktiviert werden, akkumulieren weitere Proteine streRaktivierter Gene, von
denen einige naher erwahnt werden sollen.

Die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) ist ein Schlisselenzym des
Phenylpropanstoffwechsels und Ausgangspunkt fur die Synthese von zahlreichen
phenolischen Komponenten wie Flavonoide, Anthozyan und Tannin. Diese sind als
Schutzstoffe gegen biotischen und abiotischen Stre3 (Phytoalexine, Antioxidantien), als
Pigmente aber auch als Signalsubstanzen von Bedeutung [57]. Die Regulierung der PAL
erfolgt einerseits entwicklungspezifisch durch endogene Phytohormone und andererseits
durch auf3ere Stimuli wie Pathogenbefall, Elicitoren, UV-Bestrahlung, Kéalte und Verwundung
[58].

Ebenfalls sowohl entwicklungsspezifisch als auch differentiell exprimiert sind Calmodulin-
Gene, deren Produkte die Dbestuntersuchten calciumbindenden Proteine mit
multifunktionellem Regulationspotential darstellen. So sind die verschiedenen Isoformen
durch Regulation des intrazellularen Ca*-Spiegels an der Sensibilisierung bzw.
Desensibilisierung abiotischer (Licht, Hitze, Kélte, Trockenheit, Chemikalien, Verwundung)
und biotischer (Pathogene, Elicitoren) Reize beteiligt. Zielstrukturen der Calmoduline sind
dabei verschiedene Enzyme wie NAD-Kinasen, Ca*-ATPasen und Proteinkinasen [59, 60].

Pflanzliche Lipoxygenasen spielen auf3er bei Keimung, Fruchtreifung und Seneszens eine
groBe Rolle bei der Stref3antwort und akkumulieren vor allem nach Pathogenattacken,
Elicitorbehandlung und Verwundung [61, 62]. Lipoxygenasen sind die ersten Enzyme des
Lipoxygenaseweges und oxidieren ungesattigte Fettsduren (Linolensdure) zu
Hydroperoxiden. Diese Hydroperoxide als hochreaktive Molekille kénnen entweder direkt
gegen Bakterien wirken oder gehen u. a. in den Peroxygenase-, Lyase- bzw.
Allenoxidsynthase-Weg ein und filhren zur Synthese verschiedener Oxylipine u. a. zu
Jasmonsaure, einem bedeutenden pflanzlichen Signalmolekil (s. 1.2.2) aus dem Allenoxid-
Synthase-Weg [63, 64].

Ausgehend von einer Signalerkennenung an oder in einer pflanzlichen Zelle, werden Signale
generiert, die die aufgefihrten Gene Uber verschiedene Signaltransduktionswege
transkriptionell aktivieren. Diese pathogen- und stref3aktivierten Gene sind oftmals nicht nur
im geschadigten und daran angrenzenden Gewebe exprimiert, sondern werden nachfolgend,
als langsame Reaktion auf Pathogenbefall, auch in entfernter liegenden ungeschadigten
Geweben bzw. Pflanzenteilen exprimiert und fihren dort zu einer erhfhten Resistenz gegen
ein breites Spektrum von Pathogenen. In diesem Fall handelt es sich um die systemisch
erworbene Resistenz (SAR, s. 1.2.3).

1.2.2 Signaltransduktionskaskaden

Voraussetzung flr die Initiierung von Signaltransduktionskaskaden, die zur Auslésung von
Abwehrreaktionen fiihren, ist die Erkennung eines vom Pathogen freigesetzten Elicitors
durch pflanzliche Rezeptoren, die membranstandig oder intrazellular lokalisiert sein kénnen
[19, 65].

Dabei werden rassenspezifische und generelle Elicitoren unterschieden. Die
rassenspezifischen Elicitoren sind im weitesten Sinne Produkte von Avirulenzgenen (s. 1.1).
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Bei den generellen Elicitoren handelt es sich um strukturell verschiedenartige Substanzen
wie Proteine, Glycoproteine, Fettsduren, Lipopolysaccharide und Oligosaccharide, die
meistens Bestandteile der pilzlichen Zellwand sind und aus dieser direkt oder durch
pflanzliche, hydrolytische Enzyme aus ihr freigesetzt werden [31].

Durch die transiente Anderung der Permeabilitat der Plasmamembran kommt es zur Offnung
von lonenkanalen, was zum Einstrom von Ca®" und H* sowie zum Ausstrom von K* und CI
fuhrt. Der erhohte intrazellulare Ca®'- Spiegel bewirkt einerseits die Auslésung von
Proteinphosphorylierungskaskaden, die die wichtigsten posttranskriptionellen
Regulationsmechanismen darstellen (Aktivierung von Mitogen-aktivierte Proteinkasen, MAP-
Kinasen [31, 66, 67, 68] und CDPK [69]). Eine direkte Beteiligung von MAP-Kinasen in der
Pathogenabwehr wurde fir Tabak gezeigt. Die konstitutive Expression von NtMEK2, einer
MAPK-Kinase, fuhrt zu einem HR-ahnlichen Zelltod und der Expression von Abwehrgenen
[70]. Andererseits fiihrt der erhohte intrazellulire Ca*- Spiegel zur Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), dem ,oxidative burst* [31, 71]. Dieser ,burst® kann biphasisch
auftreten: ein erster, schwacherer direkt an der Angriffsstelle des Pathogens, der sowohl in
der kompatiblen als auch in der inkompatiblen Interaktion auftritt und ein zweiter, der nur in
der inkompatiblen Interaktion auftritt und zum Absterben der Pflanzenzelle, den
hypersensitiven Zelltod, fiihrt [72]. Dabei konnte gezeigt werden, dafl ROS notwendig, aber
nicht ausreichend fiir den hypersensitiven Zelltod sind [73].

Neben den unter 1.2 erwahnten Abwehrreaktionen fiihrt der durch ROS ausgeltste
hypersensitive Zelltod zur Induktion von Abwehrgenen. Gezeigt wurde die Bedeutung von
H,O, bei der Etablierung der Pathogenresistenz anhand von transgenen Pflanzen. So zeigen
Kartoffelpflanzen, die das H,O,-generierende Enzym Glucose-Oxidase konstitutiv
exprimieren, erhdhte Resistenz gegeniber Erwinia carotovora subsp. carotovora [74].
Ebenso weisen transgene Tabak-Pflanzen, denen das H,O,-abbauende Enzym Catalase |
fehlt, eine erhdhte Pathogenresistenz auf [75]. Eine Beteiligung von ROS im Abwehrprozel
konnte auch in Arabidopsis gezeigt werden: einem eng begrenzten ,oxidative burst folgen
kleinere, sogenannte ,microbursts” im entfernteren Gewebe und die Auspragung der SAR
[76].

In jingster Zeit wird auch die Rolle von NO im Signaltransduktionsprozel3 diskutiert. Es wird
ein synergistischer Effekt von ROS, NO und Salicylsdure bei der Auslosung der
Pathogenabwehr bestatigt [77].

Bisher ist die Bedeutung der HR fur die lokale und systemische Genaktivierung und
Resistenzantwort ungeklart [78]. Arabidopsis-Mutanten, mit deren Hilfe die Bedeutung des
hypersensitiven Zelltods bei der Induktion von PR-Genen und der Auspragung der SAR
aufgeklart werden konnen, sind die sogenannten ,lesion mimic mutants® Isdl (lesions
simulating disease), die in Abwesenheit von Pathogenen HR-ahnliche Lasionen zeigen und
die PR-Proteine akkumulieren [79] sowie die Mutante dndl (defense, no death), die nach
Pathogenbehandlung keine HR auspragt, aber dennoch erhdhte Resistenz gegentiber einem
breiten Spektrum von Pathogenen zeigt [80]. Transgene Kartoffelpflanzen, die die bakterielle
lichtabhangige Protonenpumpe Bacterio-Opsin konstitutiv exprimieren und einen ,lesion
mimic“ Phenotyp aufweisen, zeigen einen erhohten Salicylsauregehalt und erhohte
Pathogenresistenz [81].

Ein weiteres Gen, das flr ein Protein der Signaltransduktion kodiert, ist das Gen NDR1 (non-
race-specific disease resistance) aus Arabidopsis. NDR1 scheint ein membrangebundenes



Protein zu sein, dessen Funktion noch ungeklart ist. Mutationen im Gen fihren zu einer
erhohten Anfalligkeit gegen verschiedene Pilz- und Bakterienrassen [82].

Bekannte endogene Signalmolekile im Transduktionsprozel3 sind Salicylsaure, Ethylen
sowie Jasmonsaure und deren Derivate, wobei die Signale unterschiedlicher Stimuli wie
Pathogenattacken, Verwundung und UmweltstreR in einem Netzwerk einzelner
Signaltransduktionswege integriert werden und auf diese Weise effizient verstarkt und
weitergeleitet werden [83]. Es ist seit langem bekannt, daR die

Salicylsaure (SA)

dabei eine Schlusselposition sowohl bei der lokalen Abwehr als auch bei der Auspragung der
SAR einnimmt (ein Phanomen, auf das unten naher eingegangen wird) [84, 85]. Die
Biosynthese, der eine Akkumulation von H,O, vorausgeht [86] und die durch Genaktivierung
der beteiligten Enzyme ausgel6st wird, fihrt von Phenylalanin Gber Zimt- und Benzoeséaure
zur Salicylsaure [87]. Daran kann sich eine Glycosilierungreaktion anschlieen, so daf das
SA-B-Glycosid als inaktive Speicherform vorliegt [88]. Fur die am besten untersuchten
Pflanzen Tabak, Gurke und Arabidopsis wird deutlich, daf} ein ansteigender SA-Gehalt nicht
nur notwendig sondern auch ausreichend ist, um die SAR auszupragen [89]. Ein Beispiel
hierfir sind Arabidopsis-Mutanten, die ein Hybrid-Gen aus zwei bakteriellen Genen der
Salicylsauresynthese exprimieren. Das flhrt zu einem erhdhten cytosolischen SA-Gehalt und
einer erhohten Resistenz [90]. Ubereinstimmend damit zeigen Tabakpflanzen, die die
bakterielle Salicylathydroxylase konstitutiv exprimieren (nahG-Pflanzen), keine SA-
Akkumulation und sind nicht in der Lage, SAR auszupragen [91].

Hohe basale SA-Level wurden in Reis und Kartoffel gefunden. In diesem Fall wird
angenommen, dal die SA-Sensitivitat nach einem Pathogenbefall zunimmt [92].

Fur die Gene edsl (enhanced disease susceptibility) und pad4 (phytoalexin-deficient)
wurden Sequenzhomologien zu eukaryotischen Triacylglycerol-Lipasen gefunden [93, 94].
Sie kodieren fir Proteine, die vermutlich an der Regulierung der SA-Akkumulation beteiligt
sind. Mutationen in beiden Genen flhren zu einer erhéhten Anfalligkeit gegeniuber
verschiedenen Pathogenen. Ebenso zeigen die Arabidopsis-Mutanten sidl- und sid2
(salicylic  acid-induction  deficient) bei fehlender = SA-Akkumulation  erhdhte
Pathogenanfalligkeit. Hdchstwahrscheinlich kodieren SID1 und 2 fiir Proteine der SA-
Biosynthese [95].

Ob SA ein mobiles Signal bei der Auslésung der SAR darstellt, wird kontrovers diskutiert.
Einerseits wurde SA im Phloem pathogeninfiltrierter Tabak- und Gurkenpflanzen gefunden,
andererseits zeigen Pfropfungsexperimente mit nahG-Pflanzen, dall SA nicht das mobile
Signal ist [96]. In einem Mutantenscreen wurde die Arabidopsis-Mutante dirl (defective in
induced resistance) mit einer Mutation in einem Lipid-Transfer-Protein identifiziert, die kein
Signalmolekul weiterleitet und keine SAR zeigt [97]. Lipid-Transfer-Proteine stellen also
ebenso wie SA selbst mdgliche mobile Signale dar. AuBerdem wird Methylsalicylat als
flichtiges Signalmolekil postuliert, das von mit TMV infizierten Tabakblattern freigesetzt wird
und in benachbarten nicht infizierten Pflanzen zu erhdhter Resistenz gegen TMV und zur
PR 1- Induktion fuhrt [98].

Zur Aufklarung der unterschiedlichen Wirkungsweisen von SA innerhalb der
Resistenzantworten wird nach salicylsdurebindenen Proteinen gesucht. Das erste
identifizierte salicylsdurebindende Protein (SABP1) ist eine Catalase aus Tabak [99, 100],
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die durch SA inhibiert wird und die an der Regulation von Redoxprozessen beteiligt sein
konnte. Ein weiteres Protein mit hoher Affinitat zu SA ist das SABP2, fir das aufgrund seiner
Bindungskonstanten und der Inhibitorkonzentration eher eine Rezeptorfunktion denkbar ware
als fir SABP1 [101].

Als Teil der Signaltransduktion, die zur PR-Gen-Expression fihrt, wurde eine MAP-Kinase in
Tabak identifiziert, die durch SA induzierbar ist (SIPK; SA-inducible protein kinase [102]).
Eine weitere Komponente dieser Signaltransduktion stromabwarts der SA-Akkumulation ist
NPR1. Mutationen im Gen nprl (nonexpresser of PR genes), auch als niml (noninducible
immunity) bzw. sail (salicylic acid insensitive) bezeichnet, verhindern die Auspragung der
SAR und die salicylsdurevermittelte Induktion von PR-Genen [96], wohingegen Arabidopsis-
Mutanten, die NPR1 Uberexprimieren, eine erhdhte Resistenz gegenlber verschiedenen
Pathogenen zeigen [103]. NPR1 ist ein lésliches Protein mit Sequenzahnlichkeiten zum IkB-
Protein (einem Transkriptionsregulator der Saugetiere) und 4 Ankyrin-repeats. Diese sind fir
eine kernlokalisierte Interaktion mit einer Unterklasse von bZIP-Transkriptionsfaktoren
(basische Leucin-Zipper-Proteine), der TGA-Familie, verantwortlich [104]. Durch einen Hefe-
Zwei-Komponenten-Screen konnte gezeigt werden, dal3 dieser Protein-Protein-Komplex
dann in Wechselwirkung mit einem SA-responsiven Promotorelement des PR 1-Gens tritt, so
dal es nachfolgend zur PR 1-Aktivierung kommt [105]. Weitere nach Pathogenbefall
akkumulierende Transkriptionsfaktoren der SA-vermittelten Induktion von Abwehrreaktionen
sind MYB1, ein Homolog des myb-Onkogens aus Tabak [106] und tWRKY3 und tWRKY4
aus Tabak [107]. Wahrend die bZip- und Myb-Transkriptionsfaktoren sowohl in pflanzlichen
als auch tierischen Organismen gefunden wurden, scheinen die WRKY’s pflanzenspezifisch
zu sein [108, 109]. Die korrespondierenen Gene wurden in verschiedenen Pflanzenarten
identifiziert und sind durch Viren, Bakterien und Oomyceten, aber auch durch SA, deren
Analoga und weitere Stressoren induzierbar. Die Proteine enthalten die fir WRKY’s
konservierte Aminosduredomane WRKYGQK, die fur die Bindung an W-Boxen in der
Promotorregion verschiedener PR-Gene verantwortlich zu sein scheint.

AulRerdem wird eine Beteiligung der SA an einer Rickkopplungsreaktion der O, -
generierenden Peroxidaseaktivitat vermutet [86].

Neben der salicylsdurevermittelten Genaktivierung gibt es auch den salicylatunabhéngigen
Weg bei der Etablierung der SAR, bei dem die Phytohormone

Ethylen und Jasmonsaure (JA)

bzw. deren Derivate, die Jasmonate, eine bedeutende Rolle spielen [110].

Deutlich wird das durch einen Anstieg des Ethylengehaltes wahrend der HR nach
Pathogenbefall und Verwundung, was zu Abwehrreaktionen wie beschleunigter Seneszenz,
Abtrennen befallener Organe und Induktion spezifischer Gene fihrt [111], wobei die
Signaltransduktion von der Perzeption bis zur Geninduktion weitgehend unbekannt ist.
Signaltransduktionsmutanten mit veranderter Ethylenantwort sind die insensitiven Mutanten
vom etrl/einl-Typ bzw. die ctrl-Mutante, die in Abwesenheit von Ethylen den ,triple
response“-Phanotyp auspragen. Die Gene kodieren flr Rezeptoren, die dem bakteriellen
Zweikomponentensystem von Histidin-Kinase-Rezeptoren (etrl/einl) bzw. der Raf-
Proteinkinase-Familie (ctrl) &hnlich ist [112]. CTR1 wird stromabwérts vom ETR1-Rezeptor
eingeordnet. Aul’erdem wurden die sogenannten EREBPs (ethylene-responsive element
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binding proteins), Proteine, die in Anwesenheit eines hohen Ethylengehaltes akkumulieren
und an cis-Elemente ethylenresponsiver Gene binden, identifiziert [112].

Als flichtiges interzellulares und interpflanzliches Signalmolekil kann Methyljasmonat
fungieren [113].

Eng verbunden mit dem wundvermittelten Anstieg des Ethylengehaltes ist die Erhéhung des
Jasmonsaure- bzw. Jasmonatgehalts. Dies geschieht durch die wund- und/oder
elicitorvermittelte Freisetzung und Akkumulation von JA aus Linolsdure dber den
Lipoxygenaseweg in Anlehnung an die Prostaglandinsynthese der Sauger [114]. Ein
erhdhter JA-Gehalt bzw. exogen applizierte JA fihren u. a. zur transkriptionellen Aktivierung
von Genen fir Proteinaseinhibitoren (Pin2) in Kartoffel [115], fur Phenylalanin-Ammoniak-
Lyase (Pal), fur verschiedene Lipoxygenasen sowie fur Thi2.1 und PDF1.2 in Arabidopsis.
Die beiden letztgenannten Gene kodieren fur kleine, cysteinriche basische Proteine,
Defensin (PR 12) und Thionin (PR 13), mit antimikrobieller Wirkung [110]. Die Bedeutung der
JA fir die Genaktivierung, den Signaltransduktionsweg und die Interaktionen zwischen dem
salicylatabhangigen und —unabhangigen Weg werden mit Hilfe von Mutanten aufgeklart. JA-
defiziente Mutanten sind die ,triple fad“-Mutanten, die keine dreifach ungesattigten
Fettsauren und damit auch keine JA synthetisieren kdnnen und eine erhdhte Suszeptibilitat
gegenuber dem Bodenpathogen Pythium mastophorum zeigen, die sich aber durch JA-
Zugabe Uberwinden laRt [116]. In der coil-Mutante (coronatine-insensitive), einer in der JA-
Perzeption beeintrachtigten Mutante, fuhrt die exogene Applikation von JA dagegen nicht zu
einem Schutz gegen das Bodenpathogen P. mastophorum [117]. Weitere Mutanten sind die
jasmonatinsensitiven Mutanten jarl (jasmonate-resistant) sowie die pathogenanfalligeren
Mutanten jinl und jin4 (jasmonate-insensitive), die Veradnderungen in der Aktivierung
jasmonatregulierter Gene aufweisen [118].

Ob in Arabidopsis die salicylsaureabhéngige oder —unabhangige
Signaltransduktionskaskade ablauft, scheint auch von der Art und Wirkungsweise des
angreifenden Pathogens abzuhangen: biotrophe Bakterien l6sen die salicylsdureabhangige
Abwehr aus, nekrotrophe Bakterien dagegen die jasmonat-/ethylenabhéangige, wobei es
dennoch Zu Uberlagerungen, Potenzierung oder Inhibierung der
Signaltransduktionskaskaden innerhalb eines komplexen Netzwerkes kommen kann [110,
119, 120]. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dall der Regulationsfaktor NPR1
sowohl an der SA-abhangigen PR-Gen-Expression als auch an der jasmonat- und
ethylenabhangigen Resistenz beteiligt ist [110, 121].

1.2.3 Systemisch erworbene und induzierte Resistenz

Nach einer inkompatiblen Interaktion zwischen Pflanze und Pathogen kommt es neben den
bereits erwahnten sehr schnellen und schnellen Abwehrreaktionen (1.2) zur Auspragung
einer unspezifischen, systemisch erworbenen Resistenz. Dieses als SAR (systemic acquired
resistance) bezeichnete Phanomen ist seit langerem bekannt. Die SAR wird durch eine
Erstinfektion mit einem nekrotisierenden Pathogen ausgelést und ist durch eine
langanhaltende Resistenz der gesamten Pflanze gegeniber einem breiten Spektrum
verschiedenartiger Pathogene (Pilze, Bakterien, Viren) gekennzeichnet [122]. Dabei ist eine
Nekrose nicht unbedingt erforderlich, um die SAR auszuldsen [123]. Die SAR wurde zuerst
fur Tabak beschrieben und molekular charakterisiert [124], indem Pflanzen mit dem Tabak-
Mosaik-Virus (TMV) vorinfiziert wurden und 7 Tage spater erneut mit dem Virus inokuliert
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wurden. Es konnte gezeigt werden, dal} sich die sichtbaren Krankheitssymptome
verringerten sowie das Wachstum der eindringenden Pathogene abnahm und die
Auspragung der SAR mit der Expression von sogenannten SAR-Markergenen korrelierte.
Diese Markergene gehtren zu mindestens neun Familien und kodieren haufig fir PR-
Proteine, wie beispielsweise saure und basische PR 1-Proteine, Glucanasen und Chitinasen.
Aber auch Gurke, Tomate und Arabidopsis sind gut untersuchte pflanzliche Systeme. So
wurden PR 1, PR2 und PR5 als SAR-Markergene in Arabidopsis identifiziert [122].
Tomatenpflanzen erwarben durch Inokulation mit dem Tabak-Nekrose-Virus (TNV) eine
Resistenz gegen Phytophthora infestans, die von einer systemischen Akkumulation von
6 PR-Proteinen (u. a. Chitinase und Glucanase) und einem Anstieg einer Peroxidase-
Aktivitat begleitet war [125]. Auf die SAR speziell in Kartoffel wird im nachsten Kapitel
eingegangen.

Wie schon erwéhnt, spielt SA sowohl in Form eines erhdhten endogenen Gehaltes als auch
exogen zugefiihrt eine bedeutende Rolle bei der Auspragung der SAR (s. 1.2.2). Aber auch
die exogene Applikation funktioneller Analoga der SA wie Benzothiadiazol (BTH),
Acibenzolar-S-methyl (ASM, ein BTH-Derivat) und 2,6-Dichlorisonicotinsaure (INA) sowie
bakterieller Lipopolysaccharide und Elicitine filhren zur Auspragung der SAR [126, 127,
128]. Wahrend BTH u. a. unter dem Namen BION® kommerzielle Anwendung findet, wird
INA nicht im Pflanzenschutz eingesetzt. Im Zusammenhang mit den chemischen Induktoren
der SAR steht das sogenannte ,Priming“, das an elicitierten Petersilienzellen untersucht wird
[129]. Es wird mit dem ,Priming“ menschlicher Makrophagen in Verbindung gebracht und
beschreibt die Fahigkeit einer pflanzlichen Zelle, nach einer Sensibilisierung mit chemischen
SAR-Induktoren die Antwort auf einen Pathogenbefall, Verwundung bzw. osmotischen Strel3
zu verstarken.

Eine weitere Form der Resistenz stellt die induzierte systemische Resistenz dar (ISR;
induced systemic resistance), wobei beide Begriffe seit neuestem synonym benutzt werden
und man vorteilhafter zwischen pathogeninduzierter (vorher SAR) und Rhizobakterien-
induzierter (vorher ISR) Resistenz differenziert [97]. Im Unterschied zur ,SAR" wird die ,ISR"
durch ausgewdahlte Stamme Pflanzenwachstum-férdernder Rhizobakterien (PGPR; plant
growth-promoting rhizobacteria) ausgeldst. Fur A. thaliana Okotyp Columbia (Col-0) und
Landsberg erecta (Ler) konnte beispielsweise gezeigt werden, dafl3 eine Kolonisierung der
Rhizosphare mit Pseudomonas fluorescens Stamm WCS417r nachfolgend Resistenz gegen
P. syringae pv. tomato und Fusarium oxysporum f. sp. raphani bewirkte [130], ohne daf}
typische SAR-Markergene wie PR 1, PR 2 und PR 5 induziert wurden [131]. Diese werden
erst nach einem erneuten Pathogenbefall, dann aber schneller und starker als in der
pathogeninduzierten Abwehrreaktion, exprimiert. Dabei erfolgt die Signaltransduktion SA-
unabhangig, erfordert aber die Sensitivitat fir Jasmonat und Ethylen [132].

Dal3 die Pathogenabwehr in Monokotylen und Dikotylen Gber ahnliche Mechanismen ablauft,
zeigen neben den o. g. Beispielen Versuche an Reis, Gerste, Weizen und Mais [133].

1.2.3.1 Systemisch erworbene und induzierte Resistenz in Kartoffel

Auch an Kartoffelpflanzen wurde das Phanomen der SAR vor allem gegen den Erreger der
Kraut- und Knollenfaule P. infestans untersucht und beschrieben. Sie kann durch eine lokale
Infektion mit dem Oomyceten selber, einer Inokulation mit dem Brassica-Pathogen
Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm), fir welches Kartoffel eine Nicht-Wirtspflanze
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darstellt, sowie durch Behandlung mit verschiedenen Elicitoren, wie Zellwandrohextrakten
aus P. infestans, ungesattigte Fettsauren (z. B. Arachidonsdure) und Jasmonat, induziert
werden [134, 135, 136, 137]. Bei einer nachfolgenden Infektion mit einer virulenten P.
infestans-Rasse kommt es zu einer verzdgerten Ausbreitung des Pathogens und einer
Reduktion der Krankheitssymptome. Auf molekularer Ebene konnte gezeigt werden, dal} es
zur lokalen und systemischen Akkumulation von mRNAs kommt, die flir basische und saure
Chitinasen sowie 1,3-B-Glucanasen kodieren [138, 139] und die deshalb als SAR-
Markergene fungieren. AufRerdem wurden im Rahmen zweier Promotionsarbeiten in der
Arbeitsgruppe zwei systemisch responsive Gene identifiziert und charakterisiert (stsrgl und
sre2), fur die bisher jedoch keine Funktion bekannt ist [140, 141].

Im Gegensatz zu Tabak, Gurke, Tomate und Arabidopsis zeigen SA und ihre funktionellen
Analoga keinen induzierenden Einflu auf die systemische Genaktivierung und die
Auspragung der SAR in Kartoffel, was mit einem generell hohen Gehalt an SA erklart wird
[142]. Damit bleibt die Rolle von SA bei der Auspragung der SAR in Kartoffel bisher
ungeklart, scheint aber vor allem in der durch Arachidonséure induzierten SAR von
Bedeutung zu sein: es zeigte sich, daf’ es nur in den arachidonsaurebehandelten Blattern zu
einem Anstieg des SA-Gehaltes wahrend der Auspragung der SAR kommt [142]. Einerseits
zeigen transgene Pflanzen mit der bakteriellen Protonenpumpe Bakterio-Opsin unabhé&ngig
vom jeweiligen endogenen SA-Gehalt einzelner transgener Linien erhOhte
Pathogenresistenz, die aber auf einzelne Erreger limitiert ist [81]. Andererseits flhrt der
erniedrigte SA-Spiegel in nahG-Pflanzen zur Unterdriickung der PR-Gen-Expression, nicht
aber zu erhohter Suszeptibilitdt gegentber P. infestans. Die SAR konnte nicht durch eine
Behandlung mit Arachidonsaure induziert werden. Als Wirkungsmechanismus wird daher
eine erhohte Sensitivitat fir SA bei der Etablierung der SAR vermutet [143].

1.3 Ziele der Arbeit

Gegenwartig werden groRBe Mengen von Fungiziden eingesetzt, um Verlusten im
Kartoffelanbau vorzubeugen. Probleme dabei sind u. a. die Resistenzentwicklung von
Pathogenen, Schaden fir Mensch und Umwelt, aber auch hohe Kosten [144]. Durch
Aufklarung von Mechanismen, die zur Auspragung der SAR und damit zur Aktivierung der
pflanzeneigenen Abwehr und einer erhéhten Resistenz gegen pilzliche, bakterielle und virale
Erreger filhren, kénnten sich neue Mdglichkeiten im Pflanzenschutz erdffnen.

Ziel der Arbeit war es deshalb, mit Hilfe der Methoden ,mRNA-Differential Display“ und
cDNA-AFLP Gene zu isolieren, die nach einer Inokulation mit dem Nichtwirts-Pathogen
Pseudomonas syringae pv. maculicola in Kartoffel differentiell exprimiert werden. Dabei
sollten vor allem fir Kartoffel bisher unbekannte, frih induzierte Gene identifiziert werden,
die moglicherweise an der Etablierung der SAR beteiligt sind. Diese Gene sollten in Bezug
auf ihre Struktur und ihr Expressionsmuster nach Pathogenbehandlung, Behandlung mit
Phytohormonen, Signalsubstanzen und nach Verwundung untersucht werden.

Eine funktionelle Charakterisierung der Gene sollte mittels transgener Pflanzen erfolgen, die
Charakterisierung der Proteine nach Expression in Escherichia coli.

Auf diese Weise sollten langfristig Gene identifiziert werden, die potentielle Kandidaten zur
Generierung transgener, pathogenresistenter Kartoffelpflanzen darstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien, Enzyme, Kits, Radioisotope, Oligonukleotide

Die Laborchemikalien (analytischer Reinheitsgrad) wurden hauptsachlich von den Firmen
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Roche (Mannheim), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Die zur Herstellung der
Medien verwendeten Substanzen stammten von der Firma Difco Lab. (Detroit). DNA-
modifizierende Enzyme, Restriktionsendonukleasen, DNAse | und RNAse A wurden von den
Firmen GibcoBRL (Eggenstein) bzw. Boehringer (Mannheim) erworben. Die Herkunft der
Kits wird im Text erwahnt.

Das Radioisotop a-[**P]-dATP wurde von NEN Dupont bezogen, die Isotope g[*P]-dATP
und a-[**P]-dATP von der Firma Amersham.

Die Oligonukleotide, deren Sequenzen in Anhang 1 aufgefiihrt sind, wurden von den Firmen
ARC Scientific (Dieburg) und MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert.

2.1.2 Medien und Puffer

Zur Herstellung von Medien und Puffern wurde destilliertes, deionisiertes Wasser verwendet.
Fur Arbeiten mit RNA wurde dem Wasser vor dem Autoklavieren DEPC (0,1 %) zugesetzt
und Uber Nacht unter Rihren inkubiert.

Medien und Puffer wurden 20 min bei 121°C sterilisiert. Losungen, die nicht hitzestabil
waren, wurden sterilfiltriert.

Medien (1l), die prozentualen Angaben beziehen sich auf w/v

LB 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl
SOB 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,05 % NaCl; pH=7,5

nach Autoklavieren und Abkuhlen Zugabe von 20 mM MgSO, (steril)
YEB-Medium 0,5% Pepton, 0,5% Saccharose, 0,1% Hefeextrakt, 0,05 %

Beefextrakt; nach Autoklavieren und Abkihlen Zugabe von 2 mM
MgSO, (steril)

King’'s B 2 % Glycerin, 4 % Proteose Pepton No. 3; nach Autoklavieren und
Abkuhlen Zugabe von je 10 ml K,HPO, und MgSO, (je 10 %, steril)
und Rifampicin (50 nmg/ml, steril)

NCZYM 1% NZ amine (Casein-Hydrolysat), 0,5 % NaCl, 0,5 % Hefeextrakt,
0,1 % Casamino acids, 0,2 % MgSO,- 7 H,O; pH=7,0

Fir Platten wurden dem entsprechenden Medium 15 g Agar/l zugesetzt. Fir Top-Agar wurde
dem NZCYM-Medium 7,2 g Agarose/l zugesetzt. Zur Selektion wurden die entsprechenden
Antibiotika nach dem Autoklavieren und Abkihlen der Medien in folgenden Mengen
zugegeben: Kanamycin 20 mg/l, Ampicilin  und Rifampicin je 50 mg/l Medium.
Konzentrationen der Antibiotika-Stammldsungen sind unter 2.12.1 aufgefihrt.
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Puffer und Lésungen

20 x SSC

SM-Puffer

TE-Puffer

50 x TAE

5x TBE
Denaturierungsldosung
Neutralisierungslésung
Losung N

Hybridisierungspuffer

Polyacrylamidgel 6 %
Sequenzgellésung

2.1.3 Gerate

3 M NacCl, 0,3 M Na-tricitrat

0,1 M NaCl, 10 mM MgSO,, 50 mM Tris-HCI; pH=7,5

10 mM Tris-HCI pH=7,5, 0,2 mM EDTA

2 M Tris-Acetat, 50 mM EDTA, pH=7,0

0,44 M Tris-HCI, 0,44 M Borsaure, 10 mM EDTA; pH=8,0

0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl

0,5 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl; pH=7,2

1,8 M NaCl, 100 mM NaPhosphatgemisch, 10 mM EDTA, 0,2 %
SDS; pH=7,0

0,2 % PVP, 0,2% Ficoll und 0,2 % BSA in 240 ml Losung N

[6sen, 240 ml Formamid und 6 ml frisch hitzedenaturierte
Fischsperma-DNA (10 mg/ml) zugeben

80 ml Sequenzgellésung, 200 m APS 10 %, 80 Ml TEMED

42 % Harnstoff, 20 ml 5 x TBE, 15 ml Roti® Phorese 40 (Roth),
Wasser ad 100 ml

Haufig verwendete Geréte sind in Anhang 5 aufgefinhrt.

2.14 Bakterienstamme, Vektoren und Pilz-Rassen
Bakterienstamme wichtige Merkmale Herkunft/Referenz
Escherichia coli DH5a [145]
XL1-Blue MRF’ Tet' Stratagene
SOLR Kan' Stratagene
BL 21 pLysS Invitrogen
K802
Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm M2) [146]
Agrobacterium tumefaciens Stamm 4404 [147]
Vektor-Plasmide
puUC18 lacZ, MCS, Amp' Invitrogen
pCRa Il lacz, MCS, Amp', Kan', Invitrogen
SP6 und T7-Promotor
pCR? 2.1 lacz, MCS, Amp', Kan', Invitrogen
T7-Promotor
pSPT19 MCS, Amp', SP6 und Boehringer
T7-Promotor
pBluescript® SK(+/-) lacz, MCS, Amp' Stratagene
pBKTX [148]
| -Vektoren
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| ZAP? Il Vektor Stratagene

| EMBL3 SP6/T7 SP6 und T7-Promotor Clontech
pQE 30 Proteinexpression, Amp' Qiagen
pRSET A Proteinexpression, Amp' Invitrogen

Oomyzet-Rasse
Phytophthora infestans Rasse 1, 3, 4, 7

2.2 Allgemeine Labormethoden
221 Restriktionsspaltungen

Fur die Analyse genomischer DNA in Southern-Blot-Hybridisierungen (s. 2.8.2) wurden ca.
10 pg DNA (Praparation s. 2.5.3) im entsprechenden 1 x Restriktionspuffer (Gesamtansatz
150 pl)  unter Zusatz von 10 Einheiten RNase A mit 50 Einheiten  einer
Restriktionsendonuklease Uber Nacht bei 37°C gespalten. Zur Konzentrierung der
gespaltenen DNA wurde eine Ethanolfallung durchgefiihrt und die DNA in 40 pl Wasser
gelost.

Die mittels Mini-Praparation gewonnene Plasmid-DNA (s. 2.5.4.1) wurde in einem
Gesamtansatz von 20 pl unter Zusatz von RNase A mit Restriktionsenzym nach
Herstellerangaben mindestens 1 h gespalten.

Die mittels Midi-Praparation gewonnene Plasmid-DNA (s. 2.5.4.2) wurde ebenfalls in einem
Gesamtansatz von 20 ul mit Restriktionsenzym nach Herstellerangaben mindestens 1 h
gespalten.

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Denaturierende Gele zur Auftrennung von RNA

RNA wurde in denaturierenden Agarose-Horizontalgelen aufgetrennt [149]. Dazu wurden
1% Agarose in 105 ml Wasser und 12,5 ml 10 x MOPS-Puffer (200 mM MOPS, 50 mM
Natriumacetat, 10 mM EDTA; pH=7,0) geschmolzen, nach dem Abkihlen auf ca. 60°C mit
7,5 ml Formaldehyd gemischt und in den Geltrager gegossen.

15-20 pg Gesamt-RNA (s. 2.5.1) in 10 pl DEPC-Wasser wurden mit 15 pl RNA-Probenpuffer
(50 % Formamid, 38 % 1 x MOPS-Puffer, 6 % Formaldehyd, 6 % Glycerin, 0,04 %
Bromphenolblau) versetzt, 10 min auf 65°C erhitzt und auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von
1 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml) wurden die Proben auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in 1 x MOPS Puffer tiber 90 min bei 80 V.

Als GroRenstandard diente der RNA-Langenstandard | (Boehringer).

Gele zur Auftrennung von DNA

Genomische DNA (s. 2.5.3) wurde mit 0,2 Volumen 6 x Probenpuffer (0,25 %
Bromphenolblau in 30 % Glycerin) gemischt, 10 min auf 65°C erhitzt, auf Eis abgekuhlt und
auf ein 1 %-iges horizontales Agarosegel in 1 x TAE-Puffer aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte mit 1 x TAE bei 20 V lber Nacht.

Plasmid-DNA wurde nach Restriktionsspaltung und Mischen mit 0,2 Volumen
6 x Probenpuffer je nach erwarteter GroRe des Fragments auf ein 0,8- bis 2 %-iges
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horizontales Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 80-100 V 60-90 min in
1 x TAE-Puffer.

Als GrolRenstandard diente mit der Restriktionsendonuklease Pst| geschnittene | -DNA.
Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele mit Ethidiumbromid (0,5 ug/ml) 10 min
angefarbt und auf dem UV-Transilluminator fotografiert.

2.2.3 Isolierung von Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung und Reinigung der im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente erfolgte mit
dem QIAEX lI-Gelextraktionskit (Qiagen) nach Herstellerangaben, nachdem das
gewilnschte, mit Ethidiumbromid angefarbte Fragment auf dem Transilluminator
ausgeschnitten worden war.

224 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Semiquantitative RT-PCR

2 ug der wie unter 2.6.1 beschrieben gewonnenen cDNA wurden zur semiquantitativen PCR
eingesetzt. Die Nukleotidsequenzen der verwendeten spezifischen Primer befinden sich im
Anhang 1. Das Reaktionsvolumen betrug 50 pl. Die spezifischen Primer wurden in einer
Endkonzentration von 0,4 uM, die dNTP’s in einer Konzentration von 0,2 mM verwendet. Die
PCR wurde mit der Tag-DNA-Polymerase von Pharmacia nach Herstellerangaben
durchgefiihrt, wobei sich die Zyklenanzahl und die Dauer der einzelnen Schritte nach den zu
amplifizierenden Fragmenten richtete. Die Schmelz- bzw. Annealing-Temperaturen wurden
folgendermal3en berechnet:

Tw=69,3°C+(0,41- % GC)-650/Lange des Primers Twm Schmelztemperatur
Ta=Ty-5°C Ta Annealingtemperatur

PCR mit genomischer DNA

1 pg genomische DNA (Praparation s. 2.5.3) wurden in 40 Zyklen amplifiziert, wobei die
Bedingungen und Konzentrationen den oben genannten entsprachen.

Zur Kontrolle wurde in beiden Fallen Plasmid-DNA in 1000-facher Verdiinnung parallel
amplifiziert.

2.2.5 Klonierung

Dephosphorylierung

Zur Verhinderung der Selbstligation gespaltener Vektoren wurden diese direkt nach der
Restriktionsspaltung mit alkalischer Phosphatase aus Schrimps (Roche) nach
Herstellerangaben behandelt.
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Ligation

Die Ligation erfolgte entweder mit dem ,Rapid DNA Ligation®* Kit (Roche) oder dem ,TOPO
TA Cloning®* Kit (Invitrogen) nach Herstellerangaben bzw. nach folgender Methode: Aus
einem Agarosegel isolierte Vektor-DNA und isoliertes DNA-Fragment (s. 2.2.3) wurden in
einem 10 pl-Ansatz in einem Verhaltnis 3:1 (UberschuR an DNA-Fragment) gemischt, mit
2 ul 5 x Ligationspuffer und 1 U T4 DNA-Ligase (GibcoBRL) versetzt und Uber Nacht bei
16°C bzw. 2 h bei RT inkubiert.

Herstellung kompetenter Zellen

Sofern nicht die in einem Kit (z. B. ,TOPO TA Cloning®“ Kit; Invitrogen) mitgelieferten
kompetenten Zellen zur Transformation verwendet wurden, wurden E. coli Zellen des
Stamms DH5a mit Hilfe der Rubidiumchlorid-Methode [150] kompetent gemacht, aliquotiert
(100 pl), sofort in flussigem Stickstoff eingefroren und hochstens 3 Monate bei —80°C
gelagert.

Kompetente Zellen von Agrobacterium tumefaciens Stamm 4404 wurden hergestellt, indem
2 ml YEB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft wurden und Uber Nacht bei 28°C
schittelnd inkubiert wurden. Mit dieser Ubernachtkultur wurden 50 ml YEB-Medium
angeimpft und die Kultur bis zum Erreichen einer ODgy Von ca. 0,6 bei 28°C schiitteind
inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (10 min, 5000 U/min, 4°C), das Pellet in
1 ml YEB-Medium resuspendiert, die Zellen in Aliquots von 200 pl bei —80°C eingefroren und
héchstens 3 Monate gelagert.

Transformation

Zur Transformation von Bakterien wurden die aliquotierten kompetenten Zellen 30 min auf
Eis aufgetaut, 30 min mit der Plasmid-DNA auf Eis inkubiert, 90 s im Wasserbad auf 42°C
erhitzt und fur weitere 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 400 pl SOB-L&sung wurde
30-45 min bei 37°C schittelnd inkubiert und anschlieend auf LB-Platten mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die Kultivation erfolgte Giber Nacht bei 37°C.
Kompetente A. tumefaciens wurden ebenfalls 30 min auf Eis aufgetaut, anschliel3end
vorsichtig mit 2 yl Plasmid-DNA gemischt und jeweils 5 min auf Eis, in flissigem Stickstoff
und bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 1ml YEB-Medium wurde der
Transformationsansatz 2 h bei 28°C geschuttelt. Danach wurden 200 yl des Ansatzes auf
YEB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum plattiert und 2 Tage bei 28°C inkubiert.

Glycerinkulturen

Von positiven Klonen wurden Dauerkulturen angelegt, indem 250 m steriles 80 %-iges
Glycerin mit 750 mi einer Bakterienkultur gemischt und sofort bei —80°C eingefroren wurde.

2.3 Pflanzenmaterial

Fir die Induktionsexperimente, zur Isolierung genomischer DNA und organspezifischer RNA
wurden Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum L. cv. Désirée verwendet.
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Zur Uberexpression der putativen Phosphatase im heterologen System wurde Tabak
Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SRI verwendet.

AuRerdem wurden in einem Versuch Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum L. cv. Désirée
verwendet, die mit dem nahG-Gen transformiert worden waren (nahG-Konstrukt von Bob
Dietrich, Novartis; Transformation von Dr. Peter Landgraf, IPB Halle).

2.3.1 Anzucht von Kartoffelpflanzen zur Versuchsdurchfiihrung

Die Kartoffelpflanzen wurden in steriler Gewebekultur vermehrt. Dazu wurden in
vierwdchigem Abstand Stengelsegmente mit einer Rasierklinge abgetrennt und diese Stiicke
in einen neuen Plastikpflanztopf Phytacon (Sigma) mit 2 MS (s. 2.12.1) Uberfihrt. Die
Kultivation erfolgte in einer Gewebekulturkammer bei 23°C und einer Belichtungsdauer von
16 h.

Zur Vorbereitung der Versuche wurden die Kartoffelpflanzen aus Sterilkultur in ein zuvor
autoklaviertes (30 min, 121°C) Erde-Sand-Gemisch (Einheitserde ED 73/Sand 1:1)
ausgepflanzt und fir eine Woche zur Gewahrleistung hoher Luftfeuchtigkeit in
Minigewéchshausern, die in der Phytokammer standen, kultiviert. Die weitere Anzucht
erfolgte in der Phytokammer unter folgenden Bedingungen: 8 h Dunkelheit, 18°C, 16 h
Lichtphase (100-200 nE), 20°C, 60 % Luftfeuchtigkeit. Nach 4-5Wochen erfolgte die
Versuchsdurchfuhrung.

2.3.2 Anzucht und Infiltration von Pseudomonas syringae pv. maculicola,
Durchfiihrung der SAR-Induktionsexperimente

Die DMSO-Dauerkultur der zur Induktion der SAR verwendeten Bakterien Pseudomonas
syringae pv. maculicola (Psm M2) [146] stammt aus dem Labor von J. Dangl (Univ. of North
Carolina, Chapel Hill, USA). Fur SAR-Induktionsexperimente wurde aus der Dauerkultur eine
King's B-Platte (mit Rifampicin 50 ng/ml) beimpft und bei 28°C kultiviert. Von dieser Platte
wurde eine Einzelkolonie zur Anzucht einer Ubernachtkultur in King’s B-Medium mit 50 ng/ml
Rifampicin verwendet, der am nachsten Tag frisches Medium im Verhéltnis 1:50 zugegeben
wurde und bis zu einer ODgg vVon etwa 0,2 angezogen wurde. Danach wurden die Bakterien
5 min bei 2700 x g abzentrifugiert, in 50 ml 10 mM MgCl,-Lésung gewaschen und in einer
10 mM MgCl,-Lésung so resuspendiert, dal3 sich eine ODgy von etwa 0,2 ergab. Das
entspricht einer Bakteriendichte von 1 x 108 cfu/ml.

Die Infiltration zweier Blatter von Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum L. cv. Désirée mit
den Bakterien erfolgte mit einer 1-ml-Insulinspritze durch die Stomata auf der Blattunterseite,
so dal3 etwa die Halfte der Blattflache infiltriert war. Kontrollpflanzen wurden mit einer 10 mM
MgCl,-Lésung infiltriert. Uber einen Zeitraum von 3 bis 48 Stunden wurden zu bestimmten
Zeitpunkten die infiltrierten und die beiden dariiberliegenden nichtinfiltrierten Blatter geerntet,
in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei —80°C gelagert.

2.3.3 Inokulation von Kartoffelpflanzen mit Sporen von Phytophthora infestans

Die Kultivation und Ernte der Sporen des Oomyzeten Phytophthora infestans erfolgte wie
unter [64] beschrieben. Zur Inokulation der Blatter von Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum
L. cv. Désirée wurde eine Sporendichte von 5 x 10°ml in Wasser eingestellt. Von dieser
Suspension wurden etwa zwanzig 10 m-Tropfen auf die Blattunterseite aufgetragen, die
Pflanzen unter eine Folienhaube gestellt und die Topfe mit Wasser umspdilt, um die fur die
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Infektion durch Pilzsporen noétige hohe Luftfeuchtigkeit zu erreichen. Auf Blatter von
Kontrollpflanzen wurde Wasser aufgetropft. Die Temperatur in der Phytokammer betrug
15°C. Die inokulierten und die dariiberliegenden nichtinokulierten Blatter wurden Uber einen
Zeitraum von 7 Tagen geerntet und in flissigem Stickstoff eingefroren.

234 Verwundung von Kartoffelpflanzen

Die Verwundung der Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum L. cv. Désirée erfolgte durch
Quetschen der Blattrippen eines Blattes mit einer geriffelten Pinzette und Anbringen einer
Dialyseklammer an der Blattspitze Uber den gesamten Versuchszeitraum. Die verwundeten
Blatter wurden zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen 3 und 24 Stunden geerntet und in
flissigem Stickstoff eingefroren.

2.3.5 Behandlung mit UV-Strahlung

Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum L. cv. Désirée wurden nach Anzucht im normalen Tag-
Nacht-Rhythmus am Ende der Dunkelphase in eine andere Phytokammer Uberflhrt
(Kontrollpflanzen verblieben in der Tageslichtkammer), die eine zusatzliche UV-Bestrahlung
mit 1100 nE zulie. Blatter der unbestrahlten und der UV-bestrahlten Pflanzen wurden nach
2, 4 und 8 Stunden geerntet und in fliissigem Stickstoff eingefroren.

2.3.6 Behandlung mit Phytohormonen und Signalsubstanzen

Fir die Behandlung mit Phytohormonen und Signalsubstanzen wurden von Kartoffelpflanzen
S. tuberosum L. cv. Désirée je 3 Blatter an der Basis der Pflanzen abgetrennt und mit den
Blattstielen in je 10 ml folgender Lésungen gestellt: H,O (Kontrollen), 5 % (w/v) Saccharose,
Methyljasmonat (10 und 100 pM; FIRMENICH, Genf), Salicylsdure (10 und 100 pM; SIGMA,
Deisenhofen), Arachidonsaure (10 und 100 pM; SIGMA, Deisenhofen) und Abscisinsaure
(10 und 100 pM; SIGMA, Deisenhofen). Die Lésungen befanden sich in Plastik-Rohrchen,
die zum Verdunstungsschutz mit Parafilm abgedichtet waren. Der Versuch wurde im
Dauerlicht bei 25°C durchgefihrt, wobei die Blatter nach 6, 12 bzw. 24 Stunden in fliissigem
Stickstoff eingefroren wurden.

Zur Applikation von Systemin (von Dr. Thorsten Nurnberger, IPB Halle, zur Verfiigung
gestellt) in abgetrennte Blatter (s. oben) wurden Konzentrationen von 0,1 nM, 1 nM und
10 nM verwendet. Die Blatter wurden nach 3, 6, 12 bzw. 24 h eingefroren, als Kontrollen
dienten mit Wasser behandelte Blatter.

AuRRerdem wurde Systemin in Blatter von Kartoffelpflanzen S. tuberosum L. cv. Désirée in
Konzentrationen von 0,1 nM und 10 nM infiltriert, die infiltrierten und die dartberliegenden
nichtinfiltrierten Blatter nach 3, 6, 12 bzw. 24 h geerntet und eingefroren. Kontrollpflanzen
wurden mit Wasser infiltriert und zu den gleichen Zeitpunkten geernet und eingefroren.
Arachidonsdure wurde in einer Konzentrationen von 2 mg/ml (entspricht 6,6 mM) in Blatter
von Kartoffelpflanzen S. tuberosum L. cv. Désirée infiltriert und die infiltrierten und die
dariiberliegenden nichtinfiltrierten Blatter nach 30 Minuten, 1, 5 und 10 Stunden bzw. 1, 2, 3,
4 und 5 Tage nach Infiltration geerntet und eingefroren. Blatter von Kontrollpflanzen wurden
mit Wasser infiltriert und die infiltrierten und nichtinfiltrierten Blatter 5 und 10 Stunden bzw. 2
und 5 Tage nach Behandlung geerntet und eingefroren.
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2.3.7 Elicitierung von Zellkulturen

Einer 5 Tage alten Zellsuspensionskultur von Solanum tuberosum L. cv. Désirée [151] wurde
Kulturfiltrat von P. infestans zugesetzt (Endkonzentration 10 mg/ml Glucoseaquivalente) und
fur unterschiedliche Zeiten inkubiert. Danach wurden die Zellen mittels eines
Blchnertrichters abgesaugt, zweimal gewaschen, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei
—80°C gelagert.

2.3.8 Anzucht von Tabakpflanzen

Zur Expression der putativen Phosphatase im heterologen System wurden Tabakpflanzen
Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SRI verwendet, die in steriler Gewebekultur vermehrt
wurden, wobei alle 6 Wochen Stengelstiicke mit einer Rasierklinge abgetrennt wurden und in
neue Phytacon-Topfe mit 2 MS (s. 2.12.1) tberflihrt wurden. Die Kultivation erfolgte in einer
Gewebekulturkammer bei 23°C und einer Belichtungsdauer von 16 h.

2.4 Bemerkungen

Standardisierte molekularbiologische Arbeiten wurden nach Sambrook et al. ausgefiihrt
[150]. Fur die Arbeiten mit Nukleinsauren, Bakterien und Phagen wurden alle Losungen,
Gefalie und Pipettenspitzen sterilisiert (20 min, 121°C) und Handschuhe getragen.

2.5 Isolierung von Nukleinséuren
25.1 Praparation von Gesamt-RNA

Zur Praparation von Gesamt-RNA wurde das in flissigem Stickstoff eingefrorene bzw. bei
-80°C gelagerte pflanzliche Material unter flissigem Stickstoff gemorsert und ca. 0,3 g des
Stickstoffpulvers auf Eis nach folgenden Methoden aufgearbeitet.

Guanidiniumchlorid-Methode [152]

Zum Stickstoffpulver wurde 1 ml RNA-Extraktionspuffer (8 M Guanidiniumchlorid, 20 mM
MES, 20 mM EDTA; pH=7,0 mit NaOH eingestellt) gegeben und griindlich gemischt. Nach
Zugabe von 0,7 Volumenteilen Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) wurde erneut
kraftig gemischt, zentrifugiert (20 min, 5000 U/min, 4°C) und der waRrige Uberstand
abgenommen. Zu diesem wurden 1/20 Volumenteil 1 M Essigséaure und 0,7 Volumenteile
absolutes Ethanol gegeben, gemischt und flr mindestens 1 h bei —20°C inkubiert. Nach
Zentrifugation (15 min, 15000 U/min, 4°C) wurde das Sediment mit kaltem 70 %-igem EtOH
gewaschen, zentrifugiert (15 min, 15000 U/min, 4°C) und mit 1 ml kaltem Natriumacetat
pH=4,8 versetzt. Nach einem weiteren Waschschritt mit 70 %-igem Ethanol wurde das Pellet
bei RT getrocknet und in 30 mi DEPC-Wasser gelost.

Lithiumchlorid-Methode
Zum Stickstoffpulver wurden 0,5 ml RNA-Extraktionspuffer (0,2 M Tris-HCI pH=7,5, 0,1 M

LiCl, 5 mM EDTA, 1% SDS) und vor dem vollstandigen Auftauen des Stickstoffpulvers
0,5 ml Roti®-Phenol (Phenol/Chloroform 1:1; Roth) zugegeben und 30 Sekunden kraftig
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gemischt. Die walirige und organische Phase wurde durch Zentrifugation (5 min,
12000 U/min, 4°C) getrennt, 650 m abgenommen, mit 650 i Roti*-Phenol versetzt und
griindlich gemischt. Nach einer weiteren Zentrifugation (5 min, 12000 U/min, 4°C) wurden
500 m vom waRrigen Uberstand abgenommen, mit 500 mi 6 M LiCl versetzt und fiir 3-4 h auf
Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 15000 U/min, 4°C) wurde der Uberstand
verworfen, das Pellet mit 3 M LiCl gewaschen, nochmals zentrifugiert, das Pellet in 150 m
DEPC-Wasser geldst und die RNA durch Zugabe von 15 mi 3 M Natriumacetat und 300 ni
absolutem Ethanol und Inkubation Uber Nacht bei —20°C ausgeféllt. Nach Zentrifugation
(20 min, 15000 U/min, 4°C) und Waschen des Pellets mit 70 %-igem Ethanol wurde der
Uberstand verworfen, das Pellet bei RT unter Vakuum getrocknet und in 30 m DEPC-Wasser
gelost.

TRIZOL-Methode

Zur Préparation von Gesamt-RNA mittels TRIZOL wurde das TRIZOL?-Reagenz (GibcoBRL)
verwendet und nach Herstellerangaben verfahren.

25.2 Praparation von Poly(A)*-mRNA

Ausgehend von 75 ng Gesamt-RNA (s. 2.5.1) wurde mit Hilfe des ,DYNABEADS? mRNA
Purification“ Kits (DYNAL, Hamburg) nach Herstellerangaben Poly(A)*-mRNA aufgereinigt.

2.5.3 Praparation von genomischer DNA

Ca. 0,5 g Stickstoffpulver junger Blatter wurde mit 1 ml Extraktionspuffer (100 mM Tris-HCI
pH=8,0, 50 mM EDTA, pH=8,0, 500 mM NaCl, 1,5 % SDS) versetzt und 10 min bei 65°C
inkubiert. Nach Zugabe von 300 m kaltem Kaliumacetatpuffer (3 M Kaliumacetat, 11,5 ml
Eisessig, 28,5 ml Wasser; pH=4,8) und vorsichtigem Mischen wurde 10 min bis 1 h auf Eis
inkubiert und zentrifugiert (10 min, 15000 U/min, 4°C). Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefald tberfihrt, mit 800 m Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt
und vorsichtig gemischt. Nach Zentrifugation (10 min, 12000 U/min, 4°C) wurde der
Uberstand (ca. 1 ml) vorsichtig mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze abgehoben, mit
500 m Isopropanol versetzt und gemischt. Nach Zentrifugation (5 min, 15000 U/min, 4°C)
wurde das Pellet mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, bei RT 30 min getrocknet, vorsichtig in
50 m Wasser oder TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH=7,5) geldst und im Kihlschrank
gelagert.

254 Praparation von Plasmid-DNA
2541 Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNA (Mini-Praparation)

Diese Methode diente der Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien zur schnellen
Identifizierung positiver Klone durch anschlieRende Restriktionsspaltung. Dazu wurde von
einer 3 ml-Ubernachtkultur von E. coli DH5a in LB mit dem entsprechenden Antibiotikum,
die nicht langer als 16 h gewachsen war, 1,5 ml abgenommen und zentrifugiert (1 min,
12000 U/min, 4°C). Das Pellet wurde in 100 m Lysispuffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA,
15 % Saccharose) aufgenommen, mit 200 mi frisch zubereiteter alkalischer SDS-Ldsung
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(0,2 N NaOH, 100 m 1 % SDS) versetzt und vorsichtig gemischt. Nach einer maximalen
Inkubationszeit von 5 min wurden 150 mi kalter Kaliumacetatpuffer (s. 2.5.3) zugegeben,
umgeschwenkt und mindestens 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde zentrifugiert
(10 min, 15000 U/min, 4°C), der Uberstand abgenommen und durch Zugabe von
0,6 Volumenteilen Isopropanol die Nukleinsduren ausgefallt. Nach Zentrifugation (15 min,
15000 U/min, 4°C) wurde das Pellet mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in
30 ml Wasser geldst.

2.54.2 Praparation grofRerer Mengen Plasmid-DNA (Midi-Préparation)

Zur Isolierung groRerer Mengen von Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad fir die DNA-
Sequenzierung, zum Markieren von Sonden zur Hybridisierung oder zur Transformation
wurde der ,Plasmid Midi Purification* Kit (Qiagen) verwendet. Dazu wurde von einer
Einzelkolonie eine 50 ml-Ubernachkultur in LB mit dem entsprechenden Antibiotikum
angeimpft und nicht langer als 16 h bei 37°C geschiittelt. Nach Sedimentation des Pellets
durch Zentrifugation (10 min, 5000 U/min, 4°C) wurde nach Herstellerangaben verfahren. Die
DNA wurde in 80 ml Wasser gelost.

2.5.4.3 Praparation von Plasmid-DNA aus Agrobacterium tumefaciens

1,5 ml einer Agrobakterien-Kultur, die von einer Einzelkolonie angeimpft und 2 Tage in YEB-
Medium mit Kanamycin (20 ng/ml) bei 28°C geschiittelt worden war, wurden abzentrifugiert
und das gewonnene Bakterienpellet in 100 mi Ldsung | (0,9 % wasserfreie Glucose, 10 mM
EDTA, 25 mM Tris-HCI, ca. 0,4 % Lysozym) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von
30 min bei RT wurden 200 m Losung Il (1 % SDS, 0,2 N NaOH) zugegeben, vorsichtig
gemischt und nochmals 30 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden sehr schnell
nacheinander 30 m alkalisches Phenol (250 mi Phenol, 15m 1 M NaOH) (2-4 Sekunden
kraftig mischen) und 150 mi 3 M Kaliumacetat zugegeben und gemischt. Nach Zentrifugation
(5 min, 15000 U/min, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen, dabei das Volumen
bestimmt, ein Volumenteil P/C/l zugegeben, gemischt und erneut zentrifugiert (3 min,
12000 U/min, 4°C). Der Uberstand wurde abgenommen, mit 1 Volumenteil Chloroform
gemischt und zentrifugiert (2 min, 12000 U/min, 4°C). Der abgenommene Uberstand wurde
zum Ausfallen der DNA mit 500 Ml Isopropanol gemischt, 5 min bei RT inkubiert und
zentrifugiert (20 min, 15000 U/min, 4°C). Das Pellet wurde mit 70 %-igem Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 40 nl Wasser gelost.

255 Préaparation von Phagen-DNA

Zur Isolierung von |-DNA wurde lysierte Bakterienflissigkultur verwendet, die
folgendermalRen gewonnen wurde. Bakterien E. coli K802 wurden in NCZYM-Medium mit
2 % Maltose bis zu einer ODggo VOn 0,6 angezogen und mit Phagen infiziert, indem mit einer
Pipettenspitze in einen positiven Plague gestochen und in der Bakterienkultur mehrfach auf-
und abpipettiert wurde. Die Inkubation erfolgte tber Nacht unter maRigem Schitteln bei
37°C.

20 ml dieses Bakterienlysats wurden mit 50 mi Chloroform gemischt und 30 min bei RT
inkubiert. Danach wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert (10 min, 4500 U/min, 4°C). 10 ml
des Uberstandes wurden in einem Corex-Réhrchen mit 1 mi DNase | (16 mg/ml) und 10 m
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RNase A (1 mg/ml) gemischt und 30 min bei RT inkubiert, der Rest des Uberstandes wurde
nach Zugabe von 100 m reinstem Chloroform bei 4°C als Phagenlysat aufbewahrt. Zum
DNase/RNase-behandelten Uberstand wurden 2 ml PEG/NaCl (PEG g0 30 %, 3 M NaCl)
gegeben, gut gemischt und 1 h auf Eis inkubiert. Die Zentrifugation (10 min, 10000 U/min,
4°C) erfolgte in einer Sorvall-Zentrifuge. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 500 m
SM-Puffer geldst, in ein Eppendorfgefald tberfuhrt, mit 500 M Chloroform versetzt und kréaftig
gemischt. Nach Zentrifugation (5 min, 12000 U/min, 4°C) wurden 500 mi w&aRrige Phase
abgenommen, mit 5 m 10 % SDS-Losung und 5m 0,5M EDTA gemischt und 15 min bei
68°C inkubiert. Nach Abkihlung auf RT wurden 500 m P/C/lI zugegeben, kraftig gemischt
und erneut zentrifugiert (5 min, 12000 U/min, 4°C). Zur walrigen Phase wurden nun 50 m
3 M Natriumacetat pH=4,8 und 1 ml kaltes absolutes Ethanol gegeben und 3 h bei —20°C
inkubiert. Nach Zentrifugation (20 min, 15000 U/min, 4°C) wurde das Pellet mit 70 %-igem
Ethanol gewaschen, kurz bei RT getrocknet und vorsichtig in 100 m Wasser gel6st.

2.6 Identifizierung differentiell exprimierter Gene
26.1 -,MRNA-Differential Display” (DDRT-PCR)

Das ,mRNA-Differential Display” wurde in Anlehnung an die von Liang [153] bzw. Linskens
[154] veroffentlichten Methoden durchgefiihrt.

50 ng der wie unter 2.5.1 (Guanidiniumchloridmethode) beschrieben isolierten Gesamt-RNA
wurden in einem 150 m-Ansatz mit 30 m 5 x Erststrangpuffer (GibcoBRL), 0,25 ni
RNase Inhibitor (40 U/m, Boehringer) und 1 m DNase | (10 U/m, Boehringer) versetzt und
30min  bei 37°C inkubiert. Nach einer  Phenol/Chloroform- und  einer
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1)-Extraktion wurde der waRrige Uberstand (150 m)
abgenommen, mit 15 M 3 M Natriumacetat und 425 m kaltem, absoluten Ethanol gemischt
und die RNA Uber Nacht bei —20°C ausgefallt. Nach Zentrifugation (10 min, 15000 U/min,
4°C) wurde das Pellet mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, 10 min unter Vakuum getrocknet
und in 50 M DEPC-Wasser geltst.

4 m der RNA wurden zur Vorbereitung der reversen Transkription mit 13 M DEPC-Wasser
und 4 M eines T-reichen Primers (20 nM; Sequenzen s. Anhang 1 A) gemischt, 10 min auf
70°C erwdrmt und schnell auf Eis abgekihlt. Danach wurden 8 mi 5 x Erststrangpuffer
(GibcoBRL), 4 ml dNTP’s (2 mM; Pharmacia), 4 mi DTT (0,1 M; GibcoBRL) und 3 nl Reverse
Transcriptase (SuperScript™ Il RNase H; 600 U; GibcoBRL) zugegeben und vorsichtig
durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 40°C wurde
der Reaktionsansatz 5 min auf 95°C erhitzt und auf Eis abgekdhilt.

Zur PCR wurden in einem 20 m-Ansatz 2 ml cDNA, 9 ml Wasser, 2 nl eines Zufallsprimers
(5 mM; Sequenzen s. Anhang 1 A), 2 ml des bereits zur reversen Transkription verwendeten
T-reichen Primers (20 nM), 2 ml dNTP’s ohne dATP (20 nM; Pharmacia), 2 m 10 x PCR-
Puffer (mit MgCl,; Pharmacia), 0,2 U Tag-DNA-Polymerase (Pharmacia) und 1,5 nCi a-[**P]-
dATP (NEN Dupont) gemischt und mit 40 mi Mineral6l Uberschichtet. Die Amplifikation wurde
in einem Thermo-Cycler (Perkin Elmer) mit folgendem Programm durchgefihrt:
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Denaturieren 2 min 94°C

4 Zyklen Denaturieren 45s 94°C
Annealing 60 s 41°C
Polymerisation 60 s 72°C

18 Zyklen Denaturieren 45s 94°C
Annealing 45 s 60°C
Polymerisation 120 s 72°C

Polymerisation 10 min 72°C

abkihlen auf 4°C.

Nach der PCR wurden 7 nl des Reaktionsansatzes mit 5 m ,Sequencing Stop“-Lésung (,T7
Sequencing”“ Kit, Pharmacia) gemischt und zur gelelektrophoretischen Auftrennung auf ein
6 %-iges Polyacrylamidgel (s. 2.1.2) aufgetragen. Die Elekrophorese erfolgte bei 2800 V und
50°C uber 2 h. Danach wurde das Gel auf der Platte fixiert (20 min in 10 % Eisessig, 1 %
Glycerol), mit Wasser gewaschen, 2 h bei 60°C getrocknet und ein Rontgenfilm (Fuji, Tokio)
aufgelegt.

Mit Hilfe von Farbmarkierungen wurden Film und Gel (bereinandergelegt, die
interessierenden Banden auf Film und Gel markiert und mit einer Rasierklinge aus dem
Polyacrylamidgel ausgeschnitten. Die DNA wurde durch zehnminitiges Rehydrieren bei RT
und 15-minitiges Kochen des Gelstliickes in 100 M Wasser aus dem Gel gelost, die
Gelstiicke abzentrifugiert und der Uberstand zum Ausfallen der DNA mit 10m 3 M
Natriumacetat, 5 mi Glycogenlésung (10 mg/ml) und 220 m reinem Ethanol gemischt und 1 h
bei —80°C inkubiert. Nach Zentrifugation (30 min, 15000 U/min, 4°C) wurde das Pellet mit
80 %-igem Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet und vorsichtig in 10 m Wasser gelost.

4 m der eluierten cDNA wurden zur Reamplifikation verwendet. Dazu wurden zur cDNA 18 m
Wasser, 4 m T-reicher Primer (100 nM), 4 mi Zufallsprimer (10 niM), 4 m 10 x PCR-Puffer (mit
MgCl,; Pharmacia), 4 M dNTP’s (200 mM) und 1 U Taqg-DNA-Polymerase (Pharmacia)
gegeben und die PCR wie folgt durchgefihrt:

Denaturieren 3 min 92°C
35 Zyklen Denaturieren 45 s 92°C
Annealing 45 s 55°C
Polymerisation 60 s 72°C
Polymerisation 10 min 72°C

abkihlen auf 4°C.

8mM des PCR-Ansatzes wurden auf einem 2 %-igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt (s. 2.2.2). Bei erfolgreicher Amplifikation eines cDNA-Fragmentes wurde dieses
entweder aus dem Gel isoliert, mit der Restriktionsendonuklease Hind Ill behandelt und in
den Hind lll-gespaltenen Vektor pUC18 kloniert oder direkt mit Hilfe des ,TOPO TA
Cloning®“ Kits (Invitrogen) in den Vektor pCRa Il kloniert.

au

2.6.2 cDNA-AFLP

Das cDNA-AFLP wurde mit dem ,displayPROFILE&“ Kit (Display Biotech) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Ausgehend von 1 ngy DNase-behandelter Gesamt-RNA
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(s. 2.6.1), die aus MgCl,- bzw. pathogeninfiltrierten und dartberliegenden nichtinfiltrierten
Blattern 3 und 12 hpi isoliert worden war, wurde die Erststrangsynthese mit den vom
Hersteller nicht naher charakterisierten degenerierten 5'-T,V2-Primern durchgefiihrt. Daran
schlossen sich die Zweitstrangsynthese, ein Restriktionsverdau mit Tag | und die
Adapterligation zur Praparation von cDNA-Untergruppen (laut Herstellerangaben) an. Zur
spezifischen Amplifizierung einzelner cDNA-Untergruppen wurden zur PCR mit
nachfolgendem Programm die Primer Eu 1-16 (Sequenzen s. Anhang 1 B) und der mit ¢
[*P]-dATP (0,25 mCi; Amersham) markierte ,0-extension-primer* nach Herstellerangaben
verwendet.

Denaturieren 60 s 94°C
2 Zyklen Denaturieren 60 s 94°C
Annealing 30s 60°C
Polymerisation 60 s 72°C
2 Zyklen Denaturieren 60 s 94°C
Annealing 30s 59°C
Polymerisation 60 s 72°C
2 Zyklen Denaturieren 60 s 94°C
Annealing 30s 58°C
Polymerisation 60 s 72°C
2 Zyklen Denaturieren 60 s 94°C
Annealing 30s 57°C
Polymerisation 60 s 72°C
2 Zyklen Denaturieren 60 s 94°C
Annealing 30s 56°C
Polymerisation 60 s 72°C
27 Zyklen Denaturieren 60 s 94°C
Annealing 30s 55°C
Polymerisation 60 s 72°C
Polymerisation 10 min 72°C

abkihlen auf 4°C.

Zum Reaktionsansatz wurden 15 ni ,loading buffer* gegeben, 5 min auf 85°C erhitzt, auf Eis
abgekihlt und 5 m zur gelelektrophoretischen Auftrennung auf ein 6 %-iges Polyacrylamidgel
(s. 2.1.2) aufgetragen. Die Elekrophorese erfolgte bei 60 W liber 2 h. Danach wurde das Gel
auf ein Whatman Papier aufgezogen, Uber Nacht vakuumgetrocknet und ein Rontgenfilm
(Fuiji, Tokio) aufgelegt.

Mit Hilfe von Farbmarkierungen wurden Film und Gel (bereinandergelegt, die
interessierenden Banden auf Film und Gel markiert und mit einer Rasierklinge das
Filterpapierstick mit dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten. Zur Isolierung der DNA wurden
zum Filterpapierstiick 50 m TE-Puffer gegeben, 15 min gekocht und die Papierstiicke durch
Zentrifugation (10 min, 15000 U/min, RT) abgetrennt. Zur Reamplifikation wurden 5 ni der die
DNA enthaltenden Losung mit 20,2 m Wasser, 1,6 M dNTP's (5 mM), 0,8 mi unmarkiertem
.0-extension-primer‘, 8 M des zum cDNA-AFLP verwendeten Primers EU 1-16, 4 mi

4V entspricht A, C und G
25



10 x PCR-Puffer (Boehringer) und 0,4 m Tag-DNA-Polymerase (10 U/mi; Boehringer)
gemischt und die PCR wie folgt durchgefuhrt:

30 Zyklen Denaturieren 30s 94°C
Annealing 30s 55°C
Polymerisation 60 s 72°C

Polymerisation 10 min 72°C

abkuhlen auf 4°C.

8m des PCR-Ansatzes wurden auf einem 2 %-igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt (s. 2.2.2). Bei erfolgreicher Amplifikation eines cDNA-Fragmentes wurde dieses
direkt mit Hilfe des ,TOPO TA Cloning“ Kits (Invitrogen) in den Vektor pCRa Il kloniert.

2.7 Markierung von Nukleinsauren
2.7.1 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Zur Herstellung von Sonden fir Northern- und Southern-Blot-Hybridisierungen wurden ca.
25 ng der wie unter 2.2.3 beschrieben frisch isolierten DNA nach dem ,Random prime*-
Verfahren [155] mit 50 nCi a-[**P]-dATP (Amersham) markiert. Dazu wurde der
.Megaprimea DNA labeling® Kit (Amersham) nach Herstellerangaben verwendet. Die
Abtrennung der nicht inkorporierten Nukleotide erfolgte Uber ,Chroma Spind“ Saulen
(Clontech) nach Herstellerangaben. AbschlieBend wurde die Sonde 5 min bei 95°C
denaturiert.

2.7.2 Nichtradioaktive Markierung von RNA (in-vitro-Transkription)

Neben der radioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten wurde auch von einem cDNA-
Fragment der Chitinase A eine DIG-UTP-markierte Antisense-RNA-Sonde fiir Northern-Blot-
Hybridisierungen hergestellt. Das entsprechende Fragment befand sich als Eco RI-Fragment
im Vektor pSPT19. Die isolierte Plasmid-DNA (s. 2.5.4.2) wurde zur Linearisierung mit der
Restriktionsendonuklease Sac | behandelt. Ausgehend von 1ng cDNA wurde die
Markierungsreaktion mit der SP6-Polymerase des ,DIG-RNA Labeling” Kits SP6/T7
(Boehringer) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Probe zur
Entfernung der cDNA mit RNase-freier DNase | 15 min bei 37°C behandelt und die DIG-
UTP-markierte RNA mit 0,1 Volumenteil 4 M LiCl und 3 Volumenteilen reinem Ethanol
30 min bei —80°C ausgefallt. Nach Zentrifugation (20 min, 15000 U/min, 4°C) wurde das
Pellet mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, kurz bei RT getrocknet, in 15 m DEPC-Wasser
geldst (30 min, 37°C) und als Sonde eingesetzt.

2.8 Hybridisierungsexperimente
2.8.1 Northern-Blot-Hybridisierungen

RNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.2.2) und unter Verwendung von
Filterpapier (Filtrak) mit 10 x SSC Uber Nacht auf eine positiv geladene Nylonmembran
(Boehringer) Ubertragen. AnschlieRend wurde die RNA durch UV-Bestrahlung im Stratalinker
kovalent an die Membran gebunden.
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2.8.1.1 Radioaktive Detektion

Die Prahybridisierung erfolgte mit 20 ml Hybridisierungspuffer in einer Hybridisierungsrohre
fur mindestens 1 h bei 42°C. Danach wurde der Prahybridisierungspuffer entfernt und die in
10 ml Hybridisierungspuffer aufgenommene, radioaktiv markierte und frisch denaturierte
Gensonde (s. 2.7.1) zugeflgt. Bei Wiederverwendung einer Gensonde wurde diese 10 min
auf 80°C erhitzt. Die Hybridisierung wurde im Hybridisierungsinkubator flir mindestens 14 h
bei 42°C durchgefihrt. Sonden, die wiederverwendet werden sollten, wurden danach bei 4°C
aufbewabhrt.

Die Filter wurden nach dem Entfernen der Hybridisierungslésung 3 x 20 min in
3 x SSC/0,1 % SDS bei 60°C im Hybridisierungsinkubator gewaschen. Anschlie3end wurden
die Filter mit Folie abgedeckt und in einem ,Phospho-Screen”, der nachfolgend am Phospho-
Imager eingescannt wurde, bei RT exponiert. Sollte ein Filter nochmals mit einer anderen
Gensonde hybridisiert werden, wurde die membrangebundene DNA durch zweimaliges
Waschen mit einer 0,1 %-igen SDS-L6sung (je 20 min, 68°C) entfernt.

2.8.1.2 Nichtradioaktive Detektion

Die Prahybridisierung erfolgte mit 20 ml Hybridisierungslésung [5 x SSC, 50 % Formamid,
2 % (w/v) ,Blocking Reagent* (Boehringer), 0,02 % SDS, 0,1 % (w/v) N-Laurylsarkosin] in
einer Hybridisierungsrohre fur mindestens 2 h bei 68°C. Danach wurde die Losung entfernt,
die wie unter 2.7.2 beschrieben markierte und frisch denaturierte Sonde in 10 ml
Hybridisierungslésung aufgenommen und zum Filter gegeben. Vor jeder weiteren
Verwendung der Sonde, die bei —20°C aufbewahrt wurde, wurde diese 10 min bei 75°C
denaturiert. Die Hybridisierung erfolgte im Hybridisierungsinkubator fir mindestens 14 h bei
68°C.

AnschlieRend wurde die Membran 2 x 5 min bei RT mit Waschlésung | (2 x SSC/0,1 % SDS)
und 2 x 15 min bei 68°C mit Waschldsung Il (0,1 x SSC/0,1 % SDS) gewaschen.

Die Detektion erfolgte bei RT. Dazu wurde die Membran in einer Fotoschale 5 min mit
Maleinsaurepuffer (0,1 M Maleinséaure, 0,15 M NaCl; pH=7,5) und anschlieend 45 min mit
.Blocking Puffer” [1 % (w/v) ,Blocking Reagent” (Boehringer) in Maleinséurepuffer] inkubiert.
Danach wurde das Anti-DIG-Alkalische-Phosphatase-Konjugat (Fab-Fragmente, Roche)
zugegeben (Verdinnung 1:15000) und 90 min inkubiert. Nach dem Waschen (3 x 20 min mit
Maleinsaurepuffer) wurde die Membran 5 min in Substratpuffer (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NacCl;
pH=9,5) equilibriert. Die Chemilumineszenz-Reaktion wurde durch Inkubation mit dem
Substrat CSPD° (Boehringer) in einer Verdinnung von 1:100 in Substratpuffer gestartet.
Nach 5 min wurde Uberschissige Flissigkeit mit einem Filterpapier entfernt, die Membran in
Folie eingeschweil3t und mit einem Rdéntgenfilm 5 min bis 1 h bei 37°C exponiert.

2.8.2 Southern-Blot-Hybridisierungen

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der DNA (s. 2.2.2) bei 20 V Uber 16 h wurde
das Gel auf einem Taumler je 45 min in Denaturierungslésung und Neutralisierungslésung
bewegt. Danach erfolgte der Transfer der DNA auf eine positiv geladene Nylonmembran
(Boehringer) unter Verwendung von Filterpapier (Filtrak) und 10 x SSC lber Nacht und das
kovalente Binden an die Membran durch UV-Bestrahlung im Stratalinker.

27



Die Hybridisierung und Detektion erfolgte analog der radioaktiven Detektion von RNA (s.
2.8.1.1).

2.9 Anlegen und Screenen einer cDNA-Bank

Die cDNA-Bank wurde aus Blattmaterial von Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum L. cv.
Désirée angelegt, das mit Psm infiziert worden war und nach 12, 24 und 36 hpi geerntet
worden war. RNA- und mRNA-Praparation erfolgten wie unter 2.5.1 bzw. 2.5.2 beschrieben.
Zur Synthese der cDNA wurde der ,TimeSaverd cDNA-Synthesis® Kit (Amersham
Pharmacia) nach Herstellerangaben verwendet. Um mittellange cDNA-Fragmente zu
erhalten, wurde einem 20 ni-Ansatz 1 nl des 1:10 verdiinnten pd(N)6-Primers zugesetzt. Die
cDNA wurde ungerichtet in den Vektor | ZAP Il (Stratagene) kloniert und die rekombinanten
Phagen mittels Gigapack Gold Il (Stratagene) verpackt. Der Titer der cDNA-Bank wurde mit
400-500 pfu/pl bestimmt.

Zum Screenen der Bank wurden in einer Ubernachtkultur in NZCYM-Medium mit 0,2 %
Maltose XL1-Blue MRF’ angezogen, 600 m dieser Ubernachtkultur mit 600 mi SM-Puffer und
50 m Phagensuspension versetzt und 15 min bei 37°C inkubiert (insgesamt 10 Ansatze).
Nach Zugabe von 9 ml Top-Agar wurden die einzelnen Ansatze auf LB-Platten
(Durchmesser 135 mm) ausplattiert, tber Nacht bei 37°C inkubiert und danach 2 h bei 4°C
gekihlt. AnschlieBend wurden die Phagen auf Nylon-Filter (Qiagen) durch einminitiges
Auflegen auf die Platten Ubertragen, 2 min auf Denaturierungslésung denaturiert, 5 min auf
Neutralisierungslésung neutralisiert, die Filter abschlieend 10 min in 3 x SSC gewaschen
und getrocknet. Das kovalente Binden der DNA an die Membran erfolgte durch UV-
Bestrahlung im Stratalinker, die Hybridisierung mit den entsprechenden radioaktiv markierten
Sonden wie unter 2.8.1.1 beschrieben. Kleine Bereiche der Agarplatten um positive Plaques
wurden ausgestochen und die Phagen mit 1 ml SM-Puffer Giber Nacht im Kihlschrank bzw.
2 h bei RT eluiert, verdiinnt und weiteren Screeningrunden bis zur Plaque-Homogenitéat
unterzogen. Die Phagensuspensionen wurden durch Zugabe von 20 mi Chloroform haltbar
gemacht (Lagerung bei 4°C).

Die korrespondierenden pBluescript Phagemide mit der integrierten cDNA wurden aus dem
| ZAP 1l Vektor mit Hilfe des Helferphagen ExAssist (in vivo-Excision) nach
Herstellerangaben (,Lambda ZAP° | Predigested Eco RI/CIAP-Treated Vector® Kit,
Stratagene) isoliert und in SOLR-Zellen Ubertragen.

2.10 Anlegen und Screenen einer genomischen Bank

Die von Clontech erhéltliche genomische Bank Lambda EMBL3 SP6/T7 wurde nach
genomischen Klonen der PP2C und des ELH durchsucht. Dazu wurden die Phagen, die
nach Herstellerangaben 1 x 10° pfu/m enthielten, 1:100 mit SM-Puffer verdiinnt, 45 ni dieser
Verdinnung zusammen mit 10 ml Bakterienkultur des E. coli Stammes K802 (Anzucht tber
Nacht bei 37°C mit 0,2 % Maltose) und 10 ml SM-Puffer 30 min bei 37°C inkubiert, mit
140 ml Top-Agar gemischt, auf LB-Platten (Durchmesser 135 mm) ausplattiert (ca. 10 ml)
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Das Screenen der genomischen Bank erfolgte analog dem Screenen der cDNA-Bank (s. 2.9)
bis zur Plaque-Homogenitat. Von positiven Plaques wurde | -DNA isoliert wie unter 2.5.5
beschrieben, Restriktionsanalysen unterzogen und einzelne Restriktionsfragmente in mit
Sal | gespaltenen Vektor pUC18 kloniert.
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2.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit einem automatischen DNA-Sequenzer
(MWG-Biotech): LiCor, Modell 4000L oder LONGREADIR 4200, wobei die aufgetrennten
DNA-Fragmente uber die 5’-Fluoreszenzmarkierung der verwendeten Primer (IRD800 bzw.
IRD700, MWG Biotech) detektiert wurden. Die Sequenzreaktionen wurden mit
verschiedenen Kits unterschiedlicher Firmen durchgeflihrt. Die Rohdaten wurden mit der
Software ,Base ImagIR Version 4.00“ (MWG Biotech) verarbeitet.

AuRerdem wurden DNA-Proben zur Sequenzierung an die Firmen TopLab (Am Klopferspitz
19, 82152 Martinsried) und MWG AG Biotech (Anzinger Str. 7, 85560 Ebersberg) geschickt.

2111 Auswertung der Sequenzdaten

Zum Vergleich von DNA- und Proteinsequenzen mit bereits bekannten Sequenzen wurde
das Blast-Programm (Basic Local Alignment Search Tool) [156] als Service des NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov:80/BLAST/) genutzt.

Die Bearbeitung der Sequenzdaten erfolgte mit unterschiedlichen Programmen, u. a. TAIR
Restriction Analysis (http://arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/RestrictionMapper.pl), JaMBW
Chapter 2.1 (http://www.embl-heidelberg.de/~toldo/JaMBW/2/1/) und mit verschiedenen
Programmen, die vom ExPASy Molecular Biology Server (http://www.expasy.ch/) angeboten
werden.

2.12 Herstellung transgener Pflanzen

2.12.1 Medien

Medien (1l)

3 MS-Medium 4,41 g MS-Salze (Duchefa), 30 g Saccharose, 0,5g MES; pH=5,8;
nach dem Autoklavieren Zugabe von 1 ml Vitaminlésung*

2 MS-Medium wie 3 MS, statt 30 g Saccharose 20 g

GMS wie 3 MS, statt Saccharose 16 g Glucose

CG 76 1l GMS, 1ml Vitaminlésung*, 5ml NAA*, 0,1 ml BAP*, 0,5ml
Cefotaxim*, 1 ml Kanamycin*

CG 75 1l GMS, 1 ml Vitaminlésung*, 2 ml Zeatinriboside*, 20 m NAA*, 20 ni
GAs*, 0,5 ml Cefotaxim*, 0,5 ml Kanamycin*

MS 16 11 3 MS, 1 ml Vitaminlésung*, 0,5 ml BAP*, 0,1 ml NAA*

F 16 K 1l 3MS, 1ml Vitaminlésung*, 0,5 ml BAP*, 0,1 ml NAA*, 1ml
Kanamycin*

Zur Herstellung fester Medien fir Platten und Anzuchtstopfe wurde dem entsprechenden
Medium 7,5 g/l Agar zugesetzt.

* Stammldésungen

100 ml Vitaminlésung Nicotinsdure 50 mg, Pyridoxin HCI 50 mg, Thiamin HCI 10 mg,
Glycin 200 mg; sterilfiltrieren
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NAA 1 mg/ml in Ethanol

BAP 1 mg/ml in Ethanol

GA; 1 mg/ml in Ethanol

Zeatinriboside 1 mg/ml in Ethanol

Ampicillin 100 mg/ml in Wasser oder 70 %-igem Ethanol
Kanamycin 50 mg/ml in Wasser

Chloramphenicol 35 mg/ml in Ethanol

Rifampicin 25 mg/ml in Methanol

Carbenicillin 100 mg/ml in Wasser

Cefotaxim 100 mg/ml in Wasser

2.12.2 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die vollstdndige cDNA der putativen Phosphatase wurde aus dem Vektor pBluescript I
herausgespalten und in sense- bzw. antisense-Orientierung in den binaren Vektor pBKTX
ligiert. Mit diesen Konstrukten (schematische Darstellungen der Konstrukte s. Abbildung 27
und Abbildung 28) wurden die kompetenten Zellen von A. tumefaciens transformiert (s.
2.2.5), auf LB-Platten mit Kanamycin (50 mg/l) ausplattiert und 2 d bei 28°C inkubiert. Nach
Plasmidpraparation (s. 2.5.4.3) und Restriktionsspaltung wurde von je einer positiven Kolonie
eine Ubernachtkultur in 20 ml YEB-Medium mit Kanamycin (50 mg/l) angelegt und bei 28°C
geschuttelt.

Fur die Agrobakterien-vermittelte Transformation wurde die Ubernachtkultur abzentrifugiert
(10 min, 5000 U/min, RT), mit 20 ml 10 mM MgSO, gewaschen und das Pellet in 20 ml
3 MS-Medium resuspendiert.

2.12.3 Transformation und Regeneration von Kartoffelpflanzen

Zur Blattscheibentransformation wurden von steril angezogenen Kartoffelpflanzen (s. 2.3.1)
Solanum tuberosum L. cv. Désirée mit einer Rasierklinge Blatter abgetrennt, die Petiolen
entfernt und die Blatter an der Unterseite eingeritzt. Mit der Blattoberseite wurden sie
schwimmend in Petrischalen ohne Nocken auf 3 MS-Medium (10 ml) gelegt. Ins Medium
wurden 100 ni der mit dem sense- oder antisense-Konstrukt transformierten A. tumefaciens
und wie oben beschrieben hergestellten Bakteriensuspension pipettiert und leicht
umgeschwenkt. Die Platten wurden mit Aluminiumfolie umwickelt und 2d in der
Gewebekulturkammer (23°C) kultiviert. Danach wurden die Blatter mit der Oberseite nach
unten in Petrischalen mit CG 76 (Kallus-induzierend) gelegt und etwa 10 Tage in der
Gewebekulturkammer inkubiert. AnschlieRend wurden die Blatter auf CG 75 (Sprof3-
induzierend) umgesetzt und dieser Vorgang 14-tagig wiederholt, bis nach 4-6 Wochen
Sprosse ausgebildet waren. Die Blatter wurden dann in Phytacon-Topfe mit CG 75
transferiert und weitere 2-4 Wochen kultiviert, bis die Sprosse eine Lange von 2-3 cm
erreicht hatten. Die Sprosse wurden abgetrennt und in Phytacon-Tépfe mit 3 MS mit
Carbenicillin (50 mg/l) (Induktion des Wurzelwachstums) gesetzt.

Die Erhaltung der regenerierten Pflanzenlinien und die Anzucht von Pflanzen flr Versuche
erfolgte wie unter 2.3.1 beschrieben.
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2.12.4 Transformation und Regeneration von Tabakpflanzen

Zur Blattscheibentransformation wurden von in steriler Gewebekultur angezogenen
Tabakpflanzen Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SRI Blatter abgetrennt, auf einem mit
3 MS getrankten Filterpapier mit einer Rasierklinge eingeritzt und in Stiicke von etwa 1 cm?
zerteilt, wobei die Blattrippen abgetrennt wurden. Diese Blattstiicke wurden einige Minuten in
einer wie unter 2.12.2 beschriebenen Bakteriensuspension der sense-Konstruktion inkubiert,
auf Filterpapier abgetupft und mit der Blattoberseite nach unten auf MS 16 in Petrischalen
gelegt. Die Petrischalen wurden luftdicht verschlossen, mit Aluminiumfolie umwickelt und 2 d
in der Gewebekulturkammer bei 23°C kultiviert. Danach wurden die Blattstiicke auf F 16 K
Uberfuhrt und 14-tagig umgesetzt, bis sich nach etwa 6 Wochen Kalli und Sprosse gebildet
hatten. Die Sprosse wurden abgeschnitten, in Phytacon-Topfe mit 2 MS mit Cefotaxim
(100 mg/l) gesetzt und in der Gewebekulturkammer (23°C, 16 h Lichtphase) kultiviert.

Die Erhaltung der regenerierten Pflanzenlinien erfolgte wie unter 2.3.8 beschrieben.

2.13 Proteinanalytik
2.13.1 Herstellung der Expressionsplasmide

Zur Expression der putativen Phosphatase in E. coli wurde das PCR-Produkt PCR gl-3
(vollstandige cDNA der PPP ohne Stopcodon, Nukleotidsequenz s. Anhang 4 E) verwendet.
Die Klonierungsstrategie ist unter 3.7.1 beschrieben.

Es wurden die Expressionsvektoren pQE 30 (Qiagen) und pRSET A (Invitrogen) benutzt, mit
deren Hilfe Fusionsproteine exprimiert werden, die N-terminal einen Histidin-Anker tragen.
Es wurde nach Herstellerangaben verfahren und die E. coli Zellen XL1-Blue MRF’' bzw. BL
21 mit den Expressionsplasmiden transformiert.

2.13.2 Expression in E. coli

Von den mit den Expressionsplasmiden transformierten Zellen wurden Ubernachtkulturen
einer Einzelkolonie in LB fur die XL1-Blue MRF'-Zellen (mit Ampicillin 50 nmg/ml und
Kanamycin 20 ng/ml) bzw. SOB fiir die BL 21-Zellen (mit Ampicilin 50 ng/ml und
Chloramphenicol 35 ng/ml) angelegt. Mit diesen wurden Hauptkulturen angeimpft und bei
37°C bis zu 5,5 h bis zum Erreichen einer ODgy VOn ca. 0,5 geschdttelt.

Durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM wurde die Expression des
rekombinanten Proteins induziert. Die Kultivation wurde weitere 5 Stunden fortgesetzt
(Kontrollkulturen wurden ohne IPTG-Zusatz weiterkultiviert) und zu verschiedenen
Zeitpunkten Proben enthommen. Diese wurden zentrifugiert (2 min, 11000 U/min, 4°C) und
die Pellets bei —20°C eingefroren.

2.13.3 Reinigung des rekombinanten Proteins

Zur Reiniung des Proteins wurde ein Liter Bakterienkultur (10 x 100 ml in SOB) bis zu einer
ODgoo von ca. 0,5 angezogen, mit 1 mM IPTG induziert und 5 h bei 37°C weitergeschiittelt.
Die Bakterien wurden abzentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge; 20 min, 5000 U/min, 4°C) und das
Pellet in 40 ml ,Native Binding Buffer* pH=7,8 (angefertigt nach Herstellerangaben;
-ProBond™ Purification Systems" von Invitrogen) resuspendiert. Daran schlossen sich eine
Sonifizierung (20 x 5 s bei 60 Watt), ein Frier- (in flussigem Stickstoff) und ein Tauprozeld
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(20 min im Wasserbad bei 37°C) an. Diese Behandlung wurde insgesamt viermal
durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Zellreste abzentrifugiert (15 min, 4500 U/min, 4°C).
Die Aufreinigung des Lysats erfolgte unter nativen Bedingungen mit dem ,ProBond™
Purification System*“ (Invitrogen) nach Herstellerangaben. Die Elution des Proteins erfolgte
mit Hilfe eines pH-Gradienten.

2.13.4 SDS-PAGE

Isolierung loslicher Proteine

Zu den gefrorenen Pellets (s. 2.13.2) wurden 500 mi Lysispuffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM
NaCl, 10 mM Imidazol) gegeben, die Pellets aufgetaut und sonifiziert (20 x 5 s bei 60 Watt).
Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (30 min, 15000 U/min, 4°C) abgetrennt und der
Uberstand bei —80°C eingefroren.

Konzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration der Bakterienextrakte wurde mit dem Bradford-Assay (BioRad)
bestimmt. Dazu wurden 5m Extrakt mit 800 M Wasser und 200 m Bradford-Reagenz
gemischt, 10 min bei RT inkubiert und die Extinktion bei 595 nm bestimmt. Der Gehalt
errechnete sich aus Extinktion x 25/5.

Diskontinuierliche Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen

20 ng Protein wurden mit Wasser ad 20 mi und 10 i 2 x Probenpuffer [125 mM Tris/HCI,
pH=6,8; 5 mM EDTA,; 15 % Glycerin (v/v); 2 % SDS (w/v); 0,1 % Bromphenolblau (w/v); 1 %
b-Mercaptoethanol (v/v)] gemischt und 5 min auf 95°C erhitzt.

Zur Auftrennung [157] wurde eine Mini-PROTEAN? 3 Cell-Kammer (BioRad) mit einem
12 %-igen Trenngel (hergestellt mit dem Acrylamidmix ,Rotiphorese® Gel 30“, Roth) und
einem 5 %-igen Sammelgel verwendet [150]. Die Stromstarke wéahrend der Auftrennung
betrug pro Gel 20 mA. Als GrélRenmarker wurde der ,Prestained Protein Marker* (Broad
Range 6-175 kDa; BioLab) verwendet.

Fir die Coomassiefarbung der Gele wurde die Roti® Blue Lésung (Roth) nach
Herstellerangaben verwendet.

2.13.5 Western-Blot-Analyse

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine mit der ,Trans-Blot* SD-Apparatur* (BioRad) auf
eine Nitrocellulosemembran (Porablot NCL; Macherey-Nagel) tbertragen. Als Transferpuffer
wurde Towbin-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol; pH=8,3) verwendet, der
Transfer erfolgte 30 min bei 15 V. Die geblotteten Gele wurden danach zur Kontrolle mit
Coomassie-Blue angefarbt.

Die Membran wurde 1 h in 10 ml Blocking-Puffer (TBS-Puffer 20 mM Tris-HCIl, 500 mM
NaCl; pH=7,5 unter Zusatz von 1 % BSA) unter leichtem Schiitteln inkubiert und 2 x 5 min in
je 20 ml TBST-Puffer (TBS-Puffer unter Zusatz von 0,05 % Tween 20). Die Inkubation mit
dem 1. Antikérper (Anti-His Antibody; Invitrogen) in einer Verdiinnung von 1:5000 in Blocking
Puffer erfolgte Uber Nacht unter leichtem Schitteln. Danach wurde die Membran 2 x 5 min
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mit je 20 ml TBST und 1 x 5 min mit TBS gewaschen. Die Inkubation mit dem 2. Antikorper,
dem Peroxidase-gekoppelten Anti-Maus 1gG-Antikdrper (Sigma) in einer Verdinnung von
1:4000 in Blocking Puffer erfolgte 1 h unter leichtem Schtteln.

Nach dem Waschen der Membran (3 x20min mit TBS) erfolgte die Detektion des
Peroxidase-Antikorpers durch Chemilumineszenz mit dem ,ECL+* Kit (Amersham
Pharmacia) nach Herstellerangaben, wobei die Expositionszeiten auf Biomax MS 1 Filmen
(Kodak) zwischen 1 min und 1 h lagen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ermittlung optimaler Bedingungen zur Pflanzenanzucht
3.1.1 Voraussetzungen

Auf der Suche nach neuen, pathogeninduzierten Genen in Kartoffel wurden die
Versuchspflanzen zunéchst aus Saatgutknollen von Solanum tuberosum L. cv. Désirée
angezogen. Dazu wurden die Knollen ca. 2 Wochen vor dem Auslegen in gedampfte Erde
(Erde/Sand 1:1, aus der Institutsgartnerei) bei Raumtemperatur vorgekeimt. Die vier- bis
funfwochige Anzucht der Pflanzen erfolgte im Gewachshaus bei etwa 18-24°C und 15-16 h
Licht.

Zur Induzierung der SAR wurden 2 &ltere Blatter der Kartoffelpflanzen mit Pseudomonas
syringae pv. maculicola (Psm) infiltriert. Die Kontrollpflanzen wurden mit 10 mM MgCl,-
Ldsung inokuliert. Die Induktion der SAR wurde mit Hilfe einer Sonde des molekularen
Markers saure Chitinase (CHTA) in RNA-Hybridisierungsexperimenten Uberprift, da
nachgewiesen werden konnte, dall die systemische Aktivierung dieses Gens mit der
Auspragung der SAR korreliert [42, 138,140].

Nach der Durchfilhrung der SAR-Induktionsexperimente und dem Abreifen der Pflanzen
wurden die Knollen mindestens 6 Wochen bei 4°C gelagert und dann erneut zur
Pflanzenanzucht verwendet.

Um auszuschlieRen, dal in der Kartoffelknolle Uberdauernde Viren zur Geninduktion fiihren,
wurde von einer Anzucht der Versuchspflanzen aus Knollen Abstand genommen. Aul3erdem
war es wahrend der Sommermonate problematisch, Pflanzen anzuziehen, die nicht bereits

vor den Infektionsexperimenten mit Schadinsekten (z. B. Blattlause, Thripse) in Kontakt

gekommen waren. Deshalb kam es héufig zu Induktion des SAR-Markergens Chitinase A,
und das Blattmaterial konnte nicht verwendet werden, um nach pathogeninduzierten Genen
zu suchen. Aus diesen Griinden wurden zunachst die Anzuchtbedingungen verandert.

3.1.2 Veréanderte Anzuchtbedingungen

Die Vermehrung der Versuchspflanzen erfolgte nun in Gewebekultur. 4-5Wochen alte
Pflanzen wurden in sterilisierte Erde (Einheitserde ED73/Sand 1:1) ausgetopft und 1 Woche
in Minigewachsh&usern angezogen. Danach wurden die Pflanzen in der Phytokammer unter
definierten Bedingungen kultiviert und verschiedene Parameter wie das Alter der Pflanzen
und der EinfluR von Dingung und Pestiziden auf die Ausprdgung der SAR getestet.
Tabelle°l zeigt die Ergebnisse, die in Northern-Blot-Analysen anhand des molekularen
Markergens Chitinase A erhalten wurden.
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SAR- Alter der Bemerkungen lokale systemische
Induktions- Pflanzen Induktion von | Induktion von
experiment CHTA CHTA

1 2 Wochen + unklar
2 2 Wochen + unklar
3 5 Wochen Pflanzen aus Knollen + nur 24 hpi
angezogen nur 1 Pflanze
4 4 Wochen + +
Behandlung mit
5 4 Wochen Bi 58" 1 Woche vor unklar unklar
Induktionsexperiment
Behandlung mit Bi 58"
6 4 Wochen 3 Wochen vor + unklar
Induktionsexperiment
7 4.5 Wochen Behandlung mit + unklar
Lizetan*
8 5 Wochen + nur 48 hpi
9 5 Wochen + +
Blattmaterial mehrerer Uberwiegend wie
10 5 Wochen Pflanzen gemischt + erwartet
Blattmaterial mehrerer uberwiegend wie
11 5 Wochen Pflanzen gemischt + erwartet
Blattmaterial mehrerer Uberwiegend wie
12 5 Wochen Pflanzen gemischt + erwartet
Blattmaterial mehrerer uberwiegend wie
13 5 Wochen Pflanzen gemischt + erwartet
Tabelle 1 Unterschiedliche Anzuchtbedingungen wund Induktion der SAR
Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum L. cv. Désirée
# Bi 58 Pestizid gegen beilRende Insekten (Chemie GmbH Bitterfeld-Wolfen)
* Lizetan ® Diinger und Pestizid (Bayer)

Es konnte gezeigt werden, daf3 ein Alter der Versuchspflanzen von 4-5 Wochen, angezogen
und ohne vorherige Behandlung mit Pestiziden und/oder
Voraussetzungen sind, um die Akkumulation der sauren Chitinase durch Bakterieninfiltration
12 hpi in infiltrierten bzw. 36 hpi in den nichtinfiltrierten dartberliegenden Blattern zu
induzieren. Ein Beispiel eines SAR-Induktionsexperimentes ist in Abbildung 1 dargestellt.
Allerdings kam es auch unter diesen Anzuchtbedingungen in einigen Fallen zur Induktion
von Chitinase A in Kontrollpflanzen. Diese Pflanzen waren vermutlich bereits vor der SAR-

aus Sterilkultur

Induktion einem Pathogenbefall oder einer Verwundungsreaktion ausgesetzt.
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Infiltrierte Blatter
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Nichtinfiltrierte Blatter
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Abbildung 1 Transkriptakkumulation von Chitinase A in Kartoffelblattern nach Infiltration

mit Psm

K unbehandelte Kontrolle

- Infiltration von 10 mM MgCl,-L8sung

+ Infiltration von Psm
Es wurden 25 pug Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus zu den oben angegebenen Zeitpunkten
geerntetem Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und auf einen Nylonfilter geblottet. Der Filter
wurde gegen eine DIG-markierte Chitinase-Sonde hybridisiert. Als Ladungskontrolle dient das

ethidiumbromidgefarbte RNA-Gel.
Das gezeigte Hybridisierungsmuster ist reprasentativ fir 5 Experimente.

CHTA

3.2 Identifizierung pathogenresponsiver Gene aus Kartoffel
3.21 “mRNA-Differential Display*

Das ,mRNA-Differential Display“, auch als ,Differential Display RT-PCR* (DDRT-PCR)
bezeichnet, bietet gegenlber anderen Methoden zur Untersuchung der differentiellen
Genexpression, wie z. B. ,Differential screening“ oder subtraktive Hybridisierung, einige
Vorteile. So ist es mdglich, transiente Anderungen im Expressionsmuster festzustellen, den
zeitlichen Verlauf einer Genexpression zu verfolgen, organ- bzw. gewebespezifische
Expression zu vergleichen und Gene zu identifizieren, deren Expression reprimiert ist [158].
Das zeigt sich in einer verstarkten bzw. verringerten Bandenintensitdt auf einem
Polyacrylamidgel, auf dem die cDNA-Teilpopulationen aufgetrennt werden. Diese cDNA-
Teilpopulationen erhalt man durch reverse Transkription von Gesamt- oder Poly(A)™-mRNA
mit einem Oligo-dT-Ankerprimer und anschlieBender PCR mit dem Ankerprimer und einem
Zufallsprimer.
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Zur ldentifizierung differentiell exprimierter Gene mittels DDRT-PCR wurde RNA aus
unbehandelten Blattern Psm- bzw. MgCl,-behandelter Pflanzen isoliert, die 12, 24, 36 und
48 hpi geerntet worden waren. Dieses Material wurde zum Teil von Catherine Kistner (IPB
Halle) zur Verfiigung gestellt.

Die Bedingungen entsprachen weitgehend den von Liang [153] bzw. Linskens [154]
vertffentlichten Methoden. Zur cDNA-Erststrangsynthese wurden drei Oligo-dT-Primer (a, c,
e) benutzt, zur nachfolgenden PCR 15 Zufallsprimer (1-15) mit einer Lange von 22 nt, deren
Sequenzen im Anhang 1 A aufgelistet sind. Beide Primertypen enthielten eine Hind llI-
Schnittstelle, um die amplifizierten Fragmente anschlieBend besser klonieren zu kénnen
[154]. Es wurden insgesamt 45 Primerkombinationen getestet und dabei 28 PCR-Fragmente
identifiziert, die nach Psm-Infiltration verstarkt bzw. verringert auftraten. Diese wurden aus
dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten und eluiert, mittels PCR reamplifiziert und kloniert. Die
zu diesen Fragmenten korrespondierenden cDNAs wiesen im Vergleich mit Sequenzen aus
Datenbanken mehrheitlich Homologien zu chloroplastidarer RNA auf, nur wenige zeigten
begrenzte Homologien zu anderen Sequenzen. Da die Fragmente kurz waren und die
Signifikanz der Homologien nicht hoch, lieBen die Sequenzanalysen keinen Schlul3 auf eine
mdgliche Funktion der korrespondierenden Gene zu. Zwei cDNA-Klone wurden aufgrund
ihrer Sequenzé&hnlichkeiten weiterbearbeitet.

Klon dd110 (PP2C)° stammt von einem Fragment, das 24 Stunden nach Psm-Infiltration
verstarkt auftrat, dargestellt in Abbildung 2.

® Der zu einem spateren Zeitpunkt isolierte cDNA-Klon ¢110-2 (s. 3.5.2.1) weist signifikante
Homologien zu Proteinphoshatasen Typ 2C auf, so daf} aus Grunden der Uberschaubarkeit die
Bezeichnung PP2C vorweggenommen wird.
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dd110 (PP2C)

180 nt

=

Abbildung 2 Ausschnitt aus einem Polyacrylamidgel nach DDRT-PCR
(Autoradiogramm)
- Infiltration von 10 mM MgCl,-Lésung
+ Infiltration von Psm
Zur RT-PCR wurde 1 pg Gesamt-RNA eingesetzt, die aus zu den oben angegebenen Zeitpunkten
geernteten unbehandelten Blattern infiltrierter Kartoffelpflanzen isoliert worden war. Als Primer wurden
der Oligo-dT-Primer e und der Zufallsprimer 6 verwendet. Die Markierung der Fragmente erfolgte mit
a-[*P]dATP.
Das klonierte ,differentielle” Fragment dd110 ist mit * gekennzeichnet.

Das Fragment dd110, dessen Nukleotidsequenz sich in Anhang 2 A befindet, hat eine Lange
von 180 nt. Es zeigt bei Vergleichen mit Sequenzen in der Datenbank begrenzte Homologie
zu einem Zinkfingerprotein aus Arabidopsis thaliana (Acc. No. X98669). Diese Homologie
erstreckt sich von nt 119-156 der Kartoffel-cDNA bzw. von nt 1604-1641 des A. t.-Gens. Es
wurden der Oligo-dT-Primer e und der Zufallsprimer 6, mit denen die RT-PCR durchgefuhrt
wurde wiedergefunden.

Der zweite Klon dd903 (ELH)® stammt von einem 36 Stunden nach Psm-Behandlung
verstarkt auftretenden Fragment (Daten nicht gezeigt). Der Klon ist 207 nt lang (Sequenz s.
Anhang 2 B) und zeigt begrenzte Homologie zu einem Phosphoprotein aus Plasmodium
bergheii (Acc. No. L21710). Die Sequenzahnlichkeit liegt zwischen den Nukleotiden 73-144
des ,Differential Display* Fragmentes und den Nukleotiden 536-607 des P. bergheii-Gens.
Es sind sowohl der Oligo-dT-Primer e als auch der Zufallsprimer 10 vorhanden.

° Der zu einem spateren Zeitpunkt isolierte genomische Klon 903/2-6 (s. 3.4.3.3) weist signifikante
Homologien zu einem ELIP-Homolog aus Arabidopsis thaliana auf, so daf3 aus Griinden der
Uberschaubarkeit die Bezeichnung ELH vorweggenommen wird.
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3.2.2 cDNA-AFLP

Da das cDNA-AFLP, auch ,Restriction Fragment Differential Display* (RFDD) genannt,
effektiv zum Screenen nach differentiell exprimierten Genen eingesetzt wird [159, 160],
wurde diese Methode ebenfalls genutzt, um nach pathogeninduzierten Genen in Kartoffel zu
suchen. Dazu wurde in Kartoffelblatter von S. tuberosum L. cv. Désirée 10 mM MgCl,-
Losung bzw. Psm infiltriert. 3 und 12 hpi wurden die infiltrierten und die darliberliegenden
nichtinfiltrierten Blatter geerntet und aus diesem Blattmaterial Gesamt-RNA isoliert.
AulRerdem wurden Blatter unbehandelter Pflanzen zur RNA-Isolierung geerntet. Ausgehend
von 1 pg Gesamt-RNA wurde das cDNA-AFLP mit dem ,displayProfile™* Kit (Display
Biotech) durchgefilhrt. Dabei werden zur cDNA-Synthese degenerierte 5'-T,V°-Primer
eingesetzt. Die gewonnene doppelstrangige cDNA wird mit Taq |, einer
Restriktionsendonuklease mit haufiger Erkennungssequenz in cDNAs [161] geschnitten.
Daran schlie3t sich die Adaptorligation an, wobei einer der beiden Adaptoren eine
Schutzgruppe tragt, die eine 3-5'-fill in-Reaktion an (berhdngenden Fragmentenden
verhindert [162]. Zur PCR wird ein *P-endmarkierter Primer, der sogenannte ,0-extension-
primer* (komplementar zum Adaptor mit Schutzgruppe) und ein zum 2. Adaptor
komplementérer Primer mit je 3 Basen am 3'-Ende verwendet. So soll gewahrleistet werden,
dal nur ein Subset der cDNA-Fragmente spezifisch amplifiziert wird [163]. Von den
mdglichen 64 Primern wurden die Primer Eu 1-16 getestet, deren Sequenzen sich im
Anhang 1 B befinden.

Es wurden 24 PCR-Fragmente identifiziert, die nach Psm-Infiltration verstarkt auftraten. Sie
wurden aus dem Sequenzgel ausgeschnitten, eluiert, reamplifiziert und kloniert. Die
Ergebnisse der Sequenzanalyse des cDNA-AFLP unterscheiden sich deutlich von denen des
.Differential Display*: die zu den PCR-Fragmenten gehdrenden cDNA-Sequenzen zeigen nur
in einem Fall Homologien zu chloroplastidarer RNA. Andere cDNAs kodieren fur Polypeptide,
die Homologien zu pflanzlichen PR-Proteinen und menschlichen Proteinen aufweisen. Im
Falle einiger cDNAs konnten keinerlei Sequenzahnlichkeiten gefunden werden. Die
Ergebnisse der Sequenzanalyse sind in Tabelle°2 dargestellt.

4V entspricht A, C und G
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Fragment Nr. Sequenzahnlichkeit zu
3-1 Homo sapiens Protein
3-2 Homo sapiens PAC Klon
7-1 Glucanase aus Lycopersicon esculentum
7-2 Serin—Threonin—Kinase aus Rattus rattus
7-3 Osmotin aus Solanum commersonii
9-1 Phosphatmangel-induzierte saure Phosphatase aus Lycopersicon
esculentum
9-2 NADH-Oxidoreduktase aus Flaveria ramosissima
9-3 konserviertes Protein aus Candida albicans
9-4 Homo sapiens Protein
9-5 keine Sequenzahnlichkeiten
11-1 keine Sequenzahnlichkeiten
11-2 PAL aus Nicotiana tabacum
11-3 keine Sequenzahnlichkeiten
11-4 keine Sequenzahnlichkeiten
12-1 keine Sequenzahnlichkeiten
12-2 chloroplastidare rRNA aus Nicotiana tabacum
12-3 mitochondriale tRNA aus H. annuus
13-1 HSP-assoziiertes Protein aus Arabidopsis thaliana
14-1 keine Sequenzahnlichkeiten
14-2 Calmodulin aus Phaseolus vulgaris
14-3 keine Sequenzahnlichkeiten
14-4 L-Carnitin-Dehydratase aus Caenorhabditis elegans
16-1 keine Sequenzahnlichkeiten
16-2 Photosystem Q(B) Protein aus Glycine max.
Tabelle 2 Ahnlichkeiten von cDNA-AFLP-Fragmenten zu Sequenzen aus
Datenbanken

Hervorgehoben wurden Fragmente mit Sequenzéhnlichkeiten zu PR-Proteinen und das Fragment mit
Homologie zu einer Phosphatmangel-induzierten sauren Phosphatase aus Lycopersicon esculentum
(grau unterlegt), das néher charakterisiert wurde.

Unter den klonierten Fragmenten war auch das Fragment 9-1 mit Sequenzahnlichkeiten zu
einer Phosphatmangel-induzierten sauren Phosphatase aus Tomate (Lycopersicon
esculentum; in Tabelle°2 grau unterlegt) von Interesse. Es hat eine Lange von 331 nt und
trat als starke Bande im Autoradiogramm 12 h nach Psm-Infiltration auf, wie aus Abbildung 3
hervorgeht.
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<4— Fragment 9-1 (PPP)

Abbildung 3 Ausschnitt  aus einem Polyacrylamidgel nach cDNA-AFLP
(Autoradiogramm)
K unbehandelte Kontrollpflanze
- Infiltration mit 10°mM MgCl,
+ Infiltration mit Psm
i infiltrierte Blatter
ni  nichtinfiltrierte dariiberliegende Blatter
Zum cDNA-AFLP wurde 1 pg Gesamt-RNA eingesetzt, die zu den oben angegebenen Zeitpunkten
aus dem genannten Blattmaterial isoliert worden war. Als Primer wurden der ,0-extension Primer* und
der Primer Eu-9 verwendet. Die Markierung der Fragmente erfolgte mit g- [33 P]dATP.
Das klonierte Fragment 9-1 (PPP) ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Auch dieser Klon [PPP (potato putative phosphatase)] wurde wie die Klone dd110 (PP2C)
und dd903 (ELH) weiteren Untersuchungen unterzogen.

3.2.3 Expression der identifizierten Gene nach Psm-Infiltration

Durch Expressionsanalysen wurde die Pathogenresponsivitat der mittels DDRT-PCR bzw.
cDNA-AFLP gefundenen Gene Uberprift. Dazu wurden je 2 altere Blatter einer
Kartoffelpflanze von S. tuberosum L. cv. Désirée mit Psm bzw. MgCl, infiltriert, diese
behandelten und die beiden daruberliegenden nicht behandelten Blatter zu verschiedenen
Zeitpunkten geerntet und daraus Gesamt-RNA isoliert. Als Sonden dienten zunéchst die
subklonierten und radioaktiv markierten PCR-Fragmente. In einigen Féallen, auf die im
Weiteren ndher eingegangen wird, konnte eine differentielle Expression der zugehérigen
Gene festgestellt werden. In den meisten Féllen konnten entweder gar keine bzw. nur
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unspezifische schwache Signale detektiert werden, so daR keine Aussage Uber eine
differentielle Genexpression getroffen werden konnte.

Fur die DDRT-PCR-Klone dd110 (PP2C) und dd903 (ELH) konnten mit den radioaktiv
markierten PCR-Fragmenten als Sonden keine Signale in Northern-Blot-Analysen gefunden
werden. Das kann zum einen daran liegen, daRR die Fragmente mit einer Lange von 180 bzw.
207 nt zu kurz sind, um eine ausreichende Markierung zu gewadhrleisten. Andererseits
konnten die zu den induzierten Fragmenten korrespondierenden mRNAs nur gering
abundant sein.

Semiquantitative RT-PCR

Da mit den radioaktiv markierten ,Differential Display“-Fragmenten dd110 (PP2C) und dd903
(ELH) als Sonden keine Signale in Northern-Hybridisierungsexperimenten detektiert werden
konnten, wurde versucht, eine differentielle Genexpression mittels semiquantitativer RT-PCR
zu zeigen. Dazu wurden sequenzspezifische Primer aus den Randbereichen der ,Differential
Display* Fragmente ausgewahlt (Sequenzen s. Anhang 1 C) und die PCR unter
unterschiedlichen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Auch mit dieser Methode liel3 sich
keine eindeutige Induktion der zu den ,Differential Display“-Fragmenten dd110 und dd903
korrespondierenden Gene feststellen (Daten nicht gezeigt).

Die Expression der PP2C nach Pathogenbehandlung wurde mit einem ca. 7.5 kb langen,
radioaktiv markierten Fragment als Sonde, das aus einer genomischen Bank isoliert wurde
untersucht (s. 3.4.3.1). Es wurden mehrere Hybridisierungsexperimente durchgefihrt,
dennoch konnte kein einheitliches Muster gefunden werden. Ein Beispiel eines
Hybridisierungsexperimentes ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4 Transkriptakkumulation der PP2C in Kartoffelblattern nach Psm-Infiltration
K unbehandelte Kontrolle
- Infiltration von 10 mM MgCl,-Lésung
+ Infiltration von Psm
Es wurden 25 pg Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geerntetem
Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und auf einen Nylonfilter geblottet. Der Filter wurde gegen
das radioaktiv markierte 7.5 kb Pst-Fragment aus der genomischen Bank (s. 3.4.3.1) hybridisiert. Als
Ladungskontrolle dient das ethidiumbromidgefarbte RNA-Gel.
Das gezeigte Hybridisierungsmuster konnte fir kein weiteres Experiment bestatigt werden.

Im dargestellten Experiment sind erhdhte PP2C-Transkriptmengen im infiltrierten
Blattmaterial 3 Stunden nach Bakterieninfiltration zu erkennen. Chitinase-Transkripte
akkumulieren 24-48 hpi im mit Psm infiltrierten Gewebe, die RNA ist aber degradiert, da
Banden unterschiedlicher Gr63e hybridisieren. Die systemische Transkriptakkumulation
beginnt 3 Stunden nach Psm-Infiltration und halt bis zu 48 hpi an. Ausnahmen bilden je eine
Pflanze, deren Blatter 12 bzw. 24 hpi geerntet wurden und in denen keine erhéhten PP2C-
Transkriptmengen zu detektieren waren. Zu erkennen sind allerdings auch erhéhte PP2C-
Transkriptmengen in einer unbehandelten Kontrollpflanze, wobei in dieser Pflanze keine
CHTA-mRNA detektiert wurde. In diesem Experiment stieg die CHTA-mRNA-Menge in
nichtinfiltrierten Blattern schwacher als in vergleichbaren Experimenten an (s. Abbildung 1).
In einem weiteren Experiment wurden PP2C-Transkripte im infiltrierten Blattmaterial, nicht
aber in unbehandelten Blattern nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
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Die Expression des ELH nach Pathogenbehandlung wurde mit einem ca. 0.5 kb langen,
radioaktiv markierten Fragment als Sonde gezeigt und ist in Abbildung 5 dargestellt. Das als
Sonde verwendete Fragment wurde aus einer cDNA-Bank isoliert (s. 3.5.3).

Infiltrierte Blatter

3 6 12 24 36 48 0 48 hpi
-+ - + - + - + - + - | KK
"-_--n- - & rRNA
Nichtinfiltrierte Blatter

3 6 12 24 36 48 0 48 hpi
-+ - 4+ - + - 4+ - + - + KK

Fiion i funges e

Abbildung 5 Transkriptakkumulation des ELH in Kartoffelblattern nach Psm-Infiltration

K unbehandelte Kontrolle

- Infiltration von 10 mM MgCl,-L6sung

+ Infiltration von Psm
Es wurden 25 pg Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geerntetem
Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und auf einen Nylonfilter geblottet. Der Filter wurde gegen
das radioaktiv markierte 0.5 kb Eco RI-Fragment aus der cDNA-Bank (s. 3.5.3) und gegen eine rRNA-
Sonde als Ladungskontrolle hybridisiert.
Das gezeigte Hybridisierungsmuster ist reprasentativ fur 4 Experimente.

Es konnte keine differentielle Genexpression gezeigt werden, denn ELH-Transkripte wurden
sowohl in einzelnen mit MgCl,-L6sung als auch mit Psm infiltrierten Blattern und in
dariiberliegenden unbehandelten Blattern detektiert. 48 hpi nach Psm-Infiltration konnte aus
dem behandelten Blattmaterial keine ausreichenden RNA-Mengen isoliert werden. In
weiteren Experimenten konnte das gezeigte Expressionsmuster bestétigt werden, nur in
einem Fall wurden ELH-Transkripte in mit Psm infiltrierten Blattern detektiert.

Fur das mittels cDNA-AFLP isolierte Fragment 9-1 (PPP) konnte in mehreren Experimenten
eine differentielle Transkriptakkumulation des korrespondierenden Gens gezeigt werden.
Zwei Kinetiken sind in Abbildung 6 A und B dargestellt. Als Sonde fur die Northern-Blot-
Hybridisierungen diente das radioaktiv markierte 331 nt lange Eco RI-Fragment, das nach
cDNA-AFLP isoliert und kloniert worden war (s. 3.2.2).
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Abbildung 6 Transkriptakkumulation des Fragmentes 9-1 mit Homologie zu einer
Phosphatmangel-induzierten sauren Phosphatase aus Lycopersicon
esculentum (PPP) in Kartoffelblattern nach Infiltration mit Psm in zwei
ausgewahlten Experimenten (A und B)

K unbehandelte Kontrolle
- Infiltration von 10 mM MgCl,-L8sung
+ Infiltration von Psm

Es wurden 25 pg Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geerntetem

Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonfilter geblottet. Die Filter wurden gegen das

radioaktiv markierte 0.3 kb Eco RI-Fragment 9-1 (PPP), die Chitinase-Sonde und eine rRNA-Sonde

hybridisiert.

Im Unterschied zum im cDNA-AFLP Experiment gefundenen Expressionsmuster, in dem das
Fragment 9-1 nur 12 Stunden nach Psm-Infiltration lokal auftrat (s. Abbildung 3), wurden
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erhdhte mRNA-Transkriptmengen des korrespondierenden Gens (PPP) in den Northern-
Analysen sowohl im infiltrierten als auch darlberliegenden nichtinfiltrierten Gewebe zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infiltration detektiert.

Im ersten Experiment (Abbildung 6 A) akkumuliert die PPP-mRNA 12-36 Stunden nach Psm-
Infiltration im infiltrierten bzw. 24 und 36 hpi im nichtinfiltrierten Blattmaterial. Daf} die
Pathogenbehandlung erfolgreich war, zeigte die anschlielende Hybridisierung mit einer
Chitinase A-Sonde. Auch die Chitinase-mRNA-Transkriptmengen sind wie erwartet nach
Psm-Infiltration im infiltrierten (12-36 hpi) und nichtinfiltrierten (36 hpi) Blattmaterial erhoht.
Auffallend ist die hohe PPP-Transkriptmenge in einer unbehandelten Kontrollpflanze. Diese
Pflanze war moglicherweise bereits vor Versuchsbeginn verwundet oder von Pathogenen
befallen.

Ein weiteres Experiment (Abbildung 6 B) zeigt, dal die PPP-Induktion bereits zu friiheren
Zeitpunkten, namlich 6 Stunden nach Psm-Behandlung im infiltrierten Gewebe beginnen
kann. In nichtinfiltrierten Blattern war nur 6 hpi eine erhdhte Transkriptmenge zu detektieren.
Auch in diesem Experiment war eine unbehandelte Kontrollpflanze wahrscheinlich bereits
mechanisch geschadigt oder von Pathogenen befallen, was sich in einer hohen PPP-
Transkriptmenge auRert. Die GroRe des detektierten Transkriptes wurde mit Hilfe eines
RNA-GroRenmarkers bestimmt und betragt ca. 1 kb.

Anhand von Northern-Blot-Analysen konnte weiterhin gezeigt werden, daf} die Gene mit

Homologien zu bekannten PR-Proteinen (s. Tabelle 2) durch Pathogenbehandlung im
infiltrierten Blattmaterial induziert wurden (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Transkriptakkumulation verschiedener Gene mit Homologien zu PR-

Proteinen in Kartoffelblattern nach Infiltration mit Psm

K unbehandelte Kontrolle

- Infiltration von 10 mM MgCl,-L6sung

+ Infiltration von Psm
Es wurden 25pug Gesamt-RNA, isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geerntetem
Blattmaterial, aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonfilter geblottet. Die Filter
wurden gegen die entsprechenden Sonden (radioaktiv markierte cDNA-AFLP-Fragmente) hybridisiert.

A Fragment mit Homologie zu einer Glucanase aus Lycopersicon esculentum

(ca. 0.3 kb)

B  Fragment mit Homologie zu Osmotin aus Solanum commersonii (ca. 0.3 kb)

C Fragment mit Homologie zu PAL aus Nicotiana tabacum (ca 0.3 kb)

D Fragment mit Homologie zu Calmodulin aus Phaseolus vulgaris (ca. 0.15 kb)
Zur Ladungskontrolle wurde gegen eine rRNA-Sonde hybridisiert.

MRNA-Transkripte des Gens mit Homologie zu einem Glucanase-Gen aus Lycopersicon
esculentum akkumulieren 12 und 24 Stunden nach Pathogenbehandlung (Abbildung 7 A).
Bekannt sind pathogeninduzierte Glucanasen u. a. auch aus Weizen [44], Tomate [164] und
Paprika [37].

Ebenso zeigt das Gen mit Homologie zu Osmotin eine differentielle Expression. Die mRNA
akkumuliert 12-24 Stunden nach Infiltration mit Psm (Abbildung 7 B). Diese Aktivierbarkeit
verschiedener Osmotingene durch Infektion mit Bakterien oder Pilzen ist fir Weizen [44],
Paprika [37], Tomate [164], Tabak und Kartoffel Solanum commersonii [43, 165]
beschrieben.

Erhoéhte Transkriptmengen fir PAL-mRNA konnten 3 und 12 Stunden nach Psm-Infiltration
detektiert werden. Auch in S. tuberosum L. cv. Datura wurde nach Elicitierung von
Zellkulturen eine schnelle und transiente Akkumulation von 3 PAL- mRNAs gefunden [166].
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Nach TMV- bzw. Elicitorbehandlung erhéht sich auch in Tabak die PAL-Transkriptmenge
[167].

Das Gen mit Homologie zu Calmodulin ist 3 Stunden nach Infiltration sowohl von Psm als
auch MgCl,-Lésung induziert. Das laf3t auf eine Induktion durch Verwundung schlie3en, wie
sie auch fir Tomate gefunden wurde [168]. In S. tuberosum L. cv. Russet Burbank wurden
verschiedene Calmodulinisoformen gefunden, die durch Beriihrung induzierbar sind [169].
Andere Isoformen des Calmodulins werden aber auch durch Elicitorbehandlung induziert,
wie in Sojabohne gezeigt wurde [170].

Zur Uberprufung der erfolgreich durchgefiihrten Pathogenbehandlung wurden die Filter,
nachdem sie mit den PCR-Fragmenten hybridisiert worden waren, der Hybridisierung mit
einer CHTA-Sonde unterzogen. Dabei zeigte sich, daf3 die Chitinase-Induktion im infiltrierten
Gewebe 24 Stunden nach Psm-Inokulation und im nichtinfiltrierten Gewebe 36 hpi begann
(Daten nicht gezeigt).

3.3 Expression von PP2C, ELH und PPP

Da zahlreiche bekannte PR-Gene sowohl durch verschiedenartige Pathogene wie Bakterien
und Pilze als auch durch Phytohormone, chemische Signalsubstanzen oder Strel3 induziert
sein konnen, sollte der EinfluR biotischer und abiotischer Effektoren fir die drei mittels
DDRT-PCR bzw. cDNA-AFLP identifizierten Gene untersucht werden.

3.31 Expression der PPP nach Behandlung von Kartoffelblattern mit Sporen von P.
infestans

Da der Oomycet Phytophthora infestans als Ausldser der Kraut- und Knollenfaule einen der
wichtigsten Erreger von Kartoffelkrankheiten darstellt, wurde neben dem Brassica-Pathogen
Pseudomonas syringae pv. maculicola auch eine Sporensuspension dieses Oomyceten
verwendet, um die Aktivierung der PPP durch Pathogene zu untersuchen.

Dazu wurde auf die Unterseite von Kartoffelblattern eine Sporensuspension von P. infestans
(Sporendichte von 5 x 10°/ml) bzw. H,O (Kontrollpflanzen) aufgetropft, behandeltes und
daruberliegendes unbehandeltes Blattmaterial zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet und
die Gesamt-RNA fiir Northern-Blot-Analysen verwendet. Das Blattmaterial zur RNA-
Gewinnung bzw. die RNA wurden von Cornelia Goébel (IPB, Halle) zur Verfligung gestellt.
Zunachst wurde die PPP-Expression in mit Phytophthorasporen inokuliertem Gewebe
untersucht. Als Kontrolle fur die erfolgte Infektion diente die anschlie3ende Hybridisierung
des Filters mit einer 4CL-Sonde. Wie in Abbildung 8 A zu sehen ist, akkumulieren sowohl
PPP- als auch 4CL-Transkripte 4-6 Tage nach Infektion mit einem Maximum nach 6 Tagen,
wobei die 4CL-Transkriptakkumulation bereits nach 2 Tagen beginnt.

Auffallig ist die Expression der PPP in einer mit H,O behandelten Kontrollpflanze 7 Tage
nach der Behandlung (wobei keine 4CL-Transkripte detektierbar waren), fir die es keine
schllssige Erklarung gibt. Die erhdéhten Transkriptmengen von PPP und der 4CL 0 dpi sind
auf eine groRere Menge an aufgetragener RNA zurtckzufthren.

48



T T

Ak 28 !iﬂ 4CL

B
Inokulierte Blatter
H,O P.i.
5 3 4 4 5 dpi
[l
| LA 5.8 IN
i
TEEE RERE -
1
L
Nichtinokulierte Blatter
H,O P.i.
2 7 1 2 3 4 5 6 7 dpi
i i PPP
TEYERY| [SIEVERETERRERY| -
. l
Abbildung 8 Transkriptakkumulation der PPP in Kartoffelblattern nach Infektion mit einer
Sporensuspension von Phytophthora infestans in zwei Experimenten (A
und B)
H,O Auftropfen von Wasser auf die Blattunterseite (Kontrollen)
P.i. Auftropfen einer Sporensuspension von P. infestans auf die
Blattunterseite
4CL 4-Cumarat:CoA Ligase

Es wurden 25pug Gesamt-RNA,

isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geerntetem

Blattmaterial, aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf einen Nylonfilter geblottet. Die Filter
wurden gegen das radioaktiv markierte 0.9 kb Not I-cDNA-Fragment (PPP), eine 4CL- und eine rRNA-

Sonde hybridisiert.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob es neben der lokalen Aktivierung der
PPP-Gene nach Infektion mit einer Sporensuspension von P. infestans auch zu einer
systemischen Transkriptakkumulation kommt.
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Abbildung 8 B zeigt eine lokale Genaktivierung 3-5 Tage nach der Behandlung mit einer P. i.-
Sporensuspension. In den unbehandelten Blattern von mit Sporen behandelten Pflanzen
kommt es zu keiner PPP-Transkriptakkumulation.

3.3.2 Einflul? von Phytohormonen und Signalsubstanzen auf die Genexpression

Phytohormone sind, wie auch bestimmte chemische Substanzen, nicht nur an der
Merkmalsauspragung und Regulierung physiologischer Prozesse beteiligt, sondern auch an
Signaltransduktionsketten, die zur Pathogenabwehr und der Etablierung der SAR fihren.
Deshalb wurde der Einflu von Phytohormonen und Signalsubstanzen zum einen an
abgeschnittenen Blattern, die bis zu 24 Stunden in den entsprechenden Ldésungen inkubiert
wurden, und zum anderen an Pflanzen, in deren Blatter die Lésungen infiltriert wurden,
untersucht.

3.3.21 Untersuchung der Genexpression in abgetrennten Blattern nach
Phytohormon- und Signalsubstanzbehandlung

Fur diese Versuche wurden von Kartoffelpflanzen S. tuberosum L. cv. Désirée Fiederblatter
abgeschnitten und fur 6, 12 bzw. 24 Stunden in folgende LoOsungen gestellt: H,O
(Kontrollen), Saccharose, Methyljasmonat, Salicylsaure, Arachidonsdure und Abscisinsaure.
Die aus diesen Blattern gewonnene Gesamt-RNA wurde fiir Northern-Blot-Analysen
eingesetzt, deren Ergebnisse in Abbildung 9 dargestellt sind.
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Abbildung 9 Transkriptakkumulation von PP2C, ELH und PPP nach Applikation von
Phytohormonen und Signalsubstanzen in abgetrennte Kartoffelblatter

K Blatter unbehandelter Kontrollen

H,O mit Wasser behandelte Kontrollblatter

Sacch 5% mit 5% (w/v) Saccharose behandelte Blatter

MeJa mit Methyljasmonat (10 und 100 pM) behandelte Blatter

SA mit Salicylsdure (10 und 100 pM) behandelte Blatter

AA mit Arachidonséure (10 und 100 pM) behandelte Blatter

ABA mit (+)-cis, trans Abscisinsédure (10 und 100 pM) behandelte Blatter

Es wurden 25pug Gesamt-RNA aufgetragen, die zu den angegebenen Zeitpunkten aus dem
genannten Blattmaterial isoliert worden war. Die RNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt und auf
Nylonfilter geblottet. Die Filter wurden gegen folgende radioaktiv markierte Sonden hybridisiert:

PP2C ein ca. 2.3 kb Eco RI-cDNA-Fragment
ELH ein ca. 0.5 kb Eco RI-cDNA-Fragment
PPP ein ca. 0.9 kb Not I-cDNA-Fragment

Zur Ladungskontrolle wurde gegen eine rRNA-Sonde hybridisiert.
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Es ist zu erkennen, dal3 bereits das Abtrennen der Blatter und die Inkubation in Wasser
einen induzierenden Einflul} auf die Genexpression von PP2C und PPP hat, nicht aber auf
die Expression des ELH. Dieser induzierende Einflu3 des Wassers auf die PPP war in
weiteren Versuchen nicht zu beobachten (s. Abbildung 11).

Die Behandlung mit 5 %-iger Saccharoseldosung fuhrt zur Zunahme der PP2C-
Transkriptmenge zu allen Zeitpunkten, wohingegen die Gene der PPP und des ELH nicht
durch Saccharose aktiviert werden.

Da bekannt ist, daR Jasmonsaure als Signalmolekiil in der pflanzlichen Abwehr agiert [117]
und aulerdem nach Psm-Infiltration ein Anstieg der Menge freier Jasmonsaure in
Kartoffelblattern nachgewiesen werden konnte (Dr. Peter Landgraf, personliche Mitteilung),
wurde der EinfluR von Methyljasmonat in zwei unterschiedlichen Konzentrationen auf die
Genexpression untersucht. Dabei zeigt sich, daR sowohl die Inkubation in 10 als auch in
100 uM Methyljasmonatlésung zu einer Erhdéhung der PP2C-mRNA-Transkriptmenge 6-
24 Stunden nach Behandlungsbeginn fihrt. Fir das ELH und die PPP konnte in keinem Fall
eine nennenswerte Transkriptakkumulation detektiert werden.

Salicylsaure wird eine zentrale Rolle als Signalmolekil bei der Pathogenabwehr und der
Auspragung der SAR zugeschrieben [96, 171]. Der EinfluB von Salicylsdure in
unterschiedlichen Konzentrationen (10 und 100 uM) auf das Genexpressionsmuster war
daher von besonderem Interesse. Es ist zu erkennen, dal3 es zu keiner Akkumulation der zur
PP2C, zum ELH bzw. zur PPP korrespondierenden mRNA kommt.

Nach Arachidonsaurebehandlung (10 und 100 pM) akkumulieren PP2C-, ELH- und PPP-
Transkripte, die aber weder von der Konzentration noch von der Inkubationszeit abhangig
sind. Die untersuchten Gene sind also nicht durch Arachidonsaure induzierbar.
Abscisinséaure, die an einigen Signalkaskaden der pflanzlichen Stre3- und Pathogenantwort
beteiligt ist [29, 115, 172], ist ein weiteres Hormon, dessen EinfluR@ auf die
Expressionsmuster untersucht wurde. Auch diese Behandlungsart (10 und 100 puM) flhrt zur
konzentrations- und inkubationszeitunabhangigen Erhdéhung von PP2C- und ELH-
Transkripten. Im Gegensatz dazu waren fir die PPP in keinem Fall erhhte mRNA-
Transkriptmengen nachzuweisen. Aus diesem Versuch wurde geschlossen, dal} die
untersuchten Gene nicht durch Abscisinséure induzierbar sind.

In einem weiteren Versuch gleichen Aufbaus wurde die fehlende Induzierbarkeit der
Expression der untersuchten Gene bestatigt.

3.3.2.2 Untersuchung der Genexpression nach Infiltration von Arachidonsaure

Aus der Literatur ist der elicitierende EinfluB der Arachidonsédure auf stre3-und
pathogeninduzierte Gene in Kartoffel bekannt. AuRerdem hatte die Behandlung abgetrennter
Fiederblatter von Kartoffel Hinweise darauf ergeben, dal3 Arachidonsaure die Expression der
PP2C und des ELH beeinfluf3t. Deshalb sollte untersucht werden, wie sich eine Infiltration
von Arachidonsaure auf das lokale und systemische Expressionsmuster auswirkt.

Dazu wurde in Blatter von Kartoffelpflanzen S. tuberosum L. cv. Désirée eine
Arachidonsaurelésung (2 mg/ml) bzw. Wasser (Kontrollpflanzen) infiltriert und die infiltrierten
und die darlberliegenden unbehandelten Blatter zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen
30 min bis 5 d geerntet. Die daraus gewonnene Gesamt-RNA, die fur Northern-Blot-Analysen
verwendet wurde, wurde von Cornelia Gobel zur Verfigung gestellt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10 Transkriptakkumulation der PP2C und des ELH in Kartoffelblattern nach
Infiltration mit Arachidonsaure (2 mg/ml)
Es wurden 25 pg Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geerntetem
Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und auf einen Nylonfilter geblottet. Der Filte wurde gegen
folgende radioaktiv markierte Sonden hybridisiert:
PP2C ein ca. 0.4 kb Eco RI-cDNA-Fragment
ELH ein ca. 0.5 kb Eco RI-cDNA-Fragment
Zur Ladungskontrolle wurde gegen eine rRNA-Sonde hybridisiert.

Die Infiltration von Arachidonsaure in Kartoffelblattern fuhrt bereits nach 30 min zur Induktion
der PP2C-mRNA-Synthese im infiltrierten Gewebe, die bis zu 10 h mehr oder weniger stark
anhalt. Auch in unbehandelten Blattern arachidonsaurebehandelter Pflanzen wurden 30 min
nach der Infiltration erhdhte Transkriptmengen nachgewiesen. In mit Wasser behandelten
Pflanzen kommt es weder in den infiltrierten noch in den dariiberliegenden nichtinfiltrierten
Blattern zu einer Akkumulation von PP2C-Transkripten.

Auch die zum ELH korrespondierenden Transkripte sind nach Behandlung mit
Arachidonsdure erhoht. In behandelten Blattern halt die mRNA-Akkumulation Uber den
gesamten zeitlichen Verlauf des Experimentes von 30 min bis zu 5 Tagen an (Ausnahme:
niedrigere Transkriptmengen nach 4 Tagen). Im darlberliegenden unbehandelten
Blattmaterial waren erhéhte Transkriptmengen 30 min, 1 Stunde, 1 Tag und 4 Tage nach
Arachidonsaurebehandlung nachweisbar. ELH-Transkripte akkumulieren allerdings auch
nach Wasserbehandlung in infiltrierten und nichtinfiltrierten Blattern 5h und 5 d nach der

53



Infiltration. Die Infiltration von Arachidonsaure hat demzufolge nur einen induzierenden
Einflu3 auf die ELH-Transkriptakkumulation im infiltrierten Blattmaterial.

3.3.2.3 Untersuchung der PPP-Genexpression nach Systeminbehandlung

Eine weitere Substanz, deren EinfluR auf die Expression der PPP untersucht wurde, war
Systemin. Dieses Oligopeptid ist als Wundsignal bekannt, das sowohl in verwundeten als
auch in unverwundeten Blattern die Akkumulation des Proteinase-Inhibitors 1l (PIN2)
induziert [124, 173, 174]. Dazu wurde zunachst eine 0,1 bzw. 10 nM Systeminldsung in
Blatter von Kartoffelpflanzen S. tuberosum L. cv. Désirée infiltriert. Kontrollpflanzen wurden
mit Wasser infiltriert. Behandelte und dartberliegende unbehandelte Blatter wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Infiltration geerntet und daraus Gesamt-RNA isoliert, die fir
Northern-Blot-Analysen eingesetzt wurde. PPP-mRNA-Transkripte akkumulieren zeit- und
dosisunabhéangig sowohl in einzelnen, mit H,O als auch systemininfiltrierten Blattern und in
einzelnen darlberliegenden unbehandelten Blattern (Daten nicht gezeigt).

In einem weiteren Experiment wurde der Einflul? der Systeminapplikation unterschiedlicher
Konzentrationen auf die PPP-Expression in abgetrennten Blattern von S. tuberosum L. cv.
Désirée untersucht. Aus den Blattern, die 3, 6, 12 bzw. 24 Stunden nach Behandlungsbeginn
geerntet wurden, wurde Gesamt-RNA isoliert und diese in Northern-Blot-Analysen
eingesetzt. Um zu priufen, ob die Systeminbehandlung erfolgreich war, wurden die Filter
anschlielend mit einer PIN2-Sonde hybridisiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11
gezeigt. Es ist zu erkennen, daR die Applikation einer 0,1 nM Systeminldsung keinen
induzierenden EinfluB auf die PPP-Expression hat, die zum Proteinase-Inhibitor Il
korrespondierende mRNA aber 6-24 h nach Behandlungsbeginn akkumuliert. Durch die
Behandlung mit einer 1 nM Systeminlésung kommt es nach 24 h zur Erhéhung der PPP-
Transkriptmenge in zwei von drei parallel behandelten abgetrennten Blattern. Die
systemininduzierte PIN2-Aktivierung halt Gber den Versuchszeitraum von 6-24 h an. Nur in
einem von drei Blattern waren 24 h nach Applikation der 10 nM Systeminlésung erhdhte
PPP-Transkriptmengen nachweisbar, wohingegen auch unter diesen Versuchsbedingungen
das PIN2-Expressionsmuster wie erwartet ausfiel. Die Behandlung der Kontrollpflanzen mit
Wasser fuhrt zu keiner nachweisbaren Akkumulation der PPP-mRNA, aber zu einem leichten
Anstieg der PIN2-Trankriptmengen 12 und 24 h nach Versuchsbeginn.
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Abbildung 11 Transkriptakkumulation der PPP in Kartoffelblattern nach Applikation von
Systeminldsungen in abgetrennte Kartoffelblatter
K unbehandelte Kontrollen
Es wurden 25 pg Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geerntetem
Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonfilter geblottet. Die Filter wurden gegen das
radioaktiv markierte 0.9 kb Not I-cDNA-Fragment (PPP), eine 0.6 kb lange PIN2-Sonde und eine
rRNA-Sonde hybridisiert.

Auch mit diesem Versuch liel3 sich keine Induktion der PPP-Transkriptakkumulation durch
Systemin nachweisen.

3.3.3 Untersuchung der Genexpression nach Verwundung

Da zahlreiche pathogenaktivierte Gene auch durch eine Verwundung induziert sein kénnen,
wurde untersucht, wie sich eine starke Verwundung auf das Expressionsmuster von PP2C,
ELH und PPP auswirkt. Diese starke Verwundung wurde durch Quetschen der Blattrippen
von Kartoffelblattern zu Versuchsbeginn und Anbringen einer Dialyseklammer an den
Blattspitzen Uber den gesamten Versuchszeitraum hervorgerufen. Das reprasentative
Ergebnis mehrerer Versuche sind in Abbildung 12 dargestellt, wobei die fur die Northern-
Blot-Hybridisierungen A und B verwendete Gesamt-RNA von Axel Schmidt (IPB Halle) zur
Verfligung gestellt wurde.
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Abbildung 12 Transkriptakkumulation von PP2C, ELH und PPP in Kartoffelblattern nach
Verwundung

Es wurden 25 pg Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten

Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonfilter geblottet. Die Filter wurden gegen

folgende radioaktiv markierte Sonden hybridisiert:

PP2C ein ca. 0.4 kb Eco RI-cDNA-Fragment
ELH ein ca. 0.5 kb Eco RI-cDNA-Fragment
PPP ein ca. 0.9 kb Not I-cDNA-Fragment
PIN2 eine ca. 0.6 kb lange Pin2-Sonde

Zur Ladungskontrolle wurde gegen eine rRNA-Sonde hybridisiert.

Durch die starke Verwundung kam es im ersten Experiment (Abbildung 12 A) zu einer PP2C-
Transkriptakkumulation innerhalb von 6 Stunden, die nach 12 Stunden leicht abnahm und
danach wieder anstieg. Das Expressionsmuster des ELH sieht &hnlich aus. Da aber die
abschliel3ende Hybridisierung mit einer rRNA-Sonde geringere aufgetragene RNA-Mengen
im Falle einer unbehandelten Kontrolle und der nach 12 Stunden geernteten Blatter zeigt,
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konnten die geringeren Transkriptmengen der zur PP2C bzw. zum ELH korrespondierenden
MRNA darauf zurtickzuftihren sein.

In einem weiteren Experiment (Abbildung 12 B) war die Erhdhung der PP2C-
Transkriptmengen deutlich schwéacher als im ersten Experiment und lag nur wenig tber der
Basalexpression. Die mRNA-Akkumulation des ELH beginnt bereits 3 Stunden nach
Verwundung und halt bis zu 24 Stunden nach der Verwundung an. Da bekannt ist, daf3 die
Hydroxycinnamoyl-CoA:Tyramin N-(Hydroxycinnamoyl)transferase (THT) aus Kartoffel
wundinduziert ist [175], wurde der Filter zur Kontrolle einer erfolgreichen Verwundung mit
einer THT-Sonde hybridisiert. ErwartungsgemafR akkumulieren die THT-Transkripte 3-
24 Stunden nach Verwundung in den Blattern.

In Abbildung 12 (C) ist zu erkennen, daf3 24 Stunden nach Verwundung im Blatt einer
Pflanze die PPP-Transkriptmenge erhoht ist. Das korreliert allerdings nicht mit der
wundinduzierten Expression des Proteinase-Inhibitors Il, dessen mRNA-Synthese bereits
6 Stunden nach Verwundung einsetzen sollte und bis zu 24 Stunden anhélt [50, 141]. Das
spricht fur eine nur schwache Verwundung, so daf3 der Einfluf3 auf die Expression der PPP in
weiteren Experimenten Uberprift werden muf3.

3.34 Untersuchung der Genexpression nach UV-Bestrahlung

Aus zahlreichen Beispielen in der Literatur geht die Induzierbarkeit von ELIPs und ELIP-
Homologen in A. thaliana [176], Erbse [177] und Getreide [178, 179] durch starke
Bestrahlung hervor. Deshalb wurde der EinfluR einer UV-Bestrahlung auf die Genexpression
untersucht. Dazu wurden Kartoffelpflanzen S. tuberosum L. cv. Désirée im normalen Tag-
Nacht-Rhythmus in der Phytokammer angezogen. Blétter einer Kontrollpflanze wurden nach
7-stindiger Dunkelphase geerntet. Wahrend die Kontrollpflanzen in der Tageslichtkammer
verblieben, wurden die anderen Pflanzen zusatzlich einer UV-Bestrahlung ausgesetzt. Die
Gesamt-RNA, die aus den zu unterschiedlichen Zeitpunkten geernteten Blattern isoliert
wurde, wurde in Northern-Blot-Analysen eingesetzt, deren Ergebnisse in Abbildung 13
dargestellt sind.
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Abbildung 13 Transkriptakkumulation des ELH und der PPP in Kartoffelblattern nach UV-
Bestrahlung

K,0h RNA aus Blattern, nach 7-stiindiger Dunkelphase geerntet

K RNA aus Blattern von  Kontrollpflanzen, die  normaler
Phytokammerbeleuchtung ausgesetzt waren

uv RNA aus Blattern von Pflanzen, die unterschiedlich lange einer UV-

Bestrahlung ausgesetzt waren
Es wurden 25 pug Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geerntetem
Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und auf einen Nylonfilter geblottet. Der Filter wurde gegen
folgende radioaktiv markierte Sonden hybridisiert:
ELH ein ca. 0.5 kb Eco RI-cDNA-Fragment
PPP ein ca. 0.9 kb Not I-cDNA-Fragment
Zur Ladungskontrolle wurde gegen eine rRNA-Sonde hybridisiert.

Es ist zu erkennen, dal3 die basale Expression des ELH, auch nach der Dunkelphase, relativ
hoch ist und es zu keinem Anstieg der ELH-Transkriptmenge durch UV-Bestrahlung kommt.
Dagegen akkumulieren PPP-mRNA-Transkripte 2-4 Stunden nach UV-Bestrahlung.

Das Experiment wurde bisher nur einmal durchgefihrt.

3.35 Organspezifisches Expressionsmuster von PP2C, ELH und PPP

Die organspezifische Expression wurde untersucht, indem Gesamt-RNA aus verschiedenen
Pflanzenteilen (Bluten, junge und alte Blatter, Blattstiele, Spro3achse, Wurzeln und Knollen)
von S. tuberosum L. cv. Désirée isoliert wurde und fir Northern-Blot-Hybridisierungen mit
den entsprechenden Sonden verwendet wurde. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 gezeigt.
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Abbildung 14 Organspezifische Transkriptakkumulation von PP2C, ELH und PPP

Es wurden 25pug Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus den unterschiedlichen Pflanzenteilen,
elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonfilter geblottet. Die Filter wurden gegen folgende radioaktiv
markierte Sonden hybridisiert:

PP2C ein ca. 0.4 kb Eco RI-cDNA-Fragment
ELH ein ca. 0.5 kb Eco RI-cDNA-Fragment
PPP ein ca. 0.9 kb Not I-cDNA-Fragment

Zur Ladungskontrolle wurde gegen eine rRNA-Sonde hybridisiert.

PP2C-Transkripte wurden in allen Pflanzenteilen gefunden, und ihre Mengen variieren kaum.
Lediglich in Bliten wurde eine etwas groRere Transkriptmenge detektiert. Dagegen
akkumuliert die zum ELH korrespondierende mRNA in Bliten. Eine detaillierte Untersuchung
der Expression des ELH in Bluten ergab, dal3 die Transkripte in Kelchblattern, Blitenblattern
und Staubblattern, nicht aber im Fruchtknoten oder Stempel akkumulieren (Daten nicht
gezeigt). Auch die PPP wird organspezifisch exprimiert. Geringe Transkriptmengen wurden
in Wurzeln gefunden, wobei auch diese Mengen nur knapp Uber der Nachweisgrenze liegen.

3.3.6 Untersuchung der PPP-Genexpression in nahG-Pflanzen nach
Pathogenbehandlung

In unserer Arbeitsgruppe wurden Kartoffelpflanzen generiert, die das bakterielle Gen fiir eine
Salicylathydroxylase exprimieren (nahG) und damit nicht mehr in der Lage sind, Salicylsaure
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zu akkumulieren (Dr. Peter Landgraf, personliche Mitteilung). Da in Wildtyppflanzen erhdhte
PPP-Transkriptmengen nach der Pathogenbehandlung nachgewiesen wurden (s. Abbildung
6), wurde die Auswirkung einer Pathogenbehandlung auf die Akkumulation der zur PPP
korrespondierenden mRNA in nahG-Pflanzen untersucht. Es wurden 2 Linien transgener
Kartoffelpflanzen verwendet (A und D2), die mit Psm bzw. MgCl, infiltriert wurden. Die aus
den infiltrierten Blattern gewonnene RNA wurde in Northern-Blot-Analysen eingesetzt, deren
Ergebnisse in Abbildung 15 dargestellt sind. Das Blattmaterial wurde von Astrid Hunger (IPB
Halle) zur Verfiigung gestellt.

hpi

PPP

CHTA

rRNA

Abbildung 15 Transkriptakkumulation der PPP in Kartoffelblattern nach Behandlung von
nahG-Pflanzen mit Psm

A, D2 Pflanzen unabhéangiger transgener Linien

Wt Wildtyp-Pflanzen

- mit 10°mM MgCl,-behandelte Kontrollpflanzen
+ Psm-behandelte Pflanzen

Es wurden 20 pg Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus zu den angegebenen Zeitpunkten geerntetem
Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und auf einen Nylonfilter geblottet. Der Filter wurde gegen
das radioaktiv markierte 0.9 kb Not I-cDNA-Fragment (PPP), eine Chitinase-Sonde (CHTA) und eine
rRNA-Sonde hybridisiert.

Zu keinem Zeitpunkt konnte eine pathogeninduzierte Transkriptakkumulation der PPP
beobachtet werden. Pathogeninduziert ist dagegen die PPP in einer Wildtyp-Pflanze
24 Stunden nach Infiltration mit Psm. Danach wurde der Filter gegen eine Chitinase-Sonde
hybridisiert. Es zeigt sich, dal die saure Chitinase in beiden transgenen Linien und im
Wildtyp durch Pathogenbehandlung aktiviert wird. Dieses Experiment wurde bisher nur
einmal durchgefiihrt, so dal3 die Ergebnisse nur als vorlaufig betrachtet werden kénnen und
durch weitere Experimente abgesichert werden miissen.

3.3.7 Untersuchung der PPP-Genexpression in elicitierten Zellkulturen

Da verschiedene pathogeninduzierte Gene auch durch Elicitierung in Zellkulturen aktiviert
werden konnen [64, 175, 180], sollite das Expressionsmuster der PPP in elicitierten
Kartoffelzellen untersucht werden. Dazu wurden Zellkulturen von S. tuberosum L. cv.
Désirée mit einem Kulturfiltrat von P. infestans und dem flir Petersilie bekannten Elicitor
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Pepl13 [181] und dessen Analoga A2 und A5 bzw. Wasser (Kontrollen) behandelt. Die
Gesamt-RNA, die aus den zu verschiedenen Zeitpunkten geernteten Zellkulturen isoliert
wurde, wurde fir Northern-Blot-Hybridisierungen verwendet. Es ergab sich ein sehr
uneinheitliches Bild, oft war schon die basale PPP-Expression in wasserbehandelten
Zellkulturen hoch. In keinem Fall war eine Genaktivierung durch die Elicitoren oder die
Analoga nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

3.4 Isolierung genomischer Klone
34.1 Southern-Blot-Analyse

Zur Untersuchung der genomischen Organisation des Gens mit Homologie zu einer PP2C,
des Gens mit Homologie zu einem ELIP-Homolog aus A. thaliana und des Gens mit
Homologie zu einer Tomatenphosphatase wurde DNA aus Blatter von S. tuberosum L. cv.
Désirée isoliert, mit den Restriktionsendonukleasen Eco RI, Eco RV, Bam HI, Hind Ill und
Xbal geschnitten und anschlieRend einer Southern-Blot-Analyse unterzogen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16 Genomische Southern-Blot-Analyse des Gens mit Homologie zu einer
Proteinphosphatase Typ 2C (A), des Gens mit Homologie zu einem A.
thaliana ELIP-Homolog (B) und des Gens mit Homologie zu einer
Phosphatmangel-induzierten sauren Phosphatase aus L. esculentum (C)

Genomische DNA aus Kartoffelblattern von S. tuberosum L. cv. Désirée wurde mit den angegebenen

Restriktionsendonukleasen geschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und gegen folgende

radioaktiv markierte Sonden hybridisiert:

PP2C ein ca. 0.4 kb Eco RI-cDNA-Fragment
ELH ein ca. 0.5 kb Eco RI-cDNA-Fragment
PPP ein ca. 0.9 kb Not I-cDNA-Fragment

Rechts sind die Positionen des Gréf3enstandards angegeben.

Fur die PP2C wurden eine stark hybridisierende und mehrere schwacher hybridisierende
Banden gefunden. Das la3t darauf schlieBen, dal das Gen mit Homologie zu einer
Proteinphosphatase 2C von einer kleinen Genfamilie kodiert wird (Abbildung 16 A).

Das Hybridisierungsmuster des Gens mit Homologie zu einem A. thaliana ELIP-Homolog
sieht &hnlich aus: zwei stark hybridisierende Banden und mehrere schwach hybridisierende
Banden, so dal3 auch fir dieses Gen eine kleinere Genfamilie vermutet wird (Abbildung 16
B).
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Das Gen mit Homologie zu einer Phosphatmangel-induzierten sauren Phosphatase aus
Tomate scheint von einer Multigenfamilie kodiert zu werden, denn es wurden zahlreiche
etwa gleich stark hybridisierende Banden detektiert (Abbildung 16 C).

3.4.2 PCR mit genomischer DNA

Mittels PCR mit genomischer DNA wurde versucht, lAngere Fragmente zu generieren, die
dann in RNA- oder DNA-Hybridisierungsexperimenten als Sonden eingesetzt werden sollten.
Die PCR wurde mit genomischer DNA, isoliert aus Blattern von S. tuberosum L. cv. Désirée
und den sequenzspezifischen Primern, die auch zur quantitativen RT-PCR verwendet
wurden, durchgefihrt.

Bei Verwendung der Primer 110-5 und 110-3 (Sequenzen s. Anhang 1 C) wurde ein etwa
900 nt langes Fragment amplifiziert, das in den pCRa Il Vektor kloniert wurde. Von den
erhaltenen Klonen wurde der Klon g110/7 sequenziert. Er enthalt eine 748 nt lange Insertion,
bei der es sich um ein Intron handeln kénnte, da es von den Sequenzen 5-GT-3’ bzw. 5'-
AG-3 flankiert wird (Abbildung 17, Nukleotidsequenz Anhang 3 A).

70 nt| 110 nt dd110 (180 nt)

54 nt GT 748 nt AG 82 nt g110/7 (900 nt)

Abbildung 17 Schematische Darstellung des ,Differential Display* Fragmentes dd110 und
des Fragmentes g110/7, das nach PCR mit genomischer DNA erhalten

wurde

GT, AG flankierende Sequenzen
748 nt mdgliche Intronsequenzen
54 nt, 82 nt mogliche Exonsequenzen

Mit diesem aus genomischer DNA amplifizierten und radioaktiv markierten Fragment waren
in Northern-Blot-Hybridisierungen jedoch auch keine spezifischen Signale fur die PP2C
detektierbar.

Die Verwendung der Primer 903-5 und 903-3 (Sequenzen Anhang 1 C) in der PCR mit
genomischer DNA fihrte nicht zur Amplifizierung eines langeren Fragmentes mit
Intronsequenzen.

3.4.3 Screenen einer genomischen Bank

Zum Screenen wurde eine von Clontech erhéltliche Bibliothek verwendet, fiir die genomische
DNA aus Blattern zwei Monate alter Kartoffelpflanzen von S. tuberosum L. cv. Désirée
isoliert und in | EMBL3 SP6/T7 kloniert worden war. Es wurden etwa 300.000 Plagues
gescreent.
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3431 Isolierung und Charakterisierung genomischer Klone der PP2C

Die genomische Bank wurde mit dem radioaktiv markierten Fragment g110/7 (ca. 900 nt, s.
3.4.2) durchsucht. Ausgehend von 25 Primarsignalen wurden nach drei Screeningrunden 8
Einzelphagenklone isoliert. Xho I-Restriktionsfragmente von zwei Klonen (110/1 und 110/2)
wurden in pUC18 subkloniert.

Der Subklon 110/1-2 enthielt ein Fragment von ca. 13 kb Lange und wurde keinen weiteren
Untersuchungen unterzogen.

Der Subklon 110/2-9, der eine Lange von ca. 10 kb hatte, wurde mittels Restriktionsverdau
und Southern-Blot-Hybridisierungen néher charakterisiert. Die mit der Sonde g110/7
hybridisierende Region liegt zwischen einer Pst |- und einer Xba I-Schnittstelle, schematisch
dargestellt in Abbildung 18. Dieses Fragment wurde subkloniert (Sl 110/2-9, ca. 3.3 kb),
Sequenzanalysen und Vergleiche mit Sequenzen aus Datenbanken ergaben aber keine
signifikanten Homologien. Dennoch wurde es, radioaktiv markiert, als Sonde eingesetzt.

Sst|Xbal gq | Sst! Pst | Xbal  Xbal Pstl( gq | | Pst
[XhO'J 0.7kb  2.3kb 56kb  7.1kb 9.8k"bLXh°']

1 kb

Abbildung 18 Schematische Darstellung der Struktur des genomischen Subklons 110/2-9

In Sal I-gespaltenen pUC18 wurde ein Xho I-Fragment des Lambda-Klones 110/2 kloniert. Dargestellt
sind Erkennungsstellen einiger Restriktionsenzyme im Vektor (dinnere Linie) und im klonierten
Fragment (dickere Linie)

Bereich, in dem die Sonde g110/7 hybridisiert

7.5 kb Pst-Fragment, das radioaktiv markiert als Sonde diente

+ 2.3 kb Xba/Pst-Fragment, das radioaktiv markiert als Sonde diente

Das etwa 7.5 kb groRRe Pst I-Fragment wurde radioaktiv markiert und als Sonde in Northern-
Blot-Analysen eingesetzt, um die Expression der PP2C nach Pathogenbehandlung zu
untersuchen (s. 3.2.3, Abbildung 4).

Ein weiteres Fragment, das radioaktiv markiert als Sonde zum Screenen einer cDNA-Bank
eingesetzt wurde (s. 3.5.2), war das 2.3 kb Xba/Pst-Fragment. Auch dieses Fragment zeigte
bei Vergleichen mit Sequenzen aus Datenbanken keine signifikanten Homologien zu
bekannten Genen.

3.4.3.2 Isolierung und Charakterisierung genomischer Klone des ELH

Die genomische Bank (s. 3.4.3) wurde mit dem radioaktiv markierten Fragment dd903 (ca.
200 nt) durchsucht. In drei Reinigungsrunden konnten, ausgehend von 7 Primarsignalen,
3 Lambda-Klone isoliert ~werden. Vom  Phagenklon 903/2 wurden  Xho I-
Restriktionsfragmente (ca. 2.0 kb) in pUC18 kloniert und die so gewonnenen Subklone
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903/2-6 und 903/2-10, die das Fragment in entgegengesetzter Orientierung enthielten, naher
charakterisiert.

Hind |||[ sall | Hind lll (" g4y } EcoRI
Xho | 1.6kb | Xhol

1kb

Abbildung 19 Schematische Darstellung der Struktur des genomischen Subklons 903/2-6

In Sal I-gespaltenen pUC18 wurde ein Xho I-Fragment kloniert. Dargestellt sind Erkennungsstellen
einiger Restriktionsenzyme im Vektor (dinnere Linie) und im klonierten Fragment (dickere Linie).
Bereich, in dem die Sonde dd903 hybridisiert
Y 1.6 kb Hind Ill-Fragment, das radioaktiv markiert als Sonde diente

Die mit der Sonde dd903 hybridisierende Region liegt zwischen den Hind IlI-Schnittstellen
(Abbildung 19). Das mit einem Stern gekennzeichnete 1.6 kb grof3e Hind IllI-Fragment diente
radioaktiv markiert als Sonde fiir Northern- bzw. Southern-Blot-Analysen.

3.4.3.3 Sequenzahnlichkeiten des genomischen Subklons 903/2-6

Die partielle Sequenzanalyse zeigt, dafd der genomische Subklon 903/2-6 ab Nukleotid 338
Homologien zum  Differential Display* Fragment dd903 aufweist, was die
Nukleotidsequenzen im Anhang 3 B und die schematische Darstellung in Abbildung 20
verdeutlichen.

At : T T
Chromosom 4 ! 1
Lo
. 12C 205 338 547 1300 1400 1600
Genomischer Xho | | Xho |
Subklon 903/2-6 Sal | Sal |
\/ \/ \/ Hind I
Hom. zum Hom. zum Hom. zum
A.t. ELIP- Fragment prpl-Promotor
Homolog  dd903

Abbildung 20 Schematische Darstellung eines Abschnitts auf dem A. thaliana-
Chromosom 4, des genomischen Subklons 903/2-6 wund der

Sequenzhomologien untereinander bzw. zu anderen bekannten Sequenzen
E1-5 Exon 1-5

Xho |
Sal | Klonierungsstelle
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Aulerdem wurden stromaufwaérts der ,Differential Display” Sequenzen 90 Nukleotide
(nt 120-210) gefunden, die mehr als 80 % Homologie zum Exon 4 eines Gens auf dem
Chromosom 4 von Arabidopsis thaliana aufweisen.

Dieses Gen auf Chromosom 4 von A. thaliana (Acc. No. AL 021712) kodiert fir ein putatives
Protein, das wiederum beim Vergleich mit Sequenzen aus Datenbanken Ahnlichkeiten zu
einem Early Light Induced Protein (ELIP) aus Sonnenblume zeigte. Aus diesem Grund
wurde das zum ,Differential Display* Fragment dd903 korrespondierende Gen als ELH
(ELIP-Homolog) bezeichnet. Die hohe Ubereinstimmung der beiden Gene zeigt sich nicht
nur auf Nukleotid-, sondern auch auf Proteinebene.

Stromabwarts der ,Differential Display* Sequenzen wurde eine Region identifiziert (nt 1300-
1400), die beim Vergleich mit Datenbanksequenzen Homologie zum prpl-Promotor
(Glutathion-S-Transferase aus S. tuberosum, Acc. No. J03679) aufwies (Abbildung 20).

Die Praktikantin Nicole Goldhorn, die weitere Subklonierungen und Sequenzanalysen mit
dem genomischen Klon 903/2-6 durchfiihrte, fand in der 5-Region Ubereinstimmung auf
Nukleotidebene mit dem Exon 3 des A. thaliana ELIP-Homologs.

35 Screenen einer cDNA-Bank
35.1 Anlegen einer cDNA-Bank

Als Ausgangsmaterial fir die cDNA-Bank wurden Kartoffelblatter von S. tuberosum L. cv.
Désirée verwendet, die 12, 24 und 36 Stunden nach Infiltration mit Psm geerntet wurden.
Aus diesem Blattmaterial wurde Gesamt-RNA isoliert, die wiederum zur Isolierung von
mRNA mit Hilfe von Dynabeads® (Dynal) verwendet wurde. Die cDNA-Synthese erfolgte mit
dem ,Time Saver™* Kit (Pharmacia): zur Erststrangsynthese wurde der Zufallsprimer pd(N)
6 verwendet, die Zweitstrangsynthese erfolgte mit dem Zweitstrangsynthesemix, und
abschliel3end wurden Eco/Not-Adaptoren ligiert. Die so vorbereitete cDNA wurde ungerichtet
in den Vektor | ZAP 1l (Stratagene) kloniert und die rekombinanten Phagen mittels ,,Gigapack
Gold II* (Stratagene) verpackt. Der Titer der cDNA-Bank wurde mit 400-500 pfu/ul bestimmt.

3.5.2 Isolierung von PP2C-cDNA-Klonen

Die cDNA-Bank wurde mit dem radioaktiv markierten ,Differential Display* Fragment dd110
(ca. 180 nt) und dem radioaktiv markierten 2.3 kb Xba/Pst-Fragment aus der genomischen
Bank (S 1l 110/2-9, s. 3.4.3.1) durchsucht. Ausgehend von 12 Primarsignalen, die beim
Screenen mit der letztgenannten Sonde erhalten wurden, konnten nach 3 Screeningrunden
drei korrespondierende pBluescript-Phagemide mit integrierter cDNA identifiziert und durch
in-vivo-Excision ausgeschnitten werden: ¢110-1, c¢110-2 und c¢110-3. Diese wurden
Restriktions- und Sequenzanalysen unterzogen, wobei die Klone jeweils vom 3’- und 5’-Ende
ansequenziert wurden.

Die Klone c110-1 und c110-3 enthalten in den sequenzierten Bereichen weder das
.Differential Display“ Fragment noch zeigen sie signifikante Homologien zu bekannten
Nukleotid- bzw. Proteinsequenzen aus Datenbanken.

Der Klon c110-2 weist eine Lange von ca. 3.5 kb auf, in dessen sequenzierten Bereichen
keine Homologien zum ,Differential Display" Fragment dd110 zu identifizieren waren. Sowohl
der sequenzierte 3'- als auch 5-Bereich weist auf Nukleotid- und auf Proteinebene
Ahnlichkeiten zu Proteinphosphatasen verschiedener Spezies auf (s. 3.5.2.1).
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Die cDNA-Bank wurde von der Praktikantin Claudia Reh nochmals mit dem radioaktiv
markierten cDNA-Fragment c110-2 durchsucht. Auch dieses Screening fuhrte nicht zur
Isolierung eines Gesamtlangenklones der PP2C.

3521 Homologien der Nukleotid- und abgeleiteten Aminosauresequenzen des Klons
€110-2 zu Sequenzen aus Datenbanken

Der Klon c¢110-2, der eine Lange von etwa 3.5 kb hat, wurde aus 3’- und 5- Richtung
ansequenziert.

Vom 5’-Ende aus wurde ein Bereich von 641 Nukleotiden sequenziert (Abbildung 21 A). In
diesem  Teilbereich der cDNA bestehen auf Nukleotidebene signifikante
Sequenzahnlichkeiten zu einem PP2C-Homologen aus Mesembryanthemum crystallinum
(Acc. No. AF097667) und zur mRNA der ABA- und calciuminduzierten PP2C aus Fagus
sylvatica (Acc. No. FSY277744, 84 % Identitat). Der zum PP2C-Homolog aus M. crystallinum
ahnliche Bereich zeigt ab Nukleotid 205 des sequenzierten Bereiches 89 % Identitat.

>

TCCAGTCTATGICTGI TGAGGT GATTCGGAAAGCAT TTCAAGCAACAGAA 50

TAAGGTTTCCTCTCTGT TGT GACTAGACAAT GGCCGACGAAACCW t YWI 100
TGCTCCTGT TGGATCATGCTGI CTTGI TGGAGT TATCTGCAGT GGAACCT 150
TATATGIAGCCAACCT TGGT GACT CGAGEECAGT CTTAGGGAGACTTGT T 200
AGATCAACTGECGAGGT TCTTGCGATTCAGCTCTCTGCAGAACACAATGT 250
GAGCATTGAATCTGTAAGACAGGAGATGCAATCTTTGCATCCAGATGATT 300
CACAAATTGTAGT TTTAAAGCACAATGI CTGECGT GTCAAGGGECTTATA 350
CAGGTAACTTCTATTCCATTTTCCTTAGCAGI TTCTGT TTTATGITTGCT 400
CAACGCAAAGTACCGATTTGATCTTATTATTAATGAGTGTTCTTTCAATA 450
ACAATATACACATTACGCCTATTACTAATTCATACTACACTCTCCCCCTA 500
ATCGTTTATGCCTTTTAGAACT TTAAGAT CGGGGT GCTCCCAAGGCCTAG 550
CTCGAGT GGCAAAAGGT GGAGGAT TTGT GGCT TAGGT CGCAGGT TCAAGC 600
CCCACACCATGCAAAGCGAACCCCGGTATTTAAGTGGAGTA 641

S.t.  QSMVBVEVI RKAFQATE* GFLSVWTRQAPTKPFXAAVGSCCLVGVI CSGTLYVANLGDSRA 182
QSVBV+VI +KAFQATE GF SW +QWP KP  AAVGSCCLVGV+C+G LY+ANLGDSRA
M.c. QSMBVDVI KKAFQATEEGFFSVWAKQAPVKPQ AAVGSCCLVGVWWCNG LYI ANLGDSRA 171

S.t. VLGRLVRSTCGEVLAI QLSAEHNVSI ESVRQEMQSLHPDDSQ VWLKHNWARVKGLIT QVT 359

VLGR V++TGEVLAI QLSAEHN SI ESVRQEM+ HP+D | WLKHNWRVKGLI Q+T
M.c. VLGRAVKATGEVLAI QLSAEHNASI ESVRQEMQATHPEDKDI VWLKHNWRVKGLI Q T 230

Abbildung 21 Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des cDNA-Klons ¢110-2 im

5°-Bereich
A) cDNA-Nukleotidsequenz aus Kartoffel (S. t.)
B) Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz aus Kartoffel (S. t.) mit der PP2C

aus Mesembryanthemum crystallinum (M. c., Acc. No. AAD11430.1)
Die Zahlen auf der rechten Seite beziehen sich auf das letzte Nukleotid bzw. die letzte AS der
jeweiligen Zeile.
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Abbildung 21 B zeigt die Homologie der abgeleiteten Proteinsequenz von 119 Aminosauren
zur Sequenz der PP2C aus M. crystallinum (AAD11430.1, 80 % Identitat). Aul3erdem
bestehen Ubereinstimmungen zu PP2C-Proteinsequenzen folgender Pflanzen: PP2C-
Homolog aus Fagus sylvatica (CAB90634.1, 82 % Identitat), zu einem PP2C-ahnlichen
Protein aus A. thaliana (CAB63001.1, 79 % Identitat), zu einer PP2C aus Medicago sativa
(CAAT2341.1, 36 % Identitat), zu einer putativen PP2C aus Oryza sativa (AAG13599.1,
38 % Identitat) und zu einer Typ 2C-Proteinphosphatase aus Lotus japonicus (AAD17804.1,
45 % ldentitat).

Der vom 3’-Ende aus sequenzierte Bereich umfaf3t 678 Nukleotide (Abbildung 22 A). In
diesem Bereich befinden sich Sequenzahnlichkeiten auf Nukleotidebene zu
Proteinphosphatasen verschiedener Pflanzen. Die grofite signifikante Homologie besteht mit
86 % Identitat zur mRNA einer ABA- und calciuminduzierten Proteinphosphatase 2C
(PP2C2-Gen) aus Buche (Fagus sylvatica) mit der Acc. No. AJ277744. Die
Sequenzéahnlichkeit beginnt bei Nukleotid 311 und erstreckt sich Gber 202 nt.

>

AAAAAAAAAAAAGCAT TCTTAGGAGCCGT CATGACACTGAGI TTCTCTCC 50

TTGATGGAGCCTGCAGCTAGACCTTAGAGAGCTAGATTTATTTCTCGAAG 100
TGTTGCAGATCTTCTGGTAAGGTATTCCCTGTGCTAATTAATGECTTTTG 150
ACATTCATTAGCTGITTCAATCTTTCAGAAATACTTATCTTTTACTTGIT 200
AATTTAATGGEGGTACGATACTTTCTTTAGGAAGCACATTTAGTAAGGT TG 250
TGICTTTCATGACTCAAAAAAACT TTGATCTGCACTTAGGATGACTGAAT 300
ACTTTATTTTGCAGATTTCAAGATCCATTGGTGATGTGTACTTGAAGAAA 350
TCTGAATTCAACAGGGAGCCATTATATGCTAAGT TTCGCCTTCGAGAACC 400
ATTCGGAAAGCCCATATTGAGCGCAGATCCAGCAATTTCAGT GCACCATT 450
TGCAACCTGACGATCAGI TTATCATATTTGCATCGCGATGGTCTCTGGGAG 500
CACCTAAGTAACCAAGGAGCAGT GTGACATTGTACAAAAT CACCCACGAA 550
ATGGGATAACTAGAAGGT TAGT GAAAACT GCACTACAAGAAGCAGCAAAG 600
AAAAGGGAAAT GAGATAT TCAGACT TGAAGAAAATCGATCGTGGAGTI TCG 650

TCGACTATTTCCACGATGACATCTCAGA 678
B
S.t. RS GDVYLKKSE- - ------- FNREPL YA- KFRLREPFGKPI LSADPAI SVHHLQPDDQ 467
R+ GDV LK S+ FNEL +F + P L+A+P ++ H L+P D+

H.s. RAFGDVQLKWEKELQRSI LERGFNTEALNI YOFTPPHYYTPPYLTAEPEVTYHRLRPCQDK 405
S.t FI I FASDGLVWEHLSNQGAV 524

F++ ASDGLW+ LSN+ V
H.s. FLVLASDGLWDMLSNEDWV 424

Abbildung 22 Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des cDNA-Klons ¢110-2 im

3 -Bereich

A) cDNA-Nukleotidsequenz aus Kartoffel (S. t.)

B) Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz aus Kartoffel (S. t.) mit einer
menschlichen Pyruvatdehydrogenase-Phosphatase (PDPC2) (H. s., Acc. No.
Q9P2J9)

Die Zahlen auf der rechten Seite beziehen sich auf das letzte Nukleotid bzw. die letzte AS der
jeweiligen Zeile.
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Weitere Ahnlichkeiten auf Nukleotidebene zu bekannten Sequenzen aus der Datenbank
bestehen u. a. noch zu einer PP2C aus Mesembryanthemum crystallinum (Acc. No.
AF079355, 80 % Identitat).

Auf Proteinebene zeigt die abgeleitete Aminoséauresequenz Uber 68 AS im vom 3’-Ende aus
sequenzierten Bereich der cDNA 39% Identitit zu einer menschlichen
Pyruvatdehydrogenase-Phosphatase (PDPC2, Acc. No. Q9P2J9) (Abbildung 22 B). Zudem
gibt es Homologien zu Pyruvatdehydrogenase-Phosphatase aus Ratte (Acc. No. 088484,
35 % Identitat) und Rind (Acc. No. P35816, 40 % ldentitat).

3.5.3 Isolierung von ELH-cDNA-Klonen

Die oben beschriebene cDNA-Bank wurde mit dem radioaktiv markierten ,Differential
Display” Fragment dd903 als Sonde auf korrespondierende cDNA-Klone durchsucht. Nach 3
Reinigungsrunden konnten, ausgehend von sieben Primarsignalen, die drei cDNA-Klone
€903-1, ¢903-2 und c903-3 identifiziert und die pBluescript-Phagemide mittels in-vivo-
Excision isoliert werden. Sie wurden Restriktions- und Sequenzanalysen unterzogen.

Klon c903-1 wurde aus 5’-Richtung vollstandig sequenziert. Er umfal3t 476 Nukleotide und
zeigt ab Nukleotid 257 hohe Ubereinstimmung zur Sequenz des ,Differential Display”
Fragmentes dd903 (Abbildung 23 und Anhang 4 A). Aulerdem bestehen grofl3e
Ubereinstimmungen mit den Nukleotidsequenzen der cDNA-Klone ¢903-2 und ¢903-3. Am
3’-Ende befindet sich ein Poly(A)-Schwanz. Auf Homologien zu bekannten Nukleotid- bzw.
Proteinsequenzen aus Datenbanken soll im nachsten Kapitel (3.5.3.1) eingegangen werden.
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c903-1
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1 0 8 3B 46 50
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| |
Abbildung 23 Schematische Darstellung der Struktur der cDNA Klone
Weitgehend Ubereinstimmende Nukleotidsequenzen sind wie folgt gekennzeichnet:
schwarz Ubereinstimmung mit Sequenzen des cDNA-Klons c903-1
gran Ubereinstimmung mit Sequenzen des cDNA-Klons c903-2
blau Ubereinstimmung mit Sequenzen des cDNA-Klons ¢903-3
orange Ubereinstimmung mit Sequenzen des ,Differential Display*
Fragmentes dd903
D¢ Poly(A)*-Sequenz

Der Klon ¢903-2 ist ein zusammengesetzter Klon und ca. 2.3 kb lang. Aus der 5'-Richtung
wurden 913 Nukleotide sequenziert (Nukleotidsequenz s. Anhang 4 B), die Homologien zu
Sequenzen ribosomaler RNA zeigen. Diese werden in Kapitel 3.5.3.1 nédher behandelt. Vom
3’-Ende aus wurden 841 Nukleotide sequenziert (Nukleotidsequenz s. Anhang 4 C). In
diesem Bereich stimmen die cDNA-Sequenzen von nt 2144-2300 mit der Sequenz des
.Differential Display* Fragmentes dd903 uberein. Ab den Nukleotiden 1890 bzw. 1894 stimmt
die Sequenz mit denen von c903-1 und 903-3 Uberein (s. Abbildung 23). Von nt 1840 bis
nt 1890 weist der Klon c903-2 Homologien zu rRNA-Sequenzen auf.

Der Klon ¢903-3, der ein vollstandiger Klon ist, umfal3t 490 Nukleotide. Es wurden aus 5'-
Richtung 406 Nukleotide und aus 3'- Richtung 418 Nukleotide sequenziert. In einem
Uberlappenden Bereich von 104 Nukleotiden sind sie identisch, so dal’ die Gesamtsequenz
aus diesen beiden Teilsequenzen zusammmengesetzt wurde. Die cDNA enthélt ein Start-
und ein Stopcodon (Nukleotide 34-36 bzw. 361-363). Der kodierende Bereich umfal3t 327
Nukleotide, die fur 109 Aminosauren kodieren, dargestellt in Abbildung 24 (s. 3.5.3.1. Die
computergesttitzt errechnete molare Masse des Proteins betragt 12.3 kDa, der isoelektrische
Punkt liegt bei pH 10.08. Auf Homologien zu bekannten Nukleotid- bzw. Proteinsequenzen
aus Datenbanken wird im Folgenden eingegangen. Aus Abbildung 23 gehen die
Ubereinstimmungen zu den anderen cDNA-Klonen und zum ,Differential Display* Fragment
dd9o03 hervor.
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Der Vergleich mit der Sequenz des genomischen Subklons 903/2-6 ergab, daf3
Teilsequenzen der cDNA-Klone den Exon-Sequenzen des genomischen Subklons
entsprechen, wobei der Ubergang vom Intron zum Exon durch 5-AG-3’ und der Ubergang
vom Exon zum Intron durch 5-GT-3' gekennzeichnet ist. Gezeigt ist das am Beispiel des
Vergleichs der Nukleotidsequenzen von g903/2-6 und c¢903-3 im Anhang 3 C. Die beiden
Nukleotidsequenzen stimmen im Exonbereich zu 96 % Uberein.

3531 Homologien der Nukleotid- und abgeleiteten Aminosauresequenzen der ELH-
cDNA Klone zu Sequenzen aus Datenbanken

Alle drei cDNA-Klone ¢c903-1, ¢903-2 und c903-3 haben auf Nukleotidebene Homologien
zur mRNA des putativen Proteins T10114.140 aus Arabidopsis thaliana mit der Acc. No.
AL021712. Klon c903-1 weist im 5’-Bereich von nt 7-221 85 % Identitat zur A. th. mRNA in
gleicher Orientierung auf. Ebenfalls in der 5-Region liegen die Ubereinstimmungen des
cDNA-Klons ¢903-3 mit den Sequenzen des A. th. Gens (Nukleotide 89-300, 86 % ldentitat).
Bei Klon c903-2 bestehen diese Homologien mit 85 % Identitat im 3'-Bereich des cDNA-
Klons von nt 1872-2109.

Klon ¢903-2 zeigt auferdem in der 3'-Region bis nt 1890 Homologien zu rRNAs
verschiedener Arten. Die grof3te Homologie besteht zum 26S rRNA-Gen aus Myriophyllum
exalbescens (Acc. No. AF274655) mit 96 % ldentitat. Die 5’-Region des Klons ¢903-2 weist
tber 894 Nukleotide 98 % Identitat zur 25S rRNA aus Tomate auf (Acc. No. LE25SRIB) (s.
Anhang 4 B und C). Geringere Identitat besteht zu den 26S rRNA Genen aus Platanus
occidentalis (Acc. No. AF274662, 96 % ldentitat) und Humulus lupulus (Acc. No. AF223066,
96 % ldentitat).

Die vom cDNA-Klon ¢c903-1 abgeleitete Aminosauresequenz weist hohe Homologien zum
hypothetischen Protein T10114.140 aus Arabidopsis thaliana (T04912, 86 % Identitat) und zu
verschiedenen wahrscheinlich lichtinduzierten Proteinen aus A. th. (F71409, CAB10248.1
und CAB78511.1, je 80 % Identitat) auf.

Die abgeleitete Aminosauresequenz von Klon c903-2 zeigt im 3’-Bereich ebenfalls grolie
Ahnlichkeiten zu den putativen lichtinduzierten A. th. Proteinen (F71409, CAB10248.1 und
CAB78511.1, je 88 % Identitat) und zum hypothetischen Protein T10114.140 aus A. th.
(TO4912, 58 % Identitdt). Die abgeleitete Aminosauresequenz der 5’-Region zeigt
Homologien zu einem Cytochrom P450 &ahnlichen Protein aus Tabak (BAA10929.1, 81 %
Identitat in einem Bereich Uiber 80 AS) und einer Cytochrom P450 Monooxygenase aus Mais
(CAA06156.1).

Aus Abbildung 24 geht die Sequenzéhnlichkeit der vom cDNA-Klon c903-3 abgeleiteten
Amonisduresequenz zum hypothetischen Protein T10114.140 aus A. thaliana (T04912)
hervor. Die Identitat beider Proteine betragt 84 %.
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Abbildung 24

Start- und Stopcodon sind unterstrichen. Das hypothetische Protein aus A. thaliana ist blaugriin
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thaliana (A. t.)

dargestellt.

Ferner bestehen Homologien zu den putativen lichtinduzierten A. th. Proteinen (F71409,
CAB10248.1 und CAB78511.1, je 81 % Identitdt) und zu anderen putativen Proteinen

verschiedener Organismen.

354

Die unter 3.5.1 beschriebene cDNA Bank wurde mit dem radioaktiv markierten 0.3 kb
Eco RI-Fragment 9-1 (PPP, s. 3.2.2) auf korrespondierende Klone untersucht. Ausgehend
von 18 Primarsignalen konnten nach drei
pBluescript-Phagemide identifiziert und durch in-vivo-Excision ausgeschnitten werden:

Isolierung von PPP-cDNA-Klonen
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Nukleotidsequenz des Kartoffel-cDNA-Klons ¢903-3 (S. t.), abgeleitete
Aminosauresequenz und Vergleich zu einem hypothetischen Protein aus A.

Screeningrunden 14 korrespondierende



F(A) 9-1a-n. Diese wurden Restriktions- und Sequenzanalysen unterzogen, deren
Ergebnisse in Tabelle°3 dargestellt sind.

cDNA-Klon | Grof3e des Homologie zur mRNA aus L. Homologie zur Phosphatase
F(A) 9-1 Inserts esculentum (Nukleotide und %) (AS und % Identitat)

c 477 nt 473 nt, 91 % 158 AS, 90 %

e 709 nt 150 nt, 81 % 211 AS, 69 %

g 799 nt 732 nt, 92 % 243 AS, 92 %

h 298 nt 296 nt, 89 % 98 AS, 87%

[ 540 nt 527 nt, 92 % 178 AS, 81 %

j 704 nt 642 nt, 92 % 212 AS, 92 %

Kk 219 nt 219 nt, 88 % 72 AS, 87 %

I 486 nt 452 nt, 89 % 149 AS, 85 %

m 614 nt 593 nt, 92 % 204 AS, 90 %

n 1024 nt 5°-Bereich: 495 nt, 92 % 5°-Bereich: 49 AS, 93 %

3°-Bereich: 324 nt, 90 % 3°-Bereich: 125 AS, 72 %

Tabelle 3 Vergleich der isolierten PPP-cDNA-Klone

Die Klone wurden vollstandig, teilweise doppelstréngig sequenziert.

Die Klone F(A) 9-1a, b, d und f enthalten in ihren Sequenzen weder Homologien zum RFDD-
Fragment F(A) 9-1 noch zur Phosphatase aus Tomate und sind deshalb nicht dargestellt.

Die Klone F(A) 9-1c, e, g, h, i, j, k,  und m enthalten Inserts unterschiedlicher Lange, die alle
Homologien zu einer Phosphatmangel-induzierten sauren Phosphatase aus Tomate zeigen
(s. 3.5.4.1). Es konnte kein Gesamtlangenklon identifiziert werden. Der langste Klon F(A) 9-
1n hat eine GroéRe von ca. 1 kb. Aus 3’- Richtung wurden 719 Nukleotide und aus 5'-
Richtung 691 Nukleotide sequenziert. In einem uberlappenden Bereich von 64 Nukleotiden
sind sie identisch, so daR die Gesamtsequenz von 1024 nt aus diesen beiden Teilsequenzen
zusammmengesetzt wurde.

Basierend auf den Sequenzen wurden die cDNAs in verschiedene Klassen eingeteilt. Der
Bereich, in dem die cDNA-Klone untereinander hohe Homologie zeigen, ersteckt sich Uber
eine Lange von etwa 240 Nukleotiden (siehe Anhang 4 D). In dieser Region liegen auch die
Homologien zum RFDD-Fragment F(A) 9-1, die zwischen 80 % [F(A)9-1e] und 100 % [F(A)
9-1h, F(A) 9-1K] betragen.

Kein cDNA-Klon enthélt einen Poly(A)-Schwanz.

3541 Homologien der Nukleotid- und abgeleiteten Aminosauresequenzen der PPP-
cDNA Klone zu Sequenzen aus Datenbanken

Die cDNA-Klone F(A) 9-1c, e, g, h, i, J, k, I, m und n weisen sowohl auf Nukleotid- als auch
auf Proteinebene hohe Homologien zu einer erst kirzlich beschriebenen Phosphatmangel-
induzierten sauren Phosphatase aus Lycopersicon esculentum auf (Acc. No. AF305968)
[182]), zusammengefaldt in Tabelle°3 und im Anhang 4 D. Die cDNA-Klone mit Homologien
zur Tomaten-Phosphatase weisen ebenso Sequenzéhnlichkeiten zwischen 30 und 43 %
Identitat zu einer putativen Phosphatase aus Gallus gallus (Acc. No. AJ006529) auf [183].

Die mRNA der Phosphatase aus L. esculentum enthalt 942 Nukleotide, wobei die Nukleotide
30-839 die kodierende Region fir 269 Aminosauren bilden. Im Vergleich der
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Nukleotidsequenzen der sauren Phosphatase aus Tomate mit den cDNA-Klonen aus
Kartoffel fallen 9 fehlende Nukleotide in der Tomaten-cDNA auf.

Die Klone F(A) 9-1g, j und n enthalten Sequenzen des 5’-untranslatierten Bereiches und
besitzen eine ,ATG" Sequenz, die als Startcodon dienen kénnte (s. Anhang 4 D). Der 5'-
untranslatierte Bereich betragt 67 (Klone j und n) bzw. 68 (Klon g) nt. Durch Insertion jeweils
eines Nukleotids in den Klonen j und n verschiebt sich das Leseraster dieser Klone. Sie
besitzen kein durchgehendes Leseraster. Der langste Klon, Klon F(A) 9-1 g zeigt
Ubereinstimmung zur Tomaten-Phosphatase bis Nukleotid 751 (732 nt mit 92 % Identitat)
und stellt damit einen fast vollstandigen cDNA-Klon dar.

Die Klone e und | besitzen ein potentielles Stopcodon und, ebenso wie Klon n, Sequenzen
im 3’-untranslatierten Bereich. Klon e enthalt 2 Insertionen mit 3 bzw. 6 Nukleotiden.

Die Klone c, h, i, k und m besitzen weder Start- noch Stopcodon, Klon k im Gegensatz zu
den anderen 3 Klonen auch kein durchgehendes Leseraster.

3.54.2 Der vollstandige cDNA-KIon einer putativen Phosphatase F(A) gl-3

Das Screenen der cDNA-Bank fiihrte nicht zur Isolierung eines Gesamtlangenklones. Dieser
wurde aus den cDNA-Klonen F(A) 9-1g und F(A) 9-1I zusammengesetzt. Beide Klone
stimmen in einem Uberlappenden Bereich von 363 Nukleotiden Uberein (100 %). Klon g
enthalt einen potentiellen Translationsstart, Klon | ein mégliches Stopcodon. Zur Klonierung
eines  Gesamtlangenklones  wurden  beide cDNA-Klone deshalb mit der
Restriktionsendonuklease Spe I, die in beiden Insertsequenzen und im Vektor je eine
Erkennungsstelle hat, gespalten. Der Klon F(A)gl-3 wurde Restriktions- und
Sequenzanalysen unterzogen. Die Nukleotid- und die abgeleiteten Aminosauresequenzen
sind in Abbildung 25 dargestellt, die Plasmidkarte in Anhang 4 G.
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A

Klonierungsstelle

GGAAT TCGCGECCCCTGAACAACAAACAGAGGTCTTCTCTCTTTTCTCGT
CTCTAATTCCTCCATAATTTAATCAAAAAAGAATGGCTGGAATTGTAGI G
TTTTTCGACTTTGACAAGACGAT TATCGATGT GGATAGT GATAATTGGGT
GGTGGATGAGI TAGGCGCCACTGATTTGI TCAATCAGCTTCTCCCCACTA
TGCCATGGAACTCACTCATGGATAGAATGATGAACGAACT TCATACACAA
GGCAAAACAATACAAGACAT TGAAGAGGTACTGAAACGGEGT TCCCATACA
CCCTAGGATTGTTCCAGCTATTAAATCAGCTTATGCATTAGGGTGTGATT
TGAGAGTAATAAGCGATGCAAATGTATTCTTCATTGAAGCTATTTTGAAA
CATCTCGGAATTAGGGATTGI TTCTCTGAGATCAATACGAATCCAGGCTA
CGTCGATAAAGAAGGCAGCCTTCGAATCCTTCCTTATGT TGATTTTCAAA

CATCCCCTCATGGTTGCAATCTCT GCCCTCCCAACAT GT GCAAGGEGTAGG
ATAGT AAAGAGAAT TCAAGCCAT CTTGGECT AAGGAAGGGAAGAAAAGAAT
GATCTATCTAGGCGATGGAATCGECGATTTCTGCCCCAGT TTGAAGCTAA

GCGAAGGAGATTTTGTGATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCTGGAATTTG

ATAAACAAAAACAGGACACT AGTAAAAGCAGCT GT CCACGAGT GGACTGA
TGGEGGAAGAACT CGAGCGAATTCTGCTACAACTAATCAACACAATCAACA
TTGAAGAAAGCCAATTGT TATCATTGGAGT TCTGCAAATTCCAGACGATA
CCCAAAGCAGCTCATGGAGCCTTGCCACAGCCTCTTCCTGTGCCTTACTG
AATACTAATGGCCAAAT CATCAACAT GAAGAAAGAAAAGCGGECCGECGAATT
C

B

S.t MAG VWFFDFDKTI | DVDSDNW/VDEL GATDL FNQL L PTMPWNSL MDRMVNEL HT QKT
MAG W FDFDKTI | +VDSDNW/VDEL GATDL FNQLLPTMPWNSL MDRMM ELHT QGKT
L.e. MAG VVWFDFDKTI | EVDSDNW/VDEL GATDL FNQLL PTMPWNSL MDRMVKEL HT QCGKTI

S.t QDI EEVLKRVPI HPRI VPAI KSAYALGCDLRVI SDANVFFI EAI LKHLA RDCFSEI NTN
QDI EEVLKRVPI HPRI VPAI KSA+ALGCDLRVI SDANVFFI E | LKHLG RDCFSEI NTN
L.e. QDI EEVLKRVPI HPRI VPAI KSAHAL GCDLRVI SDANVFFI ETI LKHLG RDCFSEI NTN

S.t PGYVDKEGRLRI LPYVDFQTSPHGCNL CPPNMCKGRI VKRI QAI LAKEGKKRM YL GDG
PGYVD EGRLRI LPYVDFQ SPH CNLCPPNMCKG | V+RIQ  AKEGKKRM YLGDG
L.e. PGYVDGEGRLRI LPYVDFQKSPHSCNLCPPNMCKGM VERI Q- - - AKEGKKRM YLGDA

S.t. GDFCPSLKLREGDFVMPRKDFPAVWAL I NKNRTLVKAAVHEWIDGEELERI LLQLI NTI NI
GDFCPSLKLRE DFVMPRKDFPAVWALI NKNRTLVKA VHEWI+G+ELE | LLQ | NTI' NI
L.e. CDFCPSLKLREADFVMPRKDFPAVWALI NKNRTLVKAGVHEWINGKELEHI LLQW NTI NI

S.t.  EESQLLSLEFCKFQTI PKAAHGALPQALPVPY
EESQLLS+E CKFQT  AAHGALP+ LPVPY
L.e. EESQLLSVENCKFQTKHNAAHGAL PRPLPVPY

Abbildung 25 Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des zusammengesetzen
Gesamtlangenklones F(A) gl-3

A) Dargestellt ist die zusammengesetzte Nukleotidsequenz aus den cDNA-Klonen
F(A) 9-1g (schwarz) und F(A) 9-1l (blaugriin). Start- und Stopcodon sowie die
Restriktionsschnittstelle Spe | sind hervorgehoben. Im 5 -untranslatierten Bereich
ist ein weiteres Stopcodon unterstrichen.

B) Dargestellt ist die abgeleitete Aminosauresequenz (S. t.) und ihre Homologie zur
Phosphatmangel-induzierten sauren Phosphatase aus Tomate (L. e.). Zwei
konservierte Phosphatase-Domanen sind blaugriin dargestellit.
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Der zusammengesetzte cDNA-Klon F(A) gl-3, der insgesamt 922 Nukleotide enthéalt, wurde
vollsténdig sequenziert. Abbildung 25 A zeigt die Nukleotidsequenz, wobei die Nukleotide
des cDNA-Klons g schwarz dargestellt sind und die Nukleotide, die vom cDNA-Klon |
stammen, blaugriin dargestellt sind. Start- und Stopcodon sowie die Spe l-
Restriktionsschnittstelle sind hervorgehoben. Im 5’-untranslatierten Bereich, der 67 nt
enthalt, befindet sich im Leseraster 15 nt stromaufwarts vom Translationsstart ein Stopcodon
(unterstrichen), was einer direkten Expression des Proteins in E. coli entgegensteht.

Der kodierende Bereich umfalt 816 Nukleotide, die fur 272 Aminosauren kodieren
(Abbildung 25 B). Auf Aminosaureebene zeigt die abgeleitete Sequenz 90 % Identitat zur
sauren Phosphatase aus Lycopersicon esculentum (AAG40473.1), die aus 269 Aminosauren
besteht. AuRerdem wurden Homologien zur putativen Phosphatase aus Gallus gallus (Acc.
No. CAA07090.1, 30 % Identitat), zum Homododomanen-Transkriptionsfaktor KNAT6 aus
Arabidopsis thaliana (Acc. No. AAG40858.1, 36 % ldentitat) und zum Homoobox-Protein
HD1 aus Brassica napus (Acc. No. AAF75812.1, 36 % Identitat) gefunden. Zwei fir
Phosphotransferasen der Familie der HADs (haloacid dehalogenases) konservierte Motive
(DXDXT und GDGXXD [184]) sind blaugriin hervorgehoben.

Das errechnete Molekulargewicht des Proteins betragt 31.85 kDa, der isoelektrische Punkt
liegt bei pH 5.9. Es tragt nach Computervorhersage keine N-terminale Signalsequenz und
zeigt keine Transmembrandomane.

Das Not I-Fragment des vollstandigen cDNA-Klons F(A) gl-3 (930 nt) wurde, radioaktiv
markiert, als Sonde fiir Northern-Blot-Analysen verwendet.

3.6 Die Expression der putativen Phosphatase in Escherichia coli

Zur Anreicherung und Reinigung und zur Aufklarung der Funktion des Proteins mit
Homologie zu einer putativen sauren Phosphatase aus L. esculentum sollte die cDNA in
E. coli exprimiert werden.

3.6.1 Subklonierung in zwei Expressionsvektoren

Da sich 15 Nukleotide stromaufwarts vom Tanslationsstart im Leseraster ein Stopcodon
befindet (siehe Abbildung 25), war eine direkte Klonierung in einen Expressionsvektor nicht
mdglich. Deshalb wurden Primer zur PCR generiert. Mit Hilfe des Primers gl 5 (Sequenz s.
Anhang 1 D), der das ATG enthalt, wurde der 5-untranslatierte Bereich entfernt und eine
Xho I- und eine Bam HI-Restriktionsschnittstelle eingefuhrt. Der 3'-Primer (gl 3, Sequenz s.
Anhang 1 D) enthalt das Stopcodon, eine Hind lll- und eine Xba I-Restriktionsschnittstelle.
Die so eingeflihrten Schnittstellen dienten der Vereinfachung der nachfolgenden Klonierung
in den Expressionsvektor.

Der Klon der cDNA ohne Stopcodon, genannt PCR gl-3, wurde in den Vektor pCR? 2.1
subkloniert und vollstandig sequenziert (sieche Anhang 4 E).

Zur Expression der putativen Phosphatase in E. coli wurden die Vektoren pQE 30 (Qiagen)
und pRSET A (Invitrogen) gewdhlt. Beide Expressionsvektoren bieten einerseits die
Mdglichkeit, die Expression des rekombinanten Proteins durch IPTG-Zugabe zu induzieren.
Andererseits vereinfacht sich die Aufreinigung und der Nachweis in Western-Blot-Analysen
durch das N-terminale Anheften eines Histidin-Ankers an das rekombinante Protein.

Die Klonierung der Phosphatase-cDNA in den Expressionsvektor pRSET A und die
klonierungsbedingten Veranderungen in der Sequenz wurden durch vollstéandige
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Sequenzierung und Restriktionsanalysen Uberprift (siehe Anhang 4 F). Die vektorkodierte
cDNA wurde in geeignete Wirtsstdmme transferiert (XL1-Blue MRF’ bzw. BL 21).

3.6.2 Expression des rekombinanten Proteins in E. coli

Durch Zugabe von IPTG zur wachsenden Zellkultur sollte die Expression der vektorkodierten
Phosphatase induziert werden. In Abbildung 26 sind in einem Commassie-gefarbten SDS-
Polyacrylamidgel die Bandenmuster der bakteriellen Proteinextrakte gezeigt.

pQE 30 PRSET A
0 2 5 0 2 5 h
kDa

— 47
— 32 <—

Abbildung 26 Expression der rekombinanten putativen Phosphatase in E. coli

Dargestellt ist ein Coomassie-gefarbtes SDS-PAGE-Gel. Rekombinante Bakterien, die mit der
putativen sauren Phosphatase im Expressionsvektor pQE 30 bzw. pRSET A transformiert worden
waren, wurden mit bzw. ohne IPTG kultiviert und zu den oben angegebenen Zeitpunkten gewonnen.
Die Uberstande der Bakterienextrakte wurden auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen, elektrophoretisch
aufgetrennt und mit Coomassie-Brilliantblau angefarbt.

Das mdgliche rekombinante Protein ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

M Molekulargewichtsmarker

pQE 30 Proteinextrakte aus Bakterien, die pQE 30/PCR gl-3 enthalten
pRSET A Proteinextrakte aus Bakterien, die pPRSET A/PCR gl-3 enthalten
- Inkubation ohne IPTG

+ Zugabe von IPTG

Es wurden Kulturen der mit den Expressionsvektoren transformierten Bakterien mit IPTG
inkubiert und Proben vor bzw. 2 und 5 Stunden nach IPTG-Zugabe entnommen. Nach
Sonifizierung und Abzentrifugieren der Zelltrimmer wurden die Proteine des Uberstands
elektrophoretisch aufgetrennt und angefarbt.

Die mit dem Expressionsvektor pQE 30 transformierten Bakterien akkumulierten nach IPTG-
Zugabe kein Fusionsprotein. Ein Protein von ca. 32 kDa, bei dem es sich um das
Fusionsprotein handeln konnte, wurde sowohl im Uberstand unbehandelter Kontrollen als
auch in den Uberstanden von mit IPTG behandelten Kulturen detektiert.

Im Uberstand der mit der putativen Phosphatase im Expressionsvektor pRSET A
transformierten Bakterien fehlt dieses Protein in der Kontrollkultur zu Versuchsbeginn (0 h).
Das Protein von ca. 32 kDa wurde nach 2- bzw. 5-stiindiger Inkubationszeit mit oder ohne
IPTG detektiert. Das konnte auf eine geringe Aktivitat des lacUV5-Promotors im
nichtinduzierten Zustand zurtickzufilhren sein. Der lacUV5-Promotor induziert bei IPTG-
Zugabe die T7 Polymerase-Synthese, die dann wiederum den T7 Promotor im Vektor
pRSET A aktiviert und damit die Transkription der stromabwarts gelegenen cDNA induziert.
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Durch Anzucht der Bakterienkulturen mit 20 mM Glucose im Medium sollte diese
nichtinduzierte Proteintranslation verhindert werden. Nach flnfstindiger Inkubationszeit mit
oder ohne IPTG wurden gleichermaf3en 32 kDa-Banden detektiert (Daten nicht gezeigt).

3.6.3 Versuche zur Reinigung des Proteins und Western-Blot-Analyse

Zur Reinigung des Proteins wurde ein mit der putativen Phosphatase transformierter E. coli
Klon in einer 1 |-Kultur vermehrt. Die Transkription wurde durch eine fiinfstiindige Inkubation
mit IPTG induziert. Die Aufreinigung erfolgte unter nativen Bedingungen unter Verwendung
des ProBond™ Purification Systems (Invitrogen), bei dem das rekombinante Protein
aufgrund des N-terminalen Histidin-Ankers an einer Nickel-Agarose-Saule gebunden wird.
Die Elution des Proteins erfolgte mit Hilfe eines pH-Gradienten. Unter diesen Bedingungen
kam es zu keiner Aufreinigung und Anreicherung des rekombinanten Proteins.

Die Western-Blot-Analyse erfolgte mit dem Anti-His-Antikorper (Invitrogen), welcher den
Histidin-Anker des Fusionsproteins detektiert. Es konnte kein rekombinantes Protein
identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

3.7 Erzeugung und Analyse transgener Pflanzen

Neben der Expression der putativen Phosphatase in E. coli sollten Kartoffelpflanzen
generiert werden, die das Gen in sense- und antisense-Orientierung exprimieren, um
Kenntnisse Uber einen veranderten Phanotyp bzw. (ber eine veranderte
Pathogenresponsivitat zu erlangen und eventuell Aussagen Uber eine physiologische Rolle
der putativen Phosphatase treffen zu kbnnen. Zur Expression des Gens in einem
heterologen System wurde Tabak gewdahlt, der mit dem Gen in sense-Orientierung
transformiert werden sollte. Dazu mufdte das Gen zunéachst unter die Kontrolle des CaMV
35S Promotors, eines flr Pflanzen konstitutiven Promotors, gebracht werden.

3.7.1 Herstellung der Promotor-Gen-Kassetten

Ausgangspunkt fur die Erstellung der Konstrukte war der bindre Vektor pBKTX, der einen
modifizierten konstitutiven CaMV 35S Promotor enthdlt [148] und sich aufgrund des nptll-
Gens fir eine Selektionierung der transformierten Pflanzen mittels Kanamycin eignet. Die
kodierende Region der putativen Phosphatase aus Kartoffel wurde in sense- und antisense-
Orientierung stromabwarts vom 35S Promotor in den Vektor kloniert.

Fur die sense-Konstruktion wurden sowohl der Vektor als auch das Plasmid F(A) gl-3, das
fur die putative Phosphatase kodiert, (siehe 3.5.4.2 und Anhang 4 G) mit den
Restriktionsendonukleasen Sma | und Sall gespalten. Nach Ligation der DNA und
Transformation von E. coli XL1-Blue MRF’ wurde die Orientierung des Gens im Vektor durch
Restriktionsspaltungen der Plasmid-DNA rekombinanter Bakterienklone Uberpruft. Das
sense-Konstrukt ist schematisch in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27 Schematische Darstellung der sense-Konstruktion der putativen sauren
Phosphatase im bindren Vektor pBKTX

RB rechte Grenze (right border)
LB linke Grenze (left border)
35STX 35S Promotor

Blau Klonierungsstellen

Ausgewahlte Restriktionsschnittstellen in der kodierenden Region der Phosphatase sind blaugrin
hervorgehoben.

Fur die antisense-Konstruktion wurde der Vektor mit den Restriktionsenzymen Sma | und
Xba | behandelt. Die fir die putative Phosphatase kodierende Region wurde aus dem
Plasmid F(A) gl-3 (siehe 3.5.4.2) mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Xba | und Eco RV
ausgeschnitten und mit dem wie oben beschrieben gespaltenen Vektor ligiert. Mit diesem
Konstrukt wurden E. coli XL1-Blue MRF’ transformiert. Die Orientierung des Gens im Vektor
wurde durch Restriktionsspaltungen der Plasmid-DNA rekombinanter Bakterienklone
Uberprift und ist schematisch in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28 Schematische Darstellung der antisense-Konstruktion der putativen sauren
Phosphatase im bindren Vektor pBKTX
RB rechte Grenze (right border)
LB linke Grenze (left border)
35STX 35S Promotor
Ausgewahlte Restriktionsschnittstellen in der kodierenden Region der Phosphatase sind blaugriin
hervorgehoben.

3.7.2 Transformation und Analyse von Kartoffelpflanzen

Nach Transformation von Agrobacterium tumefaciens mit den unter 3.7.1 beschriebenen
sense- und antisense- Promotor-Gen-Kassetten wurden rekombinante Agrobakterien-Klone
durch Restriktionsanalyse identifiziert und zum Agrobacterium-vermittelten Gentransfer in
Kartoffel S. tuberosum L. cv. Désirée verwendet. Die sich regenerierenden Pflanzen wurden
auf einem kanamycinhaltigen Nahrmedium selektioniert.

Es wurden 22 potentielle transgene Kartoffelpflanzen mit der putativen Phosphatase in
sense-Orientierung bzw. 18 Pflanzen mit dem Gen in antisense-Orientierung erhalten. Sie
zeigten keinen veranderten Phanotyp bzw. kein verandertes Wachstumsverhalten im
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Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen. Zur Untersuchung der Genexpression wurden Southern-Blot-
Analysen durchgefihrt, deren Ergebnisse in Abbildung 29 A und B dargestellt sind.

A
M
| € calkb
< ca.lkb
B
A B C D Wt E F G H
- — T E w | € calkp
I J K M Wt
< ca.lkb
Abbildung 29 Southern-Blot-Analyse transgener Kartoffelpflanzen
A) Blatter von S. tuberosum L. cv. Désirée wurden mit dem bindren Vektor pBKTX,
der die putative saure Phosphatase in sense-Orientierung enthéalt, transformiert.
B) Blatter von S. tuberosum L. cv. Désirée wurden mit dem bindren Vektor pBKTX,

der die putative saure Phosphatase in antisense-Orientierung enthalt,
transformiert.
Aus Blattern kanamycinresistenter Pflanzen wurde genomische DNA isoliert, mit den
Restriktionsendonukleasen Pstl (sense-Pflanzen; A) bzw. Not | (antisense-Pflanzen; B) gespalten,
elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Die Hybridisierung erfolgte gegen das ca. 1 kb lange

Bam HI/Hind Il Fragment des Klons PCRgl-3 (Gesamtldngenklon der putativen sauren
Phosphatase).
Wt Wildtyp-Kartoffelpflanzen S. tuberosum L. cv. Désirée

Aus Blattern aller kanamycinresistenten Pflanzen wurde genomische DNA isoliert, diese
einer Restriktionsspaltung unterzogen und elektrophoretisch aufgetrennt. Als Sonde zur
Southern-Blot-Hybridisierung diente ein mittels Bam HI und Hind Il isoliertes Fragment aus
dem Klon PCR gl-3 (Gesamtlangenklon der putativen Phosphatase, siehe 3.5.4.2).

Die genomische DNA aus Blattern potentieller transgener Pflanzen mit dem sense-Konstrukt
wurde mit der Restriktionsendonuklease Pst | gespalten, die je eine Schnittstelle im binaren
Vektor und eine in der inserierten DNA besitzt (siehe Abbildung 27). In untransformierten
Kontrollpflanzen (Wildtyp, Wt) wurde kein ca. 1 kb groRes Fragment detektiert. Ein Fragment
dieser Grol3e fehlt ebenso in den transformierten, kanamycinresistenten Pflanzen B, C, D, G,
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H, I, J, K, L, Mund X. In den Pflanzen A, F, O, P, Q, S, T, V, W, Y und Z wurde ein ca. 1 kb
grol3es Fragment detektiert, das der putativen Phosphatase entspricht (Abbildung 29 A).

Die genomische DNA aus Blattern potentieller transgener Pflanzen mit dem antisense-
Konstrukt wurde mit der Restriktionsendonuklease Not | gespalten. Damit wird die gesamte
kodierende Region der Phosphatase aus dem Vektor herausgespalten (ca. 1 kb, siehe
Abbildung 28). In den untransformierten Wildtyppflanzen (Wt) und in den transformierten,
kanamycinresistenten Pflanzen D, K, M und O wurde kein ca. 1 kb grol3es Fragment
detektiert. Die Pflanzen A, B, C, E, F, G, H, |, J, N, P, Q und R enthalten die putative
Phosphatase, gezeigt durch Hybridisierung eines etwa 1 kb grof3en Fragments (Abbildung
29 B).

3.7.3 Expression der putativen Phosphatase nach Pathogenbehandlung

Ferner sollte untersucht werden, ob es Unterschiede in der Pathogenresponsivitét
transgener Kartoffelpflanzen im Vergleich zu Wildtyppflanzen gibt. Dazu wurden die Pflanzen
aus Sterilkultur in Erde ausgepflanzt und ca. 4 Wochen in der Phytokammer angezogen. Je
ein Blatt wurde mit Psm infiltriert. Als Kontrollpflanzen dienten untransformierte
Wildtyppflanzen, die mit Psm infiltriert wurden und unbehandelte Wildtyppflanzen.
24 Stunden nach der Infiltration waren phanotypisch keine Unterschiede in der
Nekrosenbildung zwischen untransformierten Kontrollpflanzen und sense- bzw. antisense-
Pflanzen zu erkennen, was aus Abbildung 30 hervorgeht.

Abbildung 30 Kartoffelpflanzen S. tuberosum L. cv. Désirée nach Inokulation mit Psm.

24 hpi
linkes Bild Wildtyppflanze
rechtes Bild transgene Pflanze, transformiert mit der sauren Phosphatase

in sense-Orientierung

AulBerdem wurde geprift, ob die Pathogenbehandlung zu Unterschieden in der
Transkriptakkumulation der putativen Phosphatase und des SAR-Markergens saure
Chitinase (CHTA) zwischen Kontrollpflanzen und transgenen Pflanzen fiihrt. Da 24 Stunden
nach Pathogeninfiltration sowohl die Chitinase A (s. 3.1.2, Abbildung 1) als auch die putative
Phosphatase (s. 3.2.3, Abbildung 6) im infiltrierten Blattmaterial induziert sind, wurden auch
von den transgenen Pflanzen 24 hpi das behandelte und das dartiberliegende unbehandelte
Blatt geerntet, aus diesem Material Gesamt-RNA isoliert und fir Northern-Blot-Analysen
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verwendet. Als Sonden flir die Hybridisierungen, deren Ergebnisse in Abbildung 31 A und B
dargestellt sind, dienten das ca. 1 kb lange Not I-Fragment des Klons F(A) gl-3 (siehe
3.5.4.2) und das ca. 1 kb lange Eco RI-Fragment der Chitinase A.
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Abbildung 31 Transkriptakkumulation der PPP und der Chitinase A (CHTA) in Blattern
transgener Kartoffelpflanzen nach Infiltration mit Psm

A) Kartoffelpflanzen, die den PPP-kodierenden Bereich in sense-Orientierung
enthalten

B) Kartoffelpflanzen, die den PPP-kodierenden Bereich in antisense-Orientierung
enthalten

K untransformierte, unbehandelte Wildtyppflanze
Wt untransformierte, mit Psm behandelte Wildtyppflanzen
transgene Pflanzen mit erhdhten PPP-Transkriptmengen
%  transgene Pflanzen ohne PPP-Transkripte
Es wurden 20 pg Gesamt-RNA aufgetragen, isoliert aus 24 h nach Psm-Infiltration geerntetem
Blattmaterial, elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Die Filter wurden gegen die im Text
genannten Sonden hybridisiert.
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Abbildung 31 A zeigt die Transkriptakkumulation der putativen Phosphatase in
Wildtyppflanzen und in Kartoffelpflanzen, die mit dem Phosphatase-Gen in 5°-3’ Orientierung
transformiert wurden. In der untransformierten, unbehandelten Kontrollpflanze wurde keine
Transkriptakkumulation detektiert. Dagegen wurden im infiltrierten Gewebe einer von zwei
untransformierten, mit Psm behandelten Pflanzen PPP-Transkripte nachgewiesen. Erhéhte
PPP-Transkriptmengen wurden 24 Stunden nach Psm-Infiltration in den behandelten
Blattern der Pflanzen Q, W und Z gefunden. In den dariberliegenden unbehandelten Blattern
wurden hohere PPP-Transkriptmengen in den Pflanzen G, N, O, Q, Y und Z detektiert, wobei
die Sonde in der mRNA der Pflanzen N, O und Q zwei Transkripte unterschiedlicher Grof3e
erkannte. Nach der Hybridisierung mit der Phosphatase-Sonde wurde der Filter mit einer
CHTA-Sonde hybridisiert. Die CHTA-Transkripte akkumulieren 24 Stunden nach Psm-
Infiltration im behandelten Blattmaterial sowohl der Wildtyp- als auch den meisten der
transgenen Kartoffelpflanzen. In den unbehandelten Blattern einiger bakterienbehandelter
transgener Pflanzen akkumulieren CHTA-Transkripte, wohingegen in der untransformierten,
unbehandelten und in den mit Psm behandelten Wildtyppflanzen keine CHTA-Transkripte
detektiert wurden.

Abbildung 31 B zeigt das Expressionsmuster der putativen Phosphatase in Wildtyppflanzen
und in Kartoffelpflanzen, die mit dem Phosphatase-Gen in antisense-Orientierung
transformiert wurden. Die RNA fir die Kontrollen wurde aus den gleichen Pflanzen isoliert,
die bereits fur die Northern-Blot-Hybridisierung der sense-Pflanzen als Kontrollpflanzen
dienten, so dall die Expressionsmuster einander entsprechen. 24 Stunden nach
Bakterieninfiltration wurden keine PPP-Transkripte in den infiltrierten Blattern der Pflanzen C,
E, F, J, K und L detektiert, dagegen kommt es zu einer starken Akkumulation von CHTA-
Transkripten. In den unbehandelten Blattern der Pflanzen B, |, J, L und M wurden keine
PPP-Transkripte gefunden. Im Falle der Pflanze R erkannte die Sonde zwei RNA-Transkripte
unterschiedlicher GréRe. Nach der Hybridisierung mit der Phosphatase-Sonde wurde der
Filter ebenfalls mit einer CHTA-Sonde hybridisiert. Es konnte gezeigt werden, dal3 die
CHTA-Transkripte 24 Stunden nach Pathogenbehandlung in den infiltrierten Blattern der
untransformierten  Kontrollpflanzen und in den infiltrierten und dartberliegenden
nichtinfiltrierten Blattern der antisense-Pflanzen akkumulieren.

Dieser Versuch wurde einmal durchgefilhrt und muR zur Uberprifung einer veranderten
Pathogenresponsivitét in den transgenen Pflanzen wiederholt werden.

3.74 Transformation und Analyse von Tabakpflanzen

Neben der Expression der putativen Phosphatase im homologen System sollte das Gen
auch in einem heterologen System Uberexprimiert werden, um Aussagen Uber eine mdgliche
Funktion des Gens in der Pathogenabwehr treffen zu kénnen. Dazu wurden Blattstiickchen
von Tabakpflanzen Nicotiana tabacum SR1 transformiert. Die zur Tansformation
verwendeten Bakterien A. tumefaciens trugen im bindren Vektor pBKTX die kodierende
Region der putativen Phosphatase in 5’-3'Orientierung (siehe 3.7.1, Abbildung 27). Die sich
regenerierenden Pflanzen wurden mittels Kanamycin selektioniert.

Es wurden 9 potentielle transgene Tabakpflanzen gefunden, die phanotypisch keine
Veranderungen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen zeigten. Vor Resistenzstudien wurden die
transgenen Pflanzen auf Transkriptionsebene untersucht, das Ergebnis ist in Abbildung 32
dargestellt.
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Abbildung 32 Expression der putativen sauren Phosphatase aus Kartoffel in Blattern von
transgenen Tabakpflanzen N. tabacum SRI

Es wurden 25 pg Gesamt-RNA, isoliert aus Blattmaterial, aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt

und auf einen Nylonfilter geblottet. Der Filter wurde gegen das radioaktiv markierte Fragment F(A) gl-3

(ca. 1 kb) hybridisiert.

Wt untransformierter Wildtyp-Tabak N. tabacum SR |

Fur die Northern-Blot-Analyse wurde aus Blattern der kanamycinresistenten Tabakpflanzen
Gesamt-RNA isoliert und nach elektrophoretischer Auftrennung die Hybridisierung gegen
das ca. 1kb groRe radioaktiv markierte Not I-Fragment des Plasmids F(A) gl-3 (siehe
3.5.4.2, vollstandiger cDNA-Klon der PPP ) durchgefuhrt. Es wurde sowohl in der
untransformierten Kontrollpflanze als auch in den mit der Kartoffel-Phosphatase
transformierten Pflanzen ein Transkript detektiert, bei dem es sich um die korrespondierende
RNA einer endogenen Phosphatase aus Tabak handeln kénnte. AuRerdem wurden von der
Sonde in den transgenen Pflanzen zusatzliche Transkripte unterschiedlicher Grofze
detektiert. Hervorzuheben ist hierbei Pflanze B, in deren RNA drei weitere Transkripte mit
der PPP-Sonde hybridisieren. Niedrigere Transkriptmengen weisen die Pflanzen E, H, J und
N auf. In einer weiteren Northern-Blot-Analyse wurden, neben den obengenannten Pflanzen,
in den Pflanzen M, S und T ebenfalls PPP-Transkripte nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
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4 Diskussion

4.1 Identifizierung differentiell exprimierter Gene — ,mRNA-Differential Display*
(DDRT-PCR) und cDNA-AFLP

Zur ldentifizierung und Isolierung differentiell exprimierter Gene werden verschiedene
Methoden wie subtraktive Hybridisierung [185] (speziell SSH; Supression Subtractive
Hybridization [186]), cDNA-RDA (,cDNA-representational difference analysis* [187]),
Methoden des ,RNA fingerprintings“ [188] (DDRT-PCR, ,Differential Display reverse
transcription PCR* [153]; RAP-PCR, ,RNA fingerprinting by arbitrarly primed PCR* [189])
und auf AFLP basierende Techniken (cDNA-AFLP, ,cDNA amplified fragment length
polymorphism* [159]) genutzt.

Als relativ einfache und robuste Methode, die Standardtechniken der Molekularbiologie
vereint, wurde die DDRT-PCR zunachst fiir tierische Systeme entwickelt [153, 190] und
spater auch zur Isolierung pflanzlicher, differentiell exprimierter Gene genutzt [138, 141, 191,
192, 193]. Obwohl die Methode prinzipiell Vorteile aufweist (s. 3.2.1), ist eine Optimierung
und Anpassung an das jeweilige experimentelle System erforderlich, um methodische
Mangel und limitierende Faktoren auszugleichen [158, 194].

Mit Hilfe der von Liang [153] bzw. Linskens [154] veroffentlichten und modifizierten Methoden
wurden die zur PP2C und die zum ELH korrespondierenden cDNAs isoliert. Zur reversen
Transkription wurden dabei Oligo-dT-Primer mit 2 Ankerbasen verwendet, die teilweises
.,mismatch priming* (Basenfehlpaarungen) bei der Primerbindung bedingen. Diese
Unspezifitat ist einerseits erwinscht, da sie eine Voraussetzung zur Amplifizierung eines
MRNA- Subsets ist. Andererseits ist sie die Ursache fir die nur maiige Reproduzierbarkeit
des detektierten Bandenmusters. Auffallig war auRerdem der hohe Anteil an Fragmenten, die
nur mit Hilfe des T-reichen Primers amplifiziert wurden (13 von 28 Fragmenten), was
eventuell damit zusammenhangen konnte, dall Gene im 3’-untranslatierten Bereich einen
hohen A-T-Gehalt aufweisen, so dafl} dort ebenfalls die T-reichen Ankerprimer binden
konnen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Linskens et al. [154], die gefunden
hatten, dafd ausschliellich 5-GC-3’-reiche Ankerprimer zu einer Amplifizierung von
Fragmenten fuhrten, wurde festgestellt, dal nur der Oligo-dT-Primer e (Ankerbasen
5'-GC-3") zur Amplifizierung von ,differentiellen* Fragmenten flihrte.

Um das ,mismatch priming“ etwas einzuschréanken und damit die Reproduzierbarkeit des
Bandenmusters zu erhéhen, wurden Primer mit einer Lange von 22 nt verwendet, die es
ermoglichten, die Annealingtemperatur nach 4 Zyklen von 41°C auf 60°C heraufzusetzen
(EDD, enhanced Differential Display; [154]). Generell wurden nur wenige ,differentielle®
Banden detektiert, was nicht mit Daten aus der Literatur Ubereinstimmt und wofir keine
Erklarung gefunden wurde.

Die Amplifikation und Identifikation gering abundanter Transkripte in Konkurrenz zu
abundanten Transkripten mittels PCR gestaltet sich schwierig [195]. Die zu diesen Genen
korrespondierenden Fragmente blieben im Polyacrylamidgel mdglicherweise unsichtbar bzw.
wurden von Fragmenten gleicher GroRe lUberdeckt [158, 196]. Andererseits kbnnen ,Falsch-
Positive* Fragmente durch degradierte RNA oder Kontamination mit DNA entstehen [197].
Das Problem ,Falsch-Positiver® trat auch bei der anschlieRenden Verifikation in Northern-
Blot-Hybridisierungen auf. Die klonierten Fragmente hatten Gro3en zwischen 150-300 nt. Mit
ihnen als Sonden konnte in keinem Fall eine differentielle Genexpression nachgewiesen
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werden. Das kann mit geringer Abundanz der korrespondierenden Transkripte bzw.
geringerer Sensitivitat von Northern-Blot-Hybridisierungen erklart werden. Allerdings lief3 sich
auch durch semiquanitative RT-PCR keine Induktion von PP2C und ELH zeigen.

Die zu den ,Differential Display® Fragmenten korrespondierenden cDNAs wiesen
mehrheitlich Homologien zu chloroplastidarer RNA auf (20 von 28 Fragmenten). Dafir
konnte keine schlissige Erklarung gefunden werden, da es auch in der Literatur keine
Hinweise auf dieses Phanomen gibt. Da nur wenige hundert Basen im 3’-Bereich eines Gens
amplifiziert werden, koénnte das ein Grund sein, weshalb in den anderen Fallen keine
signifikanten Homologien zu bekannten Genen in Datenbanken gefunden wurden.

Mit Hilfe des cDNA-AFLP lassen sich einige Probleme der DDRT-PCR umgehen. Im
Unterschied zur DDRT-PCR werden fir das cDNA-AFLP nach der Erststrangsynthese mit
einem Oligo-dT-Primer anstelle von Zufallsprimern spezifische Primer verwendet. Das wird
durch eine vorherige Restriktionsspaltung der cDNA und eine sich daran anschlieRende
Adaptorligation moglich. Die zu den Adaptoren komplementdren Primer sind die
Voraussetzung fur eine héhere Annealingtemperatur und damit auch eine héhere Spezifitat
und Reproduzierbarkeit der Methode [159]. Die unter Verwendung des ,displayProfile™ Kit
isolierten Fragmente waren langer als die mittels DDRT-PCR amplifizierten Fragmente.
Mdglicherweise ist das ein Grund, weshalb die Sequenzanalysen in den meisten Fallen
signifikante Homologien zu bekannten Genen, u. a. zu PR-Genen und einer
Phosphatmangel-induzierten sauren Phosphatase, ergaben. Mit diesen Fragmenten als
Sonde konnte die differentielle Expression der korrespondierenden Gene in Northern-Blot-
Analysen direkt gezeigt werden (s. Abbildung 6 und Abbildung 7).

AuRerdem wurde zum cDNA-AFLP auch RNA verwendet, die aus mit MgCl,- bzw. Psm-
behandelten Blattern isoliert worden war. So wurde das zur PPP korrespondierende
Fragment 9-1 aus RNA amplifiziert, die aus Psm-behandelten Blattern isoliert worden war.
Prokaryotische mRNA enthalt zwar im 3’-Bereich keine Poly(A)*-Sequenzen, dennoch sollte
im Falle fehlender signifikanter Homologien zu bekannten pflanzlichen Genen sichergestellt
werden, daR aus mit Bakterien behandelten Blattern isolierter RNA keine bakterielle RNA
amplifiziert wurde [198].

Sowohl DDRT-PCR als auch cDNA-AFLP sind geeignete Techniken, um pathogeninduzierte
Gene zu identifizieren. Beide Verfahren sind relativ einfach und ohne gréRere Kosten
durchfuhrbar, erfordern nur geringe Mengen an RNA und sind unabh&ngig von existierenden
Datenbanken und cDNA-Bibliotheken [196]. Als nachteilig erweist sich dabei aber die hohe
Zahl zu testender Primerkombinationen, die notwendig ist, um das gesamte Spektrum
mdoglicher induzierter Gene, z. T. auch gering abundanter Gene, abzudecken. So wurden
durch Durrant et al. bei Verwendung von RNA aus elicitierten Tabak-Zellkulturen als
Ausgangsmaterial mit Hilfe von 512 Primerkombinationen 290 ,differentielle” Banden
identifiziert [160]. Insgesamt stellte sich das cDNA-AFLP mit dem ,displayProfile™" Kit zur
Isolierung pathogeninduzierter Gene im Vergleich zur DDRT-PCR als erfolgreicher heraus.
Standig wachsende Datenbanken durch Genom-Sequenzierprojekte (u.a. Mensch,
Arabidopsis, Reis) ermdglichen perspektivisch Analysenmethoden mit einem sehr hohen
Probendurchsatz zur Identifizierung aller in bestimmten Geweben oder in bestimmten
Entwicklungsphasen, aber auch in Pflanze-Pathogen-Interaktionen exprimierten Genen.
Dazu gehdrt u. a. SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), die auf Concatemerisierung
und Sequenzierung kurzer, aus mRNA gewonnener cDNA-Anker beruht und die eine
schnelle Isolierung der zugehdrigen cDNA erlaubt [199, 200]. Auf einer anderen Basis
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beruhen verschiedene Formen von Microarrays. Ausgehend von bereits bekannten Genen
werden die entsprechenden cDNAs bzw. Oligonukleotide auf Unterlagen wie Glas oder
Membranen fixiert und anschlieRend mit zwei unterschiedlich markierten RNA-Sonden der

zu vergleichenden Zustande (z. B. pathogenbehandelte versus unbehandelte Pflanzen)

hybridisiert [201]. Mit Hilfe dieser Microarrays kénnen sogenannte Expressionsprofile erstellt
werden (Expression profiling [202, 203]). Die genannten Analysenmethoden sind im Moment
noch sehr kosten- und arbeitsintensiv, so da sie nicht ohne weiteres in jedem Labor
durchgefuhrt werden kénnen. Eine Alternative kdnnte deshalb das von Qin et al. entwickelte
Programm GenEST zur Auswertung von cDNA-AFLP-Daten darstellen [204].

4.2 Die PP2C, ein Gen mit Homologie zu einer Proteinphosphatase Typ 2C

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen ist einer der wichtigsten posttranslationalen
Regulationsmechanismen zellularer Prozesse der Eukaryoten. Im menschlichen Genom gibt
es beispielsweise mehr als 2000 fur Proteinkinasen kodierende Gene und 1000 fir
Proteinphosphatasen kodierende Gene [205]. Dabei (bertragen Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAP-Kinasen) als Teil von Signaltransduktionskaskaden (extrazellulare)
Signale in den Nukleus. MAP-Kinasen sind Serin/Threonin Proteinkinasen, die durch
Hormone, abiotischen Stref3, Pathogene und von Pathogenen freigesetzten Elicitoren sowie
entwicklungsspezifisch aktiviert werden [206, 207, 208].

Den MAP-Kinasen stehen als Regulatoren die Phosphoproteinphosphatasen gegeniber
[209]. Zunachst aus tierischen Organismen isoliert, werden zunehmend pflanzliche
Homologe identifiziert und charakterisiert [210]. Proteinphosphatasen werden in die Typen 1
und 2 unterteilt. Phosphatasen des Typs 1, die Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPSs),
dephosphorylieren die Tyrosin-Reste ihrer Substrate und werden nochmals in drei
Untergruppen unterteilt: intrazellulare PTPs, rezeptordhnliche PTPs und die ,Dual-specficity
MAPK phosphatases” (DSPs) [209, 211]. Das erste pflanzliche streRregulierte Gen mit
Sequenzhomologien zu PTPs wurde in Arabidopsis identifiziert und charakterisiert (AtPTP1,
[212]). Phosphatasen des Typs 2, die Protein-Serin/Threonin-Phosphatasen (PSPs),
dephosphorylieren Serin- und Threonin-Reste ihrer Substrate [213].

Die Serin/Threonin-Phosphatasen werden aufgrund ihrer Sequenzhomologien in ihren
katalytischen Domanen in zwei grole Gruppen unterteilt. Zur ersten Gruppe, den
Phosphoproteinphosphatasen, gehéren PP1, PP2A und PP2B, wobei bisher keine
Proteinphosphatasen des Typs 2B in Pflanzen gefunden wurden. Die zweite Gruppe bilden
die PP2Cs. Diese besitzen im Gegensatz zu den Phosphoproteinphosphatasen kein
regulatorisches Element, aber strukturelle Ahnlichkeiten zu Sauger-PP2Cs in der
katalytischen Doméane. Sie werden nochmals untergliedert. AuRerdem ist Mg® bzw. Mn?* fiir
ihre enzymatische Aktivitat notwendig [214].

Mit Hilfe der DDRT-PCR wurde ein Fragment identifiziert und isoliert, das 24 h nach Psm-
Infiltration von Kartoffelpflanzen in unbehandelten Blattern verstarkt auftrat. Das
korrespondierende Gen wurde wegen seiner Sequenzhomologien mit PP2C
(Proteinphosphatase 2C) bezeichnet.

Bisher wurde fiir Kartoffel keine Proteinphosphatase Typ 2C beschrieben und naher
charakterisiert.
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Der aus einer cDNA-Bank isolierte Klon weist sowohl auf Nukleotid- als auch Proteinebene
signifikante Homologien zu Proteinphosphatasen Typ 2C (Serin/Threonin-Phosphatasen)
verschiedener Pflanzen auf, u. a. Buche, Tabak, A. thaliana, Mesembryanthemum
crystallinum und Lotus, wobei Letztere auch mit Hilfe der DDRT-PCR-Technik identifiziert
wurde [215].

Aus Kartoffel wurde kein Gesamtlangenklon isoliert, so dafl keine der fir die oben
aufgefuhrten, aus anderen Pflanzen isolierten PP2Cs charakteristische katalytische Doméane
gefunden wurde.

Die Southern-Blot-Analyse ergab fiir die Kartoffel-PP2C, daf} sie zu einer kleinen Genfamilie
gehort (s. Abbildung 16). Von den etwa 70 aus Arabidopsis isolierten putativen PP2Cs [216]
wird die Proteinphosphatase AtP2C-HA dagegen nur von einem einzelnen Gen kodiert
[217]. Bekannt sind aber auch zehn PP2C-cDNAs aus M. crystallinum, die einer
Multigenfamilie angehdren [218].

In Northern-Blot-Analysen wurde die transkriptionelle Regulierung der PP2C uberpriift. Die
Pathogenresponsivitat wurde in mit Psm infiltrierten und dariiberliegenden nichtinfiltrierten
Blattern von Kartoffel untersucht. Dabei wurde in mehreren Experimenten ein uneinheitliches
Expressionsmuster beobachtet (Beispiel s. Abbildung 4), so dalR man daraus keine
Pathogenresponsivitat ableiten kann. Diese ist bisher auch nicht flr Proteinphosphatasen
Typ 2C beschrieben worden. Allerdings fiihrt die symbiontische Interaktion zwischen Lotus
japonicus und Mesorhizobium loti zur Induktion einer Proteinphosphatase (LjNPP2C1)
wahrend der Wurzelknéllchenbildung [215], so daf3 prinzipiell die Induktion der PP2C in einer
Pflanze-Bakterien-Interaktion denkbar ware.

PP2C-Transkripte akkumulieren in einigen Fallen zu frihen Zeitpunkten nach
Pathogenbehandlung noch vor der Bildung sichtbarer Nekrosen, die etwa 6 hpi einsetzt und
vor der Akkumulation von CHTA-Transkripten (s. Abbildung 4). Wéahrend die Akkumulation
von CHTA-Transkripten durch den salicylatabhéngigen Signaltransduktionsweg beeinfluf3t
wird, konnte die PP2C-Transkriptakkumulation durch einen erhéhten endogenen
Abscisinsauregehalt induziert werden.

Nach Verwundung wurden gering erhohte Transkriptmengen der PP2C detektiert (s.
Abbildung 12). Eine schnelle und transiente Wundinduktion wurde auch fiir die MP2C aus M.
sativa gefunden [219, 220]. Fir Solanaceae wurde gezeigt, daR die wundinduzierte
Genexpression mit erhdhten Mengen Abscisinsaure, Jasmonat und Ethylen einhergeht,
wobei oftmals erst das Zusammenspiel mehrerer Signale zur Genexpression fihrt [221].

Der Einflu3 von Phytohormonen und chemischen Signalsubstanzen, die in der pflanzlichen
Pathogen-, Wund- bzw. StreRantwort von Bedeutung sind, wurde in verschiedenen
Experimenten untersucht, um Hinweise auf mdgliche Signaltransduktionswege und die
Regulation der PP2C-Expression zu erhalten. Die Untersuchungen wurde mit abgetrennten
Blattern durchgefihrt (s. Abbildung 9). Vergleichbare Experimente an M. crystallinum wurden
dagegen mit Ganzpflanzen durchgefiihrt [218]. Sowohl die Inkubation in Wasser als auch
Saccharose fuhren zu einer Induktion der PP2C. Es konnte sich hierbei um eine Reaktion
auf die Verwundung, die durch das Abtrennen der Blatter hervorgerufen wird, handeln. Auch
die Behandlung mit Methyljasmonat, Salicylsdure und Arachidonséure fuhrt zu erhdhten
Transkriptmengen, fur die es in der Literatur keine Hinweise gibt. Die Induzierbarkeit durch
Abscisinsaure ist fur mehrere PP2Cs beschrieben worden [217, 218, 222]. In den
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abgetrennten Kartoffelblattern kommt es in unseren Experimenten zu keiner Induktion der
Transkriptakkumulation der PP2C. Mdglicherweise fuhrt das Abtrennen der Blatter als Folge
einer Verwundung zum Anstieg des endogenen ABA-Spiegels und damit zur
wundvermittelten PP2C-Induktion, so daR es letztendlich zu einer Uberlagerung der Effekte
aus Verwundung und Phytohormonapplikation kommt.

Aus den Ergebnissen der durchgefuihrten Experimente kann man vermuten, dal3 es sich bei
der PP2C aus Kartoffel um eine eventuell durch Pathogene und durch Verwundung
induzierbare Proteinphosphatase des Typs 2C handelt.

Obwohl es sich bei der PP2C nur mdglicherweise um ein pathogenresponsives Gen handelt,
ware eine weitere molekularbiologische Charakterisierung denkbar. Zunéchst sollte versucht
werden, durch nochmaliges Screenen der cDNA-Bibliothek einen Gesamtlangenklon zu
isolieren und charakterisieren, um die Kartoffel-PP2C einer bestimmten Unterklasse der
Proteinphosphatasen des Typs 2C zuordnen zu kénnen und gezielte Expressionsanalysen
durchfuihren zu kénnen. Bisher wurden niedrige Temperatur, Trocken- und Salzstrel3, durch
die PP2Cs anderer Spezies induziert werden (218, 223], fur Kartoffel nicht untersucht.
AulRerdem mufte versucht werden, die Untersuchung von Pathogen- und Wundresponsivitat
voneinander zu trennen.

In der organspezifischen Expressionsanalyse wurden erhdhte Transkriptmengen in Bliten
gefunden (s. Abbildung 14). Das korreliert mit den Ergebnissen von Kapranov et al., die in
Lotusbliiten erh6hte PP2C-Transkriptmengen fanden [215].

Den unterschiedlichen PP2Cs werden verschiedene Funktionen als essentielle
Komponenten in der ABA-Signaltransduktion zugeordnet. Fir die aus M. crystallinum
isolierten PP2Cs ist bisher keine Funktion bekannt. Da sie aber durch Salzstref3, Trockenheit
bzw. Kalte induzierbar sind, wird fir sie eine Rolle bei der Antwort auf Umweltstre? vermutet
[218]. Auch die aus Tabak isolierte PP2C (NtPP2C1), die ein Homologes der AtPP2C aus
Arabidopsis darstellt, scheint eine Rolle in der StreRantwort zu spielen [224]. Fir die Kinase-
assozierte Proteinphosphatase aus Arabidopsis (KAPP) konnte gezeigt werden, dafl3 sie mit
der RLK, einer Transmembran-Rezeptor-ahnlichen Kinase unbekannter Funktion interagiert.
Diese ist vermutlich an der Ubertragung extrazellularer Signale ins Zellinnere beteiligt [225].
Die ebenfalls aus Arabidopsis isolierten Proteinphosphatasen ABI1, ABI2, AtPP2C und
AtP2C-HA sind zentrale Komponenten (Negativregulatoren) der ABA-Signaltransduktion und
durch ABA induzierbar [217, 226, 227]. Fur die aus Medicago sativa stammende PP2C
(MP2C) konnte in vitro gezeigt werden, daf3 sie mit der MAP Kinase Kinase Stell interagiert.
Sie fungiert als Negativregulator der stre3aktivierten MAP-Kinase (SAMK) und greift damit in
die durch Verwundung, Trockenheit und Kalte aktivierte Signaltransduktion ein [219]. Durch
einen Hefe-Zwei-Komponenten-Screen wurde das K'-Kanal-Protein AKT3 gefunden, das mit
der AtPP2C interagiert [228]. K'-Kanale kontrollieren das Membranpotential. Vorstellbar
ware, dal es bei einer Verwundung durch ein Pathogen zur Aktivierung von
Signaltransduktionskaskaden und damit zur Offnung von lonenkanélen kommt (s. 1.2.2).
Diese Reaktion wirde gleichzeitig die Negativregulation durch beispielsweise
Proteinphosphatasen erfordern, um die Reaktion abzuschalten.

Diese Beispiele belegen die Bedeutung von Proteinphosphatasen des Typs 2C in der
Negativregulation von streaktivierten Signaltransduktionskaskaden, so da auch fur die
PP2C aus Kartoffel eine regulatorische Funktion in der StreRantwort denkbar wére. Fir eine
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Rolle in der Signaltransduktion konnte die schnelle Transkriptakkumulation nach
Verwundung sprechen.

Neben ihrer Funktion in der streRaktivierten Signaltransduktion sind Proteinphoshatasen des
Typs 2C aber auch an der Regulation entwicklungsspezifischer Prozesse beteiligt [215, 218].

Aufschlufd dartber konnte die funktionelle Analyse transgener Kartoffelpflanzen bilden, die
mit dem Gen in sense- und antisense-Orientierung transformiert worden sind bzw. die
Expression des rekombinanten Proteins in E. coli und die anschlielende biochemische
Charakterisierung des Enzyms.

4.3 Das ELH, ein Gen mit Homologie zu einem ELIP-Homologen

Mit Hilfe des photosynthetischen Apparates wandeln Pflanzen Licht in chemische Energie
um, die dann zur Fixierung von CO, und fiir Assimilationsreaktionen verwendet wird. AuRere
Einflisse wie Schwankungen in der Lichtintensitat (Tag-Nacht-Rhythmik, jahreszeitliche
Schwankungen), Kalte, Trockenheit sowie Nahrstoffmangel, die zu einer Limitierung der
CO,—Fixierung fuhren, haben oft die Absorption grof3erer Lichtmengen zur Folge als
letztendlich zur Photosynthese verwendet werden konnen. So entstehen reaktive
Intermediate, die den photosynthetischen Komplex schadigen [229]. Zum Schutz vor diesen
photooxidativen Defekten dienen verschiedene Mechanismen wie Antioxidantien,
Wiederherstellung zerstorter reaktiver Zentren des Photosystems sowie die Verteilung und
Ableitung Uberschissiger Elektronen in Form von Warme und Fluoreszenz. Eine wichtige
Rolle dabei spielen die ,Early light induced proteins” (ELIPS).

ELIPs sind kernkodierte Proteine, deren Vorstufen im Cytoplasma synthetisiert werden und
die nach Modifizierung (Abspaltung der Transitpeptide) in die Thylakoidmembran der
Chloroplasten integriert werden. Sie werden bei Lichteinwirkung auf etiolierte Keimlinge,
unter Lichtstrel® und unter verschiedenen anderen Stref3zustédnden in ausgewachsenen
Pflanzen gebildet. Sie besitzen strukturelle Ahnlichkeiten zu den ,Light-harvesting chlorophyll
a/b-binding proteins” der Photosysteme | und Il und binden an Pigmente wie Chlorophyll und
Lutein [230, 231]. Entwicklungsgeschichtlich stammen sie von den ,High light induced
proteins“ (HLIP’s) der Cyanobakterien ab [232]. ELIPs und ELIP-Homologe sind fur
verschiedenartige Pflanzen beschrieben worden, so z. B. fiir Erbse [231, 233, 234]], Gerste
[235], Weizen [179], Sonnenblume [236], Arabidopsis [237], Craterostigma plantagineum
[238] und kiirzlich fur Tabak [239].

Mittels DDRT-PCR wurde aus Kartoffel ein Fragment identifiziert und isoliert, das 36 h nach
Psm-Infiltration in den unbehandelten Blattern verstarkt auftrat. Das korrespondierende Gen
wurde aufgrund seiner Sequenzéahnlichkeiten mit ELH (ELIP-Homolog) bezeichnet und néher
charakterisiert.

Aus einer cDNA-Bibliothek wurde ein Gesamtlangenklon isoliert, der sowohl auf Nukleotid-
als auch Proteinebene signifikante Homologien zu einem putativen Protein aus A. thaliana
aufweist. Diese beiden Proteine aus Kartoffel und Arabidopsis weisen in ihren N-terminalen
Regionen Homologien zur C-terminalen Region eines weiteren Arabidopsis-Proteins auf.
Dieses zweite Arabidopsis-Protein wird als ELIP-Homolog bezeichnet, da es in seinem N-
Terminus Sequenzhomologien zu ELIPs aufweist. Allerdings fehlen sowohl dem Arabidopsis-
, als auch dem Kartoffelprotein die fir ELIPs typischen Sequenzen einschlie3lich der
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Transitpeptide fir die Chloroplastenlokalisierung [240], so daf? es sich bei dem aus Kartoffel
identifizierten Gen wahrscheinlich nicht um ein ELIP handelt.

In Northern-Blot-Analysen wurde gezeigt, dald es sich beim ELH um ein stre8induziertes,
aber nicht pathogeninduziertes Gen handelt. Die Pathogenresponsivitat wurde in mit Psm
infiltrierten und darlberliegenden nichtinfiltrierten Blattern von Kartoffel untersucht. Obwohl
die cDNA aus einer pathogeninduzierten cDNA-Bank isoliert worden ist, wurde in mehreren
Experimenten keine reproduzierbare Induzierbarkeit durch Pathogene festgestellt (s.
Abbildung 4). Diese ist bisher auch nicht fir ELIPs beschrieben worden.

Der EinfluR von Phytohormonen und chemischen Signalsubstanzen, die in der pflanzlichen
Pathogen-, Wund- bzw. Streantwort von Bedeutung sind, ist in abgetrennten Blattern
untersucht worden (s. Abbildung 9). Weder die Behandlung der Kontrollblatter mit Wasser
noch die Behandlung mit Saccharose sowie verschiedenen Konzentrationen Methyljasmonat
bzw. Salicylsdure fihrten zur Induktion des ELH. Aus der Literatur sind mehrere durch
Abscisinsdure induzierbare ELIPs bekannt, sie wurden in Sonnenblume [236], C.
plantagineum [241], Gerste [178] und Weizen [179] identifiziert. Auch das aus Kartoffel
isolierte ELH wird durch ABA-Behandlung induziert. Ebenso fiihrt die Applikation von
Arachidonsaure zu einem leichten Anstieg der mRNA-Transkripte, was aus der Literatur
nicht bekannt ist.

Eine schnelle Induktion des ELH aus Kartoffel wurde nach Verwundung gefunden (s.
Abbildung 12). Die Wundinduzierbarkeit wurde auch fir verschiedene ELIPs und SEPs
(stress-enhanced proteins) in Arabidopsis untersucht [237]. Hier wurde keine Induktion nach
Verwundung festgestellt, wobei nur ein Zeitpunkt (zwei Stunden nach Verwundung)
ausgewahlt wurde, wahrend unsere Untersuchungen erst 3 Stunden nach Verwundung
begannen und sich Uber einen Zeitraum bis 24 Stunden erstreckten.

Im Unterschied zu ELIPs anderer Spezies [176, 178, 235] bzw. zum ELIP-Homologen aus C.
plantagineum [238] konnten in Kartoffel nach LichtstreR keine erhéhten ELH-
Transkriptmengen detektiert werden (s. Abbildung 13). Allerdings ist bekannt, dal3 die
Induzierbarkeit der verschiedenen ELIPs in starkem MalRe von der Dauer und Intensitat der
Bestrahlung abhéngig ist. So akkumulieren ELIP-Transkripte aus Arabidopsis und Gerste
zwar bereits drei bzw. vier Stunden nach Beginn der Lichtexposition, aber bei einer weitaus
héheren als den bei unseren Experimenten verwendeten Strahlungsintensitaten [235]. Fur
ein weiteres ELIP-Homolog aus Arabidopsis wurden erhohte Transkriptmengen 24 Stunden
nach Lichtstel3 detektiert [176, 178]. Unsere Versuchspflanzen wurden dagegen nur acht
Stunden erhdhter Bestrahlung ausgesetzt. Es sind aber auch ELIPs bekannt, die
beispielsweise allein durch Kéalte und nicht notwendigerweise durch hohe Lichtintensitaten
induziert werden [179]. Es ist also nicht auszuschlieRen, dal’ es sich auch im Falle des ELH
aus Kartoffel um ein stre3- aber nicht lichtinduziertes Gen handelt oder aber unpassende
Versuchsbedingungen in Bezug auf Strahlungsintensitat und —dauer gewahlt wurden, um die
lichtabhangige Induzierbarkeit zu untersuchen.

Das ELH ist nicht durch Pathogene, aber durch verschiedene andere Stressoren induzierbar,
weshalb weiterfihrende Untersuchungen lohnend sein kdnnten. Ausgehend von den
durchgefiihrten Experimenten zur Induzierbarkeit des ELH durch LichtstreR waéren
detailliertere Versuche in Bezug auf Lichtintensitat und Dauer der Bestrahlung sowie zur
diurnalen Rhythmik der Expression, die fir ein ELIP aus Arabidopsis gezeigt wurde [176],
notig. Daraus konnten Schliisse Uber eine Funktion entweder unter Lichtstre3 oder in
Anpassungssituationen gezogen werden.
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Die organspezifische Expressionsanalyse zeigte erhohte Transkriptmengen in Bluten und
alteren Blattern (s. Abbildung 14). In C. plantagineum wurde mit Hilfe polyklonaler Antikérper
ein ELIP-ahnliches Protein (DSP-22) in ausgetrockneten Blattern und in Samen detektiert
[238], dessen korrespondierendes Gen durch Abscisinsaure und Licht reguliert wird.

Eine unterschiedlich starke Akkumulation von ELIP-mRNA-Transkripten innerhalb eines
Blattes, wie sie fur Gerste gefunden wurde [178] bzw. die Induzierbarkeit von ELIPs durch
Austrocknung, wie sie fir Sonnenblume und C. plantagineum gefunden wurden [236, 241],
wurden bisher nicht untersucht.

Bislang ist fur ELIPs bzw. ELIP-Homologe hoherer Pflanzen keine konkrete Funktion
bekannt. Von Montané et al. werden zwei Mdglichkeiten ihrer Funktion diskutiert [232]: Bei
einem Elektroneniiberschul3, der durch einen blockierten Elektronenflu3 im Photosystem
(hervorgerufen durch Lichtstre3 oder niedrige Temperatur) entsteht, kénnen die ELIPs durch
Verteilung der Energie die photosynthetischen Pigmente vor Photooxidation schiitzen. Diese
Schutzfunktion aufgrund des Ausgleichs der Energiebalance wird von weiteren Autoren
postuliert [176, 231, 242,]. Die zweite Funktion von ELIPs kdnnte im Schutz von
Photosynthesepigmenten wahrend der Adaption an veranderte Umweltbedingungen
bestehen. Ein Beispiel hierfir sind Austrocknung und Rehydratation von C. plantagineum,
wobei das ELIP-Homolog DSP22 Pigment-stabilisierend wirkt, bis sich die Chloroplasten
strukturell und funktionell reorganisiert haben [241, Fehler! Textmarke nicht definiert.].
Beim ELH aus Kartoffel handelt es sich wahrscheinlich nicht um ein ELIP-Homolog, dennoch
konnte man aufgrund der Expression unter verschiedenen Stref3bedingungen, nicht aber
unter erhohter Lichteinwirkung, eine Funktion in der Anpassung an Stref3situationen
postulieren.

4.4 Die PPP, ein Gen mit Homologie zu einer Phosphatmangel-induzierten sauren
Phosphatase

Phosphor spielt als anorganisches Phosphatanion oder als Organophosphat in
Nukleinsauren, Phospholipiden oder Phosphoestern gebunden, eine aufl3erordentliche Rolle
in der pflanzlichen Zelle, so als Substrat bzw. regulatorischer Faktor der Photosynthese, als
Regulator von Enzymaktivitaten (Phosphorylierung und Dephosphorylierung) und als Teil
von Signaltransduktionsketten [243]. Er wird von Pflanzen hauptsachlich in seiner
anorganischen Form aus dem Boden aufgenommen. Das geschieht in einem aktiven
Transportmechanismus entgegen des Konzentrationsgefalles. Vermutet werden hochaffine,
protonengekoppelte Transporter, die durch die internen Phosphatpools der Vakuolen
reguliert werden. Da anorganisches Phosphat im Gegensatz zu den anderen Nahrstoffen im
Boden haufig nicht in ausreichenden Mengen verfugbar ist (Komplexierung an Aluminium
oder organisch gebunden [244]) und es auch unter verschiedenen Strel3bedingungen zu
Phosphatmangel kommen kann, haben Pflanzen verschiedene Mechanismen entwickelt, um
die Phosphataufnahme zu steigern bzw. pflanzeninternes Phosphat zu mobilisieren [245].
Dazu gehoren beispielsweise die VergroRerung der Wurzeloberflache oder die
Mykorrhizierung als Anpassungsmechanismen an Phosphatmangel [246]. Die vom
pflanzlichen Phosphatspiegel bestimmte Ausbildung einer symbiontischen arbuskularen
Mykorrhiza tragt entscheidend zur Nahrstoffbalance einer Pflanze bei: wahrend die Pflanze
den Pilz mit Zuckern versorgt, liefert dieser an die Pflanze Phosphat und andere Néhrstoffe
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[247]. Fur Zwiebel konnte beispielsweise gezeigt werden, daR die unter Phosphatmangel
von den Wurzeln abgegebenen Exudate die Bildung der arbuskularen Mykorrhiza stimulieren
[248]. Bekannt sind aber auch von den Wurzeln in die Rhizosphéare sekretierte Nukleasen
[249, 250, 251, 252], die die Verwertung von Phosphat aus Nukleinsauren gewahrleisten
und sekretierte saure Phosphatasen, die anorganisches Phosphat aus organischem Material
freisetzen [253]. Ein solches die Phosphathomdostase regulierendes Element ist das aus
Hefe bekannte PHO-Regulon, das zahlreiche, von Phosphat coregulierte Gene wie
Phosphattransporter (z. B. PHO84) und Phosphatasen (z. B. PHO5) enthalt [254]. Auch in
Pflanzen wurden Phosphatmangel-induzierte Gene mit Sequenzhomologien zu Genen des
PHO-Regulons identifiziert [255].

Die Phosphattransporter sind relativ gut charakterisiert [256, 257, 258]. Die aus Pflanzen
Pilzen und Hefe bekannten Phosphattransporter zeigen signifikante strukturelle
Ahnlichkeiten: 12 membranstandige Domanen, die durch eine groRe hydrophile Region in
zwei Gruppen geteilt sind [255].

Im Gegensatz dazu ist Uber die Phosphatasen weniger bekannt. Das liegt offenbar an der
groBen Heterogenitat dieser Enzymfamilie [259]. Man unterscheidet prinzipiell basische
(substratspezifisch, z.B. Fructose-1,6-biphosphatase) und saure Phosphatasen, die
geringere Substratspezifititen aufweisen. Die sauren Phosphatasen werden wiederum in
extra- und intrazellulare Phosphatasen unterteilt, wobei die extrazellularen in der Zellwand
von Waurzeln lokalisiert sein kénnen oder in die Rhizosphare sekretiert werden konnen.
Intrazellulare saure Phosphatasen findet man dagegen nicht organspezifisch, sondern in
allen Pflanzenteilen vornehmlich, aber nicht ausschlief3lich, in den Vakuolen. Fir einige
Phosphatasen sind Funktionen bekannt, so u. a. fir die Phytasen und die
Phosphoenolpyrovatphosphatase PEP [259]. Andere saure Phosphatasen zeigen
Ahnlichkeiten zu den sogenannten “purple acid phosphatases®, insbesondere zu den sauren
Phosphatasen Typ 5 aus Saugetieren, deren Farbigkeit von Metallionen hervorgerufen wird
[259]. Die unterschiedlichen Typen der sauren Phosphatasen weisen z. T. deutliche
Unterschiede in ihren Expressionsmustern auf, und es werden verschiedenartige Funktionen
postuliert.

Sequenzvergleiche erbrachten, dall es in Mensch, Hefe und in verschiedenen
Bakterienarten mindestens neun Phosphatasen bzw. Phosphomutasen gibt, die in ihren N-
Termini das hochkonservierte Motiv ,DXDXT* aufweisen [184]. Dazu zahlen verschiedene
Phosphatasen (z. B. Phosphoserinphosphatasen), ATPasen des P-Typs und die HADs (L-2-
Haloacid dehalogenases) [260]. Dieses Motiv gilt als intermediarer Phosphatakzeptor, wobei
mit Hilfe von Mutationen gezeigt werden konnte, daf’ das erste Aspartat phosphoryliert wird
[184]. Eine weitere konservierte Domé&ne von Phosphatasen, nicht aber der
Phosphomutasen, ist das Motiv ,,GDGXXD" [183].

Mit Hilfe des cDNA-AFLP wurde aus Kartoffel ein Fragment identifiziert und isoliert, das eine
Lange von 331 nt hat und 12 h nach Psm-Infiltration von Kartoffelpflanzen in behandelten
Blattern verstarkt auftrat. Aufgrund von Sequenzhomologien wurde das korrespondierende
Gen mit PPP (potato putative phosphatase) bezeichnet und naher charakterisiert. Fir
Kartoffel wurde bisher kein Gen einer sauren Phosphatase beschrieben, das nach
Pathogenbehandlung und unter verschiedenen Strel3bedingungen exprimiert wird.
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Aus einer cDNA-Bank wurden zwei Klone isoliert, aus denen ein Gesamtlangenkion
zusammengesetzt werden konnte. Er besitzt ein potentielles Start- und ein Stopcodon und
zeigt auf Nukleotidebene 92 % bzw. auf Proteinebene 90 % Identitat zu einer
Phosphatmangel-induzierten sauren Phosphatase aus Tomate (LepS2; [182]), die nach der
Beendigung der eigenen praktischen Arbeiten veroéffentlicht wurde. Die in Northern-Blot-
Analysen detektierte Grofl3e der mRNA von ca. 1 kb korreliert mit der Lange der cDNA.

Die abgeleitete Aminoséuresequenz der PPP besitzt die beiden konservierten Doménen der
HADs (L-2-Haloacid dehalogenases) und der P-Typ-ATPasen. Da ihr aber sowohl
Transmembrandoméanen als auch N-terminale Transitpeptide fehlen, handelt es sich
wahrscheinlich weder um eine ATPase des Typs P, noch um einen Phosphattransporter
oder eine extern wirkende Phosphatase.

Die Southern-Blot-Analyse ergab, daf? die PPP zu einer Multigenfamilie gehért. Dagegen
werden zahlreiche andere saure Phosphatasen, u. a. LepS2 [182] und eine Phosphoserin-
Phosphatase (PSP) aus Arabidopsis [261], von kleinen Genfamilien reprasentiert. Das
Screenen einer gemomischen Bibliothek und die Charakterisierung der Klone wirden zur
Aufklarung der genomischen Organisation der Genfamilie beitragen.

Northern-Blot-Analysen zeigen die transkriptionelle Regulierung der PPP. Die
Pathogenresponsivitat wurde in mit Psm infiltrierten und dariiberliegenden nichtinfiltrierten
Blattern von Kartoffel untersucht. Es konnte in mehreren Experimenten eine differentielle
Transkriptakkumulation des korrespondierenden Gens sowohl in infiltrierten als auch
daruberliegenden nichtinfiltrierten Blattern gezeigt werden (s. Abbildung 6). Auch die
Behandlung mit einer Sporensuspension von P. infestans fuihrt zur Akkumulation von PPP-
Transkripten, die in diesem Fall auf behandelte Blatter begrenzt bleibt (s. Abbildung 8).
Daraus kann eine generelle Induzierbarkeit durch Pathogene ableitet werden, die aber bisher
nicht fur saure Phosphatasen in Pflanzen beschrieben ist.

Bekannt ist dagegen, dal? einige Phosphatmangel-induzierte saure Phosphatasen
entwicklungsspezifisch und unter verschiedenen Stre3bedingungen akkumulieren [259].
Deshalb wurde der EinfluR von Phytohormonen und chemischen Signalsubstanzen, die in
der pflanzlichen Pathogen-, Wund- bzw. Stref3antwort von Bedeutung sind, in abgetrennten
Blattern untersucht (s. Abbildung 9). Das Abtrennen der Blatter und die Inkubation in Wasser
fuhrte hierbei bereits zu erhdhten PPP-Transkriptmengen. Dies koénnte durch rasche
Kallosebildung an der Schnittflache und damit veranderte ,source-sink-Bedingungen*
hervorgerufen worden sein [262, 263]. Eine Zuckerresponsivitat wurde ebenso fiir ein Gen
einer sauren Phosphatase aus Arabidopsis Atvsp [264] und die Gene fur zwei
Sojabohnenspeicherproteine VSPa und VSPb [265] gefunden.

Weder die Applikation von Salicylsaure noch von Methyljasmonat fiihrt zu einer deutlichen
PPP-Transkriptakkumulation in Kartoffel. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir eine Arabidopsis-
Phosphatase gefunden: diese ist nicht durch Jasmonat induzierbar, eine
salicylsaureabhangige Induzierbarkeit ist noch nicht vollstandig geklart [266]. Dagegen
akkumulieren die Transkripte der Gene flr Speicherproteine aus Sojabohne und Arabidopsis
(VSPa, VSPb und Atvsp) nach Methyljasmonatbehandlung [264, 267]. Eine andere
Arabidopsis-Phosphatase, die durch Phosphatmangel, aber nicht durch Jasmonat bzw.
Salicylsaure induzierbar ist, ist eine saure Phosphatase Typ 5 (AtACP5 [268]). Deren
Transkripte akkumulieren jedoch nach Abscisinsdurebehandlung, was fiir Kartoffel nicht
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gefunden wurde. Auch Arachidonsaure induziert die PPP-Transkriptakkumulation nicht. Fir
die Induktion saurer Phosphatasen durch Elicitoren ist aus der Literatur kein Beispiel
bekannt.

Der Einflul3 von UV- Bestrahlung auf die Expression von Phosphatasen wurde bislang nicht
gezeigt. In Kartoffel wurde eine UV-induzierte Transkriptakkumulation gefunden. Lediglich in
Arabidopsis wurde gezeigt, dal3 Atvsp durch ein Zusammenspiel von Licht, Methyljasmonat
und Saccharose induziert wird [264].

Eine eindeutige Wundresponsivitat konnte fir die PPP nicht gezeigt werden (s. Abbildung
12). Aus der Literatur sind sowohl wundinduzierte saure Phosphatasen [264, 267], als auch
solche, die nicht durch Verwundung induzierbar sind, bekannt [268].

Aus diesen Ergebnissen kann man postulieren, dal3 es sich bei der PPP aus Kartoffel um
eine durch Pathogene und wenige Stressoren induzierbare saure Phosphatase handelt. Die
Responsivitat der PPP aus Kartoffel auf Phosphatmangel, wie sie fur alle oben genannten
sauren Phosphatasen gefunden wurde, wird derzeit untersucht.

Zur weiteren molekularbiologischen Charakterisierung des Gens waren Expressionsanalysen
nach osmotischem Stre3, Trockenheit, niedrigen Temperaturen und unter Mangel
verschiedener Nahrstoffe sinnvoll. Zuséatzlich zu den Expressionsanalysen tragen
Promotoranalysen zur Identifizierung eventuell vorhandener regulatorischer Elemente bei, so
daRd Signaltransduktionswege, die die Phosphataseaktivitat beeinflussen, abgeleitet werden
kdnnen.

Die organspezifische Analyse zeigt gering erhohte Transkriptmengen in Wurzeln. Durch
Messung der Phosphataseaktivitdten in Wurzeln von Indischem Senf [266] und Kohl [269]
konnte gezeigt werden, dal3 die Enzymaktivitat unter Phosphatmangel stark ansteigt. Es sind
aber auch Phosphatasen bekannt, die nicht wurzelspezifisch exprimiert werden. So
akkumulieren Transkripte der Atvsp und der sauren Phosphatase Typ 5 AtACP5, ebenfalls
aus Arabidopsis, in Bliten und Knospen [264] bzw. in Bluten und alten Blattern [268].

Zur funktionellen Charakterisierung des Proteins wurde die cDNA der PPP in E. coli
exprimiert. Sequenz- und Restriktionsanalysen zeigten die Vollstandigkeit der cDNA und die
Einfligung ins Leseraster des Klonierungsvektors pRSET A. Sowohl in mit IPTG versetzten
als auch ohne IPTG wachsenden Bakterienkulturen akkumuliert ein Protein von etwa 32 kDa
(s. Abbildung 26). Das stimmt mit dem theoretisch errechneten Molekulargewicht der
abgeleiteten Peptidsequenz und dem Molekulargewicht des gereinigten rekombinanten
Proteins aus Tomate (LePS2) Uberein. Mit Hilfe des Anti-His-Antikorpers, der den Histidin-
Anker des Fusionsproteins detektiert, konnte kein rekombinantes Protein identifiziert werden.
LepS2 aus Tomate wurde nach der Expression in E. coli und Aufreinigung mit Hilfe des N-
terminalen Histidin-Ankers sowohl in der l6slichen Fraktion als auch in inclusion bodies
gefunden [182]. Die alleinige Aufarbeitung der Uberstande der mit der PPP-cDNA
transformierten E. coli-Kulturen fuhrte jedoch nicht zur Anreicherung und Aufreinigung des
rekombinanten Proteins. Aus diesem Grund konnte auch keine Phosphatase-Aktivitéat
bestimmt und das rekombinante Protein damit als saure Phosphatase nachgewiesen
werden. Eine Untersuchung der Phosphatase-Aktivitaten in Uberstanden von Bakterien, die
mit der PPP-cDNA transformiert waren und von Kontrollkulturen erbrachte aufgrund hoher
Hintergrundaktivitat keine signifikanten Unterschiede in der Phosphataseaktivitat gegentber
dem synthetischen Substrat p-Nitrophenylphosphat (Anja Grohnert, personliche Mitteilung).
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Nach Erhalt, Reinigung und Konzentrierung des rekombinanten Proteins koénnten
Untersuchungen zur Stabilitat, Substratspezifitdt, lonenabhangigkeit, der Erfordernis von
Cofaktoren und zur Inhibierbarkeit des Enzyms durchgefiihrt werden. Weitere
Enzymcharakteristika waren die Bestimmung des K,-Wertes, von v, des isoelektrischen
Punktes und des pH-Optimums. Nach Generierung von spezifischen Antikbrpern kann eine
Korrelationen zwischen der PPP-Transkriptakkumulation und dem Auftreten des Proteins in
verschiedenen Geweben und nach unterschiedlichen Behandlungsarten hergestellt werden.

Fur die verschiedenen intrazellularen sauren Phosphatasen werden unterschiedliche
Funktionen postuliert. Sie spielen in entwicklungsspezifischen Prozessen und bei
Umweltstrel3, beides verbunden mit Phosphatlimitierung, eine Rolle [259]. So wird den
Proteinen Atvsp, VSPa und VSPb aufgrund ihrer Phosphataseaktivitdt nicht nur eine
Speicherfunktion zuerkannt, sondern auch eine Bedeutung bei Wachstumsprozessen in
apikalem Gewebe [264, 265]. Auch flr eine weitere Phosphatase aus Arabidopsis wird eine
Doppelfunktion postuliert: die Peroxidaseaktivitdt spricht flr eine Bedeutung in
metabolischen Prozessen, die Phosphataseaktivitdt dagegen fir eine Beteiligung an der
Phosphatmobilisierung im altersbedingten Geschehen [268]. Ebenso wird fiir eine saure
Phosphatase aus Bohne eine Funktion in der Phosphatmobilisierung und nicht bei der
Anpassung an Phosphatmangel angenommen [270]. Dabei kommt es vermutlich zu einer
Remobilisierung des Phosphates aus metabolisch weniger aktivem Gewebe und aus
Vakuolen in metabolisch hochaktives junges Gewebe.

Aufgrund ahnlicher Expressionmuster der PPP und der o. g. intrazellularen sauren
Phosphatasen kann man eine Funktion der PPP in metabolischen und/oder
phosphatmobilisierenden Prozessen vermuten. Da die héchsten PPP-Transkriptmengen in
Wurzeln und nicht, wie in Bohne, in Blattern gefunden wurden, kénnte es sich bei der PPP
um ein Gen handeln, das an der Adaption an einen niedrigen Phosphatspiegel beteiligt ist.
Ein Phosphatmangel kénnte durch einen Pathogenbefall hervorgerufen werden. Biotrophe
pathogene Pilze entziehen Uber spezielle Organe, die in der Wirtszelle lokalisierten
Haustorien, der Pflanze Zucker, Aminosauren und andere Néahrstoffe. Dabei missen die
Substanzen die verschiedenen Wand- und Membranstrukturen der Haustorien tUberwinden
[271]. Hierzu dienen spezifische Transporter: kirzlich wurde aus Haustorien von Uromyces
fabae, einem Bohnenpathogen, das Gen eines Hexosetransporters HXT1 identifiziert und
erstmalig der Zuckertransport von der Wirtspflanze zum Pilz gezeigt [272]. Ein putativer
Aminosauretransporter PIG2 ist schon langer bekannt [273, 274]. Ein solcher durch
Pathogene hervorgerufener Nahrstoff- und speziell Phosphatmangel kdnnte also zur
Induktion der PPP fiihren.

Die Expression eines Gens im homologen bzw. heterologen System kann durch
Veranderung des Phanotyps der Pflanze oder durch veranderte Reaktionen auf Pathogene
und verschiedene Stref3situationen Rickschlisse auf die Funktion des Gens bzw. des
Genproduktes zulassen. Dabei kann die Einfihrung des Transgens in sense- oder
antisense-Orientierung erfolgen. Im zweiten Fall kommt es zur Geninaktivierung durch
Bildung doppelstrangiger Hybride von inserierter antisense- und endogener RNA [275]. Auch
im ersten Fall kann es zu Wechselwirkungen zwischen der sense- und der
korrespondierenden endogenen RNA kommen. Dieser Vorgang wird als Cosuppression
bezeichnet und kann ebenfalls zur Geninaktivierung flihren [276].
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Zur Erzeugung transgener Pflanzen wurde die PPP ins Genom von Kartoffel (homologes
System) und Tabak (heterologes System) integriert. Dabei erfolgte die Transformation von
Kartoffelpflanzen mit dem Gen sowohl in sense- als auch in antisense-Orientierung.
Tabakpflanzen wurden mit der PPP in sense-Orientierung transformiert. Weder die
transgenen Kartoffelpflanzen noch die Tabakpflanzen wiesen unter den gegebenen
Anzuchtbedingungen einen veranderten Phanotyp auf. Méglicherweise waren phanotypische
Veranderungen bei Anzucht in einem phosphatarmen Medium sichtbar geworden, denn
transgene Tabakpflanzen, die allein eine bakterielle Citratsynthase exprimieren und damit
grolRere Mengen Citrat produzieren und sekretieren, zeigen eine bessere Anpassung an
Phosphatmangel im Boden [277].

In einem ersten Versuch wurde Uberprift, ob es zu Unterschieden in der Pathogenantwort
kommt. 24 Stunden nach der Pathogenbehandlung gab es keine Differenzen in der
Auspragung der Lasionen (s. Abbildung 30). Die Northern-Blot-Analysen ergaben keine
klaren Aussagen einer pathogeninduzierten Transkriptakkumulation (s. Abbildung 31 A).
Dabei fallt auf, dal3 Pflanzen, die in der Southern-Blot-Analyse ein starkes Signal aufwiesen,
in der Northern-Blot-Analyse nach Pathogenbehandlung keinerlei Signal zeigten. Dieses
Phanomen kdnnte durch Cosuppression hervorgerufen worden sein. Dabei kann es in
Abhangigkeit von der Kopienzahl des Transgens zu Wechselwirkungen mit der endogenen
RNA bzw. DNA kommen. Das wiederum l6st unterschiedliche Reaktionen wie z. B.
Methylierungsreaktionen aus, die letztendlich zum Abbau der RNA und damit zu einer
transkriptionellen Repression des Gens filhren [278, 279]. Vor allem unter Kontrolle eines
starken Promotors kann es zur Erhéhung der Kopienzahl des Transgens und damit zu so
starker Cosuppression kommen, dall diese Technik als Alternative zur antisense-
Technologie angesehen werden kann [280]. In mit Bakterien infiltrierten und
daruberliegenden nichtinfiltrierten Blattern von Pflanzen, die mit der PPP in antisense-
Orientierung transformiert wurden, konnten in einigen Pflanzen keine PPP-Transkripte
detektiert werden (s. Abbildung 31 B). Das kénnte daflr sprechen, dal3 endogene sense-
und transgene antisense-RNA doppelstrangige Hybride gebildet haben, die in der Northern-
Blot-Analyse nicht mehr sichtbar werden. Damit besteht groRenteils Ubereinstimmung mit
der Southern-Blot-Analyse, in der fur fast alle kanamycinresistenten Pflanzen Signale
detektiert wurden, die vom Transgen stammen kénnen. Damit ist die Suppression der PPP
erklarbar.

Zur weiteren funktionellen Analyse und zur Aufklarung der physiologischen Rolle der
putativen Phosphatase sollten die Untersuchungen an transgenen Pflanzen fortgesetzt
werden. Wichtig wére hierbei zunachst eine Untersuchung der Pflanzen nach Anzucht unter
Phosphatmangelbedingungen. Damit kdnnte geklart werden, ob es sich bei der putativen
sauren Phosphatase aus Kartoffel um ein Enzym handelt, das an der Adaption an einen
niedrigen externen Phosphatspiegel beteiligt ist oder eine Rolle in der
Phosphatremobilisierung spielt.
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5 Zusammenfassung

Pflanzen sind naturgemald einer Vielzahl von potentiellen Pathogenen und anderen
schadigenden Umwelteinfliissen ausgesetzt, gegen die sie sich u. a. durch die Aktivierung
effizienter Abwehrmechanismen wehren. Eine Pflanze-Pathogen-interaktion  mit
weitreichenden wirtschaftlichen Folgen ist die Interaktion zwischen Kartoffel und dem
Oomyzeten Phytophthora infestans. In bereits bekannten Untersuchungen wurde gezeigt,
daR eine lokal begrenzte Infektion entweder mit P. infestans oder dem Brassica-Pathogen
Pseudomonas syringae pv. maculicola zu einer erhéhten Resistenz der ganzen Pflanze bei
einer nachfolgenden Infektion mit virulenten Rassen von P. infestans fihrt. Dieses als
systemisch erworbene Resistenz (SAR) bezeichnete Phanomen geht mit der Aktivierung
verschiedener Abwehrgene einher [138,140, 141]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden Gene aus Kartoffel identifiziert und charakterisiert, die nach Infiltration mit dem
Nichtwirts-Pathogen Pseudomonas syringae pv. maculicola differentiell exprimiert
erschienen. Dabei war das Hauptaugenmerk darauf gerichtet, friih induzierte Gene zu
identifizieren, die méglicherweise an der Etablierung der SAR beteiligt sind.

Mit Hilfe der Techniken des ,mRNA-Differential Display” und cDNA-AFLP wurden zahlreiche
differentiell auftretende cDNA-Fragmente isoliert und Kkloniert. Fur die Mehrzahl der
identifizierten Gene liel3 sich in Northern-Blot-Analysen keine Transkriptakkumulation nach
Pathogenbehandlung nachweisen. Dariiber hinaus wurden aber auch Fragmente isoliert,
deren korrespondierende Gene Sequenzhomologien zu bekannten PR-Genen aufwiesen:
ein Gen mit Ahnlichkeiten zu einer Glucanase aus L. esculentum, ein Osmotin-ahnliches
Gen aus S. commersonii, ein Gen mit Sequenzahnlichkeiten zu einer PAL aus N. tabacum
sowie ein weiteres mit Homologien zu einem Calmodulin aus Ph. vulgaris.

Aufgrund ihrer Homologien zu bekannten Sequenzen aus Datenbanken wurden drei weitere
der identifizierten Gene naher charakterisiert: ein Sequenzhomologes verschiedener
Proteinphosphatasen des Typs 2C, genannt PP2C, ein Gen mit Sequenzahnlichkeit zu
einem ELIP-Homologen aus A. thaliana, genannt ELH und ein zu einer Phosphatmangel-
induzierten sauren Phosphatase aus Tomate &ahnliches Gen, mit PPP (potato putative
phosphatase) bezeichnet.

Ein partieller cDNA-Klon der PP2C wurde durch Screenen einer cDNA-Bibliothek mit einem
der ,Differential Display” Fragmente erhalten. Die Sequenz weist signifikante Homologien zu
Proteinphosphatasen des Typs 2C unterschiedlicher Spezies auf. Aus Northern-Blot-
Analysen und semiquantitativer RT-PCR ging keine reproduzierbare Pathogenresponsivitat
hervor. In abgetrennten Blattern fiihrten bereits das Abschneiden und die Inkubation in
Wasser zur Induktion der PP2C. Die Inkubation mit Saccharose, Methyljasmonat,
Salicylsaure, Arachidonsdure und Abscisinsdure bewirkte keine Induktion der
Genexpression, wohingegen die Verwundung von Kartoffelblattern zur Akkumulation von
PP2C-Transkripten fuhrte. Die Southern-Blot-Analyse zeigte, dal3 die PP2C zu einer kleinen
Genfamilie gehort. Die Funktion der PP2C koénnte in der Negativregulation von
streRRaktivierten Signaltransduktionskaskaden liegen, wie sie auch fir PP2Cs aus anderen
Spezies bekannt ist.

Mittels Screenen einer genomischen Bank mit einem weiteren ,Differential Display*
Fragment wurde das ELH isoliert; aus einer cDNA-Bibliothek wurde ein Gesamtlangenklon
isoliert. Das ELH zeigt auf Nuklotid- und Proteinebene hohe Sequenzhomologien zu einem
putativen Protein aus Arabidopsis, welches wiederum Ahnlichkeiten zu einem weiteren
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Arabidopsis-Protein mit Sequenzhomologien zu verschiedenen Early Light Induced Proteins
(ELIPS) in seinem N-Terminus aufweist. Auch fir das ELH konnte keine Induktion durch
Pathogene in Northern-Blot-Analysen und mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR gezeigt
werden. Von den o. g. Phytohormonen und chemischen Signalmolekiilen fiihrten
Abscisinsdure und Arachidonsaure zur ELH-Transkriptakkumulation in abgetrennten
Blattern. Die Verwundung von Kartoffelblattern fuhrte zu einer schnellen Induktion der
Genexpression. Dagegen wurden nach UV-Bestrahlung keine erhdhten Transkriptmengen
gefunden. Die Southern-Blot-Analyse zeigte, daR das ELH zu einer kleinen Genfamilie
gehort. Fur das ELH ware aufgrund seines Expressionsmusters eine Funktion in der
Anpassung an Stref3situationen denkbar.

Mit Hilfe der cDNA-AFLP-Technik wurde ein Fragment isoliert, dessen korrespondierendes
Gen signifikante Sequenzhomologien zu Genen fliir verschiedene saure Phosphatasen
aufweist. Das Screenen einer cDNA-Bank fiihrte zur Isolierung mehrerer Klone, wobei aus
zwei Klonen ein Gesamtlangenklon zusammengesetzt wurde. Dieser zeigt auf Nukleotid-
und Proteinebene 92 bzw. 90 % Homologie zu einer Phosphatmangel-induzierten sauren
Phosphatase aus Tomate und besitzt die konservierten Domanen saurer Phosphatasen. Die
Pathogenresponsivitat fur dieses Gen wurde in Northern-Blot-Analysen nachgewiesen. So
akkumulierten PPP-Transkripte nach Infiltration mit dem Brassica-Pathogen Pseudomonas
syringae pv. maculicola in infiltrierten als auch darlberliegenden nichtinfiltrierten Blattern
sowie nach Inokulation des Oomyzeten Phytophthora infestans in den inokulierten Blattern.
Die Inkubation abgetrennter Blatter in Wasser und Saccharose flhrte zu erhdéhten PPP-
Transkriptmengen. Weder Methyljasmonat, Salicylsdure, Arachidonsdure noch
Abscisinsaure induzierten die Expression der PPP, ebensowenig wie die Infiltration von
Systemin in  Blatter von Ganzpflanzen. UV-Bestrahlung fihrte zu einer
Transkriptakkumulation der PPP. In der Southern-Blot-Analyse wurde gezeigt, dal3 die PPP
zu einer Multigenfamilie gehart.

Die kodierende Region der cDNA der putativen sauren Phosphatase wurde in E. coli
exprimiert. Erste Versuche zur Isolierung und Reinigung des Fusionsproteins mit Hilfe des N-
terminalen Histidin-Ankers sowie der Phosphataseaktivitatstest flihrten bisher zu keinem
Ergebnis.

Zur funktionellen Analyse des Gens wurden Kartoffelpflanzen mit der putativen sauren
Phosphatase in sense- und anitsense-Orientierung sowie Tabakpflanzen mit dem Gen in
sense-Orientierung transformiert. Weder die transgenen Kartoffel- noch die Tabakpflanzen
wiesen einen veranderten Phanotyp im Vergleich zu Wildtyppflanzen auf. Die Infiltration des
Brassica-Pathogen Pseudomonas syringae pv. maculicola in die transgenen
Kartoffelpflanzen fiihrte zur Ausprdgung von Lasionen wie in Wildtyppflanzen.
Weiterfilhrende Untersuchungen an den transgenen Pflanzen kénnten zu einer Aufklarung
der Funktion der putativen Phosphatase aus Kartoffel in der Pathogenabwehr beitragen.
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Anhang

Anhang 1

A)

3 Primer (T-reich)

a
C
e

Verwendete Primer

Oligonukleotidprimer fur die DDRT-PCR

5 -GCG CAA GCT TT1
5 -GCG CAA GCT TTT
5 -GCG CAA GCT TT1

5 Primer (Zufallsprimer)

OO ~NOOOPM~WDNLPRE

-
N )

ol
g A wN

gy gy 0] 00100 00,0100 0] 0] 0
1

HEHHHARRAAAEHEE

ITT TTT TTC

ITT TTT TTG

TAT
TTA
TGC
TG
TGT
TGT
TAG
TTA
TAC
TAT
TAT
TAT
TAT
TTA
TTA

Markiert: Hind IlI-Schnittstellen

B)

Eul
Eu 2
Eu 3
Eu 4
Eub
Eu 6
Eu 7
Eu 8
Eu 9
Eu 10
Eu 11
Eu 12
Eu 13
Eu 14
Eu 15
Eu 16

ITT TTT TTG

CGA CTC CAA
GCT ACGC ATG
TAA GAC TAG
CAG TGT GIG
GAC CAT TGC
CTG CTA GGT
ACG CTA GIG
GCT AGC AGA
TCC ATG ACT
TAC AAC GAG
TGG ATT GGT
CTIT TCT ACC
TTT TGG CTC
TCG GIC ATA
GGI' ACT AAG

Primer fir das cDNA-AFLP

TAT- 3"
TTA-3°
AAC- 3°
AAG 3°
ACA- 3°
AGA- 3°
CAA- 3°
GAA- 37
ATC 3°
ATG 3°
ACT- 3"
AGT- 3
CAT- 3°
GAT- 3"
TAC 3°
TAG 3°
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G 3
A3
G 3

G3
G3
G 3
A3
A3
A3
T-3
G3
G3
G3
CG3
CG3
G3
G3
G3



C) Spezifische Primer fur die RT-PCR
110-5
5" - GGAATGGCATTTGCATAAAGCCC- 3°

110-3

5 - GGGICTCTTTTGCTTTTTTCCCG 3°

903-5
5" - CTAAAGAATGATGATGAAAATTGTIG 3°
903-3
5" - GGAATTATCAACTGTCATTATTCAC- 3

D) Primer fur die PCR zur Schaffung eines Gesamtlangenklones der putativen sauren
Phosphatase (PCR gl-3) ohne Stopcodon

als
Bam HI
5" - CTCGAGGATCCATGGCTGGAATTGTAGTG 3°

als
Hind 1lI
5" - TCTAGAAGCTTTCAGTAAGGCACAGGAAG 3°
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Anhang 2  Sequenzen der “Differential Display” Fragmente

Die Zahlenangaben bezeichnen das jeweils erste Nukleotid der Zeile. Kursiv geschriebene
Nukleotide symbolisieren die Primer, die zur DDRT-PCR eingesetzt wurden.

A) Nukleotidsequenz des Fragments dd110 (PP2C)

Zufallsprimer 6

1 GICTGCTAGGTAGT AAGGAATGGCATTTGCATAAAGCCCATGGECTTTAAT
51 TTCTTTCCTGGAACACAAAGTATTGAGAT TCTAGCTGTGT TTAAACGAGG

101 CAGAGGAGCTAGCACCAAGAAGAAGAAAT CGGGAAAAAAGCAAAAGAGAC

T-reicher Primer e

151 CCCACTGAAGAATTCAGCTTTTTTTTTTTT

B) Nukleotidsequenz Display Fragments dd903 (ELH)

Zufallsprimer 10

1 CGGGAAGCTTATTACAACGAGGAGCAACAACCCGCGCTACTAAAGAATGA

51 TGATGAAAATTGTGATTATTCAGGATCATCTAACTCCTGAGCTTTGAATA

101 TTGITCTAGCAATTTGATGITTTACTTCTTCTGATATCACTGITAATGIG
T-reicher
151 AGACAAGTAATTAAGTGAATAATGACAGTI TGATAATTCCATTTGCTTTTT
Primer e

201 TTTTTTT
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Anhang 3  Sequenzen genomischer Klone

A) Vergleich der Nukleotidsequenzen des genomischen Klons g110/7 (g) und des
.Differential Display“ Fragments dd110 (dd, kursiv)

Die Zahlenangaben beziehen sich auf das jeweils erste Nukleotid der Zeile.

blaugriin: Sequenzen, die ein mdgliches Intron begrenzen
kursiv: Homologie zum ,Differential Display* Fragment

g1l GGAATGGECATTTGCATAAAGCCCATGECTTTAATTTCTTTCCTGGAACAC
dd GGAATGGCATTTGCATAAAGCCCATGECTTTAATTTCTTTCCTGGAACAC
g51 AAAGGTTTTGCCTTTCCCTTAGT CCTACAGACAAGT TTAAACTTGTATTT
dd AAAG

g 101 GITTCAACTAACATTAAATTTCATCCAACATGGT TACAAAATAACTTCTA
g 151 TTATTTATTATTGCCATTCACGTATATGCATAATGAACACATCTGCTTGA
g 201 AGGAAGAAACT CTGTGCTGCACAAAAAATTGTGAATGGT CTTCCAGCATA
g 251 GITGTTATATCCGI GCCACTATGGAGAAGAGGATGGAAGATTCTCAATCAC
g 301 TGCTCACAAATACTGACATTTCTGT TCACATCACTTCTATGTGGAAATTG
g 351 CTACTCTATGTAGTGTTAGATGIGTTGAAGGGACTTACTAATTTTGATTA
g 401 AGCCTGITGTTAGGACATTTCTAAATTTGAGATTGT GCGT TGGTGGTCAC
g 451 TGATTGI TGAGAAATATAGGT CTCAACT GGAACT CAGCAATCCCATTGGT
g 501 GATAGCAAGGCGATGAAAGACAT CACAGAAGATCAGTAGGT TGAAGEECTG
g 551 GGGT TCGTAGATGCTCACTAAAGGECACCAAAAAGAAAGATTTGITTTTTC
g 601 TATTTAGGACATAGATAATTCGTGT TAAATAAGTGTTCCCCTTACCTTTT
g 651 TTTTCCTTTGITTTATTTTTAAACTCCTCTTCCTTATGCATATTGITATC
g 701 TTCTTCTTTTTCTAGATCCTGTCCCTTCCTTTGTTGGTAGTIGCTTTTGCT
g 751 TGAAGCTTCATTCTTTTGACAGCTTTGGTGATCTTTTAATCTAACTGGAG
g 801 CAGTATTGAGATTCTAGCTGI GI'TTAAACGAGGCAGAGGAGCTAGCACCA
dd TATTGAGATTCTAGCTGT GT TTAAACGAGGCAGAGGAGCTAGCACCA
g 851 AGAAGAAGAAAT CGGGAAAAAAGCAAAAGAGACCC

dd AGAAGAAGAAAT CGCGAAAAAAGCAAAAGAGACCC
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B) Vergleich der Nukleotidteilsequenzen des genomischen Subklons 903/2-6 (g) und
des ,Differential Display” Fragments dd903 (dd)

Die Zahlenangaben beziehen sich auf das jeweils erste Nukleotid der Zeile.
Bindestriche symbolisieren Lucken.

blaugriin: Homologie zum A.thaliana Chromosom 4
kursiv: Homologie zum ,Differential Display* Fragment

g1 TGGEECATGAATCTACTTTATTTTCCCCAGT TTGCATTATGACTTTGAAG
gb51 CCACTTTGATGCATGATTTCCTTTACTAGCTTCTCGITTTCTCTTTATCT
g 101 TGTAATCCATACTTGTGAAT TGCAGAAANVACT GGAACCTCTTTTAGIGTA
g 151 AATGT GECAAT GCCTGGAACAGGECATATACCAGCTATCACGAAAAATCCG
g 201 GIGAGCGAGT CAGT TCATGATAGGGAATCCCATCTCTTATAGCTTCTTCTT
g 251 TTTTCCGTTATAAACTACATTCGITTTTCTTGATTCAGTAGACATTTTTG
g 301 TTGCAGCTATAACTTAAGITTTTTTCTTTTTCGGATTCAGGAATGATTAT
dd CGGGCAGCTTAT
g 351 TTCAACGAGGAGCAACAACCCGCCCTAGCTAAAGAATGATGATGAAAATT
dd TACAACGAGGAGCAACAACCCGCGCXA- CTAAAGAATGATGATGAAAATT
g 401 GIGATAATT---------- TAATTCCTGAGCTTTGAATGI TCTTCTATGC
dd GIGATTATTCAGGATCATCTAACTCCTGAGCTTTGAATATTGITCTA- GC
g 451 AATTTGATGITTTACTTCTTCTGATATCACTGI TAATGTGAGACAAGT AA
dd AATTTGATGT TTTACTTCTTCTGATATCACTGI TAATGTGAGACAAGTAA
g 501 CTGAGTGAATAATGATAGT TGATAATTCCATTTGTCGAGI TTAACTATAT
dd TTAAGTGAATAATGACAGT TGATAATTCCATTTGCXAAAAAAAAAAA

g 551 GAATCTTTTTTATCCATTCGCGTAGAGI TATAAGGCC
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C) Vergleich der Nukleotidteilsequenzen des genomischen Subklons g903/2-6 (g) und
des cDNA-Klons ¢903-3 (c, blaugriin)

Die Zahlenangaben beziehen sich auf das jeweils erste Nukleotid der Zeile.
Bindestriche symbolisieren Liicken, Intron-Exon-Ubergénge sind hervorgehoben.

cl TAGAGAATCTTCAGA
c16 AGCAGAGITTTTACTTTCATGGCGACTTCAAAGCTCCAGGTTCTATGGAA
c66 TCATCCTGCTGGECCCAAAGACCATTCATTTCTGEECACCAACCTTCAAGT

g1 TGGEGCECATGAATCTACTTTATTTTCCCCAGITTGCATTATGACTTTGAAG
€ 116 GGGGCATCAGTATTGCAAATATTGCAGACT TTGCTAAACCACCAGAAAAG

051 CCACTTTGATGCATGATTTCCTTTACTAGCTTCTCGITTTCTCTTTATCT
c 166 ATTTTATATTCTCAGCAAATAGCGGT TACAGCAACTGGAATTATATGGTC

g 101 TGTAATCCATACTTGIGAATTGCAGAAAMACTGGAACCTCTTTTAGIGTA

LELE TETEEREEEr e T
c 216 TCGCTATAGCTTGGTAATTACTCCGAAAAACTGGAACCTCTT- TAGTGTA

0151 AATGIGGCAATGCECTGGAACAGECATATACCAGCTATCACGAAAAATCCG

LELELETTEEEE R e e e e e e e e e e e
C 266 AATGTGGCAATGGCTGGAACAGGCATATACCAGCTTTCACGAAAAATCCG

g 201 GIGAGGAGTCAGT TCATGATAGCGAATCCCATCTCTTATAGCTTCTTCTT
I
c316 G

g 251 TTTTCCGITATAAACTACATTCGITTTTCTTGATTCAGTAGACATTTTTG

g 301 TTGCAGCTATAACTTAAGITTTTTTCTTTTTCGGATTCAGGAATGATTAT
it
g 351 TTCAACGAGGAGCAACAACCCGCGCTAGCTAAAGAATGATGATGAAAATT
c 326 lI'l'l'lC,lAlA|C|G|A|G|G|AGCAA| on |C|ALCCCGCGCCCCCCCA| Ranes GAATGAAGATAGAAAATT

0401 GIGATAATTTAATTCCTGAGCTTTGAATGI TCTTCTATGCAATTTGATGT
c 376 GIAATTTATTCTAGGATCATCTAACTCCTGAG

g 451 TTTACTTCTTCTGATATCACTGI TAATGT GAGACAAGTAACTGAGTGAAT
g 501 AATGATAGTTGATAATTCCATTTGICGAGITTAACTATATGAATCTTTTT

g 551 TATCCATTCGCGTAGAGTTATAAGGECC
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Anhang 4  Sequenzen von cDNA-Klonen

A) Vergleich der Nukleotidsequenzen des cDNA-Klons ¢903-1 (cDNA) und des
.Differential Display* Fragments dd903 (dd, blaugrtin)

Die Zahlenangaben beziehen sich auf das jeweils erste Nukleotid der Zeile.

Klonierungsstelle

cDNA 1 GAATTCGCGGECCGCTCAAAGACCATTCATTTCTGEGCACCAACCTTCAAG
cDNA 51 TGGGEGECATCAGTATTGCAAATATTGCAGACT TTGCTAAACCACCAGAAAA
cDNA 101 GATTTCATATCCTCAGCAAATAGCGGT TACAGCAACTGGAATTATATGGT
cDNA 151 CTCGCTATAGCTTGGTAATTACT CCGAAAAACTGGAACCTCTTTAGI GTA
cDNA 201 AATGT GECAAT GCCTGGAACAGGECATATACCAGCTTTCACGAAAAATCCG

cDNA 251 GAATGATTATTTCAACGAGGAGCAACAACCCGCGCTACCAAAGAATGATG
dd 1 AGCAACAACCCGCGCTACTAAAGAATGATG

cDNA 301 ATGAAAATTGTGATTATTCAGGATCATCTAACTCCTGAGCTTTGAATATT
dd 31 ATGAAAATTGTGATTATTCAGGATCATCTAACTCCTGAGCTTTGAATATT

cDNA 351 GITCTAGCAATTTGATGI TTTACTTCTTCTGATATCACTGT TAATGTGAG
dd 81 GITCTAGCAATTTGATGTITTTACTTCTTCTGATATCACTGT TAATGTGAG

cDNA 401 AGAAGTAATTAAGT GAATAATGACAGTAGATAATTCCATTTGI CTCAAAT
dd 131 ACAAGTAATTAAGT GAATAATGACAGI TGATAATTCCATTTGC

Klonierungsstelle

cDNA 451 TATTCGAGT TCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCEEEGE

B) Vergleich der Nukleotidsequenzen des cDNA-Klons ¢903-2 (S. t.) und der 25S rRNA
aus Tomate (Acc. No. LE25SRIB, blau)

Dargestellt ist der 5°-Bereich der cDNA in 5°-3" Orientierung.
Die Zahlenangaben beziehen sich auf das jeweils erste Nukleotid der Zeile, Bindestriche
symbolisieren Licken.

Klonierungsstelle

S.t1l GAATTCGCGECCCCTGT TTCCCTGGATAGT AGACAGGGACAGT GGGAATC
L.e.l gtttcgct ggat agt agacagggacagt gggaat c
S. t. 51 TCGTTAATCCATTCATGCGCCGT CACTAATTAGATGACGAGGCATTTGGECT

L.e. 36 tcgttaatccattcatgcgcgt cact aatt agat gacgaggcattt ggct

S.t.101 ACCTTAAGAGAGTCATAGT TACTCCCGECCGT TTACCCGCGCTTGGT TGAA
L.e. 86 accttaagagagt cat agttactcccgccgtttacccgegcettggttgaa
S.t.151 TTTCTTCACTTTGACATTCAGAGCACT GGGCAGAAATCACATTGCGTAAA
L.e. 136 tttct-cactttgacattcagagcact gggcagaaat cacattgcgt aaa
S.t.201 CATCCGT TGEGACCATCGCAATCCTTTGTTTTAATTAAACAGT CGGATTC
L.e. 186 catccgttgggaccatcgcaatgctttgttttaattaaacagtcggattc
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S.t. 251 CCCTTGI CCGTACCAGT TCTGAGT TGECTGT TCGACGCCCEEEGAAGECC
L.e. 236 cccttgtccgtaccagttctgagttggcetgttcgacgcccggggaaggcec

S.t.301 CCCGAAG AACCGT TCCCAGT CCGT' CCCCCCECCEECACGCGECGEACCCG
L. e. 286 cccgaaggaaccgtt cccagt ccgt cccccggeccggecacgcggcgacccg

S.t.351 CTCTCGCCECEEGAGCAGCT CGRAGCAGT CCACCGACAGCCGACGEGT TCG
L.e. 336 ct ct cgccgcgggagcagcet cgagcgat ccaccgacagccgacgggttcg

S.t.401 GGACT GEGACCCCCGT GCCCAGCCCT CAGAGCCAATCCTTTTCCCGAAGT
L. e. 386 ggact gggacccccgt gcccagcecct cagagccaat cctttt cccgaagt

S.1.451 TACGGATCCATTTTGCCGACTTCCCTTGCCTACATTGI TCCATCGACCAG
L.e. 436 tacggatccattttgccgacttcccttgcctacattgttccatcgaccag

S.t. 501 AGCCTGITCACCTTGGAGACCT GATGCGGT TATGAGT ACGACCGEECGT G
L. e. 486 aggctgttcaccttggagacct gat gcggtt at gagt acgaccgggcgtg

S.t. 551 GACGGCATTCGGTCCTCCGG ATTTTCAAGGGECCGCCGEGAGCGCACCEG
L. e. 536 gaacgcattcggtcctccggaatttt caagggccgccgggagcgcaccgg
S.t. 601 ACACCACGCGA- CGTGCGGTGCTCT TCCAGCCGCTGGACCCTACCTCCGG
L. e. 586 acaccacgcgaccgt gcggtgctctt ccagccgcet ggaccct acct ccgg
S.t. 651 CTGAGCCGAT TCCAGGGT GGGCAGCCTGT TAAACAGAAAAGATAACTCTT
L. e. 636 ct gagccgatt ccagggt gggcaggct gt t aaacagaaaagat aactct t

S.t.701 CCCGAGGECT CCCGECCGACGT CTCCGGACT TCCTAACGT TGCCGT CAACCG
L. e. 686 cccgaggct cccgecgacgt ct ccggactt cct aacgtt gececgt caaccg
S.t. 751 CCACGT CCCGGTTCAGGAATTTTAACCCGATTCCCTTTCGGAGTACGCGC
L.e. 736 ccacgtcccggttcaggaattttaacccgattccctttcggagtacgcgce
S.t. 801 GAAACGC- TAATCTGTCGGGEGT TCCCCGACCCT TAGGATCGACTAAACCA
L.e. 786 gaaacgcgct at ct gt cggggt t ccccgaccct t aggat cgact aaccca
S.t.851 TGTGCAAGTGCCGT TCACATGGAACTTTCCCCTCT TCGGCCTTCAAAGT T
L. e. 836 t gt gcaagt gccgttcacat -gaacctttccctcttcggecttcaaagtt

S.1.901 CTCATTTGAATATTTGI TATAACACCAAATT

L. e. 886 ctcatttgaatatt

C) Vergleich der Nukleotidsequenzen des cDNA-Klons ¢903-2 (S. t.), der mRNA
Sequenz des A. thaliana Proteins T10114.140(Acc. No. AF325008, blaugrtin) und der
26S rRNA aus Myriophyllum exalbescens (Acc. No. AF274655, blau)

Dargestellt ist der 3*-Bereich der cDNA in 3"-5" Orientierung.

Die Zahlenangaben beziehen sich auf das jeweils erste Nukleotid der Zeile, Bindestriche
symbolisieren Licken.
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S.t1

Klonierungsstelle

GAATTCGCGEECCECTGTCATTATTCACTTAATTACTTGTCTCACATTAAC

S. t. 51AGTGATATCAGAAGAAGT AAAACATCAAATTGCCTAGAACAATATTCAAAG

S.t.101

S.t.151

S.t.201
A.th. 1

S.t.251
A.th. 47

S.t.301
A.th. 97

S.t. 351
A.th. 147

S.t.401
A.th. 197

S.t. 451
M.e. 1l

wn

.t. 501
.e. 25

<

wn

.t. 551
.e. 75

<

wn

.t. 601
.e. 125

<

wn

.1. 651
.e. 175

<

S.t. 701
M. e. 225

S.t. 751
M. e. 275

S.t. 801
M. e. 325

S.t. 851
M. e. 375

CTCAGGAGT TAGATGATCCTGAATAATCACAATTTTCATCATCATTCTTT

AGCTAGCGCGEGTTGT TGCTCCTCGT TGAAATAATCATTCCGGATTTTTC

GTIGAAAGCTGGTATATGCCTGT TCCAGCCATTGCCACATTTACACTAAAG

aagct ggt at at gcct gt ccct gccat agcaacat t aacact gaag

AGGTTCCAGI TTTTCGGAGTAATTACCAAGCTATAGCGAGACCATATAAT
aggttccagtttttcggattgattaccat gct gt aacgagaccaaat aac

TCCAGT TGCTGTAACCCCTATTTGCTGAGGATATGAATCTTT- TCTGGTG
accagt gcat gt aaccgcgat t t gt t gaggat aggaaagt t t ct ct ggag

GITTAGCAAAGT CTGCAATATTTGCAATACTGATGCCCCACTTGAAGGT T
gttt ggcaaagt ct gcaat gt t ggcaat gct aat accccact t gaacgt t

GGTGCCCAGAAATGAATGGT CTTTGEECCAGCAGGATGATTCCATAGAGC
ggt gcccagaaat gaat ggt t t t aggt ccggcagggt gattcca

CTGGAGCT TTGAAGT CGCCATGAAAGGT CTGACATGT GT GCGAGT CAACG
gt ct gacat gt gt gcgagt caacg

GGECGAGTAAACCCGTAAGGECGTAAGGAAGCTGATTGGT GEGATCCCCCT G
ggcaagt aaacccgt aaggcgcaaggaagct gat t ggcgggat ccccct g

AGGEGEGTGCACCGCCGACCGACCTTGATCTTCTGAGAAGEGT TCGAGTGT G
aggggt gcaccgccgaccgacctt gat ctt ct gt gaagggt t cgagt gt g

AGCATACCT GT CGGGACCCGAAAGAT GGTGAACT AT GCCT GAGCEEEECG
agcat acct gt cgggacccgaaagat ggt gaact at gcct gagcggggcg

AA- - CAGAAGGAAACT CTGGTGGAGGECCCGCAGCGATACTGACGT GCAAA
aagccag- aggaaact ct ggt ggaggcccgcagcgat act gacgt gcaaa

TCGTTCGT CTGACTTGGEGTATAGGEECGAAAGACTAATCGAACCGT CTAG
tcgttcgt ctgactt gggt at aggggcgaaagact aat cgaaccat ct ag

TAGCTGGT TCCCTCCGAAGT TTCCCT CAGGATAGCTGRAGCT CGCGTGCG
tagct ggttccct ccgaagttt ccct caggat aget ggagcet cacat geg

AGITCTATCGGGTAAAG CAATGATTAGAGGECCTCGGEEEECECAACG: CC
agt t ct at caggt aaagccaat gat t agaggcat cgggggcgcaacgccc

TCGACCTAT
t cgacct at
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D) Vergleich der Nukleotidsequenzen der cDNA-Klone F(A) 9-1c, e, g, h, i, j, k, I, m, n,
des RFDD Fragments F(A) 9-1 (RFDD) und der mRNA einer Phosphatmangel-
induzierten sauren Phosphatase aus L. esculentum (ACC. No. AF305968) (LEPS2)

rot markiert ~ Start-und Stopcodons

* Ubereinstimmung aller cDNA-Sequenzen mit der Sequenz des RFDD-
Fragments und der mRNA der Phosphatmangel-induzierten sauren
Phosphatase L. esculentum

Bindestriche symbolisieren Liicken, die Zahlenangaben rechts zeigen das letzte Nukleotid
der jeweiligen Zeile an.

LEPS2 e CTTTTCTCGTCTCT- - -« -« - = - - - AATTTACTCA 24
2 =
C ____________________________________________________________
e ............................................................
g TGAACAACAAACAGAGGTCTTCTCTCTTTTCTCGTCTCTAATTCCTCCATAATTTAATCA 60
=R
1t
j TCAACAACAAACAGAGGTCTTCTCTCTTTTCTCGTCTCTAATTCCTCGACAATTTAATCA 60
<t
1
m ____________________________________________________________
n TCAACAACAAACAGAGGTCTTCTCTCTTTTCTCGTCTCTAATTCCTCGATAATTTAATCA 60
LEPS2 AAAAA. - - ATGGCTGGAATTGTAGT GGTTTTCGACT TTGACAAGACAATTATTGAGGTGG 81
2 =
C ____________________________________________________________
e ............................................................
g AAAAAAGAAT GGCTGGAATTGTAGT GTTTTTCGACT TTGACAAGACGATTATCGATGTGG 120
=D
X
j AAAAA- GAAT GGCTGGAATTGTAGTGTTTTTCGACT TTGACAAGACGATTATCGATGTGG 119
<t
1
m ____________________________________________________________
n AAAAA- GAAT GGCTGGAATTGTAGTGTTTTTCGACT TTGACAAGACGATTATCGATGTGG 119
LEPS2 ATAGTGATAATTGGGT GGT GGAT GAGT TAGGOGCCACTGATTTGTTCAATCAACTTCTCC 141
2 =
C ____________________________________________________________
e ............................................................
g ATAGTGATAATTGGGT GGT GGAT GAGT TAGGOGCCACTGATTTGTTCAATCAGCTTCTCC 180
o
1t
j ATAGTGATAATTGGGT GGT GGAT GAGT TAGGOGCCACTGATTTGTTCAATCAGCTTCTCC 179
<t
1
e TGATGAGTTAGBOGCCACTGATTTGTTCAATCAGCTTCTTC 41
n ATAGTGATAATTGGGT GGT GGAT GAGT TAGGOGCCACTGATTTGTTCAATCAGCTTCTTC 179
LEPS2 CTACTATGOCATGGAACT CTCTCATGGATAGAAT- GATGAAGGAGCT TCATACACAAGGC 200
2 =
e TCGAGGC 7
e e TCOAA - - = - - o e e 4
g CCACTATGOCATGGAACT CACTCATGGATAGAAT- GATGAACGAACT TCATACACAAGGC 239
o
1t
j CCACTATGOCATGGAACT CTCTCATGGATAGAAT- GATGAACGAACTTCATACACAAGGC 238
<t
1
m CCACTATGOCATGGAACT CTCTCATGGATAGAAT- GATGAAGGAGCT TCATACACGAGGC 100
n CCACTATGCCAT GGAACT CTCT CAT GGATAGAAT TGAT GAAGGAGCT TCATACACAAGGC 239
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LEPS2

S 3 —xXT TS oo

LEPS2

S5 3 —xXT TS oo

LEPS2

> B_W'_'_':T@(DO

AAAACAAT ACAAGACAT TGAAGAGGT ACT GAAACGGGT TCOCATACACCCCAGGATTGTT
---------------------------------------------------- GGCTT- - -
AAAACGAT ACAAGACAT TGAAGAGGTACT GAAACGGGT TCOCATACACCCTAGGATTGTT
------------------------ GTACTGAAACGGGCACCCGT AATTCCTCGGGTTGTT
AAAACAAT ACAAGACAT TGAAGAGGTACT GAAACGGGT TCOCATACACCCTAGGATTGTT
------------------------------------------ TTACACCCTAGGATTGTT
ATAACAATACAAGATATTGAAGAGGT ACT GAAACGGGT TOCCATACATCCTAGGATTGTT

AAAACGATACAAGACATTGAAGAGGT ACT GAAACGGGT TCCCATACACCCTAGGATTGT T
AAAACGATACAAGACAT TGAAGAGGT ACT GATACGGGT TCCCATACACCCTAGGATTGI T

CCGGCTATTAAATCAGCT CATGCATTAGGGT GTGATTTGAGAGTAAT TAGCGATGCAAAT
---------------------------------------------------- ATG ----
CCAGCTATTAAATCAGCT TATGCAT TAGGGT GT GATTTGAGAGT AATAAGCGATGCAAAT
CCCGCCATTAAAGCTGCTCATGCTTTAGGEGTGTGATTTGAGGAT TGTAAGT GATGCAAAT
CCAGCTATTAAATCAGCTTATGCATTAGGGT GTGATTTGAGAGTAATAAGCGATGCAAAT
CCAGCTATTAAATCAGCT TATGCAT TAGGGT GT GATTTGAGAGT AATAAGCGATGCAAAT
CCAGCTATTAAATCAGCTTATGCATTAGGGTGTGATTTGAGAGTAATAAGCGATGCAAAT

CCAGCTATTAAATCAGCT TATGCATTAGGGTGTGATTTGAGAGTAATAAGCGATGCAAAT
CCAGCTATTATTTCAGCTTATGCATTAGGGTGTGATTTGATAGT TATAAGCTATGCAAAT

GTATTCTTCATCGAAACAATATTGAAACATCTCGGAATCAGGGATTGT TTTTCTGAGATC
----------------------------- AGIG------------------CTGA---C
GTATTCTTCATTGAAACAATCTTGAAACATGT CGGAATTAGGGATTGT TTCTCTGAGATC
CTCTTCTACATCGAGACGATTTTGAATCATCTGGGAATAAGTGATTGCTTCACGGAGATC
GTATTCTTCATTGAAGCTATTTTGAAACATCTCGGAATTAGGGATTGT TTCTCTGAGATC
----------------------------------------- TGATTGTTTCTCTGAGATC
GTATTCTTCATTGAAACAATCTTGAAACATGT CGGAATTAGGGATTGT TTCTCTGAGATC
GTATTCTTCATTGAAACAATCTTGAAACATGTCGGAATTAGGGATTGT TTCTCTGAGATC
___________________________________________________ TG ------

GTATTCTTCATTGAAACAATCTTGAAACATGT CGGAATTAGGGATTGT TTCTCTGAGATC
GTATTCTTCATTGATACAATCTTGATACATGTCGGAATTAGGGATTGT TTCTCTGATATC

AACACCAATCCAGGCTACGT CGATGGEGEGAAGGECAGECTTCGAATCCTCCCTTATGT TGAT
--------------------------------------- CGAATCTTCCCTTGTGITGAT
AACACCAATCCAGGCTACGT CGATGAAGAAGGCAGGECTTCGAATCTTCCCTTGTGT TGAT
AACACAAAT CCGEECTACGT TGAT GAAGAAGGAAAACT TAGAAT CCGT CCTCACCATGAT
AATACGAATCCAGGCTACGT CGATAAAGAAGGCAGGECTTCGAATCCTTCCTTATGT TGAT
AACACCAAT CCAGGCTACGT CGAT GAAGAAGGCAGGCT TCGAATCTTCCCTTGTGT TGAT
AACACCAAT CCAGGCTACGT CGATGAAGAAGGCAGGECTTCGAATCCTCCCTTATGT TGAT
AACACGAAT CCAGGCTACGT CGAT GAGGAAGGCAGECT TCGAATCCTCCCTTATGCTGAT
————————————————————————————————————————————————————— TGITGAT
------------------ GTCGATAAAGAAGGCAGGCTTCGAATCCTTCCTTATGT TGAT
AACACCAATCCAGGCTACGT CGATGAAGAAGGCAGECTTCGAATCTTCCCTTGT GT TGAT
AACACCAAT CCAGGCTACGT CGAT GAAGAAGGCAGGCT TCGAATCCTCCCTTATTTTGAT

* ok kk

TTTCAAAAATCCCCTCATAGI TGCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACAT GT GCAAGGEGT
TTTATAACATCCCCTCATGGCTCCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACATGT GCAAGEEC
TTTATAACATCCCCTCATGECTGCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACATGT GCAAGGEC
TTTCACACCTCCTCTCATGGCTGCAGCT CCAATACT TGCCCT CCCAACAT GT GCAAGGGA
TTTCAAACATCCCCTCATGGTTGCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACAT GT GCAAGGEGT
TTTATAACATCCCCTCATGGCTCGCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACAT GT GCAAGEEC
TTTCAAACATCCCCTCATGGATGCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACAT GT GCAAGGEGT
TTTCAAAAATCCCCTCATGGATCGCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACAT GT GCAAGGGT
TTTATAACATCCCCTCATGECTGCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACATGT GCAAGEEC
TTTCAAACATCCCCTCATGGT TGCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACAT GT GCAAGGGT
TTTATAACATCCCCTCATGECTGCA- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACATGT GCAAGEEC
TTTTAAACATCCCCTCATGGATCCT- - - - - - ATCTCTGCCCTCCCAACAT GT GCAAGSGT

* % % * *k*k kkkkk *k Kkkk * % EE R R R R R R

128

260

67
40
299

18
298

160
299

320

127
100
359

78
358

220
359

380

17
187
160
419

19
138
418

280
419

440

38
247
220
479

79
198
478

44
340
479

494

92
301
280
533
133
252
532

61

98
394
533



LEPS2

S 3 —xXT TS oo

LEPS2

> B_W'_'_':T@(DO

LEPS2

S5 3 —xX—T TS oo

LEPS2

> B_W'_'_':T@(DO

LEPS2

> B_W'_'_':T@(DO

ATGATAGTAGAGAGAATTCAAGC- - - - - - - - - TAAGGAAGGGAAGAAGAGAATGATTTAT
ACGATAGT AGAAAGAAT TCAAGCCAGCAT GGCTAAAGAAGGGAAGAAAAGAATGATCTAT
ACGATAGTAGAAAGAAT TCAAGCCAGCAT GGCTAAAGAAGGGAAGAAAAGAAT GATCTAT
CTAGTAATAGAAAGAATACAAGCT TCATTGGCTATGGAAGGGAAGAAAAGAATGATTTAT
AGGATAGTAAAGAGAAT TCAAGCCAT CT TGGCT AAGGAAGGGAAGAAAAGAAT GATCTAT
ACGATAGT AGAAAGAAT TCAAGCCAGCAT GGCTAAAGAAGGGAAGAAAAGAATGATCTAT
ATGATAGTAGAGAGAATTCAAGCCAT CT TGGCT AAGGAAGGGAAGAAAAGAAT GATCTAT
ACGATAGT AGAAAGAAT TCAAGCCAGCAT CCCTAAAGAAGGGAAGAAAAGAATGATCTAT
ACGATAGT AGAAAGAAT TCAAGCCAGCAT GGCTAAAGAAGGGAAGAAAAGAAT GATCTAT
AGGATAGT AAAGAGAAT TCAAGCCAT CT TGGCT AAGGAAGGGAAGAAAAGAATGATCTAT
ACGATAGT AGAAAGAAT TCAAGCCAGCAT GGCTAAAGAAGGGAAGAAAAGAAT GATCTAT
ATGATAGTAGATATATTTCTAGCCATCTTGGCTAAGGAAGGGAAGATAAGAATGATCTAT

*k kk ok ok Kk Kk Kk Kkkk * % kkkkkkkkkk kkkkkhkkkk Kkkk

CTAGGCGATGGAATCGGECGATTTCTGCCCCAGT TTGAAGCT GAGGGAAGCAGATTTTGI G
CTAGGTGATGGAATCGGGGATTTCTGTCCCAGT TTGAAGCTCATGGAAACAGATTTTGT G
CTAGGTGATGGAATCGGGGATTTCTGTCCCAGT TTGAAGCTCATGGAAACAGATTTTGI G
CTCGGT GACGGAGCAGGAGATTTTTGTI CCAAGCT TGAAGCT GAAAGAGCAAGATTTTGI T
CTAGGCGATGGAATCGGECGATTTCTGCCCCAGT TTGAAGCTAAGGGAAGGAGATTTTGI G
CTAGGTGATGGAATCGGGGATTTCTGTCCCAGT TTGAAGCTCATGGAAACAGATTTTGT G
CTAGGCGATGGAATCGEEGATTTCTGCCCCAGT TTGAAGCT GAGGGAAGGAGATTTTGI G
CTAGGTGATGGAATCGGCGATTTCTGTCCCAGT TTGAAGCTCATGGAAACAGATTTTGT G
CTAGGTGATGGAATCGGGGATTTCTGTCCCAGT TTGAAGCTCATGGAAACAGATTTTGI G
CTAGGCGATGGAATCGGCGATTTCTGCCCCAGT TTGAAGCTAAGGGAAGGAGATTTTGT G
CTAGGTGATGGAATCGGGGATTTCTGTCCCAGT TTGAAGCTCATGGAAACAGATTTTGI G
CTAGGCGATGGAATCGGGGATTTCTGCCCCAGT TTGAAGCTGAGGGAAGGAGATTTTGT G

**x *k*k *k*k Kkk*k Xk kkkkk *kk *kk *kk kkkkkkkk *x * % Xk kkkkkk Kk

ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCTGG- AATTTGATAAATAAAAACAGGACACTAGTAAA
ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCT GG AATTTGATAA- TAAAAACAGGACACTAGTAAA
ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCTGG AATTTGATAAATAAAAACAGGACACTAGA- - -
ATGCCAAGGAAAGATTTCCCTGTCTGG AAATTAATAAAT GAAAATCGCGATCTCGTAAA
ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCTGG- AATTTGATAAACAAAAACAGGACACTAGTAAA
ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCTGG AATTTGATAAATAAAAAA- - - - - - - - - - - - - -
ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCTGG- AATTTGATAAAT GAAAACAGGAGACTAGTAAA
ATGCCAAGAAAAGAT TTCCCAGCCT GGGAATTTGATAAATAAAAACAGGACA- - - - - - - -
ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCTGG AATTTGATAAA- - - - - - - - - - e oo oo - - -
ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCT GG AATTTGATAAACAAAAACAGGACACTAGTAAA
ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCTGG- AATTTGATAAATAAAAACAGGACACTAGTAAA
ATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCT GG AATTTGATAAAT GAAAACAGGAGACTAGTAAA

khkkhkkhkkkhkk K hkkhhkhhkhkkhkhkkhk * *hkkk **k *k K*kkk

AGCAGGGGT CCACGAGT GGACCAACGGCAAAGAACT TGAACACAT TTTGCTACAATGGAT
AGCAACT GT CCACGAGT GGACT GAT GBGCAAGAATTOGGG: - - - T = == =< =< === - - -
AGCAGAGAT CCAT GGGT GGAGT GAT GGAGAAGAGCAAGAACACAT TCTGCTTCAGATAAT
AGCAGCT GT CCACGAGT GGACT GAT GGGGAAGAACT CGAGOGAAT TCTGCTACAACTAAT

AGCAGCT GT CCACGAGT GGACT GAT GBGGAAGAACT CGAGOGAAT TCTGCTACAACTAAT
AGCAACT GT CCACGAGT GGACT GAT GGGCAAGAATTOGAGA: - - - = - = = = == == =< =< - -
AGCAGCGGT CCACGAGT GGACT GAT GEGGAAGAACT GGAGAACAT TCTGCTACAACTAAT

CAACACAAT CAACAT TGAAGAAAGOCAAT TGT TATCAATGGAGAATTGCAAATTCCAGAC
- - AOGCAGTCTAG - - - - - GAGA- OCAGT- - - = - = = == m e e mmmemce e e

CAAAACGATTTCCATGGAAGATAATCAATTTTTATCGGTTGA- - T- TGCAAGTTTCAGAC
CAACACAATCAACATTGAAGAAAGCCA: - - - < = - = - = = == w e e oemmm e e oo

CAACACAATCAACATTGAAGAAAGCCAATTGT TATCACT CGAGTACT GCAAATTCCAGAC

129

545
152
361
340
593
193
312
592
121
158
454
593

605
212
421
400
653
253
372
652
181
218
514
653

664
270
477
459
712
298
431
704
219
277
573
712

724
311

519
772

491
337

614
772

784
331

576
799

540

397
832



LEPS2

S 3 —xXT TS oo

LEPS2

S5 3 —xXT TS oo

GAAACA- - - CAATGCAGCT CATGGAGCCT TGCCACGGCCTCTTCCAGTACCTTACTAAAT

AATAGC- - - CAAACCAGC- - ------- CTTACCACGGGCTCTTCCAGTGCCTTACTAAAT

A—CTAATGCCCTACAAGATTATTGTACTTTGT TTTGTACGTATGACATGT TTACTATCAA

A- - CTAATGGGTTTC GAAATTTTTGT TTGGTCTTGAATTAAAAATAAGT TAAATATATC

AACTTAAAAAACTACTATTTGCCATAAAAAAAAAAAAAAAAAA: - - - - - - oo e oo -
TACTTGTA------- TTTTATGGTTTTAT TTGAAA - - = - - o= o oo mmmmmmee oo o -
---------------------- CATCAACATGAAGAAAGAA: - - - - - - = w e oo e

GCTAAAAAGGAAATGAGTCACTCATTT

130

841

636

454
880

899

681

467
937

942

709

486
997

1024



E) Nukleotidsequenz des cDNA-Klons PCR gl-3

rot markiert Start- bzw. Stopcodon
hervorgehoben Restriktionsschnittstellen
kursiv generierte Primer mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen

Klonierungsstelle  Primer mit Bam HI-Schnittstelle

GAATTCGECTTCTCGAGGAT CCATGECTGGAATTGTAGTGT TTTTCGACT
TTGACAAGACGATTATCGATGT GGATAGT GATAATTGGGT GGTGGATGAG

Nco |

TTAGGCGCCACTGATTTGT TCAATCAGCTTCTCCCCACTATGCCATGGAA
CTCACTCATGGATAGAATGATGAACGAACT TCATACACAAGGECAAAACAA
TACAAGACATTGAAGAGGTACTGAAACGGGT TCCCATACACCCTAGGATT
GITCCAGCTATTAAATCAGCTTATGCATTAGGGTGTGATTTGAGAGTAAT
AAGCGATGCAAATGTATTCTTCATTGAAGCTATTTTGAAACATCTCGGAA
TTAGCGATTGT TTCTCTGAGAT CAATACGAAT CCAGGECTACGTCGATAAA
GAAGGCAGGCTTCGAATCCTTCCTTATGI TGATTTTCAAACATCCCCTCA
TGGTTGTAATCTCTGCCCTCCCAACATGT GCAAGGGTAGGATAGTAAAGA
Eco RI Bgl Il

GAATTCAAGCCATCTTGGCTAAGGAAGCGAAGAAAAGAATGATCTATCTA
GGECGATGGAATCCGECGAT TTCTGCCCCAGT TTGAAGCTAAGGGAAGGAGA
TTTTGTGATGCCAAGAAAAGATTTCCCAGCCTGGAATTTGATAAACAAAA

Spe |

ACAGGACACTAGTAAAAGCAGCTGTCCACGAGT GGACT GATGEGGAAGAA
Xho | Eco RI

CTCGAGCGAATTCTGCTACAACTAATCAACACAATCAACATTGAAGAAAG
CCAATTGTTATCATTGGAGI TCTGCAAATTCCAGACGATACCCAAAGCAG

Primer mit Hind 11l Schnittstelle

CTCATGGAGCCT TGCCACAGCCTCTTCCTGTGCCTTACT GAAAGCTTCTA
GAAGCACACT GECGECCGTTACTAGT GG

F) Nukleotidsequenz der putativen sauren Phosphatase (PCR gl-3) im
Expressionsvektor pRSET A

rot markiert Startcodons
hervorgehoben Restriktionsschnittstellen
kursiv Histidin-Anker

AAATAATTTTGITTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATCGCGEGGTTCTC

HIS-Tag

ATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACT GGTGGACAGCAAATG
Bam HI

GGTCGEGATCTGTACGACGAT GACGATAAGGATCGATGEGGATCCATGEC

TCEAATTGTAGTGI TTTTCGACTTTGACAAGACGATTATCGATGTGGATA

GTGATAATTGGGT GGTGGATGAGT TAGECGCCACTGATTTGTI TCAATCAG

Nco |

CTTCTCCCCACTATGCCATGG

Dargestellt ist lediglich der 5 -Bereich bis zur Nco I-Schnittstelle, da die Nukleotidsequenzen
von PCR gl-3 im Vektor pCR®2.1 (s. Anhang 4 E) und im Expressionsvektor pRSET A
identisch sind.
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F) Plasmidkarte des Klons F(A) gl-3

EcoRI/Notl Bgll Xhol Notl/EcoRlI
Spel Smal Ncol EcoRl Spel EcoRlI /Hindlll Xhol
— L | Ll Ll —L
Xbal Pstl EcoRV Sall
BamHI

100 nt

pBluescript® SK(+/-)
ca. 2.9 kb
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Anhang 5  Haufig verwendete Gerate

Zentrifugen  Centrifuge 5415 C (Eppendorf)

Centrifuge 5403 (Eppendorf; wurde verwendet,

angegeben)
Sorvall* RC-5B (Du Pont Instruments)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)

Thermomixer 5436 (Eppendorf)

Vakuumtrockner speedvac SC 100 (Savant)
Sonifiziergerat Sonopuls HD 60 (Bandelin)

Taumler Polymax 1040 (Heidolph)

PCR-Gerat GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer)

Elektrophoresekammern Horizonf‘ 1144 (Life Technologies)
Horizon® 58 (Life Technologies)
Mini-PROTEAN® 3 Cell (BioRad)

Elektrophoresis Power Supply ST 606 T (Life Technologies)
UV-Transilluminator FotoPrep | (Biometra)

UV-Stratalinker 1800 (Stratagene)

Hybridisierungsinkubator 7601 (GFL)

Inkubationsschranke 3032 (GFL)
Unitron (Infors AG Bottmingen)

Phospho Imager Storm 860 (Molecular Dynamics)
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