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Einleitung

A Einleitung

Pflanzen sind ortsgebundene Organismen und damit den Umweltbedingungen ihres
Standortes unmittelbar ausgesetzt. Sie haben ein breites Spektrum an Mechanismen
ausgepragt, um entwicklungshemmende Situationen, wie Trockenheit, mechanische
Verwundung, UV-Strahlung, Temperaturstre@ und den Befall durch phytopathogene
Organismen zu Uberstehen. Ein weiteres Charakteristikum pflanzlicher Organismen ist ihr
Aufbau aus bewegungsunféhigen Zellen, die von starren Zellwdnden umgeben sind. Im
Vergleich zum Immunsystem der Vertebraten besitzen Pflanzen keine spezialisierten
Zellen, die bei Erkrankungen schnell zum Infektionsort transportiert werden kénnen, um
eindringende Organismen abzuwehren (Lam et al. 2001). Jede Pflanzenzelle besitzt indes
die Fahigkeit, auf Infektionen zu reagieren und Abwehrreaktionen zu aktivieren (Ebel und
Mithofer 1998). Die bei der Pathogenabwehr ablaufenden Signaltransduktionsvorgange
weisen groRe Ahnlichkeit zu den Prozessen der angeborenen Immunitéat tierischer
Organismen auf (Cohn et al. 2001; Nurnberger und Scheel 2001).

Die Erforschung der molekularen Grundlagen von Pflanze-Pathogen-Interaktionen
sind Gegenstand der modernen Phytopathologie. Es werden stressinduzierte
Signalmechanismen untersucht, um die einzelnen pflanzlichen Reaktionen auf abiotische
Umweltfaktoren und nach Infektionen aufzuklaren.

1 Pflanze-Pathogen-Interaktionen

Pflanzen sind ununterbrochen dem Einflul3 von Bakterien, Viren, Pilzen und
Invertebraten (Insekten und Nematoden) ausgesetzt. Trotz dieser Vielzahl von Schadlingen
kommt es nur selten zu einer Besiedlung von Pflanzen durch phytopathogene
Organismen, da die attackierten Pflanzen meist die Lebensbedirfnisse der Pathogene
nicht erfillen, d. h. Nichtwirtspflanzen darstellen. Diese Pathogene sind nicht in der Lage,
konstitutiv vorhandene Barrieren der Pflanzenzelle zu lberwinden (Basisresistenz,
Nichtwirtsresistenz). Wird die Pflanze jedoch von einem Pathogen parasitiert, kann der
befallene Bereich durch die Aktivierung induzierbarer Abwehrmechanismen sofort lokal
abgegrenzt werden. Diese Mechanismen der Nichtwirtsresistenz werden auch unter dem
Begriff der Basisinkompatibilitat zusammengefal3t, und die Interaktion wird somit als
inkompatibel  bezeichnet. Unter bestimmten Umstanden, bei denen die
Abwehrmechanismen der Pflanze unzureichend sind, kann die Basisresistenz jedoch
durch das Pathogen Uberwunden werden, die Pflanze erkrankt und die Interaktion ist
kompatibel (Hammond-Kosack und Jones 1996; Hammond-Kosack und Jones 2000;
Heath 2000).

Die meisten Pathogene sind auf die Besiedlung eines sehr engen Pflanzenspektrums
spezialisiert. Aber auch diese Wirtspflanzen kénnen Resistenzen auspréagen. Bei diesen
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Wirtsresistenzen unterscheidet man eine generelle bzw. horizontale Resistenz von einer
spezifischen bzw. vertikalen Resistenz. Die horizontale Resistenz einer Wirtspflanze ist
gegenuber allen Rassen eines Pathogens wirksam und ist polygen bestimmt, im Vergleich
zur monogenetischen Determination der vertikalen Resistenz. Bei dieser Form der
Interaktion sind die Wirtspflanzen gegendber nur einigen bestimmten Rassen des
Phytopathogens resistent (Prell 1996).

Diese Inkompatibilitat von Wirt und Pathogen, die zur Resistenzauspragung fuhrt, wird
durch die ,Gen-fir-Gen“-Hypothese (genvermittelte Resistenz) beschrieben (Flor 1971).
Danach sind die Anwesenheit und die Wechselwirkung von Produkten eines dominanten,
pflanzlichen Resistenzgens (R-Gen) und eines komplementaren, dominanten, mikrobiellen
Avirulenzgens (Avr-Gen) die Vorraussetzungen fur eine inkompatible Interaktion.

11 Pflanzenpathogene und ihre Ernahrungsformen

Phytopathogene Organismen haben im Verlauf der Evolution mehrere
Ernahrungsstrategien entwickelt, um ihre Wirtszellen als Nahrstoffquelle zu nutzen, und
werden demzufolge in drei Gruppen eingeteilt: biotrophe, hemibiotrophe und nekrotrophe
Parasiten (Hammond-Kosack und Jones 2000).

Bei der biotrophen Erndhrungsform entnimmt der eindringende Organismus
N&hrstoffe aus lebenden und damit noch stoffwechselaktiven Pflanzenzellen durch
intrazellulare Kontakte, die z. B. durch Haustorien vermittelt werden. Zu dieser Gruppe der
biotrophen Pathogene gehéren die pilzlichen Erreger von Mehltau- und Rostkrankheiten,
Nematoden und einige Pseudomonas-Arten, wobei diese Organismen meist sehr
begrenzte Wirtsspektren besitzen. Hemibiotrophe Pathogene durchleben zunéchst eine
kurze, biotrophe Phase, bei der die Pflanzenzellen lebensfahig bleiben, und dann eine
nekrotrophe Phase, die zum Abtéten des pflanzlichen Gewebes flihrt. Ein Vertreter dieser
Gruppe ist der Erreger der Kraut- und Knollenfaule in Solanum tuberosum, der Oomycet
Phytophthora infestans. Eine grof3e Anzahl von Pflanzenspezies wird von nekrotrophen
Organismen, wie Pilzen der Gattung Pythium und Botrytis sowie Erwinia-Bakterien,
befallen. Diese produzieren zellwandabbauende Enzyme oder wirtsselektive Toxine bzw.
ein Gemisch aus diesen Substanzen und erndhren sich anschlieBend von dem
abgestorbenen, pflanzlichen Gewebe (Hammond-Kosack und Jones 2000).

1.2 Konstitutive Abwehrmechanismen

Gesunde Pflanzen bilden strukturelle und chemische Barrieren aus, die in einer ersten
Ebene der Pathogenabwehr konstitutiv vorhanden sind und einen primaren Schutz gegen
das Eindringen von Pathogenen darstellen. Mechanische Barrieren gegeniber einem
Pathogenbefall stellen die Lignine der Zellwand sowie Cutin und Suberin dar, die in der
Kutikula enthalten sind. Weiterhin werden niedermolekulare Verbindungen mit

2
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antimikrobiellen Eigenschaften konstitutiv gebildet, die extrazellular (im Interzellularraum)
und intrazellulér (in Vakuolen) in ihrer biologisch aktiven Form bzw. als inaktive Vorstufen
gespeichert werden. Nach Pathogenbefall oder Gewebeverletzungen werden diese
Substanzen freigesetzt bzw. aktiviert. Dazu zahlen unter anderem Saponine mit
antifungaler Wirkung, cyanogene Glykoside, die durch Freisetzung von Blausaure die
Atmungskette zahlreicher Organismen hemmen, und schwefelhaltige Glukosinolate, die
nach Umsetzung zu Isothiocyanaten, Thiocyanaten und Nitrilen auf fungale Pathogene der
Brassicaceae toxisch wirken (Osbourn 1996).

1.3 Erkennung zwischen Pflanze und Pathogen

Nach mikrobiellen Infektionen werden eine Reihe weiterer Abwehrmechanismen in
Pflanzenzellen induziert, die durch die Erkennung spezifischer Signalmolekile (Elicitoren)
ausgelost werden. Diese Elicitoren stammen von Pathogenen (exogene Elicitoren) oder
werden durch hydrolytische Enzyme aus den Zellwanden der Pflanze freigesetzt
(endogene Elicitoren). Es wurden Oligosaccharide, Proteine und Glykoproteine (Ebel und
Mithofer 1998) sowie Lipide (Bostock et al. 1981) als Ausléser der pflanzlichen
Abwehrreaktionen identifiziert. Die Signalerkennung erfolgt an Rezeptoren der
Pflanzenzelle, die fur fungale Elicitoren zumeist an der Zelloberflache lokalisiert sind (Ebel
und Scheel 1997), wohingegen bakterielle Elicitoren wahrscheinlich innerhalb der Zelle
perzipiert werden (Bonas und van den Ackerveken 1997; Hammond-Kosack und Jones
1997).

Das Elicitor-Rezeptor-Modell stellt eine erweiterte Erklarungsmaoglichkeit der ,Gen-flir-
Gen“-Hypothese dar (Yang et al. 1997). Es existieren keine grundsatzlichen Unterschiede
in den Signalmechanismen der Pathogenerkennung der Wirt- und Nichtwirtinteraktion
sowie der Perzeption rassenspezifischer und genereller (nichtrassenspezifischer)
Elicitoren (Grant und Mansfield 1999). Im Folgenden werden deshalb allgemeine
Abwehrreaktionen von Pflanzen bzw. Pflanzenzellen nach Pathogenbefall oder
Elicitorbehandlung beschrieben. Dennoch verursacht jede individuelle Signalerkennung
eine spezifische Aktivierung sekundarer Botenstoffe und charakteristischer Reaktionen
dieser komplexen Abwehrmechanismen (Feys und Parker 2000). Im Vergleich zu
suszeptiblen Pflanzen kommt es in resistenten Pflanzen zu einer schnellen Erkennung
des Pathogens (zum Teil durch R/AVR-Interaktion vermittelt) und einer unmittelbar
anschlieBenden effizienten Aktivierung von Abwehrreaktionen (Yang et al. 1997).

14 Signaltransduktion nach Elicitor-Rezeptor-Bindung

Die Elicitor-Rezeptor-Bindung stellt den ersten Schritt einer Signaltransduktionskette
dar, die zur Aktivierung komplexer Abwehrreaktionen fuhrt (Yang et al. 1997). Unmittelbar
nach der Signalperzeption werden lonenkanale der Plasmamembran aktiviert, und es
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kommt zur Stimulierung von lonenfliissen (H'- und Ca**-Einstrom, K*- und CI-Ausstrom:;
Nurnberger et al. 1994; Zimmermann et al. 1997). Der Anstieg des cytosolischen Ca?*-
Gehaltes und die Depolarisierung der Plasmamembran induzieren die extrazellulare
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), den oxidative burst (Blumwald et al. 1998;
Blume et al. 2000). Hierzu gehéren vor allem Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid,
Hydroperoxyl- und Hydroxylradikale (Low und Merida 1996; Lamb und Dixon 1997), deren
Synthese auf der Aktivitit membrangebundener NADPH-Oxidasen und/oder
apoplastischer Peroxidasen beruht (Kombrink und Somssich 1995). Es werden zweli
Phasen der ROS-Bildung beobachtet, wobei die erste Phase innerhalb von Minuten
sowohl bei suszeptiblen als auch bei resistenten Interaktionen erfolgt. Eine zweite, tber
Stunden andauernde Phase kommt jedoch nur bei der rassenspezifischen Resistenz vor
(Yang et al. 1997). Zusammen mit den ROS wird auch Stickstoffmonoxid als sekundarer
Botenstoff bei der Aktivierung von Abwehrreaktionen beschrieben (Delledonne et al. 1998).

An den friihen Signalreaktionen der pflanzlichen Abwehr sind weiterhin Proteinkinasen
und -phosphatasen Dbeteiligt, die eine Reihe von Phosphorylierungen und
Dephosphorylierungen katalysieren (Boller 1995; Ebel und Scheel 1997). So werden
innerhalb von Phosphorylierungskaskaden Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-
Kinasen; Ligterink et al. 1997) aktiviert, die mdglicherweise die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren verursachen und somit die Abwehrgenexpression stimulieren
(Eulgem et al. 1999).

15 Induzierte Abwehrmechanismen

In einer zweiten Ebene der pflanzlichen Abwehr, als Reaktion auf den Pathogenbefall
und vermittelt durch die oben beschriebene Signaltransduktion werden eine Vielzahl
weiterer Abwehrreaktionen induziert.

Die unmittelbare Auflagerung von Kallose auf die Zellwand (Bell 1981; Kauss et al.
1989) und die Einlagerung von Lignin, die zusétzlich zur konstitutiv vorhandenen
Lignifizierung erfolgt, bewirken eine lokale Verstarkung der Zellwand direkt am Infektionsort.
Eine im Verlauf der Pathogenese stattfindende Stimulierung der Synthese hydroxyprolin-
und prolinreicher Glykoproteine (HRGPs und GRPs; Bowles 1990) und die kovalente
Vernetzung dieser Sekundarmetabolite, ausgeldst durch die Bildung von ROS (Bradley et
al. 1992), tragt auRerdem zur Zellwandverstarkung nach mikrobiellen Infektionen bei.

Neben der Beteiligung von ROS an Signaltransduktionskaskaden wirken diese
Verbindungen direkt toxisch auf eindringende Pathogene (Lamb und Dixon 1997).
AulRerdem ist die Produktion von ROS ein charakteristisches Merkmal der Hypersensitiven
Reaktion (HR; Ebel und Scheel 1997; Lamb und Dixon 1997), die wenige Stunden nach
dem Pathogenkontakt zum Absterben der pflanzlichen Zellen am Infektionsort durch die
Aktivierung des programmierten Zelltodes (PCD) fuhrt (Lam et al. 2001). Hierbei kommt es
zur Entstehung makroskopisch sichtbarer Nekrosen. Dadurch wird die weitere
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Ausbreitung des Pathogens in unbefallenes Gewebe verhindert. Biotrophe Pathogene
werden aufgrund von Nahrungsentzug in ihrem Wachstum eingeschrénkt (Hammond-
Kosack und Jones 1996). Bei der Besiedlung mit hemibiotrophen Pathogenen kommt es
meist zur Freisetzung toxischer Verbindungen aus pflanzlichen Vakuolen (Dangl et al.
1996; Osbourn 1996).

Die HR ist sowohl ein Bestandteil der Basis- als auch der Wirtsresistenz (Heath
2000). Ein kausaler Zusammenhang zwischen der Auspragung der HR und der Induktion
anderer Abwehrmechanismen konnte bisher jedoch nicht nachgewiesen werden (Dangl et
al. 1996). Es wurden Isd-Mutanten beschrieben, die in Abwesenheit von Pathogenen
spontan die HR auspréagen und die Abwehrgenexpression aktivieren (Dietrich et al. 1994).
Einen Beweis dafur, dafl HR und Abwehrgenaktivierung nicht unmittelbar miteinander
verbunden sind, erbrachte die dndl-Mutante von Arabidopsis thaliana, die nach
Pathogenbefall keine HR auspragt und dennoch eine erhdhte Resistenz aufweist (Yu et al.
1998)

Verbunden mit der Auspragung der HR erfolgt die de novo-Synthese zahlreicher
Proteine, die durch eine transkriptionelle Aktivierung der korrespondierenden Gene nach
Pathogenbefall ausgelost werden (Kombrink und Somssich 1995). Dazu gehéren Enzyme
des Phenylpropanstoffwechsels, wie z.B. die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL), die
Zimtsaure-4-Hydroxylase (C4H) und die 4-Cumarat:CoA-Ligase (4CL), die Komponenten
des  Sekundarstoffwechsels  sind und die  Akkumulation  antimikrobieller
Sekundérmetaboliten (Phytoalexine) sowie die Synthese von Ligninvorstufen katalysieren
(Weisshaar und Jenkins 1998). Desweiteren akkumulieren die Transkripte einer Vielzahl
pathogenesis related proteins (PR-Proteine) und anderer defense related proteins wenige
Minuten bis Stunden nach Pathogenbefall. Der Begriff ,PR-Proteine” umfaf3t intra- und
extrazellulare Proteine, die in gesunden Pflanzen nicht nachweisbar sind und erst nach
Pathogeninfektionen bzw. unter bestimmten StreRbedingungen akkumulieren (Bowles
1990). Es wurden bisher mindestens 14 PR-Protein-Familien klassifiziert, die b-1,3-
Glucanasen, Chitinasen, Proteinase-Inhibitoren, Endoproteinasen und Peroxidasen sowie
Proteine mit antifungalen Eigenschaften umfassen (Ubersicht in: Hammond-Kosack und
Jones 2000). Zu den defense related proteins gehoren Lipoxygenasen (LOXen), die an der
pflanzlichen Abwehr einerseits durch die Synthese von Signalmolekilen, wie Jasmonséaure
(JA), und andererseits durch die Bildung antimikrobieller Verbindungen, wie Cs-Aldehyden,
beteiligt sind (Blée 1998). Diese Enzymklasse und der sich daraus ableitende
Stoffwechselweg werden in einem gesonderten Abschnitt genauer erlautert.

1.6 Sekundare Signalmolekile in der Pathogenabwehr

Nach den friihen Reaktionen, die durch die Elicitorerkennung aktiviert werden, erfolgt
eine Verstarkung der Signale und eine Regulation der Abwehrgenexpression durch die
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Erzeugung sekundarer Signalmolekile, wie Salicylsaure (SA), JA und Ethylen (Yang et al.
1997; Feys und Parker 2000).

SA hat eine sehr entscheidende Rolle bei der Aktivierung von Resistenzantworten in
einer Vielzahl von Pflanzen. Sie ist an der Akkumulation von PR-Proteinen sowohl direkt
am Ort der Infektion als auch in Geweben, die sich weit entfernt vom urspriinglichen
Infektionsort befinden, beteiligt. Dabei kann eine Immunisierung gegeniber spater
auftretenden Infektionen zahlreicher Pathogene erfolgen, die Gber Wochen bis Monate
anhalten kann. Dieser Vorgang wird als systemisch erworbene Resistenz (SAR)
bezeichnet (Ryals et al. 1996).

Neben diesen SA-abhéngigen Abwehrreaktionen gibt es aber auch SA-unabhangige
Reaktionen, die zeigen, dal3 SA nicht an der Abwehr aller Pathogene beteiligt ist (Pieterse
und van Loon 1999). JA und Ethylen sind ebenfalls Phytohormone, die viele physiologische
Prozesse regulieren und unter anderem die Akkumulation pflanzlicher Defensine, Thionine
und PR-Proteine induzieren, deren Synthese jedoch nicht durch SA stimuliert wird
(Pieterse und van Loon 1999). Diese Signalmolekile sind auf3erdem an der durch
Rhizobakterien vermittelten, induzierten systemischen Resistenz (ISR) beteiligt, die
schiitzende Abwehrreaktionen in entfernten Geweben unabhangig von der Expression von
PR-Genen stimulieren (van Wees et al. 1999).

Nach Pathogenbefall wird ein komplexes Muster von Abwehrreaktionen induziert, an
denen SA, JA und Ethylen in spezifischer Weise beteiligt sind (Feys und Parker 2000).
Dabei bestehen mdoglicherweise sowohl synergistische als auch antagonistische
Beziehungen zwischen den einzelnen Signalmolekilen, die es der Pflanze erméglichen,
auf verschiedene Pathogene unterschiedlich zu reagieren (Reymond und Farmer 1998).
Es ist moglich, dal3 SA-abhangige Reaktionswege besonders effektiv bei der Abwehr
biotropher Pathogene sind. JA/Ethylen-abhangige Reaktionen wiirden dagegen eher bei
der Abwehr nekrotropher Pathogene aktiviert (Thomma et al. 2001).

2 Lipoxygenasen in Pflanzen

Die Aufklarung der Bedeutung oxygenierter Fettsduren, der sogenannten Oxylipine
(Gerwick et al. 1991), bei pflanzlichen Wund- und Abwehrreaktionen ist von grof3em
Interesse in der Pflanzenforschung. Wéahrend bei Pflanzen bisher nur relativ wenige Daten
existieren, sind in tierischen Systemen die Funktionen von Oxylipinen (Leukotriene und
Lipoxine) bereits sehr genau aufgeklart worden. Hier sind sie an Entzindungs- und
Immunprozessen sowie hypersensitiven Reaktionen beteiligt (Samuelson et al. 1987).

Der erste Schritt der Oxylipinsynthese ist die Bildung von Hydroperoxid-Derivaten
vielfach ungesittigter Fettsduren (PUFAS), die in Pflanzen entweder durch Autoxidation
oder durch enzymatische Prozesse erfolgt (Feussner et al. 2001). An der enzymatischen
Bildung sind nicht-hamhaltige LOXen (Linoleat:Sauerstoff Oxidoreduktase, EC 1.13.11.12;
Rosahl 1996) und hamhaltige a-Dioxygenasen (Hamberg et al. 1999) beteiligt. LOXen
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gehdren zur Familie der Dioxygenasen (Siedow 1991), enthalten ein Uber
Aminosaureseitenketten gebundenes Eisenatom und wurden bisher in Vertebraten, Algen,
Pilzen und Pflanzen nachgewiesen (Brash 1999). Sie katalysieren die regiospezifische
Umsetzung von Fettsduren mit einem (1Z,4Z)-Pentadiensystem zu (1Z,3E)-
Hydroperoxyfettsauren (Gardner 1991). Das Hydroperoxid entsteht stereospezifisch nur in
der S-Konfiguration. Die Einteilung der LOXen erfolgt anhand der Regiospezifitat
gegenuber ihren Substraten. Tierische LOXen setzen in vielen Féllen Arachidonsaure um,
eine Polyenfettsaure mit einer Kettenlange von 20 Kohlenstoffatomen und
4 Doppelbindungen, wobei die Hydroperoxidgruppe an den Kohlenstoffatomen 5, 8, 9, 11,
12 oder 15 eingefiihrt werden kann (Yamamoto 1992). Die vorwiegenden Substrate
pflanzlicher Lipoxygenasen sind jedoch Linol- (LA) und a-Linolensaure (LnA), aus denen
die Glycerolipide pflanzlicher Membranen hauptsachlich aufgebaut sind (Gunstone 1992).
Durch die LOX-Reaktion entstehen Isomere der Positionen 9 und 13 (Abb. A-1). Das
Verhdltnis der 9- und 13-Hydroperoxid-Derivate unterscheidet sich bei den LOXen
verschiedener Pflanzenspezies (Vick und Zimmerman 1987). 9-LOXen katalysieren
vorwiegend die Synthese von (9S,10E,122)-9-Hydroperoxy-10,12-octadecadienséure (9-
HPOD) bzw. (9S,10E,12Z,15Z)-9-Hydroperoxy-10,12,15-octadecatriensaure (9-HPOT).
Die Aktivitat von 13-LOXen fuhrt Gberwiegend zur Entstehung von (9Z,11E,13S)-13-
Hydroperoxy-9,11-octadecadiensaure (13-HPOD) bzw. (9Z,11E,13S,152)-13-
Hydroperoxy-9,11,15-octadecatriensdure (13-HPOT). Die nur in wenigen Pflanzen
vorkommende Arachidonséure ist in den Lipiden von Oomyceten, die zum Teil
phytopathogene Organismen sind, enthalten und kann ebenfalls von pflanzlichen LOXen
umgesetzt werden (Rosahl 1996).

’VW\COOH
1V \{
— — 3 COCH — = % 3 COOH
HOO OOH
13-HPOT 9-HPOT

Abb. A-1: Die LOX-Reaktion.
Dargestellt am Beispiel der LnA.

Die eigentliche Fettsaureumsetzung verlauft Uber eine Radikalbildung durch
Abspaltung eines Protons im Zentrum des 1,4-Pentadiensystems. Dies hat die Reduktion
des Eisenatoms im aktiven Zentrum von der Oxidationsstufe Fe(lll) nach Fe(ll) zur Folge.
Das Radikal wird in [+2]- oder [-2]-Richtung in Bezug auf die anfangliche
Protonenabspaltung umgelagert. In einem zweiten Schritt erfolgt die Reaktion des
Pentadienylradikals mit molekularem Sauerstoff und die Anlagerung eines Protons,
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wodurch das Hydroperoxid-Derivat entsteht. Parallel dazu verlauft die Reaktivierung des
Eisenatoms in die Fe(lll)-Form durch stéchiometrische Mengen eines beliebigen Peroxides
(Feussner und Kuhn 2000).

Pflanzliche LOX-Proteine bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette mit einem
Molekulargewicht zwischen 94 wund 104 kDa (Brash 1999). Der Vergleich der
Aminoséuresequenzen, abgeleitet von cDNAs und genomischen Klonen verschiedener
Pflanzen, zeigt einen hohen Homologiegrad zwischen den einzelnen LOXen, die jedoch
keine Verwandtschaft zu anderen Proteinen aufweisen (Siedow 1991). Eine weitere
Einteilung der LOXen erfolgt aufgrund differenzieller Sequenzhomologien. Danach werden
Typ 1-LOXen, die kein chloroplastidares Transitpeptid besitzen und mehr als 75 %ige
Sequenzhomologien aufweisen, von LOXen des Typs 2 unterschieden, die ein solches
Transitpeptid enthalten und zueinander etwa 35 % homolog sind (Shibata et al. 1994). Die
phylogenetische Analyse der inzwischen sehr zahlreichen Sequenzinformationen
offenbart, daf Typ 1- und Typ 2-LOXen sowie 9 und 13-LOXen seperate Zweige des
LOX-Stammbaums bilden und die Isoformen mono- und dikotyledoner Pflanzen darin
unterschieden werden kénnen (Feussner und Wasternack 2002).

2.1 Der Lipoxygenase-Reaktionsweg

Die Produkte der LOX-Reaktionen, die Hydroperoxid-Derivate von PUFAs, werden in
Pflanzen sehr schnell durch eine Vielzahl von Enzymreaktionen weiter umgesetzt (Rosahl
1996; Blée 1998). Bisher wurden sieben Enzymfamilien beschrieben, die
Hydroperoxyfettsduren umsetzen und damit um diese LOX-Produkte konkurrieren (Abb. A-
2; Feussner et al. 2001).

Der Allenoxidsynthase (AOS)-Reaktionsweg besteht aus einer Enzymkaskade, die
zur Biosynthese von JA und Ketolen fihrt. Der erste Schritt ist die Umsetzung zu einem
instabilen Allenoxid, der durch die AOS katalysiert wird (Hamberg und Gardner 1992).
Dieses Enzym gehort zur Familie der Cytochrom-P450-Enzyme (Song und Brash 1991;
Howe et al. 2000; Maucher et al. 2000). Die meisten der bisher klonierten AOS besitzen
eine Substratspezifitat fur 13-Hydroperoxide und setzen zudem nur das S-Isomer um. Das
aus (13S)-HPOT durch die AOS-Aktivitat entstandene Allenoxid zerfallt spontan in
Gegenwart von Wasser zu a-Ketol [(9Z,13S,152)-12-Ox0-13-Hydroxy-9,15-
octadecadiensaure] und gKetol [(9S,10E,1527)-12-Ox0-9-Hydroxy-10,15-octadeca-
diensaure] oder wird in Gegenwart der hochspezifischen Allenoxidcyclase (AOC) zur
(10Z,152)-12-Ox0-10,15-phytodienséaure (12-Oxo-PDA) zykKlisiert (Ziegler et al. 2000).
AnschlieBend wird die D'*°-Doppelbindung des Cyclopentanonringes durch die Aktivitat
eines spezifischen Isoenzyms der 12-Oxo-PDA-Reduktase (OPR 3) reduziert (Schaller et
al. 2000) und die Karbonsaureseitenkette durch drei b-Oxidationsschritte verkirzt. Es
entsteht (3R,7S)-JA, die spontan zu (3R,7R)-JA epimerisiert (Sembdner und Parthier
1993). Beide Verbindungen, deren Methylester und bestimmte Aminosaure-Konjugate,
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insbesondere jene mit Leucin und Isoleucin, sind biologisch aktiv (Creelman und Mullet
1997; Kramell et al. 1997) und werden zusammenfassend als Jasmonate bezeichnet. Die
JA-Biosynthese erfolgt in zwei unterschiedlichen Zellkompartimenten. Wahrend LOX, AOS
und AOC in den Chloroplasten lokalisiert sind, befinden sich OPR 3 und die ab-
schlieBenden b-Oxidationszyklen in den Peroxisomen (Feussner und Wasternack 2002).

Hydroperoxidlyasen (HPLs) Kkatalysieren die Spaltung der S-Isomere der
Hydroperoxide in (3Z)-Aldehyde und w-Oxofettsduren. Sie sind in Pflanzen weit verbreitet
und gehoren ebenfalls zur Klasse der Cytochrom-P450-Enzyme (Bate et al. 1998; Matsui
1998; Howe et al. 2000). 13-HPLs spalten 13-HPOD bzw. 13-HPOT in (32)-Hexanal bzw.
(32)-Hexenal und 9(Z)-12-Oxo-9-dodecensaure. Letztere wird zu Traumatin isomerisiert
und oxidiert anschlieRend zu Traumatinsaure (Zimmerman und Coudron 1979). Die zweite
Familie der HPLs katalysieren neben der Spaltung von 13-Hydroperoxiden auch die der 9-
Isomere, wobei (32)-Nonenal und (3Z,6Z)-Nonadienal entstehen. Diese Enzyme werden
als 9/13-HPLs bezeichnet und weisen einen hoheren Grad der Sequenzhomologie zur
AOS-Enzymfamilie als zu 13-HPLs auf (Matsui et al. 2000). Die durch die HPL-Reaktion
entstandenen (32)-Aldehyde kénnen zu den entsprechenden (2E)-Derivaten isomerisieren
(Hatanaka 1993) und wahrscheinlich durch eine Alkoholdehydrogenase zu (32)- bzw. (2E)-
Alkoholen umgesetzt werden. AulRerdem koénnen die (3Z)-Aldehyde und Traumatin zu
Hydroxyaldehyden und 9-Hydroxytraumatin umgesetzt werden (Gardner und Hamberg
1993; Noordermeer et al. 2000).

Ein weiteres Cytochrom-P450-Enzym ist die Divinylethersynthase (DES), die die
Bildung von Divinylethern aus Hydroperoxyfettsduren katalysiert (Galliard und Phillips
1972). 9-HPOD und 9-HPOT werden zu Colnelsaure (CA; 9-[1'E,3'Z-Nonadienyloxy-]-8E-
nonensaure) bzw. Colnelensédure (CnA; 9-[1'E,3'Z,6°Z-Nonatrienyloxy-]-8E-nonensaure)
umgesetzt, 13-HPOD und 13-HPOT zu Etherolsaure (12-[1'E-Hexenyloxy]-9Z,11E-
dodecadiensédure) bzw. Etherolensdure (12-[1°E,3'Z-Hexadienyloxy]-9Z,11E-dodeca-
diensdure). Die erste DES wurde aus Lycopersicon esculentum kloniert und ist
hochspezifisch fur (9S)-Hydroperoxide (Itoh und Howe 2001).

AOS, HPL und DES sind Monooxygenasen mit einem Ham-Molekiil als prosthetischer
Gruppe (Cytochrom-P450-Enzyme). Im Unterschied zu anderen Cytochrom-P450-
Enzymen bendtigen sie nicht-molekularen Sauerstoff und NADPH fur ihre Aktivitat,
sondern verwenden Acylhydroperoxide als Sauerstoffdonor und Substrat, in denen eine
neue Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung gebildet wird. Sie gehdren weiterhin zur Unterfamilie
CYP74, die nur eine geringe Affinitat zu Kohlenmonoxid besitzen (Itoh und Howe 2001).
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Abb. A-2: Der LOX-Reaktionsweg.
Abkirzungen sind im Text erlautert.

Ein ebenfalls gut charakterisiertes Enzym des LOX-Reaktionsweges ist die
Peroxygenase, ein membrangebundenes Cytochrom-P450-Enzym (Blée und Schuber
1990; Hamberg und Hamberg 1990). Es kann die hydroperoxidabh&ngige Biosynthese von
Hydroxy-, Epoxy- und Hydroxyepoxyfettsauren katalysieren, wobei die cooxidativen
Prozesse durch intra- und intermolekulare Umlagerungen eines Sauerstoffatoms erfolgen
(Blée 1998). Die Epoxygruppen kénnen anschlieRend zu Dihydroxygruppen hydrolysiert
werden, so daf3 Di- und Trihydroxyfettsauren entstehen (Hamberg 1993).

10



Einleitung

Der Epoxyalkoholsynthase (EAS)-Reaktionsweg, der zur Synthese von
Epoxyhydroxiden und Trihydroxyfettsauren fuhrt, wurde erst kirzlich in Blattern von
S. tuberosum beschrieben (Hamberg 1999). (9S)-HPOD und (9S)-HPOT werden jeweils
spezifisch zu a,b- und gd-Epoxyalkoholen durch intramolekulare Sauerstoffumlagerung
umgesetzt, die wahrscheinlich durch eine EAS katalysiert wird. Diese Metaboliten kénnen
durch die Aktivitat einer Epoxidhydrolase zu Trihydroxyfettsduren hydrolysiert werden. Es
entstehen die LA-Derivate (9S,10S,11R,122)-9,10,11-Trihydroxy-12-octadecenséure
(9,20,11-TriHOE) und (9S,10E,12S,13S)-9,12,13-Trihydroxy-10-octadecensaure (9,12,13-
TriHOE) sowie die LnA-Derivate (9S,10S,11R,127,157)-9,10,11-Trihydroxy-12,15-
octadecadiensaure (9,10,11-TriHOD) und (9S,10E,12S,13S,152)-9,12,13-Tri-hydroxy-
10,15-octadecadiensaure (9,12,13-TriHOD).

Der Hydroperoxidreduktase-Reaktionsweg ist bisher in Pflanzen nur wenig
charakterisiert worden. Ein Enzym, das fir die Bildung der Hydroxyfettsauren mit
konjugiertem Diensystem verantwortlich ist, konnte noch nicht beschrieben werden. Es
wurde bisher nur eine pflanzliche Glutathion-Peroxidase mit hydroperoxidreduzierender
Aktivitat charakterisiert (Eshdat et al. 1997; Feussner et al. 2001).

Unter bestimmten Bedingungen, wie Sauerstoffmangel, koénnen LOXen die
0O-0-Bindung der Hydroperoxid-Derivate spalten und Alkoxyradikale bilden, die sich zu
Ketodien- und Ketotrien-Verbindungen umlagern (Feussner und Kihn 2000).

2.2 Physiologische Funktionen der Lipoxygenasen

LOXen und die Produkte des LOX-Reaktionsweges haben physiologische Funktionen
wahrend der pflanzlichen Enwicklung, wie z. B. bei der Samenkeimung, der Knollenbildung
bei S. tuberosum und bei Seneszenzvorgangen (Ubersicht in: Rosahl 1996; Feussner et
al. 2001). Besonders intensiv sind dabei die morphologischen und physiologischen Effekte
der Jasmonate auf die Pflanzenentwicklung untersucht worden (Ubersicht in: Sembdner
und Parthier 1993; Creelman und Mullet 1997). Daneben sind LOX-Produkte aber auch an
zahlreichen Stressantworten beteiligt. Traumatin  und Traumatinsdure wirken
wahrscheinlich an der Wundantwort durch Férderung der Zellteilung mit (Zimmerman und
Coudron 1979). Jasmonate und ihre Octadecan-Vorstufen (LnA, (13S)-HPOT und 12-Oxo-
PDA) induzieren nach mechanischer Verwundung sowie Fral3schaden durch Insekten die
Expression von Proteinase-Inhibitoren lokal im beschadigten Bereich sowie in Blattern, die
Uber dem Ort der Verwundung liegen (Farmer und Ryan 1992; Wasternack und Parthier
1997). Dabei wird diese systemische Wirkung durch das phloemaktive Peptid Systemin
vermittelt (Schaller 1999).
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2.2.1 Expression der Lipoxygenasen wahrend der Auspragung von
Abwehrreaktionen

Lipoxygenasen gehoren zur Gruppe der defense related proteins, die nach einem
Pathogenbefall in Pflanzen akkumulieren. So wurde in zahlreichen Mono- und
Dikotyledonen eine Verstarkung der LOX-Expression und ein Anstieg der LOX-Aktivitat
nach Infektion mit phytopathogenen Mikroorganismen und Viren bestimmt (Rosahl 1996;
Slusarenko 1996). Die LOX-Aktivitdt steigt in Blattern von Triticum aestivum nach
Inokulation mit avirulenten Rassen von Puccinia graminis wahrend der Auspragung der HR
an (Ocampo et al. 1986). In einer inkompatiblen Interaktion von Phaseolus vulgaris mit
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola korreliert die HR mit einer Stimulierung der LOX-
Aktivitat, die jedoch bei suszeptiblen Interaktionen ausbleibt (Croft et al. 1990). Die
Infiltration von A. thaliana mit einem avirulenten Stamm von Pseudomonas syringae
induziert die Expression des AtLOX1-Gens, die im Vergleich zur Infiltration mit einem
virulenten Stamm wesentlich friiher erfolgt (Melan et al. 1993). Die LOX-Expression und
deren Aktivitat werden spezifisch bei der inkompatiblen Interaktion von L. esculentum mit
P. syringae pv. syringae wahrend der Auspragung der HR induziert (Koch et al. 1992). In
Oryza sativa wird eine 13-LOX nach Inokulation mit einer inkompatiblen Rasse von
Magnaporthe grisea exprimiert, die dagegen in einer suszeptiblen Interaktion schwacher
ausgepragt ist (Peng et al. 1994). Bei der rassenspezifischen Resistenz von Nicotiana
tabacum gegenuber Phytophthora parasitica var. nicotianae (Ppn) erfolgt die Induktion der
LOX-Expression und Aktivitat in der inkompatiblen Interaktion friiher als in der kompatiblen
(Véronési et al. 1996). Damit wurde eine Korrelation zwischen der LOX-Aktivierung und
dem Ablauf von Abwehrreaktionen nach Pathogenbefall gezeigt, wobei zumeist in
inkompatiblen Interaktionen, verbunden mit der Ausprdgung von Resistenzen, eine
verstarkte Stimulierung der LOXen erfolgt.

Durch eine funktionelle Analyse konnte die Bedeutung von 9-LOXen bei
Resistenzmechanismen in der Interaktion von N. tabacum mit Ppn gezeigt werden. Der in
Wildtyp-Pflanzen nach Pathogenbefall induzierte Anstieg der 9LOX-Aktivitat wurde in
transgenen Pflanzen durch Expression von antisense-Konstrukten dieser 9-LOX inhibiert
(Rancé et al. 1998). Dabei erfolgte die Umwandlung einer inkompatiblen in eine kompatible
Interaktion, was auf eine entscheidene Bedeutung der 9-LOX bei der
Resistenzauspragung in N. tabacum hindeutet.

2.2.2 Oxylipine in der pflanzlichen Pathogenabwehr

Die LOX-Reaktion katalysiert die Bildung von Hydroperoxiden, die Substrate fir
zahlreiche Enzyme darstellen. Diese Enzyme des LOX-Reaktionsweges sowie deren
Produkte sind an der pflanzlichen Pathogenabwehr durch die Synthese von
Signalmolekilen und Phytoalexinen beteiligt. Die Elicitorbehandlung von verschiedenen
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Pflanzenzellen stimuliert die Freisetzung von LnA und die Bildung von 12-Oxo-PDA sowie
JA (Blechert et al. 1995; Parchmann et al. 1997). Wahrscheinlich wird durch die
Aktivierung zellwandgebundener Rezeptoren nach Insekten- oder Pathogenbefall eine
Lipase aktiviert und dadurch LnA aus Membranlipiden freigesetzt, die durch LOXen und
den anschlieRenden AOS-Reaktionsweg zu JA umgesetzt wird (Farmer und Ryan 1992).
Den Jasmonaten wird neben SA eine entscheidende Bedeutung als Bestandteile der
Signaltransduktionskette zugesprochen (s.1.6). So induzieren exogen applizierte
Jasmonate die Synthese einer Vielzahl von Proteinen, den Jasmonsaure-induzierten
Proteinen (JIPs; Weidhase et al. 1987; Mueller-Uri et al. 1988) und die Expression
Jasmonsaure-regulierter Gene (JRGs; Lee et al. 1996). JIPs mit bekannter Funktion sind
Z. B. Proteinase-Inhibitoren (Farmer und Ryan 1990), LOXen (Feussner et al. 1995) und
Ribosomen-inaktivierende Proteine (Reinbothe et al. 1994). In O. sativa akkumulieren
Phytoalexine nach der exogenen Applikation von Jasmonaten (Tamogami et al. 1997), und
in Phaseolus lunatus induzieren Jasmonate und deren Octadecan-Vorstufen die
Biosynthese fliichtiger Verbindungen (Koch et al. 1999). Methyljasmonat (MeJA), der
flichtige Methylester der JA, ist wahrscheinlich an der Aktivierung von Abwehrgenen in
nicht infizierten Nachbarpflanzen beteiligt (Farmer und Ryan 1990).

Funktionelle Analysen in transgenen Pflanzen deuten auf die Bedeutung der LOXen
sowie der Enzyme und Produkte des LOX-Reaktionsweges bei der Antwort auf
Verwundung und Pathogenbefall in Pflanzen hin. In transgenen Pflanzen von A. thaliana,
die eine verminderte Expression der 13-LOX AtLOX2 aufweisen, bleibt im Gegensatz zu
den Wildtyp-Pflanzen der Anstieg von JA nach Verwundung aus, und die
Transkriptakkumulation des VSP-Gens, das fir ein vegetatives Speicherprotein kodiert, ist
in den transgenen Pflanzen vermindert (Bell et al. 1995). Die Analyse einer Mutante von
A. thaliana (fad3-2 fad7-2 fad8), deren LnA-Synthese nicht mehr vorhanden ist, ergab, daf3
die transgenen Pflanzen im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen weniger JA enthalten und
suszeptibler nach dem Befall saprophytischer Insekten sind (McConn et al. 1997).
Desweiteren ist die Abwehr dieser LnA-freien Mutanten gegentiber dem phytopathogenen
Oomyceten Pythium mastophorum vermindert (Viayan et al. 1998). Eine erhthte
Suszeptibilitat gegeniber Insektenbefall wurde auch in transgenen Pflanzen von
S. tuberosum beobachtet, die geringere Mengen einer 13-LOX oder 13-HPL exprimieren
(Royo et al. 1999; Vancanneyt et al. 2001). Die A. thaliana-Mutante jarl, die eine reduzierte
Sensitivitat gegentiber MeJA aufweist, ist ebenfalls suszeptibler nach dem Befall von
Pythium irregulare (Staswick et al. 1998). Eine weitere Signalmutante von A. thaliana, die
coil-Mutante, ist insensitiv gegentiber Coronatin, einem chloroseinduzierenden Toxin aus
P. syringae, und gegentiber exogen appliziertem JA. Die coil-Mutante weist eine erhthte
Suszeptibilitdt bei Befall mit nekrotrophen Pathogenen, wie z.B. Alternaria brassicicola
und Botrytis cinerea, auf (Thomma et al. 1998). Vor kurzem wurde eine weitere coil-
Mutante (coil-20) beschrieben, deren erhdhte Resistenz gegeniber P. syringae mit einer
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verstarkten SA-Synthese und einer SA-vermittelten Abwehrreaktion nach der Infektion
verbunden ist (Kloek et al. 2001). Neben diesen ,loss-of-function“-Mutanten wurde die
cevl-Mutante beschrieben, deren JA-regulierte Signaltransduktionskette konstitutiv aktiv ist
und die eine erhdhte Resistenz gegeniuber Erregern von Mehltauerkrankungen aufweist
(Ellis und Turner 2001).

Ein neuer Metabolit des AOS-Reaktionsweges wurde in verwundeten Blattern von
A. thaliana und S. tuberosum beschrieben (Weber et al. 1997). Diese cyclopentenhaltige
Verbindung mit 16 Kohlenstoffatomen wird als Dinor-oxo-PDA bezeichnet und stellt
maoglicherweise ein Hexadecan-Signalmolekul dar.

In Hordeum wvulgare wird nach SA-Behandlung bevorzugt der Reduktaseweg
stimuliert (Weichert et al. 1999). Da das aus diesem Reaktionsweg resultierende 13-HOT
eine PR1-Transkriptakkumulation nach exogener Applikation induziert, wird 13-HOT als ein
weiteres Signalmolekil diskutiert.

Arachidonsédure kommt nicht in Pflanzen vor, ist aber ein Bestandteil fungaler
Membranen und kann als Elicitor pflanzliche Abwehrmechanismen induzieren. In Knollen
von S. tuberosum werden nach Arachidonséure-Behandlung Phytoalexine gebildet, und die
LOX-Aktivitat steigt an (Bostock et al. 1981; Bostock et al. 1992). Dieses LOX-Substrat
stellt somit ein weiteres Signalmolekil wahrend der pflanzlichen Reaktionen auf
Pathogenbefall dar.

Die Kutikula der Pflanzen, die einen ersten Oberflachenschutz gegen Pathogenbefall
darstellt, besteht aus Epoxy- und Hydroxyderivaten der Palmitin-, Ol- und Linolséure, die
maoglicherweise durch die Aktivitdt von Peroxygenasen und Epoxidhydrolasen entstanden
sind (Blée 1998). Fragmente der Kutikula kénnen ebenfalls als Signale bei der Induktion
von Abwehrreaktionen wirken (Schweizer et al. 1996).

Eine  weitere Funktion des LOX-Reaktionsweges bei pflanzlichen
Abwehrmechanismen kann in der Synthese antimikrobieller Metaboliten bestehen. Die
Primarprodukte der LOX-Reaktion, die Hydroperoxyfettsauren, wirken inhibierend auf das
Wachstum von M. grisea und P. infestans, wobei die Hydroxyderivate bereits bei
geringeren Konzentrationen wesentlich effizienter sind als die Hydroperoxide (Ohta et al.
1990; Ricker und Bostock 1994). Ebenso werden wachstumsinhibierende Effekte fir
Trihydroxy- und Epoxyderivate diskutiert (Kato et al. 1985; Masui et al. 1989). Der HPL-
Reaktionsweg katalysiert die Synthese der Cg-Aldehyde, die den charakteristischen
Geruch verwundeter Pflanzen verursachen (Hatanaka 1993). Diese akkumulieren in
P. vulgaris nach Inokulation mit P. syringae (Croft et al. 1993) und wirken sowohl bakterizid
als auch antifungal (Deng et al. 1993; Vaughn und Gardner 1993). Wahrscheinlich sind die
Aldehyde besonders an frihen Abwehrreaktionen beteiligt, bevor andere Mechanismen
aktiviert werden (Croft et al. 1993). Dabei wirken die Co-Aldehyde toxischer als die Gs-
Aldehyde, die daflur aber weniger flichtig sind (Vaughn und Gardner 1993). Die Produkte
der DES (CA und CnA), die in Blattern von S. tuberosum nach Infektion mit P. infestans
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akkumulieren, besitzen ebenfalls antimikrobielle Aktivitat (Weber et al. 1999).
Mdglicherweise sind sie an der Resistenzauspragung gegenuber P. infestans beteiligt, da
sie in einer Sorte von S. tuberosum mit erhdhter Resistenz schneller akkumulieren als in
einer suszeptiblen (Weber et al. 1999). AuRerdem besitzt JA neben seiner Funktion als
Signalmolekil eventuell auch antifungale Eigenschaften, die verschiedene
Entwicklungsprozesse von Pilzen inhibieren kénnen (Schweizer et al. 1993).

3 Die Pflanze-Pathogen-Interaktion von Solanum tuberosum und
Phytophthora infestans

S. tuberosum wurde im 16. Jahrhundert aus Siidamerika eingefuhrt und gehdrt heute
zu den wichtigsten Kulturpflanzen in Europa. Aufgrund der verhaltnismafig
anspruchslosen Wachstumsbedingungen gestaltet sich der landwirtschaftliche Anbau
relativ einfach. Probleme dabei bereiten jedoch immer wieder Erkrankungen, wie Rost,
Brand, Mehltau und vor allem die durch den Oomyceten P. infestans verursachte Kraut-
und Knollenfaule, die bei groRRflachigem Befall erhebliche Ertragseinbuf3en verursacht. Die
Zoosporen von P. infestans werden durch Wind und Regen verbreitet, und bei feuchtem,
kihlem Sommerwetter bieten sich optimale Bedingungen fur das Auskeimen auf den
Blattern von S. tuberosum. Zu Beginn der Infektion entstehen wassrige Lasionen, und
innerhalb weniger Tage kommt es aufgrund des Pathogenwachstums zum vollstandigen
Absterben des Blattes. In den Boden gelangende Sporangien von P. infestans kdnnen
auch die Knollen von S. tuberosum infizieren. Befallene Knollen sind anhand unregelmé&Rig
braungrauer Flecken erkennbar und bis ins Knolleninnere braun und trockenfaulig. Diese
Knollen stellen wahrend der Lagerung Infektionsherde fiir gesunde Knollen dar. Die Kraut-
und Knollenfaule wird derzeit durch den kostenintensiven Einsatz umweltbelastender
Fungizide bekampft. Daneben wurde versucht, wirksame Resistenzgene aus den
Wildtypformen Solanum demissum und Solanum commersonii in kultivierte Sorten von
S. tuberosum einzukreuzen. Aufgrund des sehr schnellen Auftretens neuer virulenter
Rassen von P.infestans waren die erzielten Resistenzen aber nicht sehr dauerhatft.
Deshalb besteht weiterhin gro3es Interesse, alternative Methoden zur Bekampfung der
Kraut- und Knollenfaule zu finden.

Es wurden mehrere LOX-Isoformen von S. tuberosum isoliert, deren Expression zum
Teil in Verbindung mit der pflanzlichen Antwort auf Verwundung und Pathogenbefall
beschrieben worden sind. StLOX1 stellt eine knollenspezifische, wahrscheinlich im
Cytoplasma lokalisierte 9-LOX dar (Geerts et al. 1994). Ein weiterer cDNA-Klon aus
S. tuberosum, der zu 9-LOXen korrespondiert, ist die PLOX1, die in Blattern nach Infektion
mit P. infestans und nach Behandlung mit dem Elicitor Arachidonsdure exprimiert wird
(Fidantsef und Bostock 1998). Vor kurzem wurde eine weitere 9LOX, die POTLX-3,
beschrieben, deren Expression in Blattern nach Ethylen- und MeJA-Behandlung sowie
nach Inokulation mit P. infestans induziert ist (Kolomiets et al. 2000). Eine Funktion der
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POTLX-2 wahrend der frihen Knollenentwicklung von S. tuberosum wurde in transgenen
Pflanzen gezeigt, in denen die verminderte Expression dieser 9LOX mit reduzierten
Knollenertragen und -gréf3en sowie Stérungen in der Knollenbildung korreliert (Kolomiets et
al. 2001). Desweiteren wurden 13-LOXen beschrieben, die chloroplastidare Transitpeptide
enthalten (Royo et al. 1996). Dies sind die StLOX2, die blattspezifisch exprimiert wird, und
die StLOXS3, die in Wurzeln und Blattern exprimiert wird. Die Expression beider LOXen
wird durch Verwundung induziert. Wahrend die Akkumulation der StLOX3 Transkripte
bereits 30 min nach Verwundung ihr Maximum erreicht, akkumulieren die Transkripte der
StLOX2 kontinuierlich tber 24 h. Detailierte Analysen, um die Bedeutung der einzelnen
LOX-Isoformen, der Enzyme und Produkte des LOX-Reaktionsweges bei
Abwehrreaktionen zu untersuchen, erfolgten bisher in S. tuberosum nicht. Es wurde
gezeigt, dafd die Divinylether CA und CnA nach Pathogenbefall akkumulieren und
maoglicherweise mit der Resistenzauspragung korrelieren (Weber et al. 1999).

Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung der Arbeit war die Bedeutung des LOX-Reaktionsweges wahrend der
Auspragung von Abwehrreaktionen bei Pathogenbefall in S. tuberosum zu untersuchen.

Dabei sollte zunachst am Modellsystem der Zellen von S.tuberosum die
Genexpression von drei Lipoxygenase-lsoformen (StLOX1, StLOX2, StLOX3) und das
Metabolitenprofil  des LOX-Reaktionsweges nach  Behandlung mit einer
Rohelicitorpréaparation von P. infestans analysiert werden, um eine mdgliche bevorzugte
Akkumulation bestimmter Oxylipine charakterisieren zu kénnen. Anschlieend sollte die
Nichtwirt-Pathogen-Interaktion mit Pseudomonas syringae pv. maculicola und die
kompatible Interaktion mit P. infestans in Blattern von S.tuberosum L. cv. Désirée
untersucht werden, um den LOX-Reaktionsweg in verschiedenen Interaktionssystemen
beschreiben zu konnen. Weiterhin sollten aich resistentere Sorten von S. tuberosum
analysiert und dadurch eine Beteiligung des LOX-Reaktionsweges an der
Resistenzauspragung untersucht werden.

Erganzend sollten gain of function-Experimente mittels Infiltration von Produkten der
LOX-Reaktion durchgefiihrt werden, um deren Beteiligung an der HR und Induktion der
Abwehrgenexpression zu untersuchen. Loss of function-Experimente mit transgenen
Pflanzen sollten zur Untersuchung der Rolle von 9-LOXen bei Abwehrreaktionen in
S. tuberosum erfolgen.
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B Material und Methoden
1 Material
1.1 Pflanzenzellen

Es wurde eine Zellkultur aus dem Kallusgewebe verwundeter Blatter von Solanum
tuberosum L. cv. Désirée angelegt.

Dazu wurden die Blatter steriler Pflanzen mit einem Skalpell verwundet und tber
einen Zeitraum von 4 Wochen auf Kallusinduktionsmedium im Dunkeln bei einer
Temperatur von 22 °C inkubiert. Die entstandenen Kalli wurden weitere 4 Wochen unter
diesen Bedingungen subkultiviert. Kleinere Sticke des Kallusgewebes wurden
anschlielend in Flussigmedium dberfuhrt und im Dunkeln bei 22 °C und 120 rpm
geschuttelt. Im Abstand von 7d wurde die Zellkultur tGber einem Sieb abgegossen, die
Zellen mit einem Skalpell verfeinert und in frisches Flissigmedium Gberfuhrt. Nach etwa
8 Wochen stand eine homogene Suspension der Zellen von S. tuberosum zur Verfigung.

Mit einer weiteren Zellkultur aus Blattern von S. tuberosum L. cv. Désirée, die von
Dr. A. Schmidt (IPB, Halle) zur Verfigung gestellt wurde, erfolgten Vorversuche und
Jasmonsaurebestimmungen.

Kallusinduktionsmedium:
MS-Medium (s. 2.1.2.1);
2 mg/l 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure;
pH 5,7
Flussigmedium:
Salze und Vitamine des MS-Mediums mit Gamborg B5 Vitaminen (DUCHEFA, Haarlem,
Niederlande);
2 mg/l 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure;
pH 5,7

11.1 Kultivierung

Nach jeweils 7d wurden ca. 3,4 g Zellen in 50 ml frisches Flissigmedium Uberfiihrt
und im Dunkeln bei 22 °C und 120 rpm geschdttelt.

11.2 Elicitierung

5 d nach dem Uberfiihren in frisches Flissigmedium wurden die Pflanzenzellen tber
definierte Zeitrdume mit dem Kulturfiltrat von Phytophthora infestans inkubiert. Die
Endkonzentration des Kulturfiltrats im Medium betrug 10 pg/ml Glucoseaquivalente
(s.1.6.1).

Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeiten wurden die Zellen in einem
Buchnertrichter aus dem Medium abgesaugt, zweimal gewaschen und anschlie3end in
flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
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1.2 Pflanzen

4 verschiedene Sorten von S. tuberosum L. standen fur Untersuchungen an Ganz-
pflanzen zur Verfugung. Diese waren von Dr. E. Tacke (BIOPLANT GmbH, Ebsdorf)
bereitgestellt worden. Die Untersuchung der Nichtwirt-Pathogen- und der kompatiblen
Interaktion erfolgte mit Pflanzen der Sorte Désirée. Resistenzantworten wurden anhand
der Sorten Tomba, Producent und Kuras analysiert, die fur die Krautfaule die Boniturnote 3
nach der Liste des Bundessortenamtes haben. Die Boniturnoten reichen von 9 (hoch
anfallig) bis 1 (immun). Weiterhin wurden transgene nahG-Pflanzen der Sorte Désirée
untersucht (von Dr. P. Landgraf, IPB Halle, zur Verfugung gestellt), die das fur die
Salicylathydroxylase kodierende Gen aus Pseudomonas putida exprimieren.

1.21 Anzucht

Die Pflanzen wurden als sterile Gewebekulturen gehalten, die auf MS-Medium in der
Phytokammer bei 23 °C mit einem Licht/Dunkel-Wechsel von 16 und 8 h und einer
Lichtmenge von 100 YE angezogen wurden.

MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962):
Salze und Vitamine des MS-Mediums (DUCHEFA, Haarlem, Niederlande);
0,8 % (wh) plant agar;
2,0 % (wh)  Saccharose;
pH 5,8

1.2.2 Behandlung der Blatter mit Pathogenen

Fir Infektionsexperimente wurden Gewebekulturpflanzen, die etwa 4 Wochen auf MS-
Medium gewachsen waren, weitere 4 Wochen auf einem Erde/Sand-Gemisch (1:1) in der
Phytokammer bei 22 °C (Lichtphase) bzw. 18 °C (Dunkelphase) und 60 % relativer
Luftfeuchtigkeit bei einem Licht/Dunkel-Wechsel von 16 und 8 h angezogen und Uber den
Zeitraum der Versuchsdurchfuihrung bei gleichen Bedingungen inkubiert.

Die Infiltration mit einer Suspension von Pseudomonas syringae pv. maculicola
(s.1.3.1), mit 100 mM Pepl3, 10 uM Eosin bzw. mit verschiedenen Konzentrationen von
LOX-Metaboliten (von Prof. Dr. M. Hamberg, Karolinska Institut, Stockholm und M. Stumpe,
IPK, Gatersleben zur Verfugung gestellt) erfolgte mit Hilfe einer 1ml-Spritze durch die
Stomata der Blattunterseite. Kontrollpflanzen wurden mit 10 mM MgCL infiltriert. Es
wurden etwa 2/3 der Blattflache von zwei alteren Blattern infiltriert.

Fiar die Inokulation mit P. infestans wurden zwischen 20 und 30 Tropfen von je 10 pl
einer Zoosporensuspension (s.1.6.2) auf der Blattunterseite von zwei alteren Blattern
verteilt. Kontrollpflanzen wurden mit Wasser behandelt. Die relative Luftfeuchtigkeit wurde
wahrend dieser Infektionsversuche auf 100 % erhoht.

Die behandelten Blatter wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in
flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
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1.2.3 Transformation mittels Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation von Pflanzen der Sorte Désirée mit dem Plasmidkonstrukt
pBKTX-LOXas-GUS-LOXs bzw. pBKTX-POTLX-3as erfolgte mit der Blattscheiben-
Transformationsmethode (Horsch et al. 1985) durch den A.tumefaciens-vermittelten
T-DNA-Transfer.

Jeweils eine A. tumefaciens-Kolonie, die die oben genannten Plasmidkonstrukte bzw.
das Plasmid pBKTX besal3en, wurden in 20 ml YEB-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin
(s. 1.3.3) Uber Nacht kultiviert, zentrifugiert (10 min, 2.700 x g, RT), das Sediment mit
20ml 10 mM Magnesiumsulfat gewaschen und in 20 ml 3MS-Flissigmedium
resuspendiert. Blatter von etwa 3Wochen alten Gewebekulturpflanzen wurden an der
Unterseite eingeritzt, die Petiolen entfernt und die Blatter mit der Oberseite auf 10 ml 3MS-
Flissigmedium  gelegt. Nach  Zugabe von 100yl der entsprechenden
Agrobakteriensuspension wurden die Blatter bei 23 °C 2d im Dunkeln inkubiert. Danach
wurden die Blatter mit der Unterseite auf GMS-Kallusinduktionsmedium ausgelegt und in
der Phytokammer inkubiert. Nach etwa 10d wurden die Blatter auf GMS-
Sprol3induktionsmedium transferiert. Nachdem 2 bis 3 cm lange Sprosse entstanden
waren, wurden diese abgetrennt und auf 3MS-Wurzelinduktionsmedium umgesetzt. Nach
der Wurzelbildung wurden die transgenen Pflanzen auf MS-Transformationsmedium

gehalten.
3MS-Flissigmedium: GMS-Medium:
Salze und Vitamine des MS-Mediums; Salze und Vitamine des MS-Mediums;
3,0 % (wh) Saccharose; 0,8 % (whN) plant agar;
pH 5,8 16 % (wWh) Glucose;
pH 5,8
GMS-Kallusinduktionsmedium: GMS-SproRinduktionsmedium:
GMS-Medium; GMS-Medium;
nach Autoklavieren: nach Autoklavieren:
5 ug/ml Naphthylessigsaure; 2 pg/ml  Zeatinriboside;
0,1 pg/ml  Benzylaminopurin; 0,02 pg/ml  Naphthylessigsaure;
40 pg/ml  Cefotaxim; 0,02 pg/ml Gibberellin As;
50 pg/ml Kanamycin 40 pg/ml Cefotaxim;
50 pg/ml Kanamycin
3MS-Wurzelinduktionsmedium: MS-Transformantenmedium:
3MS-Flissigmedium; MS-Medium;
0,8 % (wh) plant agar; nach Autoklavieren:
nach Autoklavieren: 50 pg/ml - Kanamycin
40 pg/mi Cefotaxim;
50 pg/mi Kanamycin
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1.3 Bakterien

13.1 Kultivierung von Pseudomonas syringae pv. maculicola

Der verwendete Bakterienstamm P. syringae pv. maculicola M2 (Debener et al. 1991) war
von Prof. Dr. J. Dangl (University of North Carolina, Chapel Hill, USA) zur Verfugung gestellt
worden.

Fur Infektionsexperimente wurden Bakterien aus der Glycerinkultur auf King's B-Medium
ausgestrichen und fur 3 d bei 28 °C angezogen. Von dieser Kultur wurde eine einzelne Kolonie in
Flussig-King’s B-Medium uiber Nacht bei 28 °C und 160 rpm angezogen. Diese Ubernachtkultur
wurde zentrifugiert (5 min, 2.700x g, RT), das Sediment mit 10 mM Magnesiumchlorid
gewaschen und in 10 mM Magnesiumchlorid resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde
auf eine ODggo Von 0,2 eingestellt, was einer Bakteriendichte von 1x10° cfu/ml entspricht.

King’s B-Medium:

2 % (wWwN) Glycerin;
3 % (wh) Proteose Pepton No. 3;
0,8 % (wh) plant agar;
nach Autoklavieren: 0,1 % (Wh) Dikaliumhydrogenphosphat (sterilfiltriert);
0,1 % (wh)  Magnesiumchlorid (sterilfiltriert);
50  pg/mi Rifampicin

Flissig-King’s B-Medium:
King’'s B-Medium ohne plant agar

1.3.2 Kultivierung von Escherichia coli

Der Bakterienstamm E. coli DH5a (Hanahan 1983) diente als Wirtsbakterienstamm fir
Transformationsexperimente.

Die Kultivierung erfolgte in LB-Medium bzw. auf LB-Platten [LB-Medium mit 0,8 % (w/v)
plant agar] bei 37 °C unter Zusatz von 50 pg/ml Ampicillin bzw. Kanamycin, wobei fur die
Anzucht in Flussigkultur aul3erdem mit 160 rpm geschuttelt wurde .

LB-Medium:
1 % (wv) Trypton;
0,5 % (wh)  Hefeextrakt;
0,5 % (wh)  Natriumchlorid;
pH 7,0

1321 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente E. coli-Zellen wurden mit Hilfe der Rubidiumchlorid-Methode (Tang et al. 1994)
hergestellt, aliquotiert, sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und maximal 3 Monate bei -80 °C
gelagert.

1.3.2.2 Transformation

100 ul kompetente Zellen wurden auf Eis vorsichtig aufgetaut, 30 min mit Plasmid-DNA auf
Eis inkubiert, 30 sec auf 42 °C erhitzt und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurden
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400 uI  SOB-Medium  zugegeben, 30-60min bei 37°C geschittelt, und der
Transformationsansatz auf LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen. Die
Kultivierung erfolgte Uber Nacht bei 37 °C.

SOB-Medium:
LB-Medium;
nach Autoklavieren: 20 mM Magnesiumsulfat (sterilfiltriert)

1.3.3 Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens

Fir die Pflanzentransformation wurde der A. tumefaciens-Stamm LBA4404 (Hoekema et al.
1983) verwendet.

Die Kultivierung erfolgte in YEB-Medium bzw. auf YEB-Platten [YEB-Medium mit 0,8 % (w/v)
plant agar] bei 28 °C unter Zusatz von 50 pg/ml Kanamycin, wobei fur die Anzucht in
Flussigkultur zusatzlich mit 160 rpm geschuttelt wurde.

YEB-Medium:
0,5 % (WN) beef extract;
0,1 % (wN) Hefeextrakt;
0,5 % (wWwh) Pepton;
0,5 % (wh) Saccharose;
nach Autoklavieren: 2 mM Magnesiumsulfat (sterilfiltriert)

1.33.1 Herstellung kompetenter Zellen

Eine Kolonie wurde nach der Methode von Ho6fgen und Willmitzer (1988) in 2ml YEB-
Medium uber Nacht bei 28 °C angezogen. Von dieser Ubernachtkultur wurde 1 ml in 50 ml YEB-
Medium bis zum Erreichen einer ODggo von ca. 0,6 subkultiviert. Es wurde zentrifugiert (10 min,
2.700 x g, 4°C), die Zellen in 1 ml YEB-Medium aufgenommen, aliquotiert, sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren und maximal 3 Monate bei -80 °C gelagert.

1.3.3.2 Transformation

200 pl kompetente Zellen wurden nach der Methode von Hoéfgen und Willmitzer (1988)
vorsichtig auf Eis aufgetaut, mit Plasmid-DNA versetzt und jeweils 5min auf Eis, in flissigem
Stickstoff und bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1ml YEB-Medium wurde 2h bei 28 °C
geschiittelt, der Transformationsansatz auf YEB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum
ausgestrichen und 2 d bei 28 °C inkubiert.
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14 Klonierungsvektoren

Folgende Plasmidvektoren wurden fur diese Arbeit eingesetzt:

Tab. B-1: Plasmidvektoren.

Plasmid- Merkmale Verwendungszweck Referenz
Vektor
pCR®2.1 | T7-Promotor, lacZ, MCS, | Standardklonierung und INVITROGEN
Amp', Kan' Sequenzierung (Groningen,

Niederlande)
pPKN-GUS | Kpnl/EcoRI-Fragment | Konstruktion des RNAI- | (Feltkamp et al. 1995)
des GUS-Gens (2,1 Fragmentes
kb), Ampr
pBKTX 35S-TX-Promotor, MCS, [ Pflanzentransformation Dr. S. Rosahl (IPB, Halle)
OCS-Poly(A), NOS-
Promotor, Kan'

15 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma MWG-BIOTECH (Ebersberg)
synthetisiert.

Tab. B-2:  Oligonukleotid-Primer.

Primer Sequenz in 5'-3' Richtung Funktion
5coDES TGG GTI AWH GCH CAY GAR TGB GG' Amplifizierung eines D%-FAD-
3coDES CCA RTY CCA YTC IGW BGA RTC RTA RTG" homologen cDNA-Fragmentes
cgb5hom ACA AAC AGG CAA CTA AGT GTG CTT CAC C Restriktionsanalyse
cg3hom GCG ATT TGG GAG GTA ACC TGC ATA AGG
cgbi GAG CTC TAT GTT GCA GTG AAT GAC TCG POTLX-3sense-RNAi-Fragment
cg3i GAG CTC GGA TAG TCT TGA ATT AGC AAG mit Sacl-Schnittstellen
cg5i-2 GGA TCC TAT GTT GCA GTG AAT GAC TCG POTLX-3antisense-RNAI-
cg3i-2 CTG CAG GGT ACC GGA TAG TCT TGA ATT Fragment mit BamHI- bzw.

AGC Pstl-Kpnl-Schnittstelle
cgb5potas TCT AGA AAG CTATCT CTG GGA GTG POTLX-3 mit Xbal bzw. Kpnl-
cg3potas GGT ACC GGATAG TCT TGA ATT AGC AAG Schnittstelle

! Fritsche et al. 1999

1.6 Oomycet Phytophthora infestans

Die Praparationen des Kulturfiltrats fir die Behandlung der Pflanzenzellen (s. 1.1.2) und der
Zoosporensuspensionen  fir  die  Inokulationsexperimente  (s.1.2.2), erfolgten aus
entsprechenden Kulturen von P. infestans, die von Dr. T. NUrnberger, IPB, Halle, zur Verfiigung
gestellt wurden.

Die Kultivierung erfolgte auf Hafer-Bohne-Medium bei 18 °C im Dunkeln.

Hafer-Bohne-Medium:
3,4 % (wN) Bohnenmehl;
1,7 % (wh) Hafermehl;
0,85 % (wN)  Saccharose;
15 % (wh) Agar
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16.1 Praparation des Kulturfiltrats

Fur die Herstellung einer Rohelicitorpraparation wurde eine Kultur von P. infestans in
flissigem Henniger-Medium (Henninger 1959) angezogen. Nach 6 Wochen wurde das Medium
durch ein Nylonnetz (45 um MaschengroRe) filtriert und anschlieRend gefriergetrocknet. Der
Ruckstand wurde in Wasser aufgenommen und gegen Wasser dialysiert. Die Bestimmung der
Glucosekonzentration des Kulturfiltrates erfolgte mit der Anthron-Methode (Dische 1962).

16.2 Isolation von Zoosporensuspensionen

Ein Stick des mit P.infestans bewachsenen Hafer-Bohne-Mediums wurde auf frisches
Hafer-Bohne-Medium Uberfuihrt und 10 bis 12 d kultiviert. Das Pilzmycel wurde dann mit 8 mi
Wasser iberschichtet und 4h bei 4°C inkubiert. Der Uberstand wurde anschlieRend kréftig
geschiittelt und die Sporenkonzentration mit einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer bestimmt. Flr
die Inokulationsexperimente wurden Konzentrationen von 400.000 bis 500.000 Sporen/ml

eingesetzt.

2 Methoden

2.1 Nukleinsaureanalysen

211 Praparation von Nukleinsauren

Allgemein gilt fir den Umgang mit RNA, dal3 alle Lésungen vor Gebrauch zur Inaktivierung
von RNasen mit 0,1 % (v/v) DEPC behandelt und anschlie3end autoklaviert wurden. Tris-haltige
Puffer wurden mit DEPC-behandeltem und autoklaviertem Wasser angesetzt.

2111 RNA-Praparation

Fur die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenzellen nach der Methode von Logemann et
al. (1987) wurden 300 mg gefrorenes Zellmaterial in flissigem Stickstoff gemdrsert, mit 1 ml
RNA-Extraktionspuffer homogenisiert und mit 0,7 Vol. PCI versetzt. Nach der Zentrifugation
(20 min, 12.000 x g, 4 °C) wurde die RNA aus der oberen, waldrigen Phase unter Zugabe von
0,05Vol. 1M Essigsaure mit 0,7 Vol. Ethanol fur mindest. 1 h bei -20°C gefallt und
anschlieRend zentrifugiert (15 min, 12.000 x g, 4°C). Das Prazipitat wurde hintereinander mit
1 ml 70 %igem Ethanol, 1ml 3M Natriumacetat, pH 4,8, 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 30 ul Wasser aufgenommen.

Gesamt-RNA aus etwa 100 mg Blattmaterial wurde mit der Methode nach Chomczynski
und Sacchi (1987) isoliert. Das gefrorene und gemorserte Blattmaterial wurde mit 1 ml , TRIzoL®
Reagent’ (GIBCO BRL, Eggenstein) homogenisiert und mit 0,2 ml Chloroform versetzt. Nach
der Zentrifugation (15 min, 12.000 x g, 4 °C) wurde die RNA aus der oberen, waldrigen Phase mit
0,8 Vol. Isopropanol fur 10 min bei RT gefallt und anschliel3end zentrifugiert (15 min, 12.000 x g,

23



Material und Methoden

4 °C). Das Prazipitat wurde mit 80 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 pl Wasser

aufgenommen.
RNA-Extraktionspuffer: PCI:
8 M Guanidiniumchlorid; Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
20 mM MES; (25:24:1, viviv)
20 mM EDTA;

pH 7,0

2112 Praparation genomischer DNA

Etwa 500 mg gefrorenes Blattmaterial wurden mit 1 ml DNA-Extraktionspuffer
homogenisiert und 10 min bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul 3 M Kaliumacetat,
pH 4,8 wurde vorsichtig geschwenkt, mindest. 10 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert
(10 min, 12.000 x g, 4°C). Die obere, walrige Phase wurde mit 0,7 Vol. PCI versetzt,
vorsichtig gemischt und zentrifugiert (10 min, 12.000 x g, 4 °C). Aus der walrigen Phase
wurde die genomische DNA mit 0,5 Vol. Isopropanol gefallt und anschlieBend zentrifugiert
(5 min, 12.000xg, 4°C). Das Prazipitat wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 50 ul TE-Puffer aufgenommen.

DNA-Extraktionspuffer: TE-Puffer:
100 mMm Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM Tris-HCI;
50 mM EDTA, pH 8,0; 1 mM EDTA;
500 mM Natriumchlorid; pH 8,0

1,5 % (wh) SDS

2113 Préparation von Plasmid-DNA

Die Préaparation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse aus Flussigkulturen (Birnboim und Doly 1979).

Mini-Praparation

Eine Ubernachtkultur von E.coli DH5a, die in 1,5ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum angezogen worden war, wurde zentrifugiert (1 min,
12.000 x g, RT), in 0,1 ml Lysispuffer aufgenommen und mit 0,2 ml frisch angesetzter,
alkalischer SDS-LOsung versetzt. Diese Suspension wurde geschwenkt, nachfolgend mit
0,15 ml 3 M Kaliumacetat, pH 4,8 versetzt, wiederholt geschwenkt und 5min auf Eis
inkubiert. Nach der Zentrifugation (15 min, 12.000 x g, 4 °C) wurden die Nukleinsduren aus
dem Uberstand mit 0,6 Vol. Isopropanol fur 10 min bei RT gefallt und anschlieRend
zentrifugiert (15 min, 12.000x g, 4 °C). Das Prazipitat wurde mit 80 %igem Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.
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Lysispuffer: Alkalische SDS-L6ésung:
50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,2 N Natriumhydroxid,;
50 mM EDTA, 1 % (Wv) SDS

15 % (W)  Saccharose

Zur Préparation von Plasmid-DNA fir die Sequenzierung wurde der ,QIAprep® Spin
Miniprep Kit* (QIAGEN, Hilden) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

Midi-Préparation

Fir die Praparation groRerer Mengen an Plasmid-DNA wurde eine Ubernachtkultur
von E. coli DH5a, in 50 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum angezogen,
und der ,QIAfilter™ Plasmid Midi Kit* (QIAGEN, Hilden) nach den Angaben des Herstellers
eingesetzt.

Praparation von Plasmid-DNA aus Agrobacterium tumefaciens

Eine Kultur von A.tumefaciens LBA4404 wurde in 1,5ml YEB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum 2d bei 28 °C geschuttelt. Nach der Zentrifugation (1 min,
12.000 x g, RT) wurde die Suspension in 0,1 ml Lysozym-Ldsung aufgenommen, 30 min
bei RT inkubiert, mit 0,2 ml frisch angesetzter, alkalischer SDS-Losung versetzt,
geschwenkt und 30 min bei RT inkubiert. Nachfolgend wurde die Suspension mit 0,15 ml
3 M Kaliumacetat versetzt, geschwenkt und zentrifugiert (5 min, 12.000 x g, 4°C). Der
Uberstand wurde mit 1 Vol. PCI versetzt, zentrifugiert (3 min, 12.000 x g, 4 °C), die obere,
walrige Phase mit 1Vol. Chloroform versetzt und zentrifugiert (2 min, 12.000 x g, 4 °C).
Die DNA wurde aus dem Uberstand mit 0,6 Vol. Isopropanol fiir 5 min bei RT gefallt und
anschlieRend zentrifugiert (15 min, 12.000 x g, 4 °C). Das Prazipitat wurde mit 80 %igem
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.

Lysozym-LOsung:

0,9 % (wh) wasserfreie Glukose;
10 mM EDTA, pH 8,0;

25 mM Tris-HCI, pH 8,0;
0,4 % (wh) Lysozym

2114 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem ,QIAEX Il Gel
Extraction Kit“ (QIAGEN, Hilden) entsprechend dem Protokoll des Herstellers. Unter UV-
Licht wurde zuvor das DNA-Fragment enthaltende Agarosegelstiick mit einem Skalpell
ausgeschnitten.

2.1.2 Agarosegel-Elektrophorese

2121 Denaturierende Agarosegel-Elektrophorese

Jeweils 20 ug Gesamt-RNA wurden mit 1,5 Vol. RNA-Probenpuffer versetzt, 15 min
bei 65 °C erhitzt, 5 min auf Eis inkubiert, mit 1 pl Ethidiumbromidldsung (1 mg/ml) versetzt
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und auf ein denaturierendes Agarosegel aufgetragen. Die RNA wurde 1,5 h bei 6 V/cm mit
1XMOPS-Puffer als Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Dokumentation wurden
die Agarosegele unter Bestrahlung mit UV-Licht (312 nm) fotografiert.

RNA-Probenpuffer: 10xMOPS-Puffer:
50 % (V) Formamid; 200 mM  Morpholinopropansulfon-
6 % (VAV) Formaldehyd; saure;
6 % (VAV) Glycerin; 50 mM Natriumacetat;
10 % (V) 10xMOPS; 5 mM EDTA;
0,04 % (wh) Bromphenolblau pH 7,0

Denaturierendes Agarosegel:
1 % (W)  Agarose;
6 % (VAV) Formaldehyd;
10 % (VAV) 10xMOPS-Puffer

2.1.2.2 Nichtdenaturierende Agarosegel-Elektrophorese

Die DNA wurde mit 0,2Vol. DNA-Probenpuffer versetzt und auf das
nichtdenaturierende Agarosegel aufgetragen. Als Gré3enmarker wurde | -DNA, die mit der
Restriktionsendonuklease Pstl geschnitten war, eingesetzt. Die elektrophoretische
Auftrennung der DNA erfolgte bei 1,5 bis 6 V/cm mit 1XTAE als Laufpuffer. Anschliel3end
wurde das Agarosegel 10 bis 15 min in der Ethidiumbromid-Farbeldsung inkubiert. Unter
Bestrahlung mit UV-Licht (312 nm) konnte die Auftrennung der DNA dokumentiert werden.

DNA-Probenpuffer: 50xTAE:
30 % (VV) Glycerin; 2 M Tris-HCI;
2 % (VV) 50xXTAE; 1 M Natriumacetat;
0,25 % (w/Wv) Bromphenolblau 100 mM EDTA,
Nichtdenaturierendes Agarosegel: pH 8,0
1-2 % (wh)  Agarose; Ethidiumbromid-Farbeldésung:
in 1XTAE 0,5 pg/ml  Ethidiumbromid,;
in IXTAE
2.1.3 Transfertechniken und radioaktive Hybridisierung

2.1.3.1 Northern-Transfer

Der Transfer der im denaturierenden Agarosegel aufgetrennten RNA auf eine positiv
geladene Nylonmembran erfolgte durch einen Kapillar-Blot. Dabei wurde die RNA unter
Verwendung von Filterpapier (FILTRAK, Niederschlag) mit 20xSSC auf positiv geladene
Nylonmembranen (ROCHE, Mannheim) tberfuhrt. Der Kapillartransfer erfolgte fur ca. 16 h
bei RT. Anschlielend wurde die RNA durch UV-Bestrahlung mit 120 mJ im ,UV
Stratalinker™ 1800 (STRATAGENE, Heidelberg) kovalent an die Membran gebunden.

20xSSC:

3 M Natriumchlorid;

0,3 M Natriumcitrat;
pH 7,0
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2.1.3.2 Southern-Transfer

Ca. 30 ug genomische DNA wurden mit einer Restrikitionsendonuklease unter Zusatz
von RNase A lber Nacht bei 37 °C gespalten und im nichtdenaturierenden Agarosegel fir
ca. 16 h bei 1,5 V/cm aufgetrennt. Das Agarosegel wurde anschliel3end jeweils 45 min in
Denaturierungslosung sowie Neutralisierungslosung geschwenkt. Der Transfer der DNA
auf eine Nylonmembran erfolgte wie flir den Northern-Transfer (s. 2.1.3.1) beschrieben.

Denaturierungslésung:

0,5 M Natriumhydroxid;
1,5 M Natriumchlorid

Neutralisierungslosung:
0,5 M Tris-HCI;
1,5 M Natriumchlorid;
pH 7,0

2.1.3.3 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Radioaktive Markierungen von DNA-Fragmenten erfolgten mit dem ,Megaprime-DNA
Labelling System* (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, Freiburg). Es wurden 50 bis
100ng DNA-Fragment (s.2.2.1.1.4) und 1,85mBq [a-*’P]-dATP (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH, Freiburg) eingesetzt. Die nichteingebauten Nukleotide wurden
Uber ,Probe Quant™ G-50 Micro Columns® (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH,
Freiburg) abgetrennt.

2.1.3.4 Radioaktive Hybridisierung

Nach dem Transfer der Nukleinsauren auf Nylonmembranen erfolgte die
Hybridisierung mit radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten zum Nachweis spezifischer
Nukleinsduremolekiile.

Far Northern-Blot-Analysen wurden folgende Fragmente verwendet:

Tab. B-3: cDNA-Fragmente fur Northern-Blot-Analysen.

Gen cDNA-Fragment Referenz
StLOX1 1,4 kb; EcoRI (Geerts et al. 1994)
StLOX2 2,2 kb, BamHI (Royo et al. 1996)
StLOX3 1,8 kb; Pstl (Royo et al. 1996)
POTLX-3 0,4 kb; RNAi-Fragment | s. 4.3 (Kolomiets et al. 2000)
StPRB1b 0,3 kb; EcoRlI (Kistner 1999)

StPR10 0,8 kb; EcoRI (Gobel et al. 2001)

StPAL 1,2 kb; EcoRI (Joos und Hahlbrock 1992)
St4Cl 2,0 kb; EcoRI (Becker-André et al. 1991)
StTHT 0,95 kb; EcoRI (Schmidt et al. 1999)
St25SrRNA 1,3 kb; BamHI J. Petters (IPB, Halle)

Die Southern-Blot-Analysen der RNAi-Transformanten erfolgten mit dem EcoRV/Sacl-
Fragment des pKN-GUS (GUS-Gen), die Analyse der POTLX-3as-Transformanten bzw.
der Kontrollpflanzen mit dem EcoRI/Hindlll-Fragment des pBK-TX (35S-TX-Promotor).

Far die Hybridisierung wurde die Nylonmembran in eine Hybridisierungsréhre
Uberfuhrt. Alle Hybridisierungsschritte wurden in einem Hybridisierungsofen unter
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standigem Drehen durchgefiihrt. Zunadchst erfolgte die Prahybridisierung in 20 ml
Hybridisierungslosung fur 1 h bei 42 °C. Zur Hybridisierung wurde diese Losung durch die
Hybridisierungslosung mit dem radioaktiv markierten, 10 min bei 95 °C denaturierten und
auf Eis rasch abgekuhlten DNA-Fragment ersetzt und ca. 16 h bei 42 °C inkubiert.
Die Nylonmembran wurde nach dem Entfernen der Hybridisierungslésung dreimal
20 min mit der Waschlosung bei 60 °C inkubiert und dann mit Folie abgedeckt. Der
Nachweis der radioaktiv markierten Nukleinsauren erfolgte mittels storage phosphor-
Technik unter Verwendung eines ,phosphoscreens” (MOLECULAR DYNAMICS, Krefeld),
der nachfolgend mit Hilfe eines Laserstrahls an einem ,phosphoimager (MOLECULAR
DYNAMICS, Krefeld) abgelesen wurde.
Zum Entfernen der radioaktiv markierten DNA-Fragmente wurde die Nylonmembran
dreimal 15 min mit 0,1 % (w/v) SDS bei 65 °C inkubiert.
Hybridisierungslésung:
0,2 % (wN) Polyvinylpyrrolidon-40 (SIGMA, Deisenhofen);
0,2 % (wh) Ficoll 400 (PHARMACIA, Uppsala, Schweden);
0,2 % (wh) BSA Fraktion V (BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim);

48 % (VAV) Lésung N;
48 % (VAV) Formamid;

100 pg/mi hitzedenaturierte Heringssperma-DNA (SIGMA, Deisenhofen)
Losung N: Waschlésung:
1,8 M Natriumchlorid; 15 % (V) 20xSSC (s. 2.1.3.1);
100 mM Natriumdihydrogen- 0,1 % (Wv) SDS
phosphat;
10 mM EDTA,;
0,2 % (wN) SDS;
pH 7,0
2.1.4 Klonierungstechniken

Zur Konstruktion und Klonierung von Plasmiden wurden die
Restriktionsendonukleasen der Firma ROCHE (Mannheim) verwendet. Die
Standardmethoden erfolgten nach Sambrook et al. (1989).

2141 Dephosphorylierung

Um die Selbstligation von Vektoren, die zuvor mit Restriktionsendonukleasen
gespalten waren, zu verhindern, wurden diese direkt nach der Restriktionsspaltung mit
alkalischer Phosphatase aus Palaemon borealis (ROCHE, Mannheim) nach
Herstellerangaben behandelt.

2.14.2 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit glatten bzw. Giberhangenden Enden erfolgte mit
dem ,Rapid DNA Ligation Kit* (ROCHE, Mannheim) bzw. mit der ,T4 DNA Ligase"
(ROCHE, Mannheim), die nach Herstellerangaben verwendet wurden. PCR-Produkte
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wurden mit dem ,TOPO TA Cloning® Kit* (INVITROGEN, Groningen, Niederlande) nach
Herstellerangaben in den pCR 2.1-Vektor kloniert.

2.1.5 PCR

Die  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur  Amplifizierung von
Nukleotidsequenzen verwendet.

Als DNA-Matrize dienten Plasmid-DNA bzw. Bakterienkolonien bei der Selektion
positiver Klone nach Klonierungsexperimenten. In je 50 pul PCR-Ansatzen wurde 1 pl DNA-
Losung eingesetzt bzw. Zellmaterial einer E. coli-Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher
abgestreift. Die Schmelztemperaturen der verwendeten Oligonukleotid-Primer (s. 1.5)
wurden folgendermal3en berechnet:

Tm =69,3 °C + (0,41 x Prozent des G/C-Gehalts) - 650 / Lange des Primers

Die PCR wurde nach den Herstellerangaben mit der Tag-DNA-Polymerase
durchgefihrt. Bei Verwendung von Koloniematerial wurde 10 min bei 95 °C vorinkubiert,
um den Zellaufschluf® zu ermdglichen.

PCR-Ansatz (50 pl):

1 yw  Template-DNA (50 - 200 ng/pl) oder Bakterienkolonie;
1 w  5'-Primer (100 uM);
1 w  3-Primer (100 pM);
5 gl dNTP-Mix (10 mM);
5 pl  10xTag-Reaktionspuffer (mit 15 mM Magnesiumchlorid);
25 U Tag-DNA-Polymerase (ROCHE, Mannheim)
2.16 RT-PCR

Die Reverse Transkription von mRNA und anschlieBende Amplifikation der cDNA
erfolgte mittels RT-PCR.

Zur Entfernung von DNA-Verunreinigungen in RNA-Losungen wurden je 10 pg
Gesamt-RNA mit 10 U RNase-freier DNase | (ROCHE, Mannheim) in Gegenwart von 10 U
RNase-Inhibitor (ROCHE, Mannheim) 30 min bei 37 °C inkubiert, anschlieRend mit
Phenol/Chloroform (1:1, viv)- und Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, viv)-Extraktion
gereinigt, nach Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat und 2 VVol. Ethanol Gber Nacht bei -
20 °C geféllt und zentrifugiert (15 min, 12.000 x g, 4 °C). Das Préazipitat wurde mit
70 %igem Ethanol gewaschen und in 10 pl Wasser aufgenommen (ca. 1 pg/ul).

Fir die RT-PCR wurden die ,Ready-To-Go™ RT-PCR Beads® (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH, Freiburg) nach Herstellerangaben verwendet. Je 2ul DNase-
behandelte RNA-L6sung wurden in 50 pl RT-PCR-Ansétzen eingesetzt.

RT-PCR-Ansatz:

,Ready-To-Go™ RT-PCR Bead* (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, Freiburg);
2 I DNase-behandelte RNA (ca 2 pg);
1,5 pl 5-Primer (10 uM);

1,5 pl 3*-Primer (10 uM);
45 - Wasser
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Desweiteren wurde die ,SuperScript™Il RNase H Reverse Transcriptase” (GIBCO
BRL, Eggenstein) benutzt. Je 2 pul DNase-behandelte RNA-LOsung wurden nach
Herstellerangaben verwendet.

2.1.7 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

2.1.7.1 Automatisierte Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der automatischen
Sequenzierer ,LiCor, Modell 4000L“ bzw. ,LONGREADIR 4200 (MWG-BIOTECH,
Ebersberg). Fur die Sequenzierreaktionen kam der ,SequiTherm EXCEL™ Long-Read™
Sequencing Kit* (BIOZYM, Oldendorf) zum Einsatz, wobei die nichtradioaktive Markierung
der DNA Uber die 5-Fluoreszenzmarkierung der Primer durch ,IRD700“ bzw. ,IRD800"
(MWG-BIOTECH, Ebersberg) erfolgte.

2.1.7.2 Computergestitzte Sequenzanalyse

Die Sequenzdaten wurden zunachst mit dem ,Basic ImagIR Version 4.00“-Programm
(MWG-BIOTECH, Ebersberg) analysiert. Datenbankrecherchen und Sequenzvergleiche
erfolgten mit Hilfe von Programmen, die vom National Centre for Biotechnological
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST) und vom EXPASy Molecular
Biology Server (http://www.expasy.ch) angeboten werden.

2.2 Proteinanalysen

2.2.1 Proteinisolierung

Je 0,3 bis 0,5 g gefrorenes Zellmaterial wurden in flissigem Stickstoff pulverisiert und
mit 0,5 ml Protein-Extraktionspuffer versetzt. Zur Extraktion wurde kraftig geschuttelt,
anschlieBend zentrifugiert (5 min, 12.000 x g, RT) und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefald tberflhrt. Die Proteinbestimmung erfolgte mit Bicinchoninsaure (ROTH,
Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers.

Protein-Extraktionspuffer:
100 mM Tris-HCI, pH 7,6;
5 mM EDTA;
0,1 % (wh) SDS;

2.2.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 10 %igen, denaturierenden
Polyacrylamidgel mit einem aufgelagerten Startgel nach einer modifizierten Methode von
Laemmli (1970). Es wurde die ,Mini-PROTEAN® 3 Cell“-Apparatur (BIO-RAD, Miinchen)
verwendet.

Jeweils 40 pg Protein wurden, mit 0,2 Vol. Protein-Probenpuffer versetzt und 5 min bei
95 °C denaturiert, auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsstandard wurden 8l
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Jprestained protein marker* (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt/Main) verwendet. Die
Auftrennung erfolgte in Elektrophoresepuffer 15 min bei 15 mA, 30 min bei 20 mA und bis
zum Erreichen des unteren Gelendes durch die Bromphenolblau-Bande bei 30 mA.

10 %ige Trenngel-Losung: Sammelgel:
10 % (wh)  Acrylamid; 3,75 % (wN)  Acrylamid;
2,7 % (wN) Bisacrylamid; 1 % (wiv)  Bisacrylamid;
250 mM Tris-HCI, pH 8,8; 125 mM Tris-HCI, pH 6,8;
0,1 % (wv) SDS; 0,1 % (wv) SDS;
5 % (V) Glycerin; 0,4 % (W) TEMED,;
0,4 % (W) TEMED; 0,08 % (wWh) APS
0,05 % (wv) APS
Protein-Probenpuffer: Elektrophoresepuffer:
100 mM Tris-HCI, pH 6,8; 25 mM Tris;
25 % (wWv) SDS; 200 mM Glycin;
20 % (V) Glycerin 0,1 % (Wv) SDS;
pH 8,3
2.2.3 Western-Transfer und Immunodetektion

2231 Western-Transfer

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden aus dem Gel nach dem Naf3blot-
Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran (MACHEREY-NAGEL, Duren) transferiert. Dazu
wurde eine ,Mini Trans-Blot® Cell“-Apparatur (BIO-RAD, Miinchen) verwendet. Der
Transfer wurde bei 100 V fir 1 h mit Transferpuffer durchgefihrt.

Zur Kontrolle des Transfers, zur Markierung des Molekulargewichtstandards und zur
Abschatzung der aufgetrennten Proteinmenge erfolgte die Anfarbung der Proteine auf der
Nitrocellulosemembran mit Ponceau nach einer Methode von Steffen und Linck (1989).

Transferpuffer:
25 mM Tris-HCI, pH 8,3;
192 mM Glycin;
20 % (V) Methanol

2.2.3.2 Immunodetektion

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran wurde diese dreimal
15 min in PBS-Puffer gewaschen und dann fur 5h in Blockierungslésung inkubiert.
Anschlieend wurde die Membran in einer 1:1000-Verdiinnung des polyklonalen
Antikdrpers gegen die 539 N-terminalen Aminosauren der StLOX1 (Geerts et al. 1994) in
Blockierungsldsung fiir ca. 16 h bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fur 15 min
in PBS-Puffer wurde der sekundare Antikorper, ,Anti-Rabbit IgG-Horseradish Peroxidase
Conjugate* (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, Freiburg), in einer 1:1000-Verdinnung in
Blockierungslosung 1h mit der Nitrocellulosemembran geschwenkt. Die Membran wurde
dreimal 3 min in PBS-Puffer gewaschen und anschliel3end mit ,ECL+Plus Reagenz*
(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, Freiburg) nach Angaben des Herstellers behandelt.
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Die Nitrocellulosemembran wurde nun in Folie eingeschlagen und zusammen mit einem
Rontgenfilm in einer Rontgenfilmkassette fir 30 s bis 5 min bei RT inkubiert.

PBS-Puffer:
0,58 M Dinatriumhydrogenphosphat;
0,17 M Natriumdihydrogenphosphat;
0,68 M Natriumchlorid;
pH 7,4
Blockierungslésung:
5 % (wh) Trockenmilch (BIO-RAD, Minchen) in PBS-Puffer

2.3 LOX-Aktivitdtsmessung
2.3.1 Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs mit der Clark-Sauerstoff-
Elektrode

Je 0,6 g gefrorenes und gemdrsertes Zellmaterial wurden mit 1 ml Extraktionspuffer
homogenisiert und 20 min bei 4°C geschittelt. AnschlieBend wurde zentrifugiert (5 min,
12.000 x g, RT) und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR uberfihrt. Dieser
Proteinextrakt wurde fur die Messung des Sauerstoffverbrauchs in 100 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0 mit der Clark-Sauerstoff-Elektrode (BIOLYTIK, Bochum) und
mit LA (SIGMA, Deisenhofen) als Substrat eingesetzt.

Extraktionspuffer:
100 mMm Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0;
0,1 % (vv) Tween 20

2.3.2 HPLC-Analyse der LOX-Aktivitat

Je 0,5 g gefrorenes und gemorsertes Zellmaterial bzw. je 0,2 g Blattmaterial wurden
mit 1 ml 100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0 extrahiert und 20 min bei 4 °C geschilittelt.
Nach der Zentrifugation (5 min, 8.000x g, RT) wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal? Uberfihrt. Zusatzlich wurden aus Blattmaterial Extrakte mit 1 ml
Kaliumphosphatpuffer bzw. 1 ml Tris-Puffer hergestelit.

Kaliumphosphatpuffer: Tris-Puffer:
100 mM Kaliumphosphat- 100 mM Tris-HCI, pH 7,0;
puffer, pH 6,0; 10 % (V) Glycerin;
10 % (VN) Glycerin; 0,1 % (VW) Tween 20;
0,1 % (W) Tween 20; 0,5 M Natriumchlorid
0,5 M Natriumchlorid

Die Oxygenierung von LA erfolgte durch Inkubation des Proteinextraktes mit dem
Substrat (Endkonzentration 120 pM) fir 30 min bei RT. Durch Zugabe einer Spatelspitze
Natriumborhydrid erfolgte die Reduktion der gebildeten Hydroperoxide zu den
entsprechenden Hydroxyverbindungen. Mit 0,1 ml Essigsaure wurde anschlieRend auf
pH 3 angeséauert. Die Reaktionsprodukte wurden mit einer Chloroform/Methanol-Extraktion
(wassrige Phase/Chloroform/Methanol, 1:1:1, v/viv) nach der Methode von Bligh und Dyer
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(1959) isoliert. Die organische Phase wurde im Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt
und anschlieend in 0,05 ml HPLC-Laufmittel [Methanol/H,O/Essigséaure (85:15:0,1, v/viv)]
aufgenommen.

Die HPLC-Analysen erfolgten mit Geraten der ,Agilent Series 1100 (HEWLETT
PACKARD, Waldbronn), die mit einen Dioden-Array-Detektor betrieben wurden. Alle
Analysen wurden bei einer Saulentemperatur von 20 °C durchgefihrt. Die zur eindeutigen
Identifizierung der Produkte verwendeten Standards wurden von CAYMAN CHEMICALS
(USA) bezogen bzw. von H. Weichert (IPK, Gatersleben) zur Verfigung gestellt. Das
spezifische Absorptionsmaximum der Hydroxide wurde bei 234 nm detektiert. An der
Umkehr-Phase (RP-HPLC) wurden die Oxidationsprodukte der Fettsdureumsetzung
vorgereinigt. Die Auftrennung der Positionsisomere erfolgte an der Normal-Phase (SP-
HPLC). Die R/S-Isomere der Hydroxid-Derivate wurden an der Chiral-Phase (CP-HPLC)
getrennt (Feussner und Kithn 1995; Feussner et al. 1997).

Umkehr-Phase (RP-HPLC):
Saule: NUCLEOSIL C-18 (250 x 2 mm, 5 um PartikelgroRe; MACHEREY-
NAGEL, Diuren)
Laufmittel: A Methanol/H,O/Essigsaure (85:15:0,1, viviv)
B  Methanol/Essigsaure (100:0,1, v/v)

Laufschema: Zeit % Laufmittel B Fluf3 (ml/min)
0 0 0,18
20 0 0,18
30 100 0,18
70 100 0,18
75 0 0,18
80 0 0,18

Retentionszeit: 13/9-HOD ® 18,0-21,0 min
Normal-Phase (SP-HPLC):

Saule: ZORBAX SIL (250 x 4,6 mm, 5 uM PartikelgroRe; HEWLETT
PACKARD, Waldbronn)

Laufmittel: n-Hexan/Isopropanol/Essigséure (100:1:0,1, viviv)

FluB3: 1 ml/min

Laufschema: isokratisch von 2 bis 50 min

Retentionszeit: 13-HOD ® 13,0 min
9-HOD ® 16,7 min

Chiral-Phase (CP-HPLC):

Saule: CHIRAL OD-H (150 x 2,1 mm, 5 um PartikelgréRe; BAKER, Deventer,
Niederlande)

Laufmittel: n-Hexan/Isopropanol/Essigsaure (100:5:0,1, v/v/v)

FluRR: 0,1 ml/min

Laufschema: isokratisch von 2 bis 25 min

2.4 Aufnahme der Metabolitenprofile der Oxylipine
2.4.1 Bestimmung von Hydroperoxid- und Hydroxid-Derivaten sowie der
Divinylether

Etwa 2g gefrorenes und gemoérsertes Zellmaterial wurden in 20 ml HIP-Losung mit
(6Z,9S,10E,127)-9-Hydroxy-6,10,12-octadecatriensédure als internem Standard, der von
H. Weichert, IPK, Gatersleben zur Verfiigung gestellt wurde, und 0,15 ml 1 M Salzsaure fir
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30 sec auf Eis und unter dem Argonstrom mit einem Ultraturrax homogenisiert, 5 min bei
RT geschuttelt und zentrifugiert (5 min, 5.000 x g, 4°C). Die wéalrige Phase wurde mit
10 ml HIP-L6sung wiederholt extrahiert, 5 min bei RT geschuttelt und zentrifugiert (5 min,
5.000 x g, 4°C). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 0,5 Vol. 6,7 % (w/v)
Kaliumsulfat-Lésung versetzt, 5 min bei RT geschuttelt und zentrifugiert (5 min, 5.000 x g,
4 °C). Die organische Phase wurde anschlieBend im Stickstoffstrom bis zur Trockene
eingeengt und in 0,1 ml HPLC-Laufmittel [Methanol/H,O/Essigsaure (85:15:0,1, v/viv)]
aufgenommen.

HIP-LOsung:

iso-Hexan/Isopropanol (3:2, v/v) mit 0,0025 % (w/v) 2-Butyl-6-Hydroxytoluen (BHT;
SIGMA, Deisenhofen)

Die Analyse der Oxylipine erfolgte wie in Weichert et al. 1999 und unter 2.3.2
beschrieben. Die Hydroxide und Hydroperoxide wurden zunéchst an der Umkehr-Phase
vorgereinigt und bei 234 nm detektiert. Die Regioisomere wurden an der Normal-Phase
getrennt, und anschlieBend das Verhaltnis der R/S-Isomere an der Chiral-Phase
bestimmt. Die Divinylether wurden an der Umkehr-Phase bei 250 und 268 nm analysiert.

Umkehr-Phase (RP-HPLC):
s.2.3.2
Retentionszeit: Colnelsaure ® 13,0 min
Etherolsdure ® 15,1 min
13/9-HOT ® 25-27 min

Normal-Phase (SP-HPLC):
s.2.3.2
13-HOT ® 15,1 min
9-HOT ® 21,3 min

Chiral-Phase (CP-HPLC):
s.2.3.2

Die Identitét der detektierten CA wurde durch saure Hydrolyse und anschliel3ende
HPLC-Analyse der entstandenen Aldehyde Uberprift. Dazu wurden 10 pug CA mit 0,75 ml
Methanol und 0,25 ml 20 % Salzsdure versetzt, 30 min bei RT inkubiert und die Aldehyde
mit 0,2 ml 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Lésung derivatisiert (s. 2.4.4).

Die Analyse der Oxylipine aus Blattern von S.tuberosum erfolgte wie oben
beschrieben aus 0,1 g gefrorenem und gemdrsertem Blattmaterial. Weiterhin wurden
diese Metabolite mittels GC/MS-Analysen, wie im nachsten Abschnitt beschrieben, in
Kombination mit der Untersuchung der Trihydroxyfettsduren bestimmt.

2.4.2 Analyse von Trihydroxid-Derivaten

Untersuchung von Pflanzenzellen

Etwa 19 gefrorenes und gemorsertes Zellmaterial wurden in 20 ml Ethanol mit
6,5 nmol [17,17,18,18,18-*Hs]-(9Z,11R,12S,13S,157)-11,12,13-Trihydroxy-9,15-octadeca-
diensaure als internem Standard (von Prof. Dr. M. Hamberg, Karolinska Institut, Stockholm
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zur Verfugung gestellt) 3min auf Eis mit einem Ultraturrax homogenisiert und
anschlieBend zentrifugiert (10 min, 5.000 x g, RT). Der Uberstand wurde zweimal mit
Diethylether bei pH 3 extrahiert, bis zur Trockene eingeengt, in 2-Propanol/Chloroform (1:2,
viv) aufgenommen und auf eine Aminopropylsdule ,Supelclean SPE tube“ (0,5 g;
SUPELCO, Bellefonte, USA) aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Diethylether/Essigsaure
(98:2, viv) und Methanol/Essigsaure (98:2, v/v). Das Methanol/Essigsaure-Eluat wurde bis
zur Trockene eingeengt, die freie Carboxygruppe der Fettsauren mit Diazomethan
methyliert und anschlie3end die OH-Gruppen silyliert.

Die GC/MS-Analysen erfolgten mit einer GC-Anlage (Typ 5890, HEWLETT
PACKART) gekoppelt mit einem massensensitiven Detektor (Typ 5970B, HEWLETT
PACKART). Die Anfangssaulentemperatur betrug 120 °C und wurde in Form eines
linearen Gradienten von 10 K/min bis auf 240 °C erhoht. Die Retentionszeiten der
Methylester-/Trimethylsilylether-Derivate waren unter diesen Bedingungen 14,2 min
(9,20,11-TriHOE), 14,3 min (9,10,11-TriHODD) und 14,5 min (Standard). Die Detektion
des deuterierten Standards erfolgte anhand des Masse/Ladungsquotienten (m/z) 278, der
Trihydroxide mit m/z 271 (Gobel et al. 2001).

Untersuchung von Blattmaterial

0,2 bis 0,5 g gefrorenes und gemdrsertes Blattmaterial wurden in 20 ml Ethanol mit
14,6 nmol  [9,10,12,13,15,16-*Hg]-(9S,10E,12S,13S,157)-9,12,13-Trihydroxy-10,15-octa-
decadiensaure und 8,7 nmol  [9,10,12,13,15,16-°Hg]-(9S,10E,12Z,157)-9-Hydroxy-
10,12,15-octadecatriensédure als interne Standards (beide von Prof. Dr. M. Hamberg,
Karolinska Institut, Stockholm zur Verfigung gestellt) 3min auf Eis mit einem Ultraturrax
homogenisiert und anschlieBend zentrifugiert (10 min, 5.000 x g, RT). Der Uberstand
wurde bis zur Trockene eingeengt, in 2-Propanol/Chloroform (1:2, v/v) aufgenommen und
auf eine Aminopropylsaule ,Supelclean SPE tube“ (0,5 g; SUPELCO, Bellefonte, USA)
aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Diethylether/Essigsaure (98:2, v/v) und
Methanol/Essigséaure (98:2, v/v). Beide Eluate wurden separat bis zur Trockene eingeengt,
die Fettsdurederivate mit Diazomethan methyliert und anschlieBend silyliert.

Fur die GC/MS-Analyse mit der oben aufgeflihnrten Anlage wurde eine SPB-1701
Kapillarsaule (Lange: 15 m; Filmdicke: 0,25 mm) verwendet. Die Anfangssaulentemperatur
betrug 120 °C und wurde in Form eines linearen Gradienten von 8 K/min bis auf 260 °C
erhoht. Die Retentionszeiten der Methylester/Trimethylsilyl-ether-Derivate der Metabolite
unter diesen Bedingungen sowie die m/z der lonen-fragmente sind in der folgenden Tabelle
aufgelistet.
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Tab. B-4: Retentionszeiten und Masse/Ladungsquotienten der Methylester/Trimethylsilyl-
ether-Derivate in der GC/MS-Analyse.

Diethylether/Essigsdure-Eluat Methanol/Essigséure-Eluat
Metabolit Ret.-Zeit| m/z Metabolit Ret.-Zeit| m/z
(min) (min)
LA 10,0 294 (] 9,10,11-TriHOD 14,5 271
LnA 10,2 292 (| 9,12,13-TriHOD 149 |171
13-HOT 12,5 311 || deuterierter TriHOD-Standard 14,9 174
deuterierter 9-HOT-Standard 12,6 229
9-HOT 12,6 223
CA 12,5 308
CnA 12,7 306
24.3 Jasmonsaure-Bestimmung

Etwa 2g gefrorenes Zell- bzw. Blattmaterial wurden mit 10 ng 9,10-Dihydro-
jasmonsaure in 10 ml gesattigter Natriumchlorid-Lésung, 0,5 ml 1M Ascorbinsaure und
25 ml Diethylether [mit 0,005 % (w/v) BHT] fir 3 min mit einem Ultraturrax homogenisiert
und zentrifugiert (10 min, 5.000 x g, RT). Die walirige Phase wurde mit 25 ml Diethylether
[mit 0,005 % (w/v) BHT] wiederholt extrahiert und zentrifugiert (10 min, 5.000 x g, RT). Die
vereinigten Etherphasen wurden auf eine Aminopropyl-Saule (MACHEREY-NAGEL, Diren)
aufgetragen und mit 5ml Chloroform/Isopropanol (2:1, v/v) gewaschen. Die Jasmonate
wurden mit 7ml Diethylether/Essigsaure (98:2, v/v) eluiert, im Stickstoffstrom bis zur
Trockene eingeengt, in 200 ul Chloroform/N,N-Diisopropylethylamin  (1:1, v/v)
aufgenommen und mit 10 pl Pentafluorbenzylbromid (SIGMA, Deisenhofen) derivatisiert.
Die Mischung wurde im Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt, in 5 ml Hexan
aufgenommen und auf eine Kieselgel-Saule (MACHEREY-NAGEL, Duren) aufgetragen.
Die Derivate wurden mit 7 ml Hexan/Diethylether (2:1, v/v) eluiert, im Stickstoffstrom bis
zur Trockene eingeengt und in 100 pl Acetonitril aufgenommen. Die Bestimmung der
Jasmonate erfolgte mit dem Finnigan GCQ GC/MS-System. Die GC/MS-Analysen wurden
von PD Dr. I. FeuBner (IPK, Gatersleben) bzw. Dr. O. Miersch (IPB, Halle) durchgefiihrt
(Mueller und Brodschelm 1994; Gébel et al. 2001).

2.4.4 Analyse von Aldehyd-Derivaten

Etwa 3g gefrorenes Zell- bzw. Blattmaterial wurden in 10 ml Extraktionslésung mit
20 ng (2E)-Pentenal (ALDRICH, Steinheim) fir 30 sec auf Eis und unter dem Argonstrom
mit einem Ultraturrax homogenisiert und zentrifugiert (25 min, 5.000 x g, 4 °C). Das
Gewebematerial wurde zweimal mit 5ml Extraktionslésung gewaschen. Die oberen
Phasen wurden vereinigt, zur Bildung der 2,4-Dinitrophenylhydrazone mit 1 ml 0,1 % (w/v)
2,4-Dinitrophenylhydrazin-L6ésung (in 1M HCI) fur 1 h bei RT gerthrt und dreimal mit
Hexan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden im Stickstoffstrom bis zur
Trockene eingeengt und in 0,4 mi Acetonitril aufgenommen. Die
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2,4-Dinitrophenylhydrazon-Derivate der Aldehyde wurden mittels HPLC-Analysen detektiert
(Kohlmann et al. 1999), die von H. Weichert (IPK, Gatersleben) durchgefuhrt wurden.

Extraktionslésung:
Methanol/2 mM HCI (1:1, viv), pH 3,0 mit 0,001 % (w/v) BHT

2.4.5 Bestimmung der freien Fettsduren

Die LOX-Substrate (LA und LnA) wurden aus Zellmaterial parallel zur Extraktion der
Oxylipine, wie unter 2.4.1 beschrieben, aufgereinigt und an der Umkehr-Phase bei 210 nm
detektiert (Weichert et al. 1999). Die freien Fettsauren aus Blattmaterial wurden im
Diethylether/Essigsaure-Eluat der Trihydroxyfettsaure-Bestimmung (s. 2.4.2) analysiert.

Die Bestimmung der freien Fettsauren in den RNAi-Pflanzen erfolgte mittels GC-
Analysen. Dazu wurde 1/10 der Extrakte, die wie unter 2.4.1 erhalten waren, im
Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt, in 400 yl Methanol aufgenommen und mit
10 pl 10 % (w/v) EEthyl-3(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimidhydrochlorid (in Methanol)
versetzt. Es wurde 2h bei RT geschuttelt und anschlieBend zweimal mit 1 ml Hexan
extrahiert. Die vereinigten Hexanphasen wurden im Stickstoffstrom bis zur Trockene
eingeengt und in je 10 pl Acetonitril aufgenommen. Davon wurde je 1pl analysiert. Die
Auftrennung erfolgte mit dem ,,6890 Series GC-System* (AGILENT, Waldbronn) an einer
HP-INNOWax-Séaule (Cross-Linked PEG; 30 m x 0,32 mm, Beschichtungsdicke: 0,5 um;
AGILENT, Waldbronn). Als Tragergas diente Helium mit einer Flu3rate von 1,5 ml/min. Die
Injektionstemperatur betrug 220 °C. Das verwendete Temperaturprogramm lautete:
150 °C fur 1 min, dann Erwarmen auf 200 °C mit 15 K/min und auf 250 °C mit 2 K/min. Die
Temperatur von 250 °C wurde fur 5 min gehalten. Die Detektion erfolgte mit einem
Flammenionisationsdetektor bei 275 °C.

Retentionszeit: LA ® 10,2 min
alnA ® 11,3 min

2.5 Phospholipase Ax-Aktivitatstest

Je 0,3 g gefrorenes und gemorsertes Zellmaterial wurden mit 500 ul 0,1 M Tris-HCI,
pH 7,5 und 15 pl 0,1 M Kalziumchlorid homogenisiert und mit 3,7 kBq f*C]-PC (L-a-1-
Palmityl-2-linolyl-[linolyl-1-**C]-phosphatidylcholin; NEN, Boston, USA) 20 min bei RT
inkubiert. Nach Zugabe von 75 pl Essigsaure wurde zweimal mit 1 Vol. Chloroform
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen im Stickstoffstrom bis zur Trockene
eingeengt. Die Proben wurden auf Kieselgel-Platten (MERCK, Darmstadt) in Chloroform
gelost aufgetragen. Als Laufmittel wurde Chloroform:Methanol:Wasser (65:25:4, viviv)
unter sattigenden Bedingungen verwendet. *C-markierte LA und mit PLA, (SIGMA,
Deisenhofen) umgesetztes, *C-markiertes PC wurden als Kontrollen eingesetzt. Die
Detektion der radioaktiv markierten Verbindungen efolgte entsprechend dem Nachweis
von radioaktiv markierten Nukleinsauren mit der storage phosphor-Technik (s. 2.1.3.4).
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C Ergebnisse

Die Bedeutung von LOXen sowie der Enzyme und Produkte des LOX-
Reaktionsweges bei pflanzlichen Abwehrreaktionen ist anhand funktioneller Analysen
einiger Isoformen in transgenen Pflanzen gezeigt worden (s. A.2.2). In Solanum tuberosum
ist bisher aber eine umfassende Charakterisierung des LOX-Reaktionsweges bei der
Antwort auf Pathogenbefall noch nicht durchgefiihrt worden.

1 Untersuchungen am Modellsystem der Zellen von Solanum tuberosum
nach Behandlung mit einer Rohelicitorpraparation von Phytophthora
infestans

Zur Untersuchung der Pflanze-Pathogen-Interaktion von S. tuberosum und
P. infestans wurden zunéachst Zellen von S. tuberosum verwendet, die mit dem Kulturfiltrat
von P.infestans behandelt wurden. In diesem Modellsystem sollte das
Genexpressionsmuster der StLOX1, StLOX2 und StLOX3 sowie das Oxylipinprofil
untersucht werden, um einen ersten umfassenden Einblick in die Funktion des LOX-
Reaktionsweges bei Abwehrreaktionen von S. tuberosum zu erhalten.

11 Induktion der Expression von LOX-, PR- und Abwehrgenen

Die Analyse der Genexpression nach Elicitorbehandlung erfolgte mit Zellen von
S. tuberosum, die mit dem Kulturfiltrat von P. infestans versetzt wurden. Eine etwa 20 h
nach Elicitorzugabe einsetzende Verbrdunung der Zellen deutet auf die Induktion der HR
hin. Es ist bekannt, dal’ die Elicitorbehandlung die Expression von Abwehrgenen, wie z. B.
denen fir Enzyme des Phenylpropanstoffwechsels, induziert (Schmidt et al. 1998).

11.1 Transkriptakkumulation

Gesamt-RNA wurde aus Pflanzenzellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Behandlung mit dem Kulturfiltrat von P. infestans bzw. nach Wasserzugabe isoliert und fir
Northern-Blot-Analysen eingesetzt, anhand derer die Expressionsmuster der drei LOX-
Gene sowie der PR- und Abwehrgene bestimmt wurde.

Die Transkripte der StLOX1 und StLOX3 akkumulierten transient nach
Elicitorbehandlung (Abb. C-1), wahrend die Mengen an StLOX2-Transkripten unterhalb der
Detektionsgrenze lagen (Daten nicht gezeigt). Die Akkumulation der StLOX1-Transkripte
begann 2,5 h nach Elicitierung, und das Maximum wurde nach 5 bis 10 h erreicht. Die
Transkripte der StLOX3, deren maximale Akkumulation nach 2,5 bis 5 h erreicht wurde,
waren bereits 30 min nach Elicitorzugabe detektierbar. Die Untersuchung der Expression
der PR-Gene StPRB1b und StPR10 ergab, dal3 die Transkriptakkumulation 5h nach
Elicitierung begann. Als Kontrolle fir eine erfolgte Induktion der Abwehrgenexpression nach
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Elicitorbehandlung wurden die Transkripte der Gene untersucht, die fir die Enzyme des
Phenylpropanstoffwechsels kodieren und deren Expression in elicitierten Zellen von
S. tuberosum bereits beschrieben worden war (Schmidt et al. 1998). Die Transkripte der
StPAL, St4CL und StTHT waren transient induziert. Sie begannen 30 min nach
Elicitorbehandlung zu akkumulieren. Dies erfolgte damit zeitlich &hnlich zur Induktion der
StLOX3-Expression. Die Standardisierung der eingesetzten mRNA-Mengen wurde mit
einem cDNA-Fragment der St25SrRNA durchgefiihrt.

Elicitor Wasser
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Abb. C-1: Northern-Blot-Analyse der Genexpression in Zellen von S.tuberosum nach
Behandlung mit einer Rohelicitorpréaparation von P. infestans.
Gesamt-RNA wurde aus Pflanzenzellen zu entsprechenden Inkubationszeiten (h) nach
Behandlung mit Elicitor bzw. Wasser isoliert. Je 20 ug RNA wurden in denaturierenden
Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit radioaktiv markierten
cDNA-Fragmenten von StLOX1, StLOX3, StPRB1b, StPR10, StPAL, St4CL, StTHT und
St25SrRNA hybridisiert. Das repréasentative Ergebnis von drei unabhéngigen Analysen ist
dargestellt.

1.1.2 Anstieg der LOX-Proteinmenge

Die Korrelation zwischen der Akkumulation der StLOX-Transkripte und einem Anstieg
der LOX-Proteinmenge nach Elicitorbehandlung in Zellen von S. tuberosum wurde durch
Western-Blot-Analysen untersucht (Abb. C-2). Dazu wurden Proteine aus den oben
genannten Pflanzenzellen isoliert und nach dem Western-Transfer mit dem polyklonalen
StLOX1-Antikorper (Geerts et al. 1994) immunodetektiert.

Die Proteinextrakte der Pflanzenzellen enthielten nach kurzen Inkubationszeiten mit
dem Kulturfiltrat kein nachweisbares LOX-Protein (Daten fur 1 und 2,5 h nicht gezeigt). Ein
Anstieg der Menge an LOX-Protein wurde 10 und 20 h nach Elicitorzugabe detektiert.
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Abb. C-2: Western-Blot-Analyse der LOX-Genexpression in Zellen von S. tuberosum nach
Behandlung mit einer Rohelicitorpraparation von P. infestans.
Gesamt-Protein wurde aus Pflanzenzellen zu entsprechenden Inkubationszeiten (h) nach
Behandlung mit Elicitor bzw. Wasser isoliert. Je 40 ug Protein wurden in eindimensionalen
SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembranen transferiert und mit dem
Antiserum gegen die 549 N-terminalen ASen der StLOX1 (Geerts et al. 1994) detektiert. Das
reprasentative Ergebnis von zwei unabhéangigen Analysen ist dargestellt.

12 LOX-Aktivitat

Nach der Expressionsanalyse der LOX-Gene wurde die Enzymaktivitdt der LOXen in
den oben beschriebenen Zellen von S. tuberosum nach Elicitorbehandlung gemessen. Der
Nachweis sauerstoffverbrauchender Reaktionen in Proteinextrakten der Pflanzenzellen
erfolgte mit einer Sauerstoff-Elektrode nach Zugabe von LA als LOX-Substrat. In den
Extrakten der elicitierten Zellen wurde ein LA-abh&ngiger Sauerstoffverbrauch im Vergleich
zu den Kontrollansatzen gemessen (Daten nicht gezeigt).

Parallel wurde die LOX-Aktivitdt durch Quantifizierung der gebildeten LOX-Produkte
mittels HPLC-Analysen bestimmt. Nach der Inkubation der Proteinextrakte mit LA wurden
die entstandenen Hydroperoxide zu den Hydroxiden reduziert. Diese wurden anschliel3end
durch HPLC analysiert, wobei sowohl 9 als auch 13-HOD detektiert wurde. In allen
Extrakten wurden nahezu konstante Mengen an 13-HOD bestimmt. Demgegeniiber war
der Gehalt an 9-HOD in den Zellen, die langere Zeit mit dem Elicitor behandelt waren, im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen deutlich hoher. In Abb. C-3 ist die 9-LOX-
Aktivitat dargestellt, die 2,5 h nach Elicitorbehandlung zu steigen begann und nach 5 und
10 h eine funffache Erh6hung aufwies. Mit Hilfe von CP-HPLC erfolgte die Trennung der
Enantiomere der Hydroxide. Mehr als 90 % des 9-HOD kamen als S-Enantiomer vor. Dies
deutet auf eine enzymatische Bildung dieses Hydroxid-Derivates hin, wohingegen das
racemische Verhdltnis der 13-HOD-Enantiomere nicht auf einen enzymatischen Ursprung
dieser Verbindung hinweist (Daten nicht gezeigt). Somit wurde in Korrelation mit der
Induktion der 9-LOX-Expression eine Stimulierung der 9-LOX-Aktivitat in Zellen von
S. tuberosum nach Elicitorbehandlung nachgewiesen. Obwohl die Transkripte der 13-
LOXen StLOX2 und StLOX3 nach Elicitierung akkumulieren, wurde keine 13-LOX-Aktivitat
in diesen Zellen gemessen.
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Abb. C-3:  9-LOX-Aktivitat in Zellen von S.tuberosum nach Behandlung mit einer
Rohelicitorpraparation von P. infestans.
LOX-Aktivitat wurde mit HPLC-Analysen in Proteinextrakten aus Pflanzenzellen zu
entsprechenden Inkubationszeiten (h) nach Behandlung mit Elicitor (schwarz) bzw. Wasser
(weiR) bestimmt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabh&ngigen
Analysen sind dargestellt.

1.3 Akkumulation der Metabolite des LOX-Reaktionsweges

Die Beziehung zwischen der spezifischen hduktion der 3LOX-Aktivitat und einer
Akkumulation der Metabolite des LOX-Reaktionsweges (Abb. A-2) nach Elicitorbehandlung
wurde anhand von Oxylipinprofilen untersucht (Abb. C-4). Dazu wurden Extrakte der
Pflanzenzellproben analysiert, die fur die oben aufgefiuihrten Analysen verwendet wurden.

Der Divinylether Colnelsédure (CA), das Produkt der Umsetzung von 9HPOD durch
die Divinylethersynthase (DES; Galliard und Phillips 1972), konnte in den Extrakten der
Zellen mittels HPLC-Analysen nachgewiesen werden. Die Akkumulation von CA begann
5 h nach Elicitierung und erreichte nach 20 h ein Maximum von 680 pmol/g FG (Abb. C-
41). Dagegen wurden Colnelenséure (CnA), das Produkt der Umsetzung von 9-HPOT,
sowie die Divinylether, die aus den entsprechenden 13-LOX-Produkten durch die Aktivitat
der DES entstehen, nicht detektiert.

Die Produkte des Epoxyalkoholsynthase (EAS)-Reaktionsweges wurden unter
Verwendung von GC/MS-Analysen bestimmt. 9,10,11-TriHOE, das bei der Umsetzung von
9-HPOD entsteht, sowie 9,10,11-TriHOD, das entsprechende Produkt aus 9-HPOT
(Hamberg 1999), akkumulierten in den elicitierten Zellen. Diese Akkumulation begann
zwischen 2,5 und 5h nach Elicitorzugabe. Der Gehalt stieg in den elicitierten Zellen bis
30 h an (Abb. C-4 1/lll). Das Maximum der Akkumulation von 9,10,11-TriHOE betragt
240 pmol/g FG (Abb. C-4 11). Im Vergleich dazu ist das Maximum an 9,10,11-TriHOD von
46 pmol/g FG (Abb. C-4 1ll) deutlich geringer. Von beiden Metaboliten wurden auch geringe
Mengen in den Kontrollzellen detektiert.

Die Akkumulation an 9-HOD in den elicitorbehandelten Zellen von S. tuberosum wurde
durch HPLC-Analysen bestimmt. 9-HOD entsteht bei der Reduktion von 9HPOD durch
eine Reduktase (Feussner et al. 1998). Die Akkumulation von 9-HOD begann zwischen 10
und 20 h nach Elicitierung (Abb. C-4 1V). Der Gehalt stieg bis 30 h auf 105 pmol/g FG in
den elicitierten Zellen an, im Vergleich zu den Kontrollzellen mit einem Gehalt von
25 pmol/g FG. Die CP-HPLC-Analyse des detektierten 9-HOD ergab, daf? mehr als 90 %
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des 9-HOD in den elicitierten Zellen als S-Enantiomere vorkamen (Daten nicht gezeigt).

Dies deutet auf eine enzymatische Bildung dieses Oxylipins nach Elicitorbehandlung hin.
|
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Abb. C-4:  Oxylipinprofil in Zellen von S.tuberosum nach Behandlung mit einer
Rohelicitorpraparation von P. infestans.
Der Gehalt an CA(l), 9,10,11-TriHOE (ll), 9,10,11-TriHOD (Il1I) und 9HOD (IV) wurde mit
HPLC- (CA und 9-HOD) bzw. GC/MS-Analysen (Trihydroxide) in Extrakten aus Pflanzenzellen
zu entsprechenden Inkubationszeiten (h) nach Behandlung mit Elicitor (schwarz) bzw.
Wasser (weil3) bestimmt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei (V) bzw. drei
unabhangigen Analysen (I-11l) sind dargestellt.

Die Hydroperoxid-Derivate von LA und LnA wurden in den untersuchten Extrakten
nicht detektiert. Es ist aber bekannt, daf? diese Verbindungen mit der verwendeten HPLC-
Methode nachgewiesen werden konnen (Feussner et al. 1997). Weiterhin wurden die
Metabolite der Umsetzung von LOX-Produkten durch Hydroperoxidlyasen (HPL) analysiert.
Es wurde weder eine Akkumulation von 9-HPL-Produkten, wie der Cy-Aldehyde Nonenal
und Nonadienal, noch von Produkten der 13-HPL, der Cs-Aldehyde Hexanal und Hexenal,
detektiert. Die Untersuchung von Produkten der Umsetzung von 13-Hydroperoxiden ergab
weder einen Nachweis von Jasmonsaure (JA) noch von 13-HOD bzw. 13-HOT. AulR3erdem
konnten die Autoxidationsprodukte 12- und 16-HOT (Rustérucci et al. 1999; Berger et al.
2001) nicht detektiert werden.

Die Aufnahme des Metabolitenprofils der Oxylipine in den kultivierten Zellen ergab
zusammenfassend, dal3 mehrere 9-LOX-Produkte nach Behandlung mit dem Kulturfiltrat
von P. infestans akkumulieren. Dies sind der Divinylether CA, die Trihydroxide 9,10,11-
TriHOE und 9,10,11-TriHOD sowie das Hydroxid-Derivat 3HOD. Hierbei ist einerseits
bemerkenswert, dal3 nur CA transient Uber den Beobachtungszeitraum akkumulierte,
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wahrend die Mengen der anderen nachgewiesenen Oxylipine stetig zunahm. Andererseits
entsprach die bevorzugte Bildung von Metaboliten, die sich von LA Uber 9-HPOD
ableiteten, dem Stoffwechselstatus der im Dunkeln kultivierten Zellen. In Ubereinstimmung
mit der Abwesenheit an 13-LOX-Aktivitat konnten keine 13-LOX-Produkte bestimmt
werden.

14 Bereitstellung der LOX-Substrate

Die Bestimmung der Metabolite des LOX-Reaktionsweges zeigte, dal3 nach der
Elicitorbehandlung vorwiegend eine Akkumulation von LA-Derivaten in Zellen von
S. tuberosum erfolgt. Daraus ergab sich die Frage, ob durch die Elicitorbehandlung auch
Reaktionen beeinflul3t werden, die LA als LOX-Substrat bereitstellen. Aus diesem Grunde
wurde zum einen die Expression eines Gens mit Homologien zu D-Acyl-Lipid-
Desaturasen (D'3-FAD) untersucht, die die Bildung von LA ais Olsaure an der sn2-
Position von Phosphatidylcholin (PC) im endoplasmatischen Reticulum (ER) katalysieren
(Heinz 1993). Zum anderen wurde die Aktivitdt der Phospholipase A, (PLA:) bestimmt, die
fur die Freisetzung von Fettsduren aus der sn2-Position von PC in das Cytosol
verantwortlich ist.

14.1 Transkriptakkumulation eines Gens mit Homologien zu D*?-Acyl-Lipid-
Desaturasen

Um die Expression von D*?-FAD untersuchen zu kénnen, wurde ein cDNA-Fragment
mit Homologien zu D'-FAD in einer RT-PCR hergestellt. Es wurden dabei die
degenerierten Primer 5coDES und 3coDES (s. B.1.5) und Gesamt-RNA aus Zellen von
S. tuberosum eingesetzt, die 5h mit Elicitor behandelt waren. Der zum Nachweis des
D*2-FAD-homologen Gens hergestellte cDNA-Klon enthalt ein 547 bp langes Fragment mit
97 % Sequenzidentitit zu einer D'*-Acyl-Lipid-Desaturase-cDNA aus S. commersonii
(Accession Number X92847; Sequenz des Fragmentes im Anhang).

Die Untersuchung der Expression des D**FAD-homologen Gens erfolgte mit der unter
1.1.1 beschriebenen Northern-Blot-Analyse. Die Transkripte akkumulierten transient nach
Elicitorbehandlung in den Zellen von S. tuberosum (Abb. C-5). Die Akkumulation war
30 min nach Elicitorzugabe nachweisbar, und die maximalen Transkriptmengen wurden
nach 5 h erreicht.
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Abb. C-5:
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Northern-Blot-Analyse der Expression eines D”-FAD-homologen Gens in Zellen
von S.tuberosum nach Behandlung mit einer Rohelicitorpraparation von
P. infestans.

Gesamt-RNA wurde aus Pflanzenzellen zu entsprechenden Inkubationszeiten (h) nach
Behandlung mit Kulturfiltrat (P.i-Kf) bzw. H,O isoliert. Je 20pug RNA wurden in
denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit dem
radioaktiv markierten Fragment eines partiellen cDNA-Klons mit Homologien zu D“-FAD
sowie mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment der St25SrRNA hybridisiert. Das
reprasentative Ergebnis von drei unabhéangigen Analysen ist dargestellt.

Induktion der Phospholipase Ax-Aktivitat

Die PLA;-Aktivitat wurde in Extrakten der Zellen von S. tuberosum anhand der

Freisetzung radioaktiv markierter LA aus der sn2-Position von Phosphatidylcholin detektiert

und mittels Dunnschichtchromatographie dokumentiert (Abb. C-6).

Die Extrakte der elicitierten Zellen wiesen hohere PLA>-Aktivititen als die

wasserbehandelten Zellen auf. Dies wird durch die zunehmende Intensitat des Signals der

freien LA mit fortschreitender Inkubationsdauer nach Elicitorzugabe deutlich. Die PLA,-

Aktivitdat begann zwischen 1 und 2,5 h nach Elicitierung anzusteigen und erreichte ein

Maximum nach 20 h.
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Phospholipase A,-Aktivitat in Zellen von S.tuberosum nach Behandlung mit
einer Rohelicitorpréaparation von P. infestans.

Die PLA,-Aktivitdt wurde in Proteinextrakten aus Pflanzenzellen zu entsprechenden
Inkubationszeiten (h) nach Behandlung mit Kulturfiltrat P.i.-Kf) bzw. HO bestimmt. Die
Freisetzung von [“C]-LA aus PC wurde mittels Dunnschichtchromatographie dokumentiert.
Als Kontrolle wurde die Aktivitdt in hitzedenaturierten Extrakten elicitierter (A) bzw.
wasserbehandelter (B) Zellen bestimmt, 1,85 kBq [C]-LA (C) bzw. 1,85kBq [“C]-PC (D)
aufgetragen sowie [*C]-PC mit gereinigter PLA, (SIGMA, Miinchen) umgesetzt (E). Der
Startpunkt (S) sowie die Positionen von [*C]-PC (PC) und [“CJ-LA (LA) sind markiert. Das
reprasentative Ergebnis von zwei unabhéangigen Analysen ist dargestellt.
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Diese Untersuchung von Reaktionen, die an der Bereitstellung der LOX-Substrate
beteiligt sein kbénnen, ergab, dall mdglicherweise LA innerhalb des ER oder der
Plastidenhtille durch die Aktivitat einer D*?-FAD de novo synthetisiert und von einer PLA,
aus dem PC freigesetzt wird. Ein signifikanter Anstieg der freien Fettsduren wurde in den
elicitorbehandelten Zellen mittels HPLC-Analysen aber nicht detektiert (Daten nicht
gezeigt), was auf eine vollstédndige Metabolisierung dieser LOX-Substrate schliel3en lassen
konnte.

2 Analyse des LOX-Reaktionsweges nach Pathogenbefall in Blattern von
S. tuberosum

Im Modellsystem der Zellen von S. tuberosum korrelierte die 9-LOX-Expression mit
der Akkumulation von Produkten des 9LOX-Reaktionsweges nach der Behandlung mit
dem Kulturfiltrat von P. infestans. Im Gegensatz dazu akkumulierten die 13-LOX-Produkte
nach Elicitorzugabe nicht entsprechend der StLOX3-Transkriptakkumulation. Dies deutet
auf die Bedeutung der Aufnahme eines Oxylipinprofils neben der Untersuchung der LOXen
auf Transkript-, Protein- und Aktivitatsebene hin, um die komplexe Regulation von 9- und
13-LOX-Expression sowie der Enzyme des LOX-Reaktionsweges nach Pathogenbefall
einschatzen zu koénnen. Bisher ist der LOX-Reaktionsweg in Verbindung mit
Pathogeninfektionen auch in Pflanzen von S. tuberosum nur wenig erforscht worden. Um
die Funktion von LOXen und insbesondere der Oxylipine bei Abwehrreaktionen in Bléttern
von S. tuberosum analysieren zu kénnen, wurde das Oxylipinmuster in mehreren Pflanze-
Pathogen-Interaktionen bestimmt.

2.1 S. tuberosum L. cv. Désirée in der Nichtwirt-Pathogen-Interaktion mit
Pseudomonas syringae pv. maculicola und in der kompatiblen
Interaktion mit Phytophthora infestans

Zum einen stand das Nichtwirt-Pathogen-Interaktionssystem mit dem Brassicaceae-
Pathogen P. syringae pv. maculicola (Psm) zur Verfiigung, das in der Arbeitsgruppe
~Strel3- und Entwicklungsbiologie® am IPB, Halle, zur Untersuchung der SAR etabliert
worden war (Kistner 1999). Die Infiltration der Blatter von S.tuberosum mit
Bakteriensuspensionen induziert hierbei die Auspragung der HR und damit verbunden die
Ausbildung von Nekrosen in den infiltrierten Bereichen.

Zum anderen wurde die kompatible Interaktion von S. tuberosum L. der Sorte Désirée
mit P. infestans, dem Erreger der Kraut- und Knollenfaule, untersucht. Nach dem Befall
mit diesem hemibiotrophen Pathogen kommt es zunachst zur Entstehung waliriger
Lasionen und anschlie3end zum Absterben der infizierten Blatter.
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2.1.1 Transkriptakkumulation von LOX-, PR- und Abwehrgenen

Die Untersuchung der Genexpression in Blattern von S.tuberosum nach
Pathogenbefall erfolgte anhand von Northern-Blot-Analysen, die mit Gesamt-RNA aus
Blattmaterial nach Infiltration mit Psm bzw. MgCl, (Abb. C-7A) und nach Inokulation mit
P. infestans bzw. H,O durchgefuhrt wurden (Abb. C-7B).

Die Analyse der Expressionsmuster der LOX-Isoformen ergab, dal3 die Transkripte
der StLOX1 nach 6 und 12 h in den bakterieninfiltrierten Blattern im Vergleich zu den
Transkriptmengen der Kontrollblatter akkumulierten und dabei einen transienten Anstieg
aufwiesen (Abb. C-7A). Die Ausbildung der Nekrosen in den infiltrierten Blattsegmenten
begann ebenfalls zwischen 6 und 12 h nach Bakterieninfiltration. Die Transkriptmengen
der StLOX2 wiesen nach Bakterieninfiltration jedoch auch in den MgChL-Kontrollen leichte
Veranderungen zwischen 2 und 12 h auf. Die maximalen Mengen der StLOX3-Transkripte
wurden bereits 2 h nach Bakterieninfiltration erreicht und bis 12 h detektiert. Hier wurde in
den Kontrollen keine Induktion gefunden. Als Kontrolle fir die PR- und
Abwehrgenexpression wurden die Transkripte, die fiir die PR-Proteine StPRB1b und
StPR10 sowie fur Enzyme des Phenylpropanstoffwechsels (StPAL und St4CL) kodieren,
untersucht. Die StPRB1b-Transkriptmenge nahm 12 h nach Bakterieninfiltration zu und
war auf diesem Niveau bis 48 h nachweisbar. Die Expression von StPR10 wird durch
Verwundung, Elicitierung mit Arachidonsaure und Infektion mit P. infestans induziert
(Marineau et al. 1987; Matton und Brisson 1989). Nach Bakterieninfiltration erfolgt keine
Akkumulation der Transkripte des StPR10-Gens. Die maximalen Transkriptmengen der
StPAL und St4CL wurden transient zwischen 2 und 12 h detektiert und damit zeitlich
ahnlich zur StLOX3-Transkriptakkumulation.

Die Northern-Blot-Analyse zeigt aul3erdem, dafd die Transkriptakkumulation der
StLOX1 und StLOX3 parallel zur Auspragung nekrotischer Bereiche 2 d nach Inokulation
mit P. infestans begann (Abb. C-7B). Die Maxima wurden hier zwischen 3 und 4 d nach
Behandlung mit der Zoosporensuspension erreicht. Die Transkriptmengen der StLOX2
sind wie im Fall der Nichtwirt-Pathogen-Interaktion von S.tuberosum und Psm
unverandert. Die Detektion der StPRB1b- und StPR10-Transkripte begann 1 bzw. 2d
nach Inokulation, und die maximalen Transkriptmengen wurden nach 3d erreicht. Die
Transkripte der StPAL und St4CL akkumulierten ebenfalls nach 3d, wobei die StPR10-
und StPAL-Transkripte transient nur bis 4 d und die StPRB1b- und St4CL-Transkripte bis
5 d nach Inokulation detektiert wurden.

Die Blatter einer Kontrollpflanze (0 d H,O) enthielten erhéhte Mengen an StPAL- und
St4CL-Transkripten. Da dies weder in den anderen Kontrollen dieser Analyse noch in
Kontrollpflanzen  weiterer Inokulationsexperimente beobachtet wurde, ist diese
Transkriptakkumulation nicht reprasentativ fur die Kontrollpflanzen. Mdglicherweise wurde
die Abwehrgenexpression in dieser Pflanze durch eine Vorinfektion mit anderen
Pathogenen hervorgerufen.
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Abb. C-7:  Northern-Blot-Analyse der Genexpression in Blattern von S. tuberosum nach
Pathogenbefall.
A: Infiltration mit Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm) bzw. MgCl,
B: Inokulation mit Phytophthora infestans (P.i.) bzw. H,0O
Gesamt-RNA wurde aus Blattermaterial zu entsprechenden Inkubationszeiten (h bzw. d) nach
Pathogenbefall isoliert, je 20 pg RNA in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf
Nylonmembranen transferiert und mit radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten von StLOX1,
StLOX2, StLOX3, StPRB1b, StPR10, StPAL, St4CL und St25SrRNA hybridisiert. Das
reprasentative Ergebnis von jeweils drei unabhangigen Analysen ist dargestellt. Die StLOX1-
Signale der mit MgCl, infiltrierten Blatter resultieren aus der Hybridisierung mit dem radioaktiv
markierten cDNA-Fragment der StLOX2 und konnten durch Waschen der Nylonmembran mit
0,1 % (w/v) SDS bei 65 °C nicht vollstandig entfernt werden.

2.1.2 Stimulierung der 9-LOX-Aktivitat

Um die Korrelation zwischen der LOX-Transkriptakkumulation und einer Stimulierung
der Enzymaktivitaten zu untersuchen, wurde die LOX-Aktivitat in Proteinextrakten des oben
aufgefuihrten Blattmaterials gemessen (Abb. C-8).

Nach Inkubation der Proteinextrakte mit LA bei pH 6 wurden mittels HPLC-Analysen
sowohl 9- als auch 13-HOD detektiert. Die Mengen an 13-HOD blieben nach
Pathogenbefall und den Kontrollinokulationen nahezu unverédndert. Dagegen stieg der
Gehalt an 9-HOD in den pathogenbehandelten Blattern im Vergleich zu den Kontrollblattern
an (Abb. C-8). Diese Stimulierung der 9-LOX-Aktivitdt begann zwischen 6 und 12 h nach
Infiltration mit Psm und blieb Uber den gesamten Beobachtungszeitraum bis 48 h auf
diesem Niveau (Abb. C-8A). Im Gegensatz dazu war eine erhdhte 9-LOX-Aktivitdt nach
Inokulation mit P. infestans transient zwischen 3 und 5d mit einer zwei- bis vierfachen
Erhohung nachweisbar (Abb. C-8B). Die Trennung der Enantiomere des 9HOD mittels
CP-HPLC ergab, dal3 bei beiden Infektionsregimen mehr als 90 % dieses Hydroxid-
Derivates als S-Enantiomer vorlagen und damit im Gegensatz zum racemischen 13-HOD
enzymatisch entstanden waren (Daten nicht gezeigt).
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Abb. C-8: 9-LOX-Aktivitat in Blattern von S. tuberosum nach Pathogenbefall.
A: Infiltration mit P. syringae pv. maculicola (schwarz) bzw. MgCl, (weif3)
B: Inokulation mit P. infestans (schwarz) bzw. H,O (weiR)
LOX-Aktivitat wurde mit HPLC-Analysen in Proteinextrakten aus Blattmaterial zu
entsprechenden Inkubationszeiten (h bzw. d) nach Pathogenbefall bestimmt. Die Mittelwerte
und Standardabweichungen von drei unabh&ngigen Analysen sind dargestelit.

Die cDNAs der StLOX1, StLOX2 und StLOX3 sind in Escherichia coli exprimiert und
die pH-Optima der Isoformen bestimmt worden (Royo et al. 1996). StLOX1 und StLOX2
haben ein pH-Optimum von 6, wohingegen die hdchste StLOX3-Aktivitdt bei pH 7
gemessen worden ist. Um die Aktivitat der StLOX3 in Blattextrakten von S. tuberosum
nach Pathogenbefall bestimmen zu konnen, wurden weitere Messungen bei pH7
durchgefihrt. Jedoch konnte keine 13-LOX-Aktivierung bei diesem pH-Wert bestimmt
werden (Daten nicht gezeigt), die mit der Transkriptakkumulation der StLOX3 nach
Pathogenbefall korreliert.

2.1.3 Metabolitenprofil des LOX-Reaktionsweges

Nach Pathogenbefall akkumulierten in Blattern von S. tuberosum die Transkripte der
9-LOX StLOX1 und der 13-LOX StLOX3, wobei die 9-LOX-Aktivitat bevorzugt stimuliert
wurde. Um die Eigenschaften der einzelnen LOX-Isoformen bei Abwehrreaktionen in
S. tuberosum zu charakterisieren, erfolgte die Aufnahme eines Oxylipinprofils, wobei die
Bestimmung der Verbindungen in Extrakten des oben genannten Blattmaterials mittels
GC/MS-Analysen durchgefihrt wurde (Abb. C-9).

Die Produkte des EAS-Reaktionsweges, die bei der Umsetzung von 9-HPOT
entstehen, sind 9,10,11-TriHOD und 9,12,13-TriHOD. Diese Oxylipine akkumulierten in
den pathogenbehandelten Blattern (Abb. C-9A/B I/ll). Eine Zunahme im Gehalt beider
Verbindungen war ab 12 h nach Infiltration von Psm bzw. 6 d nach Inokulation mit
P. infestans nachweisbar. Das Maximum der Akkumulation nach Bakterienbehandlung
wurde zwischen 24 und 36 h erreicht und betrug 175 nmol/g FG fur 9,10,11-TriHOD bzw.
20 nmol/g FG fur 9,12,13-TriHOD. Der Gehalt dieser Verbindungen stieg 7d nach
Inokulation mit P. infestans bis auf 65 nmol/g FG bzw. 40 nmol/g FG an. Die Kontrollblatter
enthielten durchschnittlich 0,5 nmol/g FG dieser Verbindungen.
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Oxylipinprofil in Blattern von S. tuberosum nach Pathogenbefall.

A: Infiltration mit P. syringae pv. maculicola (schwarz) bzw. MgCl, (weif3)

B: Inokulation mit P. infestans (schwarz) bzw. H,O (weiR)

Der Gehalt an 9,10,11-TriHOD (1), 9,12,13-TriHOD (ll), 9-HOT (lll), CnA(lV), CA(V) und
Jasmonséaure (VI) wurde mit GC/MS-Analysen in Extrakten aus Blattmaterial zu
entsprechenden Inkubationszeiten (h bzw. d) nach Pathogenbefall bestimmt. Die Mittelwerte
und Standardabweichungen von zwei (AVI, B, IVund V), drei (AIVundYV), vier (Alll,
B lund II) bzw. sechs (Al und Il) unabhéngigen Analysen sind dargestellt.
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Das Hydroxid-Derivat der Umsetzung von 9-HPOT durch eine Reduktase ist 9-HOT,
und es wurde gezeigt, dall die Akkumulation dieses Metaboliten 12 h nach
Bakterieninfiltration zunahm (Abb. C-9AIll). Der Gehalt stieg im Vergleich zu den
Kontrollblattern mit 0,4 nmol/g FG zwischen 24 und 48 h bis auf 75 nmol/g FG in den
bakterieninfiltrierten Bléattern an. In den P. infestans inokulierten Blattern begann die
Akkumulation des 9HOT 6d nach Pathogenbehandlung, und nach 7 d wurde ein Gehalt
von 8 nmol/g FG erreicht (Abb. C-9B Iil). Durch HPLC-Analysen konnte nachgewiesen
werden, dal3 mehr als 90 % des nach Psm-Behandlung bzw. nach P. infestans-Inokualtion
detektierten 9-HOT als S-Enantiomer vorkamen und damit enzymatisch entstanden waren
(Daten nicht gezeigt).

Eine weitere Akkumulation von Produkten des 9-LOX-Reaktionsweges nach
Pathogenbefall wurde bezlglich der Divinylether CnA und CA nachgewiesen (Abb. C-
9A/B IVIV). Die Akkumulation begann 12 h nach Bakterieninfiltration bzw. 6 d nach
Inokulation mit P. infestans. Der Gehalt stieg nach 36 h auf 17 nmol/g FG CnA bzw.
6 nmol/g FG CA in den bakterienbehandelten Bléattern und nach 7 d auf 1 nmol/g FG bzw.
1,5 nmol/g FG in den P. infestans inokulierten Blattern an. Die Kontrollblatter enthielten von
beiden Verbindungen durchschnittlich 0,05 nmol/g FG.

AulRerdem wurde eine Akkumulation von JA, dem Produkt der Umsetzung von
13-HPOD durch den AOS-Reaktionsweg, nach Infiltration mit Psm bestimmt (Abb. C-
9AVI). Das Maximum betrug 195 nmol/g FG und wurde 24 h nach Pathogenbehandlung
erreicht. Die Kontrollblatter enthielten durchschnittlich 14 nmol/g FG mit einer Ausnahme,
bei der in den mit MgClL inokulierten Blattern 200 nmol/g FG gemessen worden sind.
Eventuell resultiert dieser hohe Gehalt aus Fehlern bei der Versuchsdurchfiihrung.
Weiterhin wurden die JA-Mengen nach Inokulation mit P. infestans bestimmt. Es kénnen
jedoch keine Aussagen gemacht werden, da zwei unabhéngige Analysen unterschiedliche
Ergebnisse ergeben hatten (Daten nicht gezeigt).

Bei der Untersuchung der Metabolite, die von der Aktivitat der HPL resultieren, konnten
signifikante Mengen an (2E)-Hexenal gemessen werden. Diese waren aber in den
bakterienbehandelten Blattern und den entsprechenden Kontrollen nahezu unveréndert
(Daten nicht gezeigt). Die Produkte von Autoxidationsprozessen (12- und 16-HOT) wurden
nicht detektiert. Die beschriebenen Oxylipinprofile wurden anhand von GC/MS-Analysen
aufgenommen. Da die Hydroperoxid-Derivate bei dieser Methode instabil sind, konnten sie
somit nicht nachgewiesen werden.

Die zusammenfassende Betrachtung des Oxylipinprofils verdeutlicht, daf3
entsprechend dem Modellsystem der Zellen auch in Blattern von S. tuberosum nach
Pathogenbefall bevorzugt die Metabolisierung von 9-LOX-Produkten stimuliert wurde. Im
Vergleich zu den Zellen, in denen nach Elicitierung der Divinylether CA hauptsachlich
akkumulierte, wurde in der Interaktion der Blatter mit Pathogenen vor allen Dingen der
EAS-Reaktionsweg aktiviert, der zur Synthese der Trihydroxide 9,10,11-TriHOD und
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9,12,13-TriHOD fuhrt. Nach Bakterieninfiltration erfolgte aufgrund der JA-Akkumulation
aulBerdem eine Aktivierung des AOS-Reaktionsweges, der einen Teil des 13-LOX-
Reaktionsweges darstellt. Nach Bakterieninfiltration wiesen die Mengen aller
dokumentierten Metabolite mt Ausnahme von 3HOT einen transienten Verlauf auf. Im
Gegensatz dazu akkumulierten diese Metabolite nach Inokulation mit P. infestans bis zum
Ende der Beobachtungszeit. Es erfolgte vor allem eine Akkumulation von LnA-Derivate,
wobei bemerkenswert ist, dal3 nach Inokulation von P. infestans der Gehalt an CA hoher
als an CnA war, diese Verbindungen aber nur eine sehr schwache Akkumulation
aufwiesen.

2.1.4 Transkriptanalyse von Genen, die fir Enzyme des LOX-Reaktionsweges
kodieren

Die cDNA einer Divinylethersynthase (StDES1) war aus RNA der Zellen von
S. tuberosum nach Elicitorbehandlung isoliert worden (Stumpe et al. 2001). So konnte die
Biosynthese der Divinylether CA und CnA, die nach Pathogenbefall in Blattern von
S. tuberosum akkumulieren, genauer charakterisiert werden. Daftr wurden die in 2.1.1
dargestellten Northern-Blot-Analysen verwendet (Abb. C-10A/B). Die Transkripte der
StDES1 wurden transient 6 und 12 h nach Infiltration mit Psm sowie 3 und 4d nach
Inokulation mit P.infestans detektiert. Dies laRt vermuten, dal® der Anstieg der
Produktmengen des DES-Reaktionsweges in den pathogenbehandelten Blattern mit einer
Transkriptakkumulation der StDES1 korrelierte. Aulerdem war die Akkumulation der
StDES1-Transkripte der DES-Produktakkumulation zeitlich vorgelagert.

A B
Psm MgCl, Pi H,0
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Abb. C-10: Northern-Blot-Analyse der Expression einer Divinylethersynthase in Blattern von
S. tuberosum nach Pathogenbefall.
A: Infiltration mit Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm) bzw. MgCl,
B: Inokulation mit Phytophthora infestans (P.i.) bzw. H,0
Gesamt-RNA wurde aus Blattmaterial zu entsprechenden Inkubationszeiten (h bzw. d) nach
Pathogenbefall isoliert, je 20 pg RNA in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf
Nylonmembranen transferiert und mit radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten von StDES1
und St25SrRNA hybridisiert. Das repréasentative Ergebnis von jeweils drei unabhéangigen
Analysen ist dargestellt.

Das cDNA-Fragment einer 9-Hydroperoxidlyase (9-HPL; von M. Stumpe, IPK,
Gatersleben, zur Verfigung gestellt) wurde verwendet, um die Genexpression eines
weiteren Enzyms des 9-LOX-Reaktionsweges zu untersuchen. In den verwendeten
Northern-Blot-Analysen lagen die Transkriptmengen der 9-HPL unterhalb der
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Detektionsgrenze (Daten nicht gezeigt). Dies korreliert mit den Ergebnissen der
Oxylipinanalyse, wonach Nonenal und Nonadienal, die Produkte der 9-HPL-Aktivitat, in den
bakterieninfiltrierten Blattern nicht akkumulierten.

2.1.5 Untersuchungen zur Bereitstellung der LOX-Substrate

Im Gegensatz zu den Zellen, in denen vor allem LA-Derivate nach Elicitorbehandlung
akkumulierten, wurden in Blattern von S. tuberosum insbesondere LnA-Derivate nach
Pathogenbefall gebildet. Mittels GC/MS-Analysen wurden die freien Fettsduren in den
Extrakten des oben beschriebenen Blattmaterials bestimmt. Dabei wurde gezeigt, dafl3 die
Mengen an LOX-Substraten 24 h nach Infiltration mit Psm drastisch zunahm (Abb. C-11).
Der Gehalt an LnA stieg in den pathogenbehandelten Blattern bis 48 h auf 340 nmol/g FG,
der LA-Gehalt bis 125 nmol/g FG. Die Kontrollblatter enthielten durchschnittlich
65 nmol/g FG LnA und 12 nmol/g FG LA. Auch hier zeigt die Akkumulation der Substrate
einen analogen Verlauf zur Bildung der Produkte der LOX-Reaktion (Abb. C-9 versus
Abb. C-11) In der kompatiblen Interaktion mit P. infestans wurde keine Akkumulation der
freien Fettsauren detektiert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. C-11: Bestimmung der freien mehrfach ungesattigten Fettsauren in Blattern von
S. tuberosum nach Pathogenbefall.
Der Gehalt an LnA (I) und LA (II) wurde mit GC/MS-Analysen in Extrakten aus Blattmaterial zu
entsprechenden Inkubationszeiten (h) nach Infiltration mit P. syringae pv. maculicola
(schwarz) bzw. MgCl, (weil3) bestimmt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
unabhéngigen Analysen sind dargestellt.
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Zur Untersuchung der de novo-Synthese der LOX-Substrate LA und LnA stand das
cDNA-Fragment mit Homologien zu einer D**-FAD zur Verfigung (s. 1.4). Die Transkripte
des D'>-FAD-homologen Gens akkumulierten in den Blattern von S. tuberosum nach
Pathogenbefall (Abb. C-12). Die Akkumulation war transient und begann 6 h nach
Bakterieninfiltration (Abb. C-12A). Die maximalen Transkriptmengen wurden nach 12 h und
36 h erreicht. Das schwachere Signal nach 24 h scheint durch eine geringere Beladung
des Agarosegels mit Gesamt-RNA dieser Probe verursacht zu sein. In der kompatiblen
Interaktion mit P. infestans nahmen die Transkripte ab 2d nach Inokulation transient zu
(Abb. C-12B) und erreichten nach 4 d ihre maximale Akkumulation. Aus diesem und dem
vorangegangenen Experiment konnte gefolgert werden, dafl3 im Falle der kompatiblen
Interaktion offensichtlich die Substrate LA und LnA vollstdndig umgesetzt werden, da
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einerseits eine Anderung der Mengen der freien Fettsauren nicht nachgewiesen wurde,
aber andererseits eine Induktion der Expression eines Biosyntheseenzymes auf der
Transkriptebene nachweisbar war.
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Abb. C-12: Northern-Blot-Analyse der Expression eines D*-FAD-homologen Gens in Blattern
von S. tuberosum nach Pathogenbefall.
A: Infiltration mit Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm) bzw. MgCl,
B: Inokulation mit Phytophthora infestans (P.i.) bzw. H,0
Gesamt-RNA wurde aus Blattmaterial zu entsprechenden Inkubationszeiten (h bzw. d) nach
Pathogenbefall isoliert, je 20 pg RNA in denaturierenden Ayarosegelen aufgetrennt, auf
Nylonmembranen transferiert und mit dem radioaktiv markierten Fragment eines partiellen
cDNA-Klons mit Homologien zu D'3-FAD sowie mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment
der St25SrRNA hybridisiert. Das reprasentative Ergebnis von drei unabhéngigen Analysen ist

dargestellt.

2.2 Charakterisierung von Pflanzen mit erhéhter Basisresistenz gegeniber
P. infestans

2.2.1 Feldresistenz von S. tuberosum

Es standen drei Sorten von S. tuberosum zur Verfiigung, die bei der Interaktion mit
P. infestans resistenter als die suszeptible Sorte Désirée sind. Mit diesen Pflanzen wurde
die Bedeutung des LOX-Reaktionsweges bei der Resistenzauspragung in S. tuberosum
untersucht.

Die Blatter von Pflanzen der Sorten Producent, Tomba und Kuras uberlebten den
Pathogenbefall im Gegensatz zu denen der suszeptiblen Sorte Désirée, die nach
Inokulation mit P. infestans abstarben (Abb. C-13). Die Kontrollblatter, die mit Wasser
inkubiert wurden, wiesen keine phénotypischen Veranderungen auf. Die Resistenz dieser
Sorten beruht jedoch nicht auf einer Interaktion von R- und Avr-Genprodukten, sondern auf
einer erhohten Basisresistenz (Feldresistenz). Mit Zoosporensuspensionen, die eine
hohere Konzentration (800.000 Sporen/ml) als die normalerweise verwendeten
Suspensionen (400.000 Sporen/ml) aufwiesen, konnte diese Feldresistenz jedoch
Uberwunden werden, und die Blatter von Pflanzen der Sorten Producent, Tomba und
Kuras starben ebenfalls ab (Daten nicht gezeigt).

In resistenten Sorten von S. tuberosum waren im Vergleich zu suszeptiblen Sorten
erhohte Transkriptmengen von PR-Genen nachgewiesen worden. Deshalb wurde
vermutet, dal’ diese konstitutive PR-Genexpression an der nichtspezifischen Resistenz
gegeniber P. infestans beteiligt sein kénnte (Vleeshouwers et al. 2000).
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Desirée Producent Tomba Kuras

Abb. C-13: Phanotyp der Blatter verschiedener Sorten von S. tuberosum nach Inokulation
mit P. infestans.
Blatter der Sorten Désirée, Producent, Tomba und Kuras wurden mit einer
Zoosporensuspension (400.000 Sporen/ml) von P. infestans an der Blattunterseite inokuliert.
Die Pflanzen wurden 6 d bei 100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Die Expression von LOXen, PR-Proteinen und Enzymen des
Phenylpropanstoffwechsels wurde in drei unabhéngigen Inokulationsexperimenten mit
Pflanzen der vier Sorten untersucht. Die Northern-Blot-Analysen zeigten die fur die
Pflanzen der Sorte Désirée beschriebene Transkriptakkumulation nach Inokulation mit
P. infestans (Abb. C-7B). Da in den Pflanzen mit erhdhter Basisresistenz die detektierten
Transkriptmengen der LOX-, PR- und Abwehrgene sehr variabel waren (Daten nicht
gezeigt), bestand keine Korrelation zwischen der Expression dieser Gene und der
Auspragung eines resistenten Phanotyps.

2.2.2 Analyse der Metabolitenprofile

Neben der Untersuchung der Genexpression wurden die Oxylipinprofile nach
Inokulation mit P. infestans in den Pflanzen mit erhéhter Basisresistenz aufgenommen. Da
nur ein Inokulationsexperiment vollstandig analysiert wurde, koénnen aufgrund der
biologischen  Variabilitdét, die bei der Untersuchung der Pflanze-Pathogen-
Interaktionssysteme sehr ausgepragt war, keine absoluten Aussagen gemacht werden.

Um einen ersten Uberblick zu erhalten, wurden mittels GC/MS-Analyse die Oxylipine
bestimmt, die haupsachlich in der kompatiblen Interaktion akkumulieren. Dies sind die
Trihydroxide 9,10,11-TriHOD und 9,12,13-TriHOD, das Hydroxid-Derivat 3HOT und die
Divinylether CnA und CA (Abb. C-14). Dabei mul3 eine friihe Phase der Akkumulation, die
vor bzw. parallel zur Auspréagung nekrotischer Bereiche auf den suszeptiblen Blattern
stattfindet (O bis 5d nach Inokulation), von einer spateren Phase unterschieden werden,
die wéahrend des Absterbens der anfélligen Blatter erfolgt (6 bis 7d nach Inokulation). In
den Sorten mit erhdhter Basisresistenz wurden im Vergleich zu der suszeptiblen Sorte
wahrend der frihen Phase leicht erh6hte Mengen an Oxylipinen gemessen. Insbesondere
in der Sorte Kuras akkumulierten diese Verbindungen bereits 4 d nach Inokulation.
Aul3erdem enthielt die Sorte Tomba 4d nach Inokulation héhere Mengen an CnA als die
suszeptiblen Sorte Désirée.

Wahrend der zweiten Phase erfolgte eine starke Akkumulation in der suszeptiblen
Sorte Désirée. Auffallig ist eine mit der kompatiblen Interaktion vergleichbare Akkumulation,
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wenn die erhdhte Basisresistenz durch P.infestans uberwunden wurde und es zur
Ausbildung von Nekrosen kam. So wurden in den nekrotischen Bléattern der Sorte Kuras,
die 7 d mit P. infestans inokuliert waren, sogar héhere Mengen an 9-HOT und Divinylethern

als in den Blattern der Sorte Désirée bestimmt.
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Abb. C-14: Oxylipinprofil in Blattern verschiedener Sorten von S.tuberosum nach
Pathogenbefall.
Der Gehalt an 9,10,11-TriHOD (1), 9,12,13-TriHOD (Il), 9-HOT (lil), CnA (IV) und CA (V) wurde
mit GC/MS-Analysen in Extrakten aus Blattmaterial zu entsprechenden Inkubationszeiten (d)
nach Inokulation mit P.infestans (Désirée: schwarz, Producent. gelb, Tomba: blau, Kuras:
grin) bzw. H,O (Désirée: weil3, Producent: hellgelb, Tomba: hellblau, Kuras: hellgriin)
bestimmt.

3 Akkumulation von 9-LOX-Metaboliten wahrend der Ausprdgung von
Blattnekrosen

Wahrend der Auspragung der HR ist die irreversible Schadigung von Membranen eine
der frihesten physiologischen Veranderungen innerhalb der Zelle, woran Prozesse
beteiligt sind, die die Peroxidation vielfach ungeséttigter Fettsauren bewirken (Keppler und
Novacky 1987). Diese Lipidperoxidation kann durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS,
s. A.1.4) oder die Aktivierung von LOXen hervorgerufen werden (Keppler und Novacky
1987). Bisher konnte nicht genau geklart werden, ob LOXen an der Auslésung der
Lipidperoxidation  beteiligt sind oder lediglich durch die radikalinduzierten
Membranveranderungen induziert werden (Rosahl 1996). Zur Untersuchung der
Bedeutung von 9-LOX-Metaboliten wahrend der Ausprédgung von Blattnekrosen in
S. tuberosum solite eine Analyse der Oxylipine nach Behandlung mit der
photodynamischen Substanz Eosin und dem Oligopeptidelicitor Pep13 erfolgen.
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3.1 Metabolitenakkumulation nach Infiltration von Eosin

Um Nekrosen unabhéangig von einem Pathogenbefall zu erzeugen, wurden die Blatter
von S.tuberosum mit Eosin infiltriert. Diese Behandlung fihrt zur lichtabhdngigen
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (Superoxidanionen und Singulettsauerstoff),
wodurch oxidativer Strel3 entsteht und Nekrosen gebildet werden (Penninckx et al. 1996).

Wie in den 2.2.2 aufgefuhrten Experimenten wurden auch hier nur die wichtigsten
Oxylipine bestimmt. Die Trihydroxide 9,10,11-TriHOD und 9,12,13-TriHOD sowie das
Hydroxid-Derivat 9-HOT wurden deshalb mittels GC/MS-Analysen nach Infiltration von
Psm, Eosin und MgCl, bestimmt (Abb. C-15). Die Mengen an Divinylether waren nach
Eosinbehandlung sehr gering und wurden deshalb in diesen Infiltrationsexperimenten nicht
ausgewertet. Die dokumentierten Metabolite des 9LOX-Reaktionsweges akkumulierten
transient sowohl nach Bakterien- (schwarze Balken) als auch nach Eosinbehandlung
(graue Balken). Die Akkumulation nach Infiltration von Eosin begann jedoch zeitlich
verzogert im Vergleich zur Akkumulation nach Bakterieninfiltration. In den
eosinbehandelten Bléattern begannen die drei Oxylipine parallel zur Ausbildung der
Nekrosen nach 24 h zu akkumulieren und waren transient zwischen 24 und 48 h
nachweisbar. Nach Bakterienbehandlung entstanden die Nekrosen bereits nach 12 h, und
die 9LOX-Metabolite akkumulierten ebenfalls zu diesem Zeitpunkt. Der maximale Gehalt
der Trihydroxide war nach Eosininfiltration dreifach geringer als nach Bakterieninfiltration
(Abb. C-15 I und I1), der Gehalt an 9-HOT war vierfach geringer (Abb. C-15 IlI).
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Abb. C-15: Oxylipinprofil in Blattern von S.tuberosum nach Pathogenbefall und
Behandlung mit Eosin.
Der Gehalt an 9,10,11-TriHOD (1), 9,12,13-TriHOD (Il) sowie 9-HOT (lll) wurde mit GC/MS-
Analysen in Extrakten aus Blattmaterial zu entsprechenden Inkubationszeiten (h) nach
Infiltration mit P. syringae pv. maculicola (schwarz), Eosin (grau) bzw. MgCl, (weif3) bestimmt.
Die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei (Eosin) bzw. dei Psm und MgCly,)
unabhangigen Analysen sind dargestellt.
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Die Northern-Blot-Analyse mit RNA dieser Blatter zeigte, dal3 die Expression der
PR-Gene StPRB1b und StPR10 nach Infiltration von Eosin und Bakterien induziert wurde
(Daten nicht gezeigt). Die Akkumulation von 9-LOX-Metaboliten erfolgte somit nach
Eosinbehandlung nicht unabhéngig von der Induktion der Abwehrgenexpression. Aus
diesem Grund kann eine Verbindung zwischen der Abwehrgenexpression und der
Stimulierung des 9-LOX-Reaktionsweges bei der Reaktion auf Eosininfiltration nicht
ausgeschlossen und keine Aussagen gemacht werden, ob die 9-LOX-Metabolite an der
Auspragung von Nekrosen beteiligt oder eine Folge- bzw. Begleiterscheinung der HR sind.

3.2 Untersuchungen von Wildtyp- und nahG-Pflanzen nach Pepl3-
Behandlung

Der Oligopeptidelicitor aus Phytophthora sojae, Pepl3, aktiviert eine Reihe von
Abwehrreaktionen in Zellen von Petroselinum crispum, einschlie3lich der Expression von
Abwehrgenen und der Bildung von Phytoalexinen (Nurnberger et al. 1994). In allen bisher
untersuchten Pflanzenarten entstehen nach der Behandlung mit Pepl3 keine Nekrosen
(Dr. T. Nurnberger, personliche Mitteilung). Dagegen induziert die Pepl3-Infiltration in
S. tuberosum die Bildung von Nekrosen und die Induktion der Abwehrgenexpression.
Transgene nahG-Pflanzen von S.tuberosum, die das bakterielle Gen fir eine
Salicylathydroxylase exprimieren und deren endogener Salicylsauregehalt damit
herabgesetzt wurde, exprimieren ebenfalls Abwehrgene nach Pepl3-Behandlung. Die
Nekrosebildung ist jedoch in diesen Pflanzen inhibiert, was darauf hinweist, dal3 Pepl13
eine salicylatabhangige Nekrosebildung induziert (Geiler 2001).

Die GC/MS-Analyse der wichtigsten Oxylipine in S. tuberosum-Pflanzen ergab, daf3
die Metabolite des 9-LOX-Reaktionsweges in den Pepl3-behandelten Blattern der Wildtyp-
Pflanzen bis zum Versuchsende akkumulierten (Abb.C-16). Wie im Fall der
Eosinbehandlung waren auch die Mengen an Divinylethern nach Pepl3-Infiltration sehr
gering und wurden deshalb in den folgenden Abbildungen nicht dargestellt. Der Gehalt der
Trihydroxide 9,10,11-TriHOD und 9,12,13-TriHOD sowie des Hydroxid-Derivates 3HOT
stieg bis 48 h nach Pepl13-Behandlung an, wohingegen der Gehalt dieser Metabolite in den
nahG-Pflanzen nahezu konstant blieb. Im Gegensatz zur Stimulierung des 9-LOX-
Reaktionsweges in den Wildtyp-Pflanzen akkumulierten damit nach Infiltration von Pepl3
in den nahG-Pflanzen keine 9-LOX-Metabolite.

Nach Infiltration mit Psm werden Nekrosen auch in den Blattern der nahG-Pflanzen
ebenso wie in den Wildtyp-Pflanzen ausgepragt. Dieser Phanotyp korrelierte mit der
Akkumulation von 9,10,11-TriHOD, 9,12,13-TriHOD und 9-HOT in den nahG- und Wildtyp-
Pflanzen (Abb. C-17). Der Gehalt dieser 9-LOX-Metabolite in den transgenen Pflanzen ist
mit dem in Wildtyp-Pflanzen vergleichbar.

57



Ergebnisse

9 _, 100 6 _19
TO g0 £
Se oo toek
— O i om
- g 40 2 29
S5 20 =
o 0 | E— 0 o
1] 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48

20 t [h]

O 151
[ L
02 10~
T 5
o £ 5 1

£ ola [lma

0 12 24 36 48
t[h]
Abb. C-16: Oxylipinprofil in Blattern von Wildtyp- und nahG-Pflanzen nach Behandlung mit

Pepl3.

Der Gehalt an 9,10,11-TriHOD (1), 9,12,13-TriHOD (Il) sowie 9-HOT (lll) wurde mit GC/MS-
Analysen in Extrakten aus Blattmaterial zu entsprechenden Inkubationszeiten (h) nach
Infiltration mit Pepl13 (Wildtyp: schwarz, nahG: dunkelgrau) bzw. H,O (Wildtyp: weifl3, nahG:
hellgrau) bestimmt. Es sind jeweils 2 nahG-Pflanzen parallel mit Pep13 infiltriert worden.
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Abb. C-17: Oxylipinprofil in Blattern von Wildtyp- und nahG-Pflanzen nach Behandlung mit

Pep13 und Pathogenbefall.

Der Gehalt an 9,10,11-TriHOD (I), 9,12,13-TriHOD (lI) sowie 9-HOT (lll) wurde mit GC/MS-
Analysen in Extrakten aus Blattmaterial zu entsprechenden Inkubationszeiten (h) nach
Infiltration mit Pep13 (Wildtyp: schwarz, nahG: dunkelgrau) bzw. H,O (Wildtyp: weil3, nahG:
hellgrau) sowie nach Infiltration mit P. syringae pv. maculicola (Wildtyp: griin, nahG: braun)
bzw. MgCl, (Wildtyp: hellbraun, nahG: hellgrin) bestimmt. Die Analyse der Pepl3-
Behandlung ist identisch mit der in Abb. C-16 dargestellten.

Die Auswertung der Oxylipinprofile in Blattern von Wildtyp- und nahG-Pflanzen nach
Behandlung mit Pepl3 und Pathogenbefall deuten auf eine Korrelation zwischen
Nekrosebildung und Stimulierung des 9-LOX-Reaktionsweges. Bemerkenswert ist dabei,
daf? die Aktivierung des 9-LOX-Reaktionsweges nach Pepl3-Behandlung nicht aber nach
Pathogenbefall tUber SA-abhangige Prozesse erfolgt. Daraus folgt, dal der 9-LOX-

58



Ergebnisse

Reaktionsweg uUber einen SA-abhangigen und einen SA-unabhangigen Weg induziert
werden kann.

In den Wildtyp-Pflanzen war das Maximum der Trihydroxid-Akkumulation nach
Bakterieninfiltration drei- bzw. achtfach hoher als nach Pepl3-Behandlung, die
Akkumulation von 9-HOT war siebenfach hoher. Die unterschiedlichen Maxima der
Metabolitenakkumulation ~ konnen  durch  unterschiedliche Induktionsstarken  der
Nekrosebildung nach Bakterien- bzw. Pepl3-Infiltration und durch Eigenschaften des
Pathogens, die weitere Abwehrreaktionen induzieren, verursacht sein. Da nur ein Pepl3-
Infiltrationsexperiment analysiert wurde, muf3 die Allgemeinguiltigkeit dieser Analyse durch
weitere Untersuchungen in Zukunft Gberprtft werden.

4 Funktionelle Analyse des 9-LOX-Reaktionsweges

Zusétzlich zu den bisher dargestellten, korrelativen Daten war die Bedeutung der
9-LOXen bei Resistenzantworten von N.tabacum in einer funktionellen Analyse
beschrieben worden, bei der die Aktivitdt einer pathogeninduzierten 3LOX durch die
Expression von antisense LOX-Sequenzen inhibiert wurde (Rancé et al. 1998). Im
Gegensatz zu den resistenten Wildtyp-Pflanzen waren die transgenen Pflanzen
suszeptibel nach Infektion mit Phytophthora parasitica var. nicotianae. Diese Umwandlung
einer inkompatiblen in eine kompatible Interaktion deutet auf eine entscheidende Rolle von
9-LOXen bei der Auspragung von Resistenzen in Solanaceae. Um den Zusammenhang
zwischen der Stimulierung der LOX-Aktivitat und der Aktivierung von Abwehrreaktionen in
S. tuberosum zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit gain of function- und loss
of function-Experimente durchgefthrt.

4.1 PR-Genexpression nach Behandlung mit LOX-Metaboliten

In Hordeum vulgare weist die Induktion der HvPR1-Genexpression durch exogen
appliziertes 13-HOT auf eine Rolle der Hydroxid-Derivate von PUFAs bei der
Pathogenabwehr hin (Weichert et al. 1999). Die Auspragung von Nekrosen und Induktion
der PR-Genexpression wurde daraufhin in Blattern von S. tuberosum nach Infiltration von
LOX-Produkten der LnA analysiert. Es wurden 9-HPOT und 13-HPOT, sowie die 9-LOX-
Metabolite, die nach Pathogenbefall stark akkumulieren (9,10,11-TriHOD, 9-HOT und CA)
und das LOX-Substrat LnA infiltriert (Abb. C-18).

Die Hydroperoxid-Derivate 9-HPOT und 13-HPOT induzierten Nekrosen, wenn
Losungen einer Konzentration von 10 mM appliziert wurden. Dies Kkorreliert mit der
Beobachtung, daf? 13-HPOD ab diesen Konzentrationen in Blattern von N. tabacum
ebenfalls die Nekrosebildung induziert (Rustérucci et al. 1999). Nekrosen entstanden
weiterhin nach Infiltration von 5 und 10 mM 9-HOT-LAsung. Da im Falle der Hydroperoxide
anstelle von 5mM-Ldsungen nur 2mM verwendet wurden, kdnnen keine Aussagen Uber
die  Nekrosebildung durch 5 mM-Lésungen von 9-HPOT und 13-HPOT
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Abb. C-18: Northern-Blot-Analyse der StPRB1b-Genexpression in Blattern von S. tuberosum

und Phéanotyp dieser Blatter nach Behandlung mit Oxylipinen.

Gesamt-RNA wurde aus Blattmaterial 48 h nach Behandlung mit verschiedenen
Konzentrationen (1 uM bis 10 mM) von 9-HPOT, 13-HPOT, 9-HOT, 9,10,11-TriHOD, CA und
LnA isoliert, je 20pg RNA in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf
Nylonmembranen transferiert und mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten von
StPRB1b und St25SrRNA hybridisiert. Das reprasentative Ergebnis von zwei unabhangigen
Analysen ist dargestellt, mit Ausnahme der Ergebnisse der Infiltration von 13-HPOT, die nur
einmal durchgefuhrt worden ist.
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gemacht werden. Die Trihydroxid-Losung mit einer Konzentration von 10 mM induzierte
schwache Blattnekrosen. Nach Infiltration von Lésungen mit Konzentrationen bis zu 1 mM
des Divinylethers CA wurden keine Nekrosen gebildet. HOhere Konzentrationen konnten
nicht getestet werden, da die entsprechenden Mengen dieser Verbindung nicht zur
Verfigung standen. Bei Behandlung mit LhA entstanden mit 5 bzw. 10 mM-Lésungen
schwache Nekrosen.

Die StPRB1b-Genexpression wurde anhand von Northern-Blot-Analysen dieser
Blatter untersucht (Abb. C-18). Beim Vergleich der Wirkung der Positionsisomere 9- und
13-HPOT ist aufféllig, daf3 13-HPOT-Ldsungen bereits in einem Konzentrationsbereich von
1 bis 100 uM eine StPRB1b-Transkriptakkumulation induzierten, wohingegen 3HPOT-
Losungen erst Uber einer Konzentration von 100 uM eine solche Akkumulation
verursachten. Aul3erdem induzierten die 9-LOX-Metabolite 9-HOT und 9,10,11-TriHOD die
Transkriptakkumulation des StPRB1b-Genes bereits, wenn Lésungen von geringen
Konzentrationen appliziert wurden (ab 10 uM bzw. 100 uM). Dies geschah unabhanging
von einer Nekrosebildung. Damit koénnen Oxylipine direkt an der Induktion der
Abwehrgenexpression in S. tuberosum nach Pathogenbefall beteiligt sein.

4.2 Charakterisierung der 9-LOX-Isoformen in S.tuberosum nach
Pathogenbefall

In S. tuberosum sind bisher 12, zum Teil vollstiandige cDNA-Klone beschrieben
worden, die zur Familie der 9-LOXen gehdren und deren Nukleotidsequenzen zueinander
Uber 90% identisch sind (Kolomiets et al. 2001). Eine Funktionsanalyse
pathogeninduzierter LOXen wurde in transgenen Pflanzen von S. tuberosum versucht, die
mit antisense-Konstrukten einer knollenspezifischen LOX-Isoform (LOX1-St-2; Acc. No.
Y18548) transformiert waren (von Prof. Dr. R. Casey, John Innes Centre, Norwich, GB zur
Verfigung gestellt) und in deren Knollen keine 9-LOX-Transkripte nach Behandlung mit
Arachidonsaure akkumulieren (Dr. S. Rosahl, persdnliche Mitteilung). In den Bléttern dieser
Pflanzen wurde jedoch nach Infiltration mit Psm bzw. Inokulation mit P. infestans die
Akkumulation der StLOX1-Transkripte mittels Northern-Blot-Analyse nachgewiesen (Daten
nicht gezeigt). Somit war die Expression der antisense-Sequenzen der
knollenspezifischen 9-LOX nicht effizient genug, um die Expression der beschriebenen 9-
LOX-Isoformen, deren Sequenzen dber 90 % identisch sind, in den Blattern von
S. tuberosum zu reprimieren.

Vor kurzem wurde eine weitere 9-LOX-Isoform aus S. tuberosum charakterisiert, die
in Blattern nach Pathogenbefall exprimiert wird (Kolomiets et al. 2000). Die Sequenz dieser
POTLX-3 ist etwa 80 % identisch mit den Sequenzen anderer 9-LOXen aus S. tuberosum
und besitzt somit einen relativ geringen Homologiegrad innerhalb dieser Gruppe der ¢
LOXen vom Typ 1.
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Da eine grofe Anzahl von 3LOX-Isoformen in S. tuberosum bereits beschrieben
worden ist, deren Transkripte in Northern-Blot-Analysen aufgrund der hohen
Sequenzhomologien wahrscheinlich nicht unterschieden werden koénnen, sollte das
Expressionsprofil der 9-LOXen nach Pathogenbefall charakterisiert werden. Ein
spezifisches dMNA-Fragment aller bekannten 3LOXen wurde hergestellt und in einer
Restriktionsanalyse analysiert, anhand derer der Anteil dieser 3LOX-Isoformen an der
pathogeninduzierten Expression von 9-LOXen in S. tuberosum abgeschatzt werden sollte.

42.1 Restriktionsanalyse eines 9-LOX-spezifischen Fragmentes

Nach einer Sequenzanalyse der 9-LOXen aus S.tuberosum wurde ein 582 bp-
Fragment ausgewahlt, anhand dessen die einzelnen Isoformen mit einer
Restriktionsanalyse  unterschieden  werden kénnen. Das Fragment der
pathogeninduzierten POTLX-3 (Kolomiets et al. 2000) besitzt eine Schnittstelle fur die
Restriktionsendonuklease Bglll in der Nahe des 5-Endes. Die Fragmente der
knollenspezifischen PLOX1 und StLOX1, deren verstarkte Expression nach Behandlung
mit Arachidonsdure und Inokulation mit P. infestans beschrieben worden ist (Fidantsef und
Bostock 1998; Abschnitt 2), enthalten dagegen eine Cla I-Schnittstelle im 3‘-Bereich
(Sequenzanalyse im Anhang).

Die 9-LOX-spezifischen Fragmente wurden durch RT-PCR mit homologen Primern
aus RNA von mit P.infestans inokulierten Blattern amplifiziert und anschlie3end der
Restriktionsanalyse unterzogen (Abb. C-19). Nach der Spaltung mit Bglll bzw. Clal
entstanden jeweils Fragmente mit 489 und 93 bp, wobei das kleinere Fragment in dieser
Abbildung nicht dargestellt ist.

Auf dem Bild des mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegels der Restriktionsanalyse
ist zu erkennen, dal3 die amplifizierten Fragmente von Bgl Il geschnitten wurden, mit
Ausnahme der aus RNA unbehandelter Pflanzen amplifizierten cDNA (Abb. C-19A). Die
Spaltung mit Clal ergab dagegen keine detektierbare Menge an 489 bp-langen
Fragmenten. Dies la3t den SchluR zu, dall die Gesamt-RNA-Praparationen der
P. infestans inokulierten Blatter vor allem POTLX-3-Transkripte enthielten.

Die RT-PCR-Produkte wurden anschlieRend auf Nylonmembranen transferiert, um
durch radioaktive Hybridisierungen sehr geringe Fragmentmengen nachweisen zu kdnnen
(Abb. C-19B). Nach der Hybridisierung mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment der
StLOX1 konnten Cla l-geschnittene Fragmente ausschliellich in der cDNA aus RNA-
Praparationen unbehandelter Blatter detektiert werden. Dies bedeutet, dal? keine
Transkripte der StLOX1 in den mit P.infestans inokulierten Bléattern vorhanden und
anscheinend die StLOX1-Expression nach der Inokulation reprimiert war. Im Vergleich
dazu wurden mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment der POTLX-3 die Bgl II-
geschnittenen Fragmente detektiert.
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Abb. C-19: Restriktionsanalyse eines 9-LOX-spezifischen cDNA-Fragmentes aus Blattern von
S. tuberosum nach Inokulation mit Phytophthora infestans.
Ein 582 bp-Fragment wurde aus je etwa 2 pg DNase-behandelter Gesamt-RNA von
Blattern, die mit P. infestans inokuliert und zu entsprechenden Inkubationszeiten (d)
geerntet worden waren, unter Verwendung der homologen Primer cgshom und cg3hom
(s. B.1.5) mittels RT-PCR amplifiziert und mit den Restriktionsendonukleasen Bgl Il bzw.
Cla | gespalten. Aliquots der RT-PCR-Produkte (-) bzw. der Produkte der Spaltungen mit
Bgl Il bzw. Cla | wurden im nichtdenaturierenden Agarosegel aufgetrennt und das mit
Ethidiumbromid gefarbte Agarosegel fotografiert (A). Anschlie3end wurden die RT-PCR-
Produkte auf Nylonmembranen transferiert und mit folgenden radioaktiv markierten
cDNA-Fragmenten hybridisiert (B): StLOX1, POTLX-3 und den Produkten der Ansatze
mit RNA aus Blattern, die am Beginn der Inokulation geerntet worden waren (0 d-RT-
PCR). Das reprasentative Ergebnis von zwei unabhangigen Analysen ist dargestellt.

In den RT-PCR-Ansatzen, die mit GesamtRNA aus unbehandelten Blattern
durchgefiihrt waren, erfolgte eine Amplifikation von Fragmenten, die weder von Bgl Il noch
von Cla | gespalten wurden (Abb. C-19A). Diese Fragmente stammten damit weder von
Transkripten der POTLX-3 noch von Transkripten anderer beschriebener 9-LOX-Isoformen
ab. Die Hybridisierung mit den radioaktiv markierten RT-PCR-Produkten der
unbehandelten Blatter ergab, daf} die ungespaltenen Fragmente auch in den RT-PCR-
Produkten enthalten waren, die aus RNA von P. infestans inokulierten Blattern amplifiziert
wurden (Abb. C-19B). Dies wird daran ersichtlich, dafl im Gegensatz zur
Ethidiumbromidfarbung nach der Hybridisierung das ungespaltene Fragment verstarkt in
den Bgl IFAnséatzen detektiert wurde. In den Ansétzen, die mit RNA von 3d-inokulierten
Blattern durchgefiihrt waren, wurde diese Anderung des Verhaltnisses von ungespaltenem
Zu gespaltenem Fragmenten in den beiden Nachweismethoden besonders deutlich. Da
diese ungespaltenen Fragmente sowohl in der RNA unbehandelter als auch P. infestans
inokulierter Blatter nachgewiesen wurden, konnte vermutet werden, dafd die Transkripte
einer solchen 9-LOX, von der diese Fragmente amplifiziert wurden, in Blattern von
S. tuberosum konstitutiv exprimiert sind. Nachfolgend wird deshalb ein aus dem ,0 d-RT-
PCR"“-Ansatz isoliertes Fragment ndher beschrieben.
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422 Identifizierung eines neuen LOX-Fragmentes

Die Produkte der RT-PCR mit der Gesamt-RNA-Praparation aus Blattern, die am
Beginn der Inokulation geerntet waren (0 d-RT-PCR), wurden in den Vektor pCR®2.1
kloniert und anschlie3end sequenziert.

11 cDNA-Klone wurden erhalten, die Fragmente mit Homologien zu bekannten LOX-
Sequenzen aus Datenbanken enthalten. 10 Fragmente besitzen eine Sequenzidentitéat von
97 % zu einer toxininduzierten LOX aus Lycopersicon esculentum (LeLOX), 90% zu einer
elicitorinduzierten LOX aus N tabacum (NtLOX1), 87 % zur POTLX-3 und 83 % zur
StLOX1. Diese Fragmente besitzen damit eine relativ geringe Homologie zu anderen
9-LOXen aus S. tuberosum (Abb. C-20). Im Folgenden wird das Fragment als StLOX4
bezeichnet, da es eventuell von einer 3LOX stammt, die zu einer neuen Klasse der
LOXen von S. tuberosum gehort.

Die Sequenz eines 11. Fragmentes ist 98 % identisch zur StLOX1 (Geerts et al.
1994). Dies entspricht dem Vorhandensein von Cla l-geschnittenen Fragmenten, die in den
RT-PCR-Produkten der RNA-Préapartionen am Beginn der Inokulation nachgewiesen
wurden (Abb. C-19B).

Sequenzidentitat
[%]
% LeLOX | POTLX-3 | StLOX1 | StLOX4 NtLOX1
§ LeLOX 85,2 81,0 95,9 89,9 LelLOX
o = POTLX-3 14,6 85,2 85,1 83,7 POTLX-3
c S
S5 e—
GE‘) StLOX1 19,8 15,7 80.9 80,6 StLOX1
= StLOX4 2.8 13,6 18,8 88,7 StLOX4
()
2 NtLOX1 9,8 16,8 19,9 10,4 NtLOX1
LeLOX POTLX-3 StLOX1 StLOX4 NtLOX1
Abb. C-20: Sequenzvergleich des StLOX4-Fragmentes mit 9-LOX-Isoformen.
LeLOX (Acc. No. AY008278)
POTLX-3 (Acc. No.U60202)
StLOX1 (Acc. No. S73865)
NtLOX1  (Acc. No. X84040)
4.2.3 Expressionsprofil der 9-LOXen nach Pathogenbefall

dai? die
POTLX-3-Transkripte nach Inokulation mit P.infestans in Blattern von S. tuberosum

Die Restriktionsanalyse 9-LOX-homologer Fragmente hatte gezeigt,
akkumulieren. Dagegen konnten die Transkripte der PLOX1- bzw. StLOX1 in den
inokulierten Blattern nicht nachgewiesen werden. Auf3erdem wurde das StLO X4-Fragment
einer eventuell konstitutiv exprimierten LOX-Isoform isoliert.

Da in der RT-PCR der Restriktionsanalyse kein interner Standard verwendet wurde,
ist eine Quantifizierung der Fragmentmengen nicht mdglich, und somit kdnnen keine
Aussagen uber die Transkriptmengen der einzelnen 3LOX-Isoformen nach Inokulation
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gemacht werden. Auferdem fehlt die Analyse entsprechender Kontrollblatter, um die
Expression der StLOX4 beschreiben zu kdnnen. Deshalb erfolgte die Untersuchung der
Expressionsmuster der 3LOX-Isoformen in Northern-Blot-Analysen, in denen Gesamt-
RNA aus Blattern von S. tuberosum eingesetzt wurde, die zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Infiltration mit Psm und nach Inokulation mit P. infestans sowie aus entsprechenden
Kontrollblattern isoliert waren (Abb. C-21).

A B
Psm MgCl, Pi. H,O
02612243648 0 2 612243648 h 012 3 456 02 464d
StLOX1 ——— et

POTLX-3| W —www

sttox4 [Sea Tl [EESEE S Eosees

StrRNA Sreteniy snne

Abb. C-21: Northern-Blot-Analyse der Expressionsmuster von 9-LOXen in Blattern von
S. tuberosum nach Pathogenbefall.
A: Infiltration mit Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm) bzw. MgCl,
B: Inokulation mit Phytophthora infestans (P.i.) bzw. H,0O
Gesamt-RNA wurde aus Blattmaterial zu entsprechenden Inkubationszeiten (h bzw. d) nach
Pathogenbefall isoliert, je 20 pg RNA in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf
Nylonmembranen transferiert und mit radioaktiv markierten dONA-Fragmenten der StLOX1,
POTLX-3, StLOX4 und St25SrRNA hybridisiert. Das reprasentative Ergebnis von jeweils zwei
unabhangigen Analysen ist dargestellt.

Die erhdhten Signalintensitéaten der LOX-Isoformen nach Pathogenbefall weisen auf
eine Transkriptakkumulation der entsprechenden LOX-Isoformen nach Bakterieninfiltration
und Inokulation mit P. infestans hin. Da die StLOX1-Fragmente in der Restriktionsanalyse
der inokulierten Blatter nicht nachgewiesen werden konnten, wurde die Zunahme der
Signalintensitaten der StLOX1-Transkripte vermutlich durch eine Kreuzhybridisierung mit
den Transkripten einer pathogeninduzierten LOX-Isoform verursacht. Dies ist
maoglicherweise die POTLX-3, deren Expression durch Pathogeninfektionen in Blattern
induziert wird (Kolomiets et al. 2000; Abb. C-19). Die Akkumulation der POTLX-3-
Transkripte wurde in dieser Northern-Blot-Analyse bestédtigt und entspricht den
Ergebnissen der Restriktionsanalyse der RT-PCR-Produkte.

Die Untersuchung der StLOX4-Expression ergab, dall die entsprechenden
Transkripte nach Pathogenbefall akkumulierten. Aber auch diese Akkumulation kann durch
eine Kreuzhybridisierung mit den Transkripten einer anderen Isoform entstanden sein.
Auffallend sind erhdhte Transkriptmengen der StLOX4 im Vergleich zu denen der anderen
Isoformen wahrend friiher Infektionszeitpunkte und in den Kontrollblattern. Diese deuten
auf die nach der Restriktionsanalyse postulierte konstitutive Expression der StLOX4.
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4.3 Funktionsanalyse der POTLX-3 in transgenen Pflanzen (RNA-
Interferenz)

Die Restriktionsanalyse 9LOX-spezifischer Fragmente hatte gezeigt, daf nicht die
knollenspezifischen LOXen nach Pathogenbefall in Blattern von S. tuberosum exprimiert
werden, sondern vielmehr die Transkripte der POTLX-3 akkumulieren (Abb. C-19). In
Northern-Blot-Analysen werden die Transkripte der einzelnen Isoformen nicht
unterschieden, da die radioaktiv markierten cDNA-Fragmente mit den Transkripten
unterschiedlicher 9-LOXen kreuzhybridisieren (Abb. C-21). AuRerdem wurde in transgenen
Pflanzen, die mit antisense-Konstrukten einer knollenspezifischen 9LOX transformiert
waren, die pathogeninduzierte Expression von 9-LOXen in Blattern nicht reprimiert.

Eine Methode zur Untersuchung von Genfunktionen stellt das posttranskriptionelle
gene silencing (PTGS) dar, das durch RNA-Doppelstrang-Interferenz vermittelt wird (Bass
2000). Durch Einfuhren doppelstrangiger RNA, die der sense- und antisense-Sequenz
einer endogenen RNA entspricht, wird die verwandte mRNA degradiert und das
entsprechende Gen ausgeschaltet. Dieser RNA-Interferenz-Mechanismus (RNAI) ist
ubiquitér als eine sehr effektive Methode des PTGS beschrieben worden (Kennerdell und
Carthew 1998; Waterhouse et al. 1998; Chuang und Meyerowitz 2000). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die RNAi-Technik in S.tuberosum angewendet, um die Funktion der
pathogeninduzierten Expression der POTLX-3 bei Abwehrreaktionen zu untersuchen.

43.1 Konstruktion des RNAi-Fragmentes und Pflanzentransformation

Es wurde ein Konstrukt hergestellt, das doppelstrangige RNA bildet, indem die
genspezifischen Sequenzen in antisense- und sense-Orientierung Uber ein Fragment des
b-Glucuronidasegens (uidA, Acc. No. S69414) verbunden und unter die Kontrolle des
konstitutiven Blumenkohl-Mosaik-Virus-35S-Promotors (CaMV-35S-Promotor) im Plasmid
pBKTX gestellt wurden (Abb. C-22). Als genspezifische Sequenz wurde ein cDNA-
Fragment der POTLX-3 verwendet, das die Nukleotide 1563 bis 1936 enthélt (Acc. No.
U60202). Aus der cDNA des GUS-Gens im Plasmid pKN-GUS (Feltkamp et al. 1995)
wurde das Smal/EcoRV-Fragment herausgeschnitten, so dal3 das fur das RNAi-Konstrukt
verwendete GUS-Fragment aus den Nukleotiden 789 bis 1812 besteht.

Das RNAi-Plasmidkonstrukt pBKTX-LOXas-GUS-LOXs wurde flr die Agrobacterium
tumefaciens-vermittelte Transformation von S. tuberosum L. cv. Désirée verwendet. Die
durch RT-PCR erhaltene, vollstandige cDNA der POTLX-3 wurde aul3erdem in antisense-
Orientierung unter die Kontrolle des CaMV-35S-Promotors im Plasmid pBKTX gestellt
(PBKTX-POTLX-3as) und fur die Pflanzentransformation eingesetzt. Als Kontrolle wurden
Pflanzen mit dem Plasmid pBKTX transformiert.

Nach der Regeneration wurde der Einbau der T-DNA in das Genom dieser Pflanzen
durch Southern-Blot-Analysen Uberprift. Die transgenen Pflanzen wurden fir
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Inokulationsexperimente verwendet, da die pathogenspezifische Expression der POTLX-3
erst nach Pathogenbefall analysiert werden kann.
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Abb. C-22: Restriktionskarte des RNAi-T-DNA-Konstruktes.
Blumenkohl-Mosaik-Virus-35S-TX-Promotor
POTLX-3-Fragment in antisense-Orientierung
GUS-Fragment
POTLX-3-Fragment in sense-Orientierung
Polyadenylierungssignal des Nopalinsynthasegens
Polyadenylierungssignal des Octopinsynthasegens
Promotor des Nopalinsynthasegens
Neomycinphosphotransferasegen
Polyadenylierungssignal des Gens 7 der T-DNA
Linke und rechte Grenzsequenz der T-DNA
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4.3.2 Charakterisierung der RNAi-Pflanzen nach Pathogenbefall

Die transgenen RNAI-, POTLX-3as- und Kontrollpflanzen wurden mit Psm und Pep13
infiltriert sowie mit P. infestans inokuliert, um den Verlauf der Nekrosebildung beobachten
zu konnen und die pathogeninduzierte Expression der POTLX-3 zu untersuchen.

Nach den Pathogeninfektionen bzw. der Elicitorbehandlung wurden Kkeine
Unterschiede bei der Nekrosebildung in den verschiedenen transgenen Pflanzen
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Sowohl die Flachen des nekrotischen Gewebes als auch
der zeitliche Verlauf der Nekroseauspragung waren in den einzelnen RNAi-, POTLX-3as-
und Kontrollpflanzen &hnlich.

Die Untersuchung der Expression der POTLX-3 sowie von PR- und Abwehrgenen
erfolgte anhand von Northern-Blot-Analysen, die mit Gesamt-RNA aus den inokulierten und
unbehandelten Blattern der transgenen Planzen durchgefiihrt wurden (Abb. C-23).

Abb. C-23: Northern-Blot-Analyse der Genexpression in Blattern transgener Pflanzen von
S. tuberosum nach Pathogenbefall.
A: Infiltration mit Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm) bzw. MgCl,
B: Inokulation mit Phytophthora infestans (+) bzw. H,O (-)
Gesamt-RNA wurde aus Blattmaterial 48 h nach Infiltration mit Psm bzw. MgCl, und 4 d nach
Inokulation mit P. infestans bzw. H,0 aus RNAi- (R1-R11), POTLX-3as-Pflanzen (A1-A5) und
Kontrollpflanzen (K1-K4) isoliert, je 20 ug RNA in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt,
auf Nylonmembranen transferiert und mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten von
POTLX-3, StPRB1b, StPR10, StPAL und St25SrRNA hybridisiert.
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Durch die Transformation der Pflanzen mit dem RNAi-Konstrukt der POTLX-3 konnte
das Gen dieser LOX ausgeschaltet werden, da keine POTLX-3-Transkripte in den RNAI-
Pflanzen nach Pathogenbefall detektiert wurden. Im Gegensatz dazu akkumulierten die
Transkripte der POTLX-3 in den POTLX-3as- und Kontrollpflanzen nach Pathogenbefall,
wobei nach Transformation mit der antisense-Sequenz der POTLX-3 die transgene
Pflanze A5 erhalten wurde, in der das POTLX-3-Gen ebenfalls ausgeschaltet wurde. In
Korrelation mit der Nekrosebildung in allen Pflanzen nach Pathogenbefall akkumulierten die
Transkripte der PR-Gene StPRB1b und StPR10 sowie des Abwehrgenes StPAL in den
pathogenbehandelten Bléattern. Nach Bakterieninfiltration erfolgte, wie bereits unter 2.1.1
beschrieben, keine Akkumulation der StPR10-Transkripte.

Da in den RNAIi-Pflanzen nach dem Befall durch Pathogene Nekrosen ausgebildet
wurden, obwohl die POTLX-3-Expression ausgeschaltet war, erfolgte eine HPLC-Analyse
der Hydroxid- und Hydroperoxid-Derivate sowie der Divinylether, die aus LA und LnA im
LOX-Reaktionsweg gebildet werden. Damit sollte Uberprift werden, ob die Nekrosebildung
mit einer Akkumulation von LOX-Metaboliten in den RNAi-Pflanzen korrelierte.

9-HOT
[nmol/g FG]
o8 &8 8 8

Il R1 R2 R3 R4 R6 R7 R8 R9 RI1I0R11 K1 K2 K3 K4

13-HOT
[nmol/g FG]
N
o

1" R1 R2 R3 R4 R6 R7 R8 R9 R10R11 K1 K2 K3 K4

CA
[nmol/g FG]

10 1

R1 R2 R3S R4 R6 R7 R8 R9 RIOR11 K1 K2 K3 K4
Pflanze

Abb. C-24: Oxylipinprofil in Blattern transgener Pflanzen von S.tuberosum nach
Inokulation mit P. infestans.
Der Gehalt an 9-HOT, 13-HOT und CA wurde mit HPLC-Analysen in Extrakten aus
Blattmaterial der RNAi- (R1-R11) und Kontrollpflanzen (K1-K4) 4d nach Inokulation mit
P. infestans (schwarz) bzw. H,O (weif3) bestimmt.

9-HOT, 13-HOT und CA akkumulierten in den mit P. infestans fir 4d inokulierten
Blattern der Kontrollpflanzen im Vergleich zu den wasserbehandelten Blattern (Abb. C-24).
Dabei war insbesondere der Gehalt an 9-HOT in den einzelnen Pflanzen sehr variabel (4
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bis 62 nmol/g FG). In den pathogenbehandelten Blattern der RNAi-Pflanzen akkumulierte
9-HOT ebenfalls im einem mit den Kontrollpflanzen vergleichbaren Bereich (1 bis
43 nmol/g FG). Die CP-HPLC-Analyse der Enantiomere des detektierten $HOT ergab,
dal3 dieses in den RNAi-Pflanzen racemisch war, wohingegen in den Kontrollpflanzen
mehr als 90 % des 9-HOT als S-Enantiomer vorkamen (Daten nicht gezeigt). Einige RNAI-
Pflanzen enthielten auRerdem ungewohnlich hohe Mengen an 13-HOT und CA. So weist
Z. B. die transgene Pflanze R4 eine finfzehnfach héhere Akkumulation an 13-HOT und
funfundzwanzigfach héhere Akkumulation an CA im Vergleich zu den Kontrollpflanzen auf.
Die Kontrollpflanzen enthielten durchschnittlich 2 nmol/g FG an 13-HOT und 1 nmol/g FG
an CA, die RNAi-Pflanzen dagegen zwischen 2 und 30 nmol/g FG an 13-HOT und
zwischen 1 und 24 nmol/g FG an CA. 13-HOT war sowohl in den RNAI- als auch in den
Kontrollpflanzen racemisch (Daten nicht gezeigt).

Weiterhin wurde der Gehalt an freien Fettsauren durch GC-Analyse in den Blattern der
RNAI- und Kontrollpflanzen nach Inokulation mit P. infestans bestimmt (Abb. C-25). Wie
bereits fur Wildtyp-Pflanzen in Abschnitt 2.1.5 beschrieben, wurde auch in den
Kontrollpflanzen keine erhéhte Akkumulation der freien Fettsduren detektiert. Diese
enthielten durchschnittlich 30 nmol/g FG an LA und 100 nmol/g FG an LnA. Im Gegensatz
dazu akkumulierten in den RNAi-Pflanzen die freien Fettsauren nach Inokulation mit
P. infestans. Der Gehalt an LA stieg bis auf 330 nmol/g FG bzw. im Falle von LnA auf bis

zu 1000 nmol/g FG in den pathogenbehandelten Blattern dieser Pflanzen an.
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Abb. C-25: Bestimmung der freien Fettsdauren in Blattern transgener Pflanzen von
S. tuberosum nach Inokulation mit P. infestans.
Der Gehalt an LnA und LA wurde mit GC-Analysen in Extrakten aus Blattmaterial der RNAI-
(R1-R11) und Kontrollpflanzen (K1-K4) 4d nach Inokulation mit P. infestans (schwarz) bzw.
H,O (weil3) bestimmt.
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D Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Beteiligung des LOX-Reaktionsweges an
pflanzlichen Abwehrreaktionen untersucht. Dies geschah durch die Analyse der Korrelation
zwischen LOX-Expression und den Metaboliten des LOX-Reaktionsweges wahrend der
Auspragung von Abwehrreaktionen in Zellen und Blattern von Solanum tuberosum nach
Pathogenbefall. Die Funktion der Metabolite des LOX-Reaktionsweges und die
Konsequenzen der Expression einer pathogeninduzierten 3LOX wurden mittels gain of
function- und loss of function-Experimente analysiert.

1 Der LOX-Reaktionsweg in S. tuberosum nach Pathogenbefall

Im Verlauf der Pathogenese wird in zahlreichen Interaktionen zwischen Pflanzen und
Pathogenen die Akkumulation von LOX-Transkripten beobachtet. Oft ist damit auch eine
Stimulation von LOX-Aktivitat verbunden (Ubersicht in: Rosahl 1996; Slusarenko 1996). Die
daraus resultierenden Hydroperoxid-Derivate der vielfach ungesattigen Fettsauren
(PUFAs) und die davon abgeleitete Vielfalt an Oxylipinen, die in pathogenbefallenen Zellen
gebildet werden, sind toxisch gegeniber den eindringenden Mikroorganismen, wirken als
Signalmolekile auf benachbarte Zellen oder aktivieren die Synthese von Phytoalexinen
sowie PR-Proteinen (Ubersicht in: Rosahl 1996; Slusarenko 1996; Blée 1998). In der
vorliegenden Arbeit wurde der LOX-Reaktionsweg in S. tuberosum nach Pathogenbefall
durch parallele Kartierung der Expression mehrerer LOX-Isoformen, der Enzymaktivitat
und das daraus resultierende Metabolitenprofil analysiert.

Aufgrund des aulRerst destruktiven Charakters der Kraut- und Knollenfaule besteht in
der Phytopathologie ein grofRes Interesse an der Aufklarung der Wirt-Pathogen-Interaktion
von S. tuberosum mit dem Oomyceten Phytophthora infestans (Govers et al. 1997). Die
Interaktion der Zellen von S. tuberosum mit dem Kaulturfiltrat von P. infestans stand zudem
als etabliertes Modellsystem fir Pflanzen zur Verfigung, mit dem die Aktivierung der
Abwehrgenexpression nach Elicitorbehandlung bereits gezeigt war (Schmidt et al. 1998).
Hiermit sollte ein erster umfassender Einblick in die Funktion des LOX-Reaktionsweges
erhalten werden. Da mit diesem Modellsystem jedoch nur eingeschrankte Aussagen uber
die Situation in planta erhalten werden konnten, wurden fir weiterfihrende Analysen des
LOX-Reaktionsweges Pflanzen von S.tuberosum verwendet, die mit Zoosporen von
P. infestans inokuliert wurden. Aufl3erdem wurde die Nichtwirt-Pathogen-Interaktion mit
Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm) untersucht, die ein System fir
Untersuchungen im Zusammenhang mit Nichtwirtsresistenzen darstellt und im Vergleich
zur Interaktion mit P.infestans eine geringere Variabilitat in der Ausprdgung von
Abwehrreaktionen aufweist.
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11 Praferentielle Stimulierung des 9-LOX-Reaktionsweges

Die umfassende Charakterisierung des LOX-Reaktionsweges verdeutlicht die
bevorzugte Stimulierung von 9-LOX-Reaktionen in Zellen von S. tuberosum nach
Behandlung mit einer Rohelecitorpraparation von P.infestans und in Blattern von
S. tuberosum nach Pathogenbefall. Diese verstarkte 9-LOX-Genexpression nach
Elicitorzugabe bzw. Pathogeninfektion korreliert mit einer erhdhten 9-LOX-Enzymaktivitat
und einer Akkumulation von Metaboliten des 9-LOX-Reaktionsweges in den
entsprechenden Zellen bzw. im Blattgewebe. In Solanaceae erfolgt damit anscheinend
generell eine verstarkte Expression von 9-LOXen, was anhand mehrerer Untersuchungen
in Nicotiana tabacum, Lycopersicon esculentum und S. tuberosum beschrieben worden
ist. So wurde in Zellen und Pflanzen von N. tabacum nach Elicitorbehandlung bzw. nach
Infektion mit Phytophthora parasitica var. nicotianae (Ppn) die Transkriptakkumulation einer
spezifischen 9LOX (NtLOX1 bzw. LOX1:Nt:1) und die Stimulierung der 9-LOX-Aktivitat
gezeigt (Fournier et al. 1993; Véronési et al. 1996). In S. tuberosum ist inzwischen die
Expression der knollenspezifischen PLOX1 (LOX1:St:11) beschrieben worden, die nach
Infektion mit P. infestans und nach Behandlung mit dem Elicitor Arachidonsaure induziert
wird (Fidantsef und Bostock 1998). In Blattern von L. esculentum wurde nach Mehltaubefall
eine erhohte 9-LOX-Aktivitdit gemessen (Kato et al. 1992). Im Gegensatz zu den
Solanaceae werden in anderen Pflanzenspezies bevorzugt 13-LOXen nach
Pathogenbefall induziert, wie z.B. in Oryza sativa (ORYSALOXC; LOX2:0s:1) nach
Inokulation mit Magnaporthe grisea (Peng et al. 1994) und in Phaseolus vulgaris nach
Infektion mit Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Croft et al. 1990). In Arabidopsis
thaliana wird allerdings ebenfalls eine 3LOX (AtLOX1; LOX1:At:1) nach Pathogenbefall
induziert (Melan et al. 1993).

Charakteristisch  fur alle LOXen ist der hohe Homologiegrad ihrer
Aminoséuresequenzen untereinander sowie ihr Vorkommen als groRtenteils
Multigenfamilien, wodurch die Unterscheidung einzelner Isoformen einer Pflanzenspezies
erschwert wird. So kennt man z.B. aus Glycine max die vollstindigen cDNAs fir
8 Isoformen, und aus L. esculentum sind 5 Isoformen isoliert worden. In Abb. D-1 ist eine
phylogenetische Analyse ausgewahlter pflanzlicher LOXen dargestellt. In S. tuberosum
sind sogar schon 12, zumeist vollstandige cDNAs beschrieben worden, die fur 9-LOXen
kodieren und nur 2 fur 13-LOXen. Im Falle der 9-LOXen sind diese meist in 95 % ihrer
Nukleotidsequenzen zueinander identisch. Eine Ausnahme bildet dabei die erst kiirzlich
beschriebene POTLX-3 (LOX1:St:7), deren Transkripte nach Behandlung mit Ethylen und
MeJA sowie nach Infektion mit P. infestans in Blattern von S. tuberosum akkumulieren
(Kolomiets et al. 2000). Diese 9-LOX besitzt nur etwa 80 % Identitat auf der
Sequenzebene zu anderen 9-LOX-Isoformen aus S. tuberosum.
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Abb. D-1:
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LOX1:Cs:3

LOX1:St:1
LOX1:St:10
LOX1:st11
LOX1:St:12
LOX1:St:8
LOX1:St:5

LOX1:st:3

LOX1:Gm:3
LOX1:Ps:4

LOX1:Ps:3 13-LOX
LOX1:Gm:8

LOX1:Gm:5
LOX1:Gm:4 Typ 2

LOX1:Lc:1
LOX1:Ps:6

LOX1:Ps:2
LOX1:Ps:5

Phylogenetischer Stammbaum pflanzlicher LOXen.

Die Analyse wurde mit dem Programm phylip 3.5 durchgefiihrt. Die verwendeten
Bezeichnungen der Proteine sind auf die entsprechenden accession numbers in der
Datenbank bezogen. Zur Vereinfachung wurden die Sequenzen nur bestimmter
Pflanzenspezies verwendet und diese teilweise nach der Nomenklatur von Shibata et al.
(1994) umbenannt: Arabidopsis thaliana: LOX1:At:1 (AtLOX1, Q06327), LOX2:At:1 (AtLOX2,
P38418), LOX2:At:2 (AtLOX3, AAF79461), LOX2:At:3 (AtLOX4, AAF21176), LOX1:At:2 (AtLOX5,
CAC19365), LOX2:At:4 (AtLOX6, AAG52309); Cucumis sativus: LOX1:Cs:1 (AAC61785),
LOX1:Cs:2 (CsULOX, AAA79186), LOX1:Cs:3 (CsLBLOX, CAA63483), LOX1l:Cs:4
(CAB83038); Glycine max: LOX1:Gm:1 (Soybean LOX1, AAA33986), LOX1:Gm:2 (Soybean
LOX2, AAA33987), LOX1:Gm:3 (Soybean LOX3, CAA31664), LOX1:Gm:4 (Soybean vixa,
BAA03101), LOX1:Gm:5 (Soybean vixb, AAB67732), LOX1:Gm:6 (Soybean vixc, AAA96817),
LOX1:Gm:7 (Soybean vixd, S13381), LOX1:Gm:8 (Soybean vixe, AAC49159); Hordeum
vulgare: LOX1:Hv:1 (HVLOXA, Barley LOXA, AAA64893), LOX1:Hv:2 (HvLOXB, Barley LOXB,
AAB60715), LOX1:Hv:3 (HVLOXC, Barley LOXC, AAB70865), LOX2:Hv:1 (HvLOX1, AAC12951);
Lycopersicon esculentum: LOX1:Le:1 (tomLOXA, P38415), LOX1:Le:2 (tomLOXB, P38416),
LOX1:Le:3 (tomLOX-tox, AAG21691), LOX2:Le:1 (tomLOXC, AAB65766), LOX2:Le:2
(tomLOXD, AAB65767); Nicotiana tabacum: LOX1:Nt:1 (NtLOX, S57964); Oryza sativa:
LOX1:0s:1 (CAA45738), LOX2:0s:1 (ORYSALOXC, BAA03102), LOX2:0s:2 (OsLOX,
CAC01439); Pisum sativum: LOX1:Ps:1 (AAB71759), LOX1:Ps:2 (CAA55318), LOX1:Ps:3
(CAA55319), LOX1:Ps:4 (Pea LOX, CAA30666), LOX1:Ps:5 (Pea LOX2, CAA34906),
LOX1:Ps:6 (Pea LOXG, CAA53730), LOX1:Ps:7 (CAC04380); Solanum tuberosum: LOX1:St:1
(SOLTULOX1, S44940), LOX1:St:2 (STLOX, AAD09202), LOX1:St:3 (StLOX1, S73865),
LOX1:St:4 (CAAB4766), LOX1:St:5 (CAAB4765), LOX1:St:6 (POTLX-2, AAB67860) LOX1:St:7
(POTLX-3, AAB67865), LOX1:St:8 (POTLX-1, AAB67858), LOX1:St:9 (AAD04258), LOX1:St:10
(pLOX2, AABB1595), LOX1:St:11 (pLOX1, AAB81594), LOX1:St:12 (CAB65460), LOX2:St:1
(StLOXH1, CAAG65268), LOX2:St:2 (StLOXH3, CAA65269). Diese Abbildung wurde von
PD Dr. I. FeuBner (IPK, Gatersleben) zur Verfligung gestellt.
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In dem phylogenetischen Stammbaum der pflanzliche LOXen werden Typ 1- und
Typ 2-LOXen sowie weiterhin 9 und 13-LOXen in separaten Gruppen eingeordnet. Im
Falle der 9-LOXen vom Typ 1 ist auffallig, daR POTLX-3 nicht in der Gruppe der fur Knollen
spezifischen 9-LOXen von S. tuberosum erscheint, die aufgrund ihrer Vielzahl sogar als
Marker in der Zlichtung von Kartoffelsorten verwendet werden (Bachem et al. 1996). Die
POTLX-3 hingegen besitzt eine sehr hohe Sequenzidentitdt zur pathogeninduzierten
NtLOX1. Zur Charakterisierung des Expressionsprofils der 9-LOX-Isoformen nach
Pathogenbefall wurde die Restriktionsanalyse 9-LOX-spezifischer Fragmente durchgefihrt
(Abb. C-19), die erstmalig verdeutlicht, dal’ nicht, wie bisher vermutet, knollenspezifische
9-LOX-Isoformen sondern die POTLX-3 nach Pathogenbefall verstarkt exprimiert wird.
Dementsprechend wurde wahrscheinlich auch in den Zellen von S. tuberosum aufgrund
einer Kreuzhybridisierung von StLOX1- und POTLX-3-Transkripten die verstarkte
Expression der POTLX-3 nach Elicitorbehandlung detektiert.

Im Gegensatz zu den bereits intensiv untersuchten Produkten des 13-LOX-
Reaktionsweges, wie z. B. den Jasmonaten und Cs-Aldehyden (Wasternack und Parthier
1997; Blée 1998), sind die Funktionen der 9-LOX-Produkte bei Abwehrreaktionen bisher
nur wenig beschrieben worden. Eine zentrale Rolle scheinen hier die Divinylether zu
spielen. lhr Vorkommen in héheren Pflanzen ist bisher nur in 3 Arten gezeigt worden, in
Allium sativum, L. esculentum und S. tuberosum (Grechkin 1998). Dartberhinaus sind
inzwischen cDNA-Klone, die fir Divinylether-Synthasen kodieren, aus L. esculentum und
S. tuberosum charakterisiert worden (ltoh und Howe 2001; Stumpe et al. 2001). Die
Divinylether CA und CnA sind die Produkte des 9-LOX-Reaktionsweges und akkumulieren
in Zellen wund in Blattern von S.tuberosum nach Behandlung mit einer
Rohelicitorpraparation von P. infestans bzw. nach Pathogenbefall. Eine Akkumulation
dieser Verbindungen wurde auch von Weber et al. (1999) nach Inokulation mit P. infestans
beschrieben, wobei die suszeptible Sorte Bintje verwendet wurde. Diese weist im
Vergleich zu der in dieser Arbeit verwendeten, gleichfalls suszeptiblen Sorte Désirée eine
6- bzw. 20fach hohere Akkumulation der Divinylether auf. Dieser Unterschied beruht
moglicherweise auf spezifischen Eigenschaften der verschiedenen Sorten von
S. tuberosum, der verwendeten Analysemethoden, Unterschieden im Alter der
verwendeten Pflanzen oder ihren Anzuchtbedingungen. Es wurde von Weber et al. (1999)
weiterhin gezeigt, daf die Divinylether CA und CnA inhibierend auf das Wachstum und die
Sporenkeimung von P. infestans wirken (Weber et al. 1999). Diese Befunde wiesen
erstmals auf eine Funktion dieser Produkte des 9-LOX-Reaktionsweges als antimikrobielle
Substanzen hin. Die Charakterisierung des DES-Reaktionsweges auf der Ebene der
Transkripte und der Enzymprodukte in der vorliegenden Arbeit zeigt, dal3 sowohl die
StDES1-Transkripte als auch die Produkte dieses Enzyms, das durch das StDES1-Gen
kodiert wird, nach Pathogenbefall akkumulieren. Dabei ist auffallig, dal die
Transkriptmengen der StDES1 bereits unterhalb der Nachweisgrenze liegen, wenn die
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Akkumulation der Divinylether beginnt (Abb. C-9 versus Abb. C-10). Wahrscheinlich ist die
Translation der StDES1-mRNA oder die Aktivierung der DES-Enzymaktivitat in bezug auf
die Transkriptakkumulation der StDES1 zeitlich verzdgert, was durch Western-Blot-
Analysen mit spezifischen Antikdrpern und Messung der Enzymaktivitat genauer gekléart
werden konnte.

Weitere  Metabolite des 9-LOX-Reaktionsweges, deren Funktionen bei
Abwehrreaktionen in Pflanzen noch sehr wenig analysiert sind, stellen die Produkte des
EAS-Reaktionsweges dar, die Trihydroxide der LA und LnA. Vor kurzem wurde das
Vorkommen dieser Oxylipine in Blattern von S. tuberosum beschrieben (Hamberg 1999).
Die Akkumulation dieser Verbindungen nach Pathogenbefall in S. tuberosum wurde im
Rahmen dieser Arbeit erstmalig gezeigt (Abb. C-4 und C-9). Auch fir diese Oxylipine wird
eine Funktion als antimikrobielle Substanzen diskutiert, da (9S,10E,12S,13S)-9,12,13-
Trihydroxy-10-octadecensaure, die in Oryza sativa nach Infektionen mit M. grisea
akkumuliert, wachstumsinhibierend auf dieses Pathogen wirkt (Kato et al. 1983; Kato et al.
1985). Desweiteren wurde (10E)-9,12,13-Trihydroxy-10-octadecensdure als eine
antifungale Verbindung in Knollen von Colocasia antiguorum beschrieben, die mit
Ceratocystis fimbriata infiziert waren (Masui et al. 1989). Da die Produkte des EAS-
Reaktionsweges unter den hier untersuchten Metaboliten des LOX-Reaktionsweges die
Oxylipine darstellen, die in Blattern von S. tuberosum nach Pathogenbefall hauptséchlich
akkumulieren, ist eine genauere Untersuchung der antimikrobiellen Wirkung dieser
Trihydroxide bei der Pathogenabwehr in S. tuberosum von grof3er Bedeutung. Ein weiterer
Metabolit des 9-LOX-Reaktionsweges wurde kurzlich ebenfalls in S. tuberosum gefunden.
Dies ist (152)-10-Oxo0-11,15-phytodiensaure, ein Regioisomer der 12-Oxo-PDA (Hamberg
2000), die in weiteren Analysen ebenso noch analysiert werden mulf3.

1.2 Charakterisierung des 13-LOX-Reaktionsweges

Obwohl die Transkripte einer 13-LOX (StLOX3) in Zellen von S. tuberosum nach
Elicitorbehandlung akkumulieren, korreliert dies weder mit einem Anstieg der 13-LOX-
Aktivitdt noch mit einer Akkumulation von Metaboliten des 13-LOX-Reaktionsweges, wie
z.B. 13-HOD bzw. 13-HOT, JA und Gs-Aldehyden. Im Gegensatz dazu reagieren Zellen
zahlreicher anderer Pflanzenspezies auf Elicitorbehandlung mit der Akkumulation von JA
und deren Vorstufe 12-Oxo-PDA (Parchmann et al. 1997). So induziert die Behandlung
von Tabakzellen mit einem Elicitor aus Ppn einen schnellen und transienten Anstieg von
JA (Rickauer et al. 1997). Da in der vorliegenden Arbeit keine 13-LOX-Produkte in zwei
unabhéangig erzeugten Zellkulturen von S. tuberosum bestimmt wurden, ist das Fehlen der
13-LOX-Aktivitat und die Abwesenheit von 13-LOX-Produkten vermutlich kein Artefakt der
verwendeten Zellkulturen.

Einige Pathogene verursachen Verénderungen im JA-Gehalt der befallenen Pflanzen,
wie z.B. der Pilz Alternaria brassicicola in A. thaliana (Penninckx et al. 1996). In der
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resistenten Sorte Matilda von S. tuberosum wurde 3d nach Inokulation mit P. infestans
jedoch kein signifikanter Unterschied des JA-Gehaltes der pathogenbehandelten Blatter im
Vergleich zu Kontrollblattern beschrieben (Weber et al. 1999). Obwohl die Transkripte der
StLOX3 in Blattern der suszeptiblen Sorte Désirée nach Inokulation mit P. infestans
akkumulieren, wurde ein Anstieg des JA-Gehaltes in diesen Bléttern nicht reproduzierbar
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Offensichtlich wird der 13-LOX-Reaktionsweg in
S. tuberosum nach Inokulation mit P.infestans bzw. nach Behandlung mit der
Rohelicitorpraparation aus P.infestans nicht aktiviert. Maoglich ist auch, dal
Aminosaurekonjugate der JA akkumulieren, die z. B. in Hordeum vulgare die Expression
von Abwehrgenen induzieren (Kramell et al. 1997). Diese konnten aber mit der in dieser
Arbeit verwendeten Analysemethode nicht detektiert werden.

Lediglich nach Infiltration mit Psm wurde in den Blattern von S. tuberosum eine
Akkumulation von Jasmonsaure (JA) detektiert (Abb. C-9). Uber eine Beteiligung der
Jasmonate bei der Pathogenantwort in Solanaceae ist nur wenig bekannt, wohingegen die
JA- und wundinduzierte Signaltransduktion sowie Genexpression sehr gut untersucht
wurde (Ryan 2000; Leo6n et al. 2001). Die wundinduzierte Expression der StLOX2- und
StLOX3-Gene in S.tuberosum &Rt auf eine Beteiligung dieser 13-LOXen bei der
Wundantwort schlieBen (Royo et al. 1996). Transgene Pflanzen von S. tuberosum, die
geringere Mengen der StLOX3 oder der nachgeschalteten 13-HPL exprimieren, sind
anfalliger gegentiber Insektenbefall (Royo et al. 1999; Vancanneyt et al. 2001).

Bei der Bestimmung der Hydroxyfettsduren in Blattern von S.tuberosum muf3
allerdings bertcksichtigt werden, dal? methodisch bedingt keine Unterscheidung der 9- und
13-Hydroxid-Derivate moglich war, da die Regioisomere in der GC/MS-Analyse nahezu
identische  Retentionszeiten haben und in lonenfragmente mit gleichen
Masse/Ladungsquotienten (m/z) fragmentieren. Parallel dazu waren aber auch HPLC-
Analysen durchgefuhrt worden, die verdeutlichten, daf3 in den Blattern von S. tuberosum
keine 13-Hydroxid-Derivate nach Pathogenbefall akkumulieren (Daten nicht gezeigt).

In Blattern von S. tuberosum und A. thaliana akkumuliert nach Verwundung neben 12-
Oxo-PDA und JA auch Dinor-oxo-PDA, das cyclopentenhaltige Derivat einer Fettsdure mit
16 Kohlenstoffatomen und 3 Doppelbindungen (Weber et al. 1997). Dinor-oxo-PDA wird
ebenfalls eine regulatorische Funktion bei der Wundantwort zugesprochen. Da die
Bedeutung dieses Oxylipins bei Abwehrreaktionen jedoch noch voéllig ungeklart ist, mufdte
eine Untersuchung in pathogenbehandelten Blattern erfolgen.

1.3 Bereitstellung der LOX-Substrate

Nach Elicitorbehandlung akkumulieren in Zellen von S. tuberosum hauptsachlich jene
Oxylipine, die aus der Umsetzung von LA resultieren (Abb. C-4). Die im Dunkeln
kultivierten Zellen entsprechen dem Stoffwechselstatus von etioliertem Gewebe und
enthalten somit groRe Mengen an Proplastiden, die bis zu 90 % aus Phospholipiden
bestehen und damit vor allem LA beinhalten (Gunstone 1992). Im Gegensatz dazu stellen
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Blatter photosynthetisch aktive Gewebe dar. Hier sind die dominierenden Membranen jene
der vollstandig differenzierten Chloroplasten, die Thylakoide, die zum Grof3teil aus
Galactolipiden bestehen (Joyard et al. 1994). Dementsprechend akkumulieren in den
Blattern von S. tuberosum-Pflanzen nach Pathogenbefall vor allem LnA-Derivate.

Die Uberexpression verschiedener LOXen in transgenen Pflanzen von N. tabacum,
die keine bzw. nur eine geringe Anderung der Mengen an LOX-Metaboliten im Vergleich zu
den Wildtyp-Pflanzen aufweisen, verdeutlicht die Bedeutung der Bereitstellung der LOX-
Substrate fir die Aktivierung des LOX-Reaktionsweges (Deng et al. 1992; Hause et al.
2000). Aus diesem Grunde wurden zwei Reaktionen untersucht, die zur Bereitstellung von
LOX-Substraten beitragen kénnen. Dazu war zum einen ein cDNA-Fragment aus RNA von
elicitorbehandelten Zellen hergestellt worden, mit dem die Expression von D"2-Acyl-Lipid-
Desaturasen (D'2-FAD) charakterisiert wurde, die die Bildung von LA aus Olsaure
katalysieren (Heinz 1993). Das Besondere an dieser Reaktion ist, dal} sie mit Fettsduren
erfolgt, die an der sn2-Position von Phosphatidylcholin (PC) im endoplasmatischen
Retikulum verestert sind. In Zellen wie auch in Blattern von S. tuberosum akkumulieren
nach Elicitorbehandlung bzw. Pathogenbefall die D">-FAD-Transkripte (Abb. C-5 und C-
12). Eine ebenfalls transiente, aber im Vergleich zu S. tuberosum wesentlich schnellere
Akkumulation von D*2-FAD-Transkripten wurde in Zellen von Petroselinum crispum nach
Elicitorbehandlung beschrieben (Kirsch et al. 1997). Die Funktion einer w?-FAD, die die
Umsetzung von LA zu LnA bei der pflanzlichen Antwort auf Insektenbefall katalysiert,
wurde anhand transgener Pflanzen von S. tuberosum verdeutlicht. Die Expression von
antisense-Sequenzen dieser w*-FAD bewirkt die drastische Reduktion des LnA- und JA-
Gehaltes dieser Pflanzen, was mit einer verminderten Expression des Proteinase-
Inhibitors 1l nach Verwundung korreliert (Martin et al. 1999). Die Akkumulation von
Proteinase-Inhibitoren wird normalerweise durch Insektenfrald, mechanische Verwundung
und Oligosaccharide induziert und stellt einen Schutz des nicht infizierten Gewebes
gegeniber Serinproteinasen herbivorer Insekten dar (Ryan 1987; Farmer und Ryan 1990).

Die Bedeutung von Desaturasen bei der Pathogenantwort wurde auch durch
Mutantenanalysen in A. thaliana gezeigt. Diese wurden bei der Suche nach Suppressoren
SA-abhangiger Abwehrreaktionen charakterisiert (Kachroo et al. 2001). Der positive
Regulator NPR1 wurde anhand von nprl-Mutanten beschrieben, die keine SAR und PR-
Genexpression nach Behandlung mit SA und anderen SAR-induzierenden Verbindungen
auspragen (Durner et al. 1997). Die Uberexpression von NPR1 erhoht die Resistenz von
A. thaliana gegenuber verschiedenen Pathogenen (Cao et al. 1998). Demgegeniber weist
die nprl-Suppressor-Mutante ssi2 einen NPR1-unabhangigen Reaktionsweg auf, der zur
konstitutiven PR-Genexpression, spontaner Nekrosebildung und einer verstarkten
Resistenz gegentiber Peronospora parasitica fiihrt. AuRerdem kommt es in dieser Mutante
zu einer Verminderung JA-regulierter Abwehrreaktionen, wie Defensin-Genexpression und
Resistenz gegeniber Botrytis cinerea. Da SSI2 als eine Stearoyl-ACP-Desaturase
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charakterisiert wurde, deutet dies ebenfalls daraufhin, dal von Fettsauren abgeleitete
Signale bei der Vermittlung zwischen verschiedenen Signaltransduktionsketten beteiligt
sein kdnnen (Kachroo et al. 2001), was weiter unten ausfuhrlicher diskutiert wird.

Zur weiteren Untersuchung der Bereitstellung von Substrat fur die LOX-Reaktion nach
Pathogenbefall wurde die Aktivitdt der Phospholipase A, (PLA;) bestimmt, die die
Freisetzung von Fettsauren aus der sn2-Position von PC in das Cytosol katalysiert. Eine
PLA,-Aktivierung wurde in den Zellen von S. tuberosum nach Elicitorbehandlung detektiert
(Abb. C-6) und ist gleichermafen an der Antwort der Knollen von S. tuberosum auf
P. infestans sowie der Zellen von N. tabacum auf Ppn beteiligt (Kawakita et al. 1993; Roy
et al. 1995). Demgegentber wurde hier in den Blattern von S. tuberosum keine Induktion
einer PLA;-Aktivitdt nachgewiesen. Andererseits ist diese Enzymaktivitat Bestandteil der
Wundantwort in Blattern von L. esculentum (Narvaez-Vasquez et al. 1999). Da die PUFAs
von Blattern zum Grof3teil in Mono- und Digalactosyldiacylglyceriden der chloroplastidaren
Thylakoidmembranen lokalisiert sind, kénnen sie demnach auch aus diesen Lipiden
freigesetzt werden.

Obwohl in Zellen von S.tuberosum eine Aktivierung von substratbereitstellenden
Reaktionen bestimmt wurde, konnten keine signifikanten Veranderungen der Mengen freier
PUFAs beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Auch in Blattern von S. tuberosum
akkumulieren nach Inokulation mit P. infestans keine freien PUFAs (Daten nicht gezeigt).
Es ist sehr wahrscheinlich, da3 die LOX-Substrate in dieser Interaktion vollstandig
metabolisiert werden. Andererseits wurde nach Bakterieninfiltration eine Akkumulation
sowohl von freier LA als auch LnA detektiert, der die Transkriptakkumulation der D*2-FAD
zeitlich vorgelagert ist, die zur Synthese dieser LOX-Substrate beitrdgt (Abb. C-11 und
C-12). Aufgrund der massiven Akkumulation von Oxylipinen wahrend der Auspragung
dieser Nichtwirtsresistenz kénnte es zu einer besonders starken Aktivierung von
Reaktionen, die an der Bereitstellung der LOX-Substrate beteiligt sind, und somit in dieser
Situation zu einer nachweisbaren Akkumulation der freien PUFAs kommen.

2 Der LOX-Reaktionsweg wahrend der Auspragung von Nekrosen

Eine der frihesten pflanzlichen Reaktionen auf Elicitorbehandlung oder
Pathogenbefall ist der oxidative burst, die rasche extrazellulare Synthese von ROS
(Wojtaszek 1997), die verschiedene Funktionen wahrend der Auspragung von
Abwehrreaktionen besitzt. Insbesondere Wasserstoffperoxid, das an der oxidativen
Vernetzung von Zellwandproteinen beteiligt ist, fuhrt zur Verstarkung der Zellwande,
wodurch diese resistenter gegeniber proteolytischen Enzymen phytopathogener
Organismen werden (Bradley et al. 1992). Die ROS wirken aul3erdem direkt toxisch auf
das Pathogen (Mehdy 1994) und sind als sekundére Signalmolekiile bei der Aktivierung
von Abwehrgenen beteiligt (Ebel und Mithdfer 1998). Die ROS-Bildung ist ein
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charakteristisches Merkmal der HR (Lamb und Dixon 1997), obwohl eine direkte Induktion
des pflanzlichen Zelltodes durch ROS nicht bewiesen ist.

Oxidationsreaktionen von PUFAs wahrend der Ausprdgung der HR erzeugen
irreversible Schaden in Zellmembranen, die zum massiven Verlust an Elektrolyten und
somit zur schnellen Zerstérung des pflanzlichen Gewebes filhren (Keppler und Nowacky
1986). Besonders aufgrund der Bildung von Radikalen, verursacht durch die Hydroperoxid-
Derivate der PUFAs, werden Kettenreaktionen ausgelost, die die autokatalytische
Degradation von Lipiden bewirken (Porter et al. 1995). Neben Wasserstoffperoxid wurde
eine entscheidende Bedeutung von Superoxidanionen in Kotyledonen von Cucumis
sativus nach Infiltration mit einem avirulenten Stamm von P. syringae gezeigt, da nach
Zugabe von Superoxiddismutase das Ausmald der Lipidperoxidation und der
Membransché&den reduziert ist (Keppler und Novacky 1987). Weiterhin bewirken
Antioxidantien eine verminderte Lipidperoxidation und verzdgerte Auspragung der HR in
N. tabacum nach Behandlung mit P.syringae pv. syringae (Adam et al. 1989). In
verschiedenen Solanum-Spezies ist die ROS-Bildung in suszeptiblen Zellen intensiver und
von langerer Dauer im Vergleich zu resistenten Zellen, und auch die Lipidperoxidation ist
am auffalligsten in den suszeptiblen Zellen ausgepragt (Polkowska-Kowalczyk und
Maciejewska 2001).

Die Lipidperoxidation kann neben einer unspezifischen Bildung durch ROS auch
durch enzymatische Prozesse ausgelost werden, die durch LOXen katalysiert werden
(Keppler und Novacky 1987). So korreliert die erhohte LOX-Aktivitat mit
Membranschadigungen in Blattern von P. vulgaris nach Infiltration mit einem avirulenten
Stamm von P. syringae pv. phaseolicola (Croft et al. 1990). Bei der Nichtwirt-Pathogen-
Interaktion von Triticum aestivum mit Puccinia coronata avenae ist wahrend der HR-
Auspragung die LOX-Aktivitat erhoht, die auch in der kompatiblen Interaktion mit Puccinia
graminis tritici nicht vor Sporulationsbeginn dieses Pilzes ansteigt (Ocampo et al. 1986).
Da die LOX-Aktivitat zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch die Entstehung von
Lipidperoxid-Radikalen beitragen kann, ist es auch mdglich, daR LOXen die nicht
enzymatische Peroxidation von Membranlipiden auslésen (Croft et al. 1990). Ahnliche
Prozesse werden auch im Verlauf der Blattseneszenz beobachtet (Berger et al. 2001).

In N. tabacum induziert Cryptogein, ein Elicitin aus Phytophthora cryptogea, eine
ROS-Bildung, die mit der Auspragung der HR und Expression von Abwehrgenen
einhergeht (Ricci et al. 1989; Rustérucci et al. 1996). In zeitlicher Korrelation mit der
Nekrosebildung erfolgt wiederum in den mit Cryptogein behandelten Blattern die
Stimulierung einer 3LOX-Aktivitdt und damit verbunden eine massive Akkumulation von
Hydroperoxid-Derivaten (Rustérucci et al. 1999). Durch die Untersuchung der Regio- und
Enantiomerenselektivitat dieser Fettsdurederivate konnte zwischen Autoxidations-
produkten und Metaboliten der LOX-Reaktion unterschieden werden. Trotz nicht ganz
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eindeutiger Ergebnisse wird eine Beteiligung der 9-LOX-abhangigen Lipidperoxidation an
der Entwicklung von Nekrosen in N. tabacum zumindest diskutiert (Rustérucci et al. 1999).
In S. tuberosum erfolgt die Transkriptakkumulation von 9-LOXen eindeutig parallel zur
Nekroseentstehung nach Pathogenbefall bzw. zur Verbrdunung der Zellen nach
Elicitorbehandlung (Abb. C-1 und C-7). Der Anstieg der 9-LOX-Aktivitdt und von
Metaboliten des 3LOX-Reaktionsweges beginnen ebenfalls parallel zur Auspragung der
Nekrosen. Auch erfolgt in den Sorten von S. tuberosum mit erhéhter Basisresistenz eine
starke Akkumulation von 9-LOX-Metaboliten, die mit der Akkumulation in der suszeptiblen
Sorte Désirée vergleichbar ist, wenn diese Feldresistenz durch P. infestans durchbrochen
wird und die Blatter dieser Pflanzen absterben. Desweiteren I6sen die durch Eosin
unabhangig von einem Pathogenbefall induzierten Nekrosen eine Akkumulation von
Metaboliten des 9-LOX-Reaktionsweges aus (Abb. C-15). Hier ist allerdings
bemerkenswert, dal3 erstmals eine spezifische Akkumulation von Produkten des
Reduktase- und EAS-Reaktionsweges gezeigt wurde, wahrend die Metabolite des DES-
Reaktionsweges spezifisch fur Reaktionen auf Pathogenbefall zu sein scheinen. Diese
Zusammenhange deuten auf eine Korrelation zwischen dem Absterben der pflanzlichen
Zellen und der LOX-Expression. Da die durch Eosininfiltration induzierte Nekrosebildung
jedoch von einer Aktivierung der Abwehrgenexpression begleitet ist (Daten nicht gezeigt),
kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 die Akkumulation von Oxylipinen eine Folge- bzw.
Begleiterscheinung der Induktion der Abwehrreaktionen ist. Unabhangig davon ist aber fiir
die den 3LOXen homologen 5-LOXen bei Vertebraten eine Beteiligung an der Auslésung
von apoptotischen Prozessen gezeigt worden (Ding et al. 1999; Ghosh und Myers 1999).

2.1 Korrelation zwischen Nekrosebildung und SA-abhéngiger Stimulierung
des 9-LOX-Reaktionsweges nach Pepl3-Infiltration in nahG-Pflanzen

Mit dem Oligopeptidelicitor Pepl3 stand ein definiertes Elicitormolekal fir
S. tuberosum zur Verfigung, um eine Korrelation zwischen Nekrosebildung und
Stimulierung des 9LOX-Reaktionsweges untersuchen zu konnen. Pepl3 ist ein Peptid
von 13 Aminosauren und stammt aus einem Glykoprotein von 42 kDa aus Phytophthora
sojae. Der Sequenzabschnitt von Pepl3 ist hinreichend und notwendig fur die
Elicitoraktivitat des 42 kDa-Proteins gegentber P. crispum (Nurnberger et al. 1994).
Dieses Oligopeptid, das Glykoprotein und eine Rohelicitorpraparation aus der Zellwand von
P. sojae sind in der Lage, alle Abwehrreaktionen mit Ausnahme des lokalen Zelltodes und
der Bildung von Kallose in Zellen und Protoplasten von P. crispum auszuldsen, die auch
die Zoosporen von P. sojae in Pflanzen induzieren (Dangl et al. 1987; Nurnberger et al.
1994; Hahlbrock et al. 1995). Dazu gehoren die gesteigerte Aktivitat hydrolytischer Enzyme
(Kombrink und Hahlbrock 1986) und die Transkriptakkumulation von Genen, die fir
Enzyme des generellen Phenylpropanstoffwechsels (Chappell und Hahlbrock 1984), fur
PR-Proteine (Somssich et al. 1986) und fur Enzyme der Furanocumarinsynthese (Scheel
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et al. 1986) kodieren. Die Elemente des Signaltransduktionsweges, der nach Bindung von
Pepl3 an einen monomeren Plasmamembranrezeptor von 100 kDa (Nennstiel et al. 1998)
zur Aktivierung der Abwehrgene flhrt, sind bereits intensiv untersucht worden. Es konnte
gezeigt werden, daR transiente lonenflisse (H- und Ca?*-Einstrom, K*- und CI-
Ausstrom), die Akkumulation von ROS und der anhaltene Anstieg des cytoplasmatischen
Kalziums essentiell fur die Aktivierung der PR-Genexpression und Phytoalexinsynthese
sind (Nurnberger et al. 1994; Jabs et al. 1997; Zimmermann et al. 1997; Blume et al. 2000).
Der Ca**-Einstrom ist auRerdem notwendig fiir die Aktivierung mehrerer MAP-Kinasen
(Scheel et al. 2000). Dabei wurde fir eine der untersuchten MAP-Kinasen nach der
Aktivierung ein Transport in den Zellkern nachgewiesen, was auf eine Beteiligung an der
Regulation von Transkriptionsfaktoren hindeutet (Ligterink et al. 1997).

Im Gegensatz zu allen bisher untersuchten Pflanzenarten fihrt die Infiltration von
Pepl3 in S.tuberosum zur Ausbildung von Nekrosen (Geiler 2001). Die Pepl3-
Behandlung der Zellen von S.tuberosum bewirkt auf3erdem die Aktivierung der
Abwehrgenexpression, die von einem Anstieg des Wasserstoffperoxid-Gehaltes und einer
Alkalinisierung des Kulturmediums begleitet wird (Geiler 2001). Weiter konnte gezeigt
werden, dal Pepl3 die Akkumulation von Metaboliten des 9-LOX-Reaktionsweges
induziert (Abb. C-16). In transgenen nahG-Pflanzen hingegen, die das bakterielle Gen fir
eine Salicylathydroxylase exprimieren, wird die Abwehrgenexpression unabhéngig von
einer Nekrosebildung und einer Akkumulation von Metaboliten des 9-LOX-Reaktionsweges
nach Pepl3-Infiltration induziert. Da in diesen nahG-Pflanzen sowohl Nekrosebildung als
auch die Stimulierung des 9-LOX-Reaktionsweges nach Behandlung mit Pepl3
ausbleiben, ist es sehr wahrscheinlich, daf eine Induktion der Bildung von 9,10,11-TriHOD
und 9,12,13-TriHOD sowie 9-HOT durch Pepl3 abhéngig von SA ist. Die
Salicylathydroxylase, die in den nahG-Pflanzen exprimiert wird, Kkatalysiert die
Umwandlung von SA in Catechol und reduziert damit den endogenen SA-Gehalt dieser
Pflanzen. Nach Bakterieninfiltration erfolgt sowohl in den Wildtyp-Pflanzen als auch in den
nahG-Pflanzen eine Ausprédgung von Nekrosen und eine Akkumulation der 9-LOX-
Metabolite. Dies zeigt, dal3 Pathogene im Gegensatz zu Pepl3 die Nekrosebildung und die
Induktion des 9-LOX-Reaktionsweges in den nahG-Pflanzen unabhangig von SA zu
induzieren vermaogen.

Im allgemeinen wird angenommen, daf3 SA als ein Signalmolektl wahrend der SAR
wirkt (Malamy et al. 1990; Métraux et al. 1990; Rasmussen et al. 1991; Enyedi et al. 1992).
SA wird nach Pathogenbefall in C. sativus (Métraux et al. 1990) und N. tabacum (Malamy
et al. 1990) im infizierten und nicht infizierten Gewebe gebildet und hat eine Bedeutung bei
der lokalen Induktion von Abwehrreaktionen. In N. tabacum werden nach Behandlung mit
SA auch defense related genes exprimiert, die nach Infektion mit dem Tabakmosaikvirus
im infizierten und nicht infizierten Gewebe induziert werden (Ward et al. 1991). Die
Prozesse der HR benétigen in A. thaliana nach Befall mit P. parasitica SA, da statt der HR
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der Wildtyp-Pflanzen in nahG-Pflanzen eine kompatible Interaktion beobachtet wird
(Delaney et al. 1994). Im Vergleich zu anderen Pflanzen enthdlt S. tuberosum relativ hohe
Mengen an SA (Coquoz et al. 1995). Das offenbare Fehlen einer SA-Akkumulation im nicht
infizierten Gewebe wahrend der Arachidonséure-induzierten SAR-Auspragung (Coquoz et
al. 1995) und demgegenuber das Ausbleiben der SAR in SA-defizienten nahG-Pflanzen,
deuten eine einzigartige Funktion von SA bei der SAR in S. tuberosum an.

3 Induktion der PR-Genexpression nach Infiltration von Oxylipinen

Die Produkte des LOX-Reaktionsweges besitzen eine Bedeutung bei der pflanzlichen
Pathogenantwort als antimikrobielle Substanzen und Signalmolekile, die an der
Aktivierung der Abwehrgenexpression beteiligt sind (Rosahl 1996; Slusarenko 1996;
Reymond und Farmer 1998). Die Divinylether CA und CnA kodnnten als antifungale
Substanzen wirken, da sie die Sporenkeimung von P. infestans inhibieren (Weber et al.
1999). Daneben haben auch Trihydroxide und Aldehyde eine antimikrobielle Wirkung (Kato
et al. 1985; Croft et al. 1993). Fir JA und 12-Oxo-PDA wurde dagegen gezeigt, dal3 sie als
Signalmolekile an der Antwort auf Verwundung und Insektenbefall beteiligt sind
(Wasternack und Parthier 1997; Koch et al. 1999). Auch Cg-Aldehyde induzieren in
A. thaliana nach Pathogenbefall die Abwehrgenexpression (Bate et al. 1998).

Um die Funktion der 3LOX-Metabolite zu untersuchen, die nach Pathogenbefall in
S. tuberosum akkumumulieren, wurden Blatter mit Losungen dieser Metaboliten in einem
Konzentrationsbereich von 1uM bis 10 mM infiltriert. Dabei ist zu beachten, dal3 nicht
bekannt ist, welche intrazellularen Konzentrationen dann vorliegen. Beim Vergleich der
StPRB1b-Transkriptakkumulation nach Infiltration von 9- und 13-HPOT ist aufféllig, daf3 13-
HPOT bei relativ geringen Konzentrationen die PR-Genexpression unabhangig von einer
Nekrosebildung induziert (Abb. C-18). Dies korreliert mit der in H. vulgare beschriebenen
Akkumulation von HvPR1b-Transkripten nach Behandlung mit 13-HOT (Weichert et al.
1999) und weist auf eine Funktion von 13-HPOT und davon abgeleiteten Metaboliten bei
der Aktivierung von Abwehrreaktionen nach Pathogenbefall hin. Durch die Verwendung von
(13S)-HPOT kann hier aber nicht ausgeschlossen werden, dal3 dieses Substrat des AOS-
Reaktionsweges zu JA umgesetzt und die StPRB1b-Transkriptakkumulation durch das
aus (13S)-HPOT synthetisierte JA verursacht wird. Die Akkumulation von StPRB1b-
Transkripten wurde nach Behandlung mit Psm sowie nach Ethylen- und
Dunkelbehandlung in Battern von S. tuberosum beschrieben (Kistner 1999). Da nach
Bakterieninfiltration in S. tuberosum eine Akkumulation von JA nachgewiesen wurde, kann
maoglicherweise von einer JA-vermittelten Induktion der StPRB1b-Genexpression
ausgegangen werden. Deshalb ware die Infiltration von 13-HOT interessant, um die
Induktion der PR-Genexpression durch diesen Metaboliten des LOX-Reaktionsweges zu
untersuchen. Es konnte auf3erdem gezeigt werden, daf3 9-HOT, 9,10,11-TriHOD und CA
eine nekroseunabhangige Akkumulation von StPRB1b-Transkripten induzieren (Abb. C-
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18). Da noch sehr wenig Uber die Funktion dieser Oxylipine bei Abwehrreaktionen von
S. tuberosum nach Pathogenbefall bekannt ist, stellt diese Untersuchung einen wichtigen
Beitrag zur Aufklarung ihrer Funktionen dar. Hier mifite insbesondere durch ein gain of
function-Experiment in Pflanzen mit erhéhtem Oxylipingehalt die Expression von PR-
Genen analysiert werden.

Die unter 4.2 beschriebenen Ergebnisse deuten auf eine Korrelation zwischen der
LOX-Expression und der Auspragung von Blattnekrosen hin. Es stellt sich die Frage, ob
LOXen als Initiatoren der Lipidperoxidation agieren oder aber nur in Folge ihrer Aktivierung
Membranschadigungen eine unspezifische Begleiterscheinung sind. Die Peroxidation der
Membranlipide wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Die Infiltration von 9HPOT, 13-
HPOT und 9HOT l6st ab Konzentrationen von 5 bzw. 10 mM die Nekrosebildung aus,
wohingegen das LOX-Substrat LnA bei diesen Konzentrationen wesentlich schwachere
Nekrosen induziert (Abb. C-18). Inwieweit LOX-Produkte bei der Entstehung der HR nach
Pathogenbefall eine zentrale Rolle spielen, kann aus dieser Beobachtung nicht
geschlossen werden und mul3 daher noch durch loss of function-Experimente gezeigt
werden.

4 Der 9-LOX-Reaktionsweg und Resistenzauspragung in S. tuberosum

Die vier verwendeten Sorten von S.tuberosum unterscheiden sich in ihrer
Basisresistenz gegenuber P. infestans. Im Gegensatz zur suszeptiblen Sorte Désirée, die
in jedem Fall nach Infektion mit P. infestans abstirbt, besitzen die Sorten Producent,
Tomba und Kuras eine erhohte Basisresistenz gegeniber P.infestans. Diese
rassenunspezifische Resistenz oder allgemeine Feldresistenz ist gegeniber allen
Pathogenrassen wirksam. Daneben existieren aber auch Sorten mit rassenspezifischer
Resistenz, die durch ein einzelnes, dominantes R-Gen vermittelt wird und nur gegen
einige Pathogenrassen aktiv ist. Aufgrund der grof3en genetischen Variabilitat der
Pathogenpopulation kann diese Resistenz jedoch sehr schnell gebrochen werden (Colen
et al. 1995; Melchers und Stuiver 2000). Da die Feldresistenz der in dieser Arbeit
verwendeten Sorten durch Veranderung der Infektionsbedingungen tberwunden werden
kann, war die Untersuchung der Bedeutung des LOX-Reaktionsweges bei der
Resistenzauspragung in S. tuberosum nur eingeschrankt maéglich.

Die Trihydroxid-Derivate, die nach Pathogenbefall sowohl in der suszeptiblen Sorte
Désirée als auch nach Durchbrechen der erhdhten Basisresistenz von Kuras wahrend
des Absterbens der Blatter besonders stark akkumulieren, sind scheinbar nicht an
Resistenzantworten beteiligt, sondern werden vielmehr als Reaktion auf den
Pathogenbefall gebildet. Eine Korrelation der CnA-Akkumulation und der
Resistenzauspragung erscheint dagegen wahrscheinlicher, da diese 4 d nach Inokulation
mit P. infestans in den Pflanzen mit erhdhter Resistenz zum Teil starker akkumulieren als
in den suszeptiblen Pflanzen. Die Akkumulation der Divinylether CA und CnA ist zudem in
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Verbindung mit der Resistenzauspragung in S. tuberosum bereits beschrieben worden
(Weber et al. 1999). Hier akkumulierten die Metabolite in der kompatiblen Interaktion 3d
nach Inokulation, in der inkompatiblen Interaktion begann diese Akkumulation bereits nach
2d. Da der Gehalt der Oxylipine in jedem Fall relativ spat und parallel zur Bildung
sichtbarer Symptome ansteigt, konnte eine Korrelation dieser Akkumulation mit der
Ausbildung der HR bestehen.

Eine entscheidende Rolle von 9-LOXen bei der Resistenzauspragung in Solanaceae
ist anhand transgener Pflanzen von N. tabacum gezeigt worden, in denen die Aktivitat der
pathogeninduzierten 9-LOX NtLOX1 durch die Expression von antisense-LOX-Sequenzen
inhibiert wurde (Rancé et al. 1998). Im Gegensatz zur rassenspezifischen Resistenz der
Wildtyp-Pflanzen waren die transgenen Pflanzen suszeptibel fur eine Infektion mit Ppn.
Diese Interaktion scheint besonders geeignet zur  Untersuchung von
Resistenzphanomenen, da die Autoren nur eine geringe Anzahl von LOX-Genen in
N. tabacum annehmen, von denen bisher nur die NtLOX1 beschrieben worden ist. Im
Gegensatz dazu enthalten andere Pflanzen, wie z.B. S.tuberosum mit bisher
12 charakterisierten 9-LOX-Genen, wesentlich mehr LOX-Isoformen (Abb. D-1). Der Effekt
in N. tabacum konnte somit aber auch durch die hohe Sequenzhomologie von 9-LOXen
bei Solanceae erklart werden, so dafd auch in diesem Ansatz die Expression mehrerer
9-LOXen herunter reguliert waren.

Da mittels der Restriktionsanalyse 9-LOX-spezifischer cDNA-Fragmente gezeigt
werden konnte, dal3 die Transkripte der POTLX-3 nach Pathogenbefall in S. tuberosum
akkumulieren, sollte die Funktion dieser pathogeninduzierten Expression bei
Abwehrreaktionen in transgenen Pflanzen in Analogie zu N. tabacum untersucht werden.
Dazu wurde der RNA-Interferenz-Mechanismus (RNAIi) verwendet, der als eine sehr
effektive Methode des posttranskriptionellen gene silencing (PTGS) beschrieben worden
ist (Kennerdell und Carthew 1998; Waterhouse et al. 1998; Chuang und Meyerowitz 2000).
Die normalerweise pathogeninduzierte Expression der POTLX-3 ist in allen regenerierten
RNAi-Pflanzen vollsténdig unterbunden (Abb. C-23), was die Effizienz der RNAi-Methode
erstmals auch in S.tuberosum zeigt. Im Gegensatz dazu ist durch Expression von
antisense-Sequenzen der POTLX-3 deren Expression in nur 20 % der regenerierten
POTLX-3as-Pflanzen inaktiviert.

Obwohl das POTLX-3-Gen in den RNAIi-Pflanzen ausgeschaltet werden konnte, ist
die Nekrosebildung, die Expression der PR- und Abwehrgene sowie der Krankheitsverlauf
in diesen Pflanzen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollpflanzen nach
Pathogenbefall in ersten Untersuchungen unverandert. Somit kbnnen mit diesen Pflanzen
noch keine Aussagen zur Funktion der pathogeninduzierten Expression der POTLX-3
erhalten werden. Zudem akkumulieren in den RNAIi-Pflanzen 9-LOX-Metabolite nach
Inokulation mit P. infestans, was auf eine weitere 9-LOX-Aktivitdt in diesen Pflanzen
hinweist, deren Expression in den transgenen RNAi-Pflanzen nicht inhibiert werden konnte.
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Da weder Transkripte der knollenspezifischen StLOX1 noch der hier neu gefundenen,
konstitutiv exprimierten StLOX4 in den RNAi-Pflanzen nach Pathogenbefall detektiert
werden konnten (Daten nicht gezeigt), kann vermutet werden, da3 im Genom von
S. tuberosum noch weitere Gene, die fur 9-LOX kodieren, vorhanden sind, deren
Expression in den transgenen Pflanzen durch das RNAi-Konstrukt nicht reprimiert wurde.

In einigen RNAIi-Pflanzen akkumulieren im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
besonders stark das Hydroxid-Derivat 13-HOT (Abb. C-24) und die Autoxidationsprodukte
12- und 16-HOT (Daten nicht gezeigt). Auffallig ist weiterhin, daf3 das in den RNAi-Pflanzen
gebildete 3HOT im Vergleich zu dem in den Kontrollpflanzen entstandenen 9-HOT ein
veréndertes Verhdltnis der R/S-Enantiomere aufweist. Dies |aRt eine Verstarkung von
autoxidativen Prozessen in den transgenen RNAi-Pflanzen vermuten oder kann von der
Aktivitat einer 9-LOX-Isoform mit einer veréanderten Regio- und Stereospezifitat verursacht
werden. Diese konnte eine homologe Form der R-LOXen sein, die aus Invertebraten, wie
z. B. Plexaura homomalla beschrieben worden ist (Brash et al. 1996). Im Gegensatz zu
den S-LOXen bilden diese das Hydroperoxid stereospezifisch in der R-Konfiguration. Die
verstarkte Akkumulation des Divinylethers CA in einigen RNAi-Pflanzen deutet au3erdem
auf eine Aktivierung des Divinylethersynthase-Reaktionsweges hin.

In den RNAIi-Pflanzen erfolgt eine pathogeninduzierte Akkumulation von freien
Fettsduren (Abb. C-25). Diese konnte durch eine Inhibierung der Metabolisierung dieser
LOX-Substrate verursacht werden. Andererseits kdnnen auch Prozesse, die diese PUFAs
bereitstellen, als eine Reaktion auf das Fehlen der Produkte des LOX-Reaktionsweges
verstarkt und damit durch eine feedback-Regulation ausgelost werden.

Die unveranderte Nekrosebildung und das Vorhandensein von LOX-Metaboliten in den
RNAI-Pflanzen sind damit ein weiterer Hinweis darauf, dal3 eine Korrelation zwischen der
Akkumulation von LOX-Metaboliten und der Auspragung von Nekrosen besteht. Inwieweit
dagegen tatsachlich eine Bedeutung der Divinylether bei der Resistenzauspragung
existiert, kann nicht geschlu3folgert werden, da die starke Akkumulation von CA in einigen
RNAi-Pflanze nicht mit einer erhdhten Resistenz dieser Pflanzen gegeniiber einem
Pathogenbefall korreliert.

Zukunftige Arbeiten

Aufgrund der Kenntnisse Uber den 9-LOX-Reaktionsweg in S. tuberosum nach
Pathogenbefall ergibt sich die Frage nach weiteren, in Verbindung mit Abwehrreaktionen
akkumulierenden Metaboliten, die fur die Pathogenabwehr von Bedeutung sind. Dabei ware
gerade die Untersuchung von Derivaten der 16:3-Fettsaure interessant, wie z. B. Dinor-
oxo-PDA, die nach Verwundung in Blattern von A. thaliana und S. tuberosum akkumuliert
(Weber et al. 1997). Mdglicherweise wird das Hydroperoxid-Derivat dieser Fettsaure auch
durch andere Enzyme des LOX-Reaktionsweges umgesetzt, und es entstehen dabei
eventuell Metabolite, die an der Pathogenabwehr beteiligt sind.
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Inzwischen wurde in A. thaliana gezeigt, daf? nach Verwundung eine Akkumulation
von veresterten Oxylipinen erfolgt (Stelmach et al. 2001), die aus der Umsetzung
membrangebundener Fettsauren durch LOXen resultieren. Inwieweit auch diese
Fettsdurederivate eine Bedeutung bei Abwehrreaktionen besitzen, konnte in Zukunft
untersucht werden.

Vor kurzem wurde die cDNA der StDESL1 isoliert und steht somit auch fur loss of
function-Experimente in transgenen Pflanzen zur Verfligung. So koénnte die Bedeutung der
CA-Akkumulation in den RNAi-Pflanzen bei der Aktivierung von Abwehrreaktionen durch
Transformation dieser Pflanzen mit einem RNAI-T-DNA-Konstrukt der StDES1 untersucht
werden.
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E Zusammenfassung

Lipoxygenasen (LOXen) sind an der pflanzlichen Antwort auf Pathogenbefall beteiligt.
Sie katalysieren die Dioxygenierung vielfach ungesattigter Fettsauren und somit die
Synthese von Hydroperoxid-Derivaten. Die Produkte der LOX-Reaktion werden durch die
Enzyme des LOX-Reaktionsweges unter anderem zu Signalmolekilen und
antimikrobiellen Verbindungen umgesetzt. Die Rolle der LOXen bei der Pathogenabwehr in
S. tuberosum wurde inbesondere bei der Reaktion auf den Erreger der Kraut- und
Knollenfaule, den Oomyceten Phytophthora infestans untersucht.

In Zellen von S. tuberosum erfolgt nach Behandlung mit einer Rohelicitorpraparation
von P. infestans die praferentielle Stimulierung von 9-LOXen, die die Hydroperoxidgruppe
am Kohlenstoffatom 9 der Linolsdure (LA) einfihren. Der Hauptmetabolit des LOX-
Reaktionsweges ist der Divinylether Colnelsaure, eine Verbindung mit antifungaler
Wirkung. Es akkumulieren aul3erdem die Trihydroxid-Derivate 9,10,11-TriHOE und
9,10,11-TriHOD sowie das Hydroxid-Derivat 9-HOD in den elicitorbehandelten Zellen.

Die Metabolisierung von 9-LOX-Produkten ist ebenfalls in Blattern von S. tuberosum
bei der kompatiblen Interaktion mit P. infestans und der Nichtwirt-Pathogen-Interaktion mit
Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm) stimuliert, wobei hier vor allem die Produkte
der Umsetzung von a-Linolensaure (LnA) akkumulieren. Am starksten ist die Synthese der
Trihydroxide 9,10,11-TriHOD und 9,12,13-TriHOD aktiviert, die als antifungale Substanzen
diskutiert werden. Parallel akkumulieren in beiden Interaktionssystmen in geringeren
Mengen auch das Hydroxid-Derivat $9HOT und die Divinylether Colnelsaure (CA) und
Colnelensaure (CnA).

In Ubereinstimmung mit der Abwesenheit der Aktivitat von 13-LOXen, die die
Hydroperoxidgruppe am Kohlenstoffatom 13 von LA bzw. LnA einfihren, wurden keine
Produkte des 13-LOX-Reaktionsweges nach Pathogenbefall gemessen. Lediglich nach
Psm-Behandlung akkumuliert das Signalmolektl Jasmonsaure (JA), das moglicherweise
an der Wundantwort in S. tuberosum beteiligt ist.

Die Stimulierung des 9LOX-Reaktionsweges erfolgt parallel zur Verbraunung der
Zellen bzw. der Auspragung von Nekrosen auf den pathogenbehandelten Blattern. Ein
Zusammenhang zwischen der Nekrosebildung und der Akkumulation von 9-LOX-
Produkten wurde anhand chemisch induzierter (nach Eosinbehandlung) und durch
Infiltration mit dem Oligopeptidelicitor Pepl3 verursachter Nekrosen untersucht. Die
9-LOX-Metabolite 9,10,11-TriHOD und 9,12,13-TriHOD sowie 9-HOT akkumulieren in
zeitlicher Korrelation mit der Nekrosebildung, wohingegen die Mengen der Divinylether
unverandert bleiben. Dald diese Oxylipine eher eine Rolle nach Pathogenbefall spielen
kénnten, zeigen gering erhthte Mengen an Divinylethern in Blattern von Kartoffelsorten mit
erhdhter Basisresistenz gegenlber P. infestans.
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Hinweise auf die Funktion der Oxylipine bei Abwehrreaktionen in S. tuberosum wurden
in gain of function-Experimenten durch exogene Applikation von LOX-Metaboliten-
Losungen erhalten. Dabei induzieren 13-HPOT, mdglicherweise aufgrund der
Metabolisierung zu JA, und 3HOT, 9,10,11-TriHOD, CA sowie 3HPOT eine StPRB1b-
Transkriptakkumulation unabhangig von der Auspragung von Nekrosen. Somit kénnten
diese Oxylipine direkt an der Induktion von Abwehrreaktionen beteiligt sein.

Zur Untersuchung der pathogeninduzierten Expression von 9-LOX-Genen wurde das
posttranskriptionelle gene silencing (PTGS) durch RNA-Doppelstrang-Interferenz (RNAI)
fur die Pflanzentransformation verwendet. In den transgenen Pflanzen ist die Expression
aller bekannten 9-LOXen aus S. tuberosum unterbunden, wohingegen die Nekrosebildung,
die Expression der PR- und Abwehrgene sowie der Krankheitsverlauf im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrollpflanzen unveréndert ist. Erste Analysen der Metabolite des LOX-
Reaktionsweges zeigen, dafd in den RNAi-Pflanzen ein verandertes Oxylipin-Muster
vorliegt, dessen Funktion aber noch néher charakterisiert werden muf3.
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Anhang

G Anhang

Anhang 1: Sequenz des cDNA-Fragmentes mit Homologien zu einer D**-Acyl-Lipid-
Desaturase aus Solanum commersonii

TTTGEGTGAA TGCACATGAG TGTGECCATC ACGCTTTCAG TGATTACCAA TGEGITGATG 60
ACACCGITGG ACTTATCCTT CACTCTGCTC TGITGGTGCC GTACTTCTCT TGGAAATATA 120
GTCATCGTCG CCACCACTCC AACACTGECT CCCTCGAGCG TGATGAGGTC TTTGIGCCCA 180
AGCCAAAATC TCAGCTCGGA TGGTATTCCA AGTACTTGAA CAATCCACCA GGCAGSGTICC 240
TCTCACTTAC AATCACCCTC ACTCTTGECT GECCGITGTA CTTGECCTTC AATGTATCTG 300
GCAGACCATA CGACCGATTT GCATGICACT ATGACCCTTA CGECCCAATC TACAACAACC 360
GTGAGAGCECT ACAGATCTTC GITTCTGATG CTGGAGITCT CGGAGITTGI TATCTGCTAT 420
ACCGTATTGC CTTAGIGAAA GGTCTAGCTT GECTAGIGIG CATCTACGGT GTACCCCTCC 480
TGGTCGTGAA CGGCTTCCTT GICCTGATCA CCTACTTGCA GCACACTCAC CCATCATTGC 540
CTCACTA

Anhang 2: Sequenz des cDNA-Fragmentes der StLOX4

ACAAACAGCEC AACTAAGIGI GCTTCACCCT ATTCATAAGC TTCTCCTTCC TCATTTTCGT 60
GAAACGATGA ACATAAATGC TTTAGCAAGA CAAATCCTAA TCAATGGTGG CGGACTTCTT 120
GAATTTACCG TCTTCCCTGC CAAATATTCC ATGGAACTGT CATCAGTAAT TTACAAAGAC 180
TGGATTTTTC CGGAACAAGC ACTTCCTGCT GATCTCATCA AAAGCCGAGT GECTGITGAG 240
GACTCAAGCT CCCCACATGG CGITCGCTTA CTGATTCAGG ACTATCCATA TGCTGITGAT 300
GEGITGGAAA TTTGGTCAGC AATCAAAAGT TGGGTAACAG AATATTGCAA CTACTATTAC 360
AAATCAGATG ACGCGGTACA GAAAGACACT GAACTCCAAG CCTGGTGEAA GGAGCTCCGC 420
GaAGAAGGAC ATGCOGACAA GAAAGATGAG CCTTGGTGEC CTAAAATGCA AACTGIGCAA 480
GAGCTCATAG ATTCCTGCAC CATCACTATA TGOMAGCTT CAGCACTTCA TGCAGCAGIT 540
AATTTTGEEC AATACCCTTA TGCAGGITAC CTCCCAAATC GCC
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Anhang

Anhang 3: Sequenzanalyse eines 9-LOX-spezifischen Fragmentes
Nukleotide, die von der consensus-Sequenz abweichen, sind blau gekennzeichnet, die Bgl II-

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

StLOX1
PLOX1
POTLX-3

Schnittstelle ist gelb und die Cla I-Schnittstelle griin markiert.

StLOX1  (Acc. No. S73865): Nukleotide 1599 bis 2180;
PLOX1 (Acc. No. AF019613):  Nukleotide 1648 bis 2229;
POTLX-3 (Acc. No.U60202): Nukleotide 1650 bis 2231

ACAAACAGGCAACTAAGTGTGCTTCACCCTATTCATAAGCTTCTATATCCTCATTTCCGG
ACAAACAGGCAACTRGTGTGCTTCACCCTATTCATAAGCTTCTATATCCTCATTTCCGG
acaaacaceeancTarcrerceTTcAaccclarrecaraacerrfraflarcercarrrfjcclj

GACACAATGAATATTAATGCTTCGGCAAGACAAATCCTAATCAATGCTGGTGGAGTTCTT
GACACAATGAATATTAATGCTTCGGCAAGACAAATCCTAffrcarTecTGeTGRAGTTCTT
cacaclarcaaar@aarccrTleccancacAGATCTTAATCAATGCTGGTGGAGTTCTT

GAGAGTACAGTTTTTCAATCCAAATTTGCCTGGARATGTCAGCTGTCGTTTACAAAGAT
GAGAGTACAGTTTTTCAATCCAAATTTGCCATGGARATGTCAGCTGTCGTTTACAAAGAT
cacaacacrrrrrcfificcaratfreclarccraarcercacererferrracan il

TGGGTTTTCCCTGATCAAGCCCTTCCAGCTGATCTTGTTAAaGeccAGTAGCAGTTGAG
recerrTTCcCccTGATCAAGCCcCTTCCfecTeaTerTreTTARGAGGGGAGTAGCAGTTGAG
reeeTTTTlccrcaflcanccllcrrecaccrearerrlir@aacaceecacTleclerleac

GACTCGAGTTCTCCTCATGGTGTTCGTTTACTGATAGAGGACTATCCATACGCTGTTGAT
GACTCGAGTTCTCCTCATGGTGTTCGTTTACTGATAGAGGACTATCCATACGCTGTTGAT
cactcflrerrcllicclicarcererreclir et et BeacTaTccarafecTeTTeaT

GGCTTAGAAATATGGTCTGCAATCAAAAGTTGGGTGACAGACTACTGCAGCTTCTACTAT
GGCTTAGAAATATGGTCTGCAATCAAAAGTTGGGTGACAGACTACTGCAGrTcTaCTAT
cecTTAGAAATATGGTCllecaarcarancrroceTlaclcalirallrccallctreraffrar

GGATCGGAIGAAGAGATTCTGAAAGACAAT GAACTCCAAGCCTGGTGGAAGGAACTCCGA
GGATCGGATGAAGAGATTCTGAAAGACAAT GAACTICAAGCCTGGTGGAAGGAACTCCGA

B rclcarcan 8 tlrcarrcaflrarcancrccancecfrcerceanceafctlicea

GAAGTGGGACATGGTGACAAGAAAAATGAACCATGGTGGCCTGAAATGMAAACACCACAR
GAAGTGGGACATGGTGACAAGAAAAATGAACCATGGTGGCCTGAAATG@AAACACCACAR
carcllccacarcereacarcarafareancclireercecer@anarc@anraclcElcaa

GAGCTAATCGATTCGTGTACCACCATCATATGGATAGCTTCTGCACTTCATGCAGCAGTT
GAG.TAATCGATTCGTGTACCACCATCATATGGATAGCTTCTGCACTTCATGCAGCAGTT

caccTArllcarrclirclacla i rlarBrecaracclircBecacrrearecaceactlil

AATTTTGGGCAATATCCTTATGCAGGTTACCTCCCAAATCGC
AATTT.GGGCAATATCCTTATGCAGGTTA.CTCCCAAATCGC
AATTTTGGGCAATA.CCTTATGCAGGTTACCTCCCAAATCGC

60
60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

300
300
300

360
360
360

420
420
420

480
480
480

540
540
540

582

582
582
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